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Abstract:

This PhD-work describes the total synthesis of Cyclomarin C, a marine natural product
with a unique biological activity against tuberculosis-causing bacteria. It is a complex, cyclic
heptapeptide, which consists of three natural and four non proteinogenic amino acids, of
which two occur exclusively in this family of natural products. For the synthesis of these
building blocks, highly selective and straightforward routes have been developed. Besides
Cyclomarin C, for which a total synthesis was already described, two more members of this
natural product class, Cyclomarin A and D, were synthesized for the very first time.

Furthermore, a simplified derivative, which requires a shorter reaction sequence due to
a missing hydroxyl group, was synthesized. Interestingly, it possesses the same
antituberculotical activity as the two most potent natural products Cyclomarin A and C in the
lower micromolar range.

Kurzfassung:

Diese Dissertation beschreibt die Totalsynthese von Cyclomarin C, einem Vertreter einer
Familie von marinen Naturstoffen mit einzigartiger biologischer Aktivitat gegenlber
Tuberkulose-auslésenden Bakterien. Es handelt sich dabei um ein komplexes, cyclisches
Heptapeptid, welches neben drei proteinogenen Aminosduren aus vier unnatirlichen
besteht, von denen zwei exklusiv in dieser Naturstofffamilie vorkommen. Zur Synthese
dieser Teilbausteine wurden neue, hochselektive und gleichzeitig kurze Routen entwickelt.
Neben Cyclomarin C, fiir das bereits zuvor eine Totalsynthese beschrieben war, konnten
zwei weitere Vertreter dieser Naturstoffklasse, Cyclomarin A und D, erstmals synthetisiert

werden.

Dartiber hinaus wurde ein vereinfachtes Derivat hergestellt, welches durch eine
fehlende Hydroxygruppe eine erheblich kiirzere Synthese erfordert. Interessanter Weise
besitzt es die gleiche antituberkulotische Aktivitdt im unteren mikromolaren Bereich wie die
beiden potentesten Naturstoffe Cyclomarin A und C.
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Einleitung

1. Einleitung

Diagnose Tuberkulose? Fiir die meisten Menschen in den westlichen Landern gilt diese
Krankheit als ausgestorben — dabei sind sich nur die wenigsten bewusst, dass, statistisch
gesehen, weltweit jeder dritte Mensch mit dem Erreger infiziert ist!™ Erfreulicherweise
bricht die Krankheit allerdings nur in einem Bruchteil aller Falle aus und zumindest in den
Industrielandern bestehen sehr gute Chancen, die Krankheit zu heilen. In den
Entwicklungslandern sieht es jedoch leider ganz anders aus — hier treten 95 % aller
Todesfdlle weltweit auf. In Gebieten mit medizinischer Unterversorgung, wie z.B. Indien,
einigen afrikanischen Staaten und Teilen von China, herrschen Bedingungen, die fir die
Verbreitung des Erregers, den Ausbruch der Krankheit und auch fir die Bildung von
resistenten Formen besonders gilinstig sind. Somit ist und bleibt Tuberkulose eine sehr ernst
zu nehmende Krankheit und die Entwicklung von neuen, effektiven Wirkstoffen ist von
groflem Interesse.

Wie alle bakteriellen Infektionskrankheiten wird auch Tuberkulose mit antibakteriellen
Wirkstoffen, sog. Antibiotika, behandelt. Die Entdeckung und erstmalige Anwendung dieser

23] 56 konnten

Wirkstoffklasse war gleichbedeutend mit einer medizinischen Revolution.
erstmals Infektionen, die bisher in den meisten Fallen tédlich verliefen, binnen weniger Tage
geheilt werden. Bereits unter den ersten marktfahigen Medikamenten befanden sich sowohl
vollsynthetisch hergestellte Stoffe wie z.b. das Sulfonamid Prontosil, als auch Naturstoffe mit
dem wohl prominentesten Beispiel Penicillin G (s. Abbildung 1.1).[4] Mit der Entdeckung
dieses von einem Pilz produzierten Wirkstoffs setzte Flemming einen Meilenstein, denn bis
heute stellen Naturstoffe oder deren Derivate einen sehr wichtigen Anteil aller
Medikamente dar und in keinem Bereich der Medizin ist ihr Anteil so hoch wie bei den

Antibiotika.

/—OH
O/\
Penicillin G Prontosil

Abbildung 1.1: Strukturen der Antibiotika Penicillin G und Prontosil.

Alle entdeckten antibiotisch wirkenden Naturstoffe wurden, zumindest anfanglich,
ausschlieBlich durch Fermentation des produzierenden Organismus gewonnen. Neben Pilzen
produzieren paradoxerweise viele Bakterienstamme Stoffe, die gegen andere Stamme
wirksam sind. Ein Grund fir die ausschlieRlich biotechnologische Gewinnung liegt in der
Komplexitat der natiirlichen Strukturen, was eine chemische Synthese oft sehr anspruchsvoll
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gestaltet. So gelang es beispielsweise erst 1957, rund 30 Jahre nach der Entdeckung von
Penicillin G, eine erste rein chemische Synthese dieses Naturstoffs zu entwickeln."

Nachdem bis in die friihen siebziger Jahre standig neue Stoffklassen als Medikamente
verfligbar wurden, betrachtete man den Markt als gesattigt und vernachlassigte die
Entwicklung neuer Wirkstoffe. In den folgenden Jahren wurden jedoch zunehmend
Bakterienstimme entdeckt, die gegen ein oder mehrere Antibiotika resistent waren.
Waéhrend man anfangs der Meinung war, dass ausschlieBlich die unkorrekte Anwendung der
Wirkstoffe zu Resistenzen fiihrte, ist mittlerweile bekannt, dass ein jeder Einsatz von
Antibiotika unweigerlich zur Resistenzentwicklung fihrt. Somit hat jedes Antibiotikum ein
"vorprogrammiertes Verfallsdatum" und die standige Entwicklung neuer Wirkstoffe ist von
essentieller Bedeutung. Eine anfangs genutzte, hocheffektive Methode zum Zugang zu
Naturstoff-Derivaten war die Semisynthese. Dabei werden biotechnologisch gewonnene
Stoffe durch eine oder mehrere chemische Stufen modizifiert. Das erste Beispiel daflir war
die Hydrierung von Streptomycin zu Dehydrostreptomycin (s. Schema 1.1), welche parallel
von Park, Davis & Co."® und Merck!”! untersucht wurde. Das erzeugte Derivat besall zwar die
gleichen antibakteriellen Eigenschaften, war aber chemisch stabiler.

Streptomycin Dihydrostreptomycin

Schema 1.1: Erzeugung von Dihydrostreptomycin durch Semisynthese aus Streptomycin.

Obwohl durch Semisynthese Uber die Jahre hinweg sehr viele Naturstoff-Derivate
erzeugt werden konnten, ist diese Methode jedoch durch einige Faktoren limitiert. So kann
langst nicht jede beliebige Position im Molekil modifiziert werden und es kdnnen nur
Naturstoffe derivatisiert werden, die biotechnologisch in ausreichendem MaRstab
zuganglich sind. Oft kdnnen neu entdeckte Stoffe jedoch nur in mg-Mengen isoliert werden,
was selbst fir eine vollstandige Evaluierung ihrer biologischen Aktivitdt meist nicht
ausreichend ist. So bleibt die chemische Totalsynthese oft die einzige Moglichkeit, neue
Naturstoffe zum einen in ausreichend groflem Malstab zu produzieren und zum anderen an
beinahe beliebigen Positionen zu modifizieren.

Betrachtet man die Strukturen komplexerer antibakterieller Naturstoffe wie z.B.
Vancomycin oder Daptomycin (s. Abbildung 1.2), wird schnell ersichtlich, dass sich eine
chemische Synthese dieser Verbindungen als enorm komplex und aufwendig gestaltet. Die
ersten Teilsynthesen von Vancomycin stellten beispielsweise selbst fir weltweit fiihrende
Arbeitsgruppen in diesem Bereich eine jahrelange Herausforderung dar.® Die Totalsynthese
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eines Naturstoffs erfordert eine ausgiebige Syntheseplanung, sowie eine breite Kenntnis

Uber synthetische Methoden und wird deshalb oft als die Konigsdisziplin der Organischen
Chemie bezeichnet.

)
HZN\/\\“
HN 0 O
NH
N 5 , 2
N, OH
H ‘.
NH 0o NH H,*
0] AN
H
Daptomycin Vancomycin

Abbildung 1.2: Strukturen von Daptomycin und Vancomycin.
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2. Kenntnisstand

2.1 Tuberkulose — Die Problematik

2.1.1 Besonderheiten einer Tuberkuloseinfektion

Tuberkulose (TB) ist eine Infektionskrankheit, welche hauptsachlich die Lungen befallt.!!

Sie wird durch Tropfcheninfektion tGbertragen, wobei lediglich einige wenige Tropfchen mit
jeweils 1-3 Keimen geniigen konnen, um die Krankheit zu Ubertragen.[gl Glicklicherweise hat
eine Infektion jedoch nur in 10 % aller Falle einen Ausbruch zur Folge und in den meisten
Fallen bleibt die Krankheit in ihrer sog. latenten Form (s. Abbildung 2.1). Kommt es zu einem
Ausbruch (aktive Form), treten anfangliche Symptome wie Husten, Fieber und
Gewichtsverlust auf. Bleibt die Infektion unbehandelt, verschlimmern sich die Symptome
durch Zerstérung des Lungengewebes hin zu blutigem Husten. In zwei Dritteln aller Falle
fuhrt die unbehandelte Krankheit zum Tod. Nur Patienten mit einer aktiven Infektion kénnen

den Erreger auf andere Ubertragen.

M. tuberculosis
aerosol

(85 )

0%

Latente o
Infektion q

Abbildung 2.1: Stadien einer Tuberkulose-Infektion.

gunBeIN %

(10]

Obwohl es seit vielen Jahren effiziente Medikamente gegen diese Krankheit gibt,m]
entstehen jahrlich ca. 9 Millionen neue Infektionen und fiir 1.5 Millionen Menschen endet
sie jedes Jahr todlich. Sie steht damit auf der Liste der letalen Infektionskrankheiten auf dem
zweiten Platz, direkt hinter HIV/AIDS.“Z] Warum stellt nun die Behandlung von TB trotz
jahrelanger Forschung immer noch ein schwerwiegendes, weltweites Problem dar?



Kenntnisstand

Hauptgrund hierfir sind die Besonderheiten des verantwortlichen Erregers Mycobacterium
tuberculosis (MTB, s. Abbildung 2.2). Es handelt sich hierbei um ein Bakterium aus der
Familie der Mykobakterien, welches bereits 1882 von Robert Koch identifiziert wurde. In
einigen Belangen unterscheidet sich dieses Bakterium signifikant von anderen pathogenen
Bakterien, wodurch die meisten herkdmmlichen Antibiotika-Therapien bei einer MTB-
Infektion keine Wirkung zeigen.

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp ﬁﬁ 2um

30.0kV-30 15549x SE 7.4 0 jhc g

Abbildung 2.2: Links: Elektronenmikroskopische Aufnahme von MTB, Rechts: VergroRRerte
Aufnahme von MTB-Kulturen auf Nahrbsden. ™!

Zu Beginn einer MTB-Infektion startet ein Abwehrmechanismus des Korpers, bei dem,
wie bei jeder Infektion, Fresszellen (Macrophagen, in den Lungen speziell Alveol-
Macrophagen) versuchen, die fremden Zellen durch UmschlieBen (Phagozytose) abzutéten
und abzubauen. Im Unterschied zu anderen Bakterien wird MTB von den Phagozyten zwar
umschlossen, ist aber resistent gegen das sog. Lysosom. In letzterem werden normalerweise
durch die dort herrschenden sauren Bedingungen und die Generierung von reaktiven
Sauerstoff-Spezies Fremd-Zellen zersetzt. Durch diese Resistenz und verschiedene
Mechanismen Uberlebt MTB nicht nur in der Fresszelle, es kann sich dort sogar vermehren.
Dieser Vorgang wird als macrophage parasitism bezeichnet.* Die Widerstandsfihigkeit
wird der ungewdhnlichen Mykolsaure-haltigen Zellwand von MTB zugeschrieben, welche
durch ihre geringe Permeabilitat aullerdem eine signifikante Hirde fir Antibiotika
darstellt.!™!

Das Immunsystem reagiert auf die Infektion der Phagozyten, indem es einen Wall aus
weiteren Fresszellen und anderen Abwehrzellen um die infizierte Zelle bildet (Granulom)
und diese so vom Rest des Organismus abschottet. Daraufhin nutzt MTB eine weitere
einzigartige Eigenschaft: es verfallt in das Stadium der sog. Dormanz. In diesem Status fahrt
das Bakterium seinen gesamten Stoffwechsel herunter, verbraucht somit viel weniger
Nahrstoffe bzw. Sauerstoff und reproduziert sich noch seltener. Die Bakterien kbnnen so
sehr lange in einem Organismus Uberleben. Kommt es etwa zu einer Suppression des
Immunsystems, insbesondere durch HIV, kann sich die Infektion schnell im gesamten
Wirtsorganismus ausbreiten.
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Das Hauptproblem einer Behandlung einer MTB-Infektion wird nun deutlich: Der
GroRteil aller etablierten Antibiotika greift in den Stoffwechsel (z.B. ATP-Synthase-
Inhibitoren) oder den Reproduktionszyklus (z.B. Protein- oder Zellwand-Synthese-
Inhibitoren) eines Bakteriums ein und verhindert damit die Ausbreitung der Infektion. Sind
diese Prozesse stark verlangsamt, verldangert sich die bendtigte Therapie demnach
entsprechend. So muss ein TB-Patient mehrere Monate bis Jahre behandelt werden,
wahrend die Antibiotika-Therapie herkdmmlicher Infektionen in der Regel nach einigen
Tagen bzw. Wochen beendet ist.

Die Bildung von Resistenzen ist einer der Hauptgriinde fur die Notwendigkeit, standig
neue Antibiotika zu entwickeln,>**! MTB stellt diesbezliglich jedoch abermals einen
Sonderfall dar. Man unterscheidet zwischen intrinsischen und erworbenen Resistenzen. Die
bereits erwdahnte besondere Zellwand und bestimmte Effluxpumpen, die zur Resistenz gegen
Antibiotika wie Tetracycline, Fluorocycline oder Quinolone fiihren, werden als intrinsische
Resistenz bezeichnet. Wahrend die sog. erworbenen Resistenzen bei den meisten Bakterien
durch den gegenseitigen Austausch von genetischem Material weitergegeben werden,
werden diese im Falle von MTB hauptsachlich in einzelnen Bakterien durch spontane
Mutationen in chromosomalen Genen wahrend einer einzelnen Infektion gebildet und durch

(18] |deale Bedingungen fir solche Mutationen herrschen

Zellteilung weitergegeben.
insbesondere bei einer unzureichenden oder unkorrekten Anwendung von Anti-
tuberkulotika. Dies ist vor allem in Landern der Dritten Welt der Fall, wo auch die GroRzahl
aller Krankheitsfdlle auftreten. Der ohnehin lange Behandlungszeitraum und die oft
unzureichende medizinische Versorgung in den betroffenen Gebieten sind also ideale

Voraussetzungen fir die Bildung resistenter Formen.

Als MDR-TB (eng. multidrug-resistant tuberculosis) wird eine Form von MTB genannt,
die auf eine Behandlung mit Isoniazid und Rifampicin (s. Kap 2.1.2.) nicht anspricht. Diese
beiden Antituberkulotika, sog. first-line Medikamente, stellen die am haufigsten
eingesetzten Medikamente bei einer TB-Infektion dar. Bei dieser Form betragt die Mortalitat
bereits Gber 30 %, die Behandlungskosten pro Patient steigen von 100-500 US-S bei einer
herkdmmlichen TB-Infektion auf bis zu 50 000 US-$ und der Behandlungszeitraum verldngert
sich von einigen Monaten auf bis zu zwei Jahre. Laut Zahlen der WHO waren 2013 bereits
3.5% aller neuen TB-Fille resistenten Keimen geschuldet, was etwa 480 000 neu
erworbenen Infektionen entspricht. Von diesen Fallen resistenter Tuberkulose wurden nach
Schatzungen wiederum 9 % durch XDR-TB, sog. extensively drug resistant TB, ausgelost.
Diese Bakterien sind nicht nur gegen die first-line Therapeutika, sondern auch gegen die
eigentlich hochwirksamen second-line-Antituberkulotika resistent. Diese Form der
Tuberkulose endet in den allermeisten Fallen todlich.

Neben der korrekten Anwendung etablierter Therapeutika bleibt die Entwicklung neuer
Wirkstoffe zur Behandlung resistenter Stamme also weiterhin ein wichtiges Ziel. Zur
Vermeidung von Kreuzresistenzen sind Wirkstoffkandidaten mit ganzlich neuen Targets

6



Kenntnisstand

natlirlich besonders interessant. Die zurzeit verwendeten Wirkstoffe und ihre Wirk-
mechanismen werden im folgenden Kapitel erlautert.

2.1.2  Eingesetzte Antituberkulotika, Wirkmechanismen und Resistenz-
bildung

Das Wirkstoffspektrum zur Behandlung von TB umfasst viele Substanzklassen - sowohl
vollsynthetische als auch Naturstoffe — welche ein ebenso breites Spektrum an Wirk-
mechanismen besitzen.™ Welches Therapeutikum zum Einsatz kommt, hangt hauptsachlich
davon ab, ob es sich um normale TB, MDR-TB, oder XDR-TB handelt. Wahrend bei nicht
resistenten Fallen (sog. ds-TB, drug suscebtible TB) seit ca. 50 Jahren dieselben Medikamente
wie Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol angewendet werden, erfordert die
Behandlung resistenter Stimme immer neue Wirkstoffe. Tabelle 2.1 zeigt eine Ubersicht
verfligbarer Antituberkulotika und deren Wirkungsweise.

Tabelle 2.1: Ubersicht ber die wichtigsten Antituberkulotika und deren Wirkmecha-
[19]

nismen.
Wirkstoff MICso® (mg/L) (Haupt-)Wirkmechanismus Target
Isoniazid 0.02-0.2 Inhibition der Mykolsaure- Acyl-Carrier-Protein-
synthese (Zellwand) Reduktase
Rifampicin 0.05-0.1 Inhibition der RNA-Synthese RNA Polymerase,
B-Untereinheit
Pyrazinimid 15-50 Stérung des Membrantransports  Energie-Metabolismus
und Energiehaushalts der Membran
Streptomycin 2-8 Inhibition der Proteinbiosyn- Ribosomale S12 und
these 16S rRNA
Ethambutol 1-5 Inhibition der Arabinogalactan-  Arabinosyl-Transferase
Synthese (Zellwand)
Fluoroquinolone 0.5-2 Inhibition der DNA-Synthese DNA-Gyrase
Kanamycin/ 2-4 Inhibition der Proteinbiosyn- 16S rRNA
Amikacin these
Ethionamid 10 Inhibition der Mykolsauresyn- Acyl-Carrier-Protein-
these Reduktase
Cycloserin 5-20 Inhibition der Peptidoglycan- D-Alanin-Racemase
Synthese

®MICs = 50 %-ige inhibitorische Konzentration
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Ein sehr wichtiger Unterschied zur Behandlung anderer pathogener bakterieller
Infektionen besteht darin, dass stets eine Kombination aus mindestens zwei
Antituberkulotika verabreicht werden muss. Die Resistenzbildung wéahrend einer TB-
Infektion kann so schnell stattfinden, dass ein einziger Wirkstoff nicht ausreichen wirde.
Dies dullert sich auch darin, dass zu jedem einzelnen Wirkstoff bereits resistente Stamme
nachgewiesen wurden. Im Folgenden werden die wichtigsten Wirkstoffe, sortiert nach
Wirkmechanismus, vorgestellt.

Inhibitoren der Zellwandsynthese

Die wichtigsten Wirkstoffe, welche verschiedene Prozesse zum Aufbau der Zellwand
inhibieren, sind Isoniazid, Ethionamid, Ethambutol und Cycloserin. Obwohl diese Stoffe
teilweise recht komplexe Wirkmechanismen besitzen, sind ihre Strukturen chemisch
gesehen jedoch erstaunlich einfach. Isoniazid A ist einer der meist eingesetzten Wirkstoffe
gegen TB (s. Abbildung 2.3). Dabei handelt es sich um eine pro-drug, welche von einem
Enzym in MTB aktiviert werden muss. Die Aktivierung findet durch eine Katalase/Peroxidase
(KatG) statt, die die inaktive Form reduktiv an NAD kuppelt. Diese Spezies B inhibiert
wiederum eine NADH-abhdngige Enoyl-ACP-Reduktase, welche essentiell fir die

Mykolsauresynthese der Zellwand ist.120!
H 7N
O~ _N. @) N
NHz  katc o X
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Abbildung 2.3: Struktur und Aktivierung von Isoniazid (A) zum NAD-Adddukt B. ADP =
Adenosyldiphosphat.

Analog zu Isoniazid handelt es sich bei Ethionamid (C) um eine pro-drug, die in eine
aktive Form umgewandelt werden muss (s. Abbildung 2.4). Allerdings ist hier eine
Monooxigenase flir die Bildung des entsprechenden NAD-Adduktes verantwortlich. Ein
weiteres wichtiges Therapeutikum ist Ethambutol (D). Es wirkt ausschlieflich gegen sich
reproduzierende Bakterien indem es eine Arabinosyl-Transferase inhibiert, welche fiir die
Biosynthese von Arabinogalactan verantwortlich ist. Bei letzterem handelt es sich um ein
Polysaccharid, das essentiell fir die Zellwandsynthese von Mykobakterien ist. Die
Biosynthese eines anderen essentiellen Teils der Zellwand, dem Peptidoglykan, wird durch
Cycloserin (E) inhibiert. Es blockiert die (D)-Alanin-Racemase, die normalerweise fiir die
Konvertierung von (L)-Alanin in (D)-Alanin verantwortlich ist. Die unnatirliche Form dieser
Aminosaure ist ein Baustein des Peptidoglykans.
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Abbildung 2.4: Strukturen von Ethionamid (C), Ethambutol (D) und Cycloserin (E).
Inhibitoren der Proteinbiosynthese

Zu dieser Gruppe von Antituberkulotika zdhlen strukturell unterschiedliche Wirkstoffe,
wie beispielsweise Streptomycin, Kanamycin oder Capreomycin. Streptomycin (F, s.
Abbildung 2.5) ist ein bakterieller Naturstoff (Aminoglykosid-Antibiotikum), der aus
Streptomyces Griseus isoliert wurde und war der erste eingesetzte Wirkstoff gegen TB. Er
inhibiert die Initiation der mRNA-Translation und sorgt so fiir Ablesefehler des genetischen
Codes, indem er an die 16S rRNA bindet. Da dieser Wirkstoff anfanglich ausschlieRlich als
Mono-Therapeutikum eingesetzt wurde, konnten sich resistente Formen schnell bilden und
ausbreiten.

Abbildung 2.5: Struktur von Streptomycin (F).

Ebenfalls zur Familie der Aminoglykosid-Antibiotika gehoren Amikacin (G) und
Kanamycin (H, s. Abbildung 2.6). Sie sind auch bakterielle Naturstoffe und sind zusammen
mit Peptid-Antibiotika wie Capreomycin wichtige Wirkstoffe zur Behandlung von MDR-TB.
Genau wie Streptomycin binden alle diese Verbindungen an die 16S rRNA und stéren die
Translation. Wenig verwunderlich ist deshalb, dass bereits Kreuzresistenzen unter vielen

Vertretern gefunden wurden. 222
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Abbildung 2.6: Strukturen von Amikacin (G) bzw. Kanamycin (H, links) und Capreomycin (J,
rechts).

Inhibitoren der Nukleinséduresynthese

Die wichtigsten eingesetzten Wirkstoffe, die in die Nukleinsduresynthese eingreifen,
sind Rifampicin, Ciprofloxacin und Ofloxacin (s. Abbildung 2.7). Rifampicin (K) ist ein semisyn-
thetisches Antibiotikum, das 1972 eingefiihrt wurde und zusammen mit /soniazid die
Basistherapie zur Behandlung von TB bildet. Es ist sowohl gegen sich aktiv reproduzierende,
als auch gegen nicht-wachsende Bakterien aktiv. Dabei bindet es an die B-Untereinheit der
DNA-abhdngigen RNA-Polymerase und verhindert dort die Verlangerung der Messenger-
RNA.122! Rifampicin-resistente Formen besitzen Mutationen in den Genen, welche die
B-Untereinheit codieren, was zu einer rdumlichen Veranderung des Enzyms und somit zu
einer geringeren Bindungsaffinitat fuhrt.

Abbildung 2.7: Strukturen von Rifampicin (K), Ciprofloxacin (L) und Ofloxacin (M).

Die Fluorochinolone Ciprofloxacin (L) und Ofloxacin (M) bilden die zweite Art von
Nukleinsduresynthese-Inhibitoren. Beides sind Derivate der Nalidixinséure und werden als
second-line-Antibiotika eingesetzt. Es handelt sich in beiden Fallen um DNA-Gyrase-
Inhibitoren (Topoisomerase Typ Il). Dieses Enzym katalysiert die partielle (Ent-)windung der
DNA (sog. supercoiling), was zum Ablesen erforderlich ist. In resistenten Mutanten liegen in
den meisten Fallen Substitutionen innerhalb der Aminosauresequenz in den Fluoroquinolon-
Bindungsstellen vor.
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Stoérung des Membranstoffwechsels

Der einzige etablierte Vertreter dieser Klasse ist Pyrazinamid (N, s. Abbildung 2.8). Es
wurde 1952 entdeckt und kurz danach bereits zur Behandlung von TB eingesetzt. Mithilfe
dieses Wirkstoffs konnte die Behandlungsdauer von neun auf sechs Monate reduziert
werden. Pyrazinamid ist eine sog. pro-drug, welche durch das Enzym Pyrazin-
amidase/Nicotinamidase (PZase) in seine aktive Form Pyrazincarbonsdure (O) umgewandelt
wird. Diese kann den Membranstoffwechsel storen und den Membrantransport in-
hibieren.?* Der genaue Mechanismus ist jedoch bis heute nicht bekannt.

(0] 0]
N PZase N
[ j)\NHZ — > [ \j)J\OH
~Z ~Z
N N
N (0]
Abbildung 2.8: Pyrazinamid (links) und die aktive Form Pyrazincarbonsaure (rechts).

Ein wichtiger Fakt ist, dass die aktive Form nur unter sauren Bedingungen wirksam ist.
Dadurch wirkt Pyrazinamid besonders gut gegen semidormante Bakterien im Lysosom. Unter
neutralen Bedingungen sorgen Effluxpumpen dafiir, dass die Pyrazincarbonséure nach ihrer
Bildung direkt als Carboxylat aus der Zelle entfernt wird. Im Sauren liegt die Sdure jedoch in
protonierter Form vor, welche von den Effluxpumpen nicht aus der Zelle heraus
transportiert werden kann. In Pyrazinamid-resistenten Stammen liegen groRtenteils
Mutationen der PZase vor, welche die aktive Form nicht mehr bilden.

2.2 Cyclomarine

2.2.1 Entdeckung und Struktur

Cyclomarine sind komplexe marine Naturstoffe, die bereits 1999 von Clardy et al.
entdeckt wurden.'” Dabei wurden verschiedene marine Actinomyceten-Stamme unter-
sucht, welche seit langerem fir die Produktion biologisch aktiver Metaboliten bekannt
waren. 2?28 \Wihrend des Screenings fiel der Fokus auf den Streptomyceten-Stamm CNB-
982 aus einer Bodenprobe aus der Mission Bay in Kalifornien. Das Roh-Extrakt dieser Form
wies eine moderate cytotoxische Aktivitdt gegen humane Darmkrebszellen (HCT-116) auf.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass der Organismus unter salinen Kultivierungs-
bedingungen eine Familie neuer Peptidnaturstoffe produziert (Cyclomarine A, B und C, s.
Abbildung 2.9), die daraufhin Cyclomarine genannt wurden. Der Hauptmetabolit, Cyclomarin
A, zeigte dabei in isolierter Form im Mittel einen ICso-Wert von 2.6 uM gegen verschiedene
Krebszelllinien auf. Spater wurde auch eine antivirale Aktitivat entdeckt.” Diese ersten
Aktivitatswerte rickten jedoch in den Hintergrund, als seine sehr potente antibakterielle
Wirkung bei weiteren biologischen Tests entdeckt wurde.

11
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Abbildung 2.9: Strukturen der bekannten Cyclomarine.

Die Cyclomarine B und C wurden bei der Isolierung nur in geringen Mengen (2 bzw. 3 %
der Cyclomarin-Mischung) neben dem Hauptmetaboliten gefunden. Abseits der ersten drei
Vertreter dieser Familie konnte einige Jahre spater ein weiteres Derivat entdeckt werden.B”
Allerdings wurde dieser neue Vertreter, das Cyclomarin D, aus einem anderen Bakterium
(Salinospora arenicola CNS-205), neben den bereits bekannten Cyclomarinen A und C
isoliert. Des Weiteren ist zu erwdhnen, dass kiirzlich ein antibiotischer Naturstoff aus einem
klinischen Streptomyceten-Stamm isoliert wurde, der den Cyclomarinen stark dhnelt.®! Bei

diesem Naturstoff, M10709, ist die Aminohexensaureeinheit durch ein Valin substituiert.

Bei allen Vertretern dieser Naturstoffklasse handelt es sich um cyclische Heptapeptide,
die aus drei bzw. vier proteinogenen (schwarz) und vier bzw. drei nicht proteinogenen
Aminosauren (rot) bestehen (s. Abbildung 2.9). Die einzelnen Naturstoffe unterscheiden sich
in drei Positionen: Dem tert-Prenyl- bzw. Epoxy-Rest am Hydroxytryptophan, der
Hydroxygruppe am Leucin und der N-Methylgruppe an selbiger Aminosaure.
Untersuchungen zur Biosynthese zeigten, dass die endstindige Doppelbindung im letzten
Schritt zum Epoxid oxidiert wird. Bei Cyclomarin C handelt es sich also um ein Intermediat
der Biosynthese von Cyclomarin A (s. Kapitel 2.3.2).

Die natirlichen Aminosduren, die in allen Derivaten vorkommen, sind N-Methyl-L-
Leucin, L-Valin und L-Alanin. Zwei der nicht-proteinogenen Aminosduren sind bereits aus
anderen Naturstoffen bekannt (s. Abbildung 2.10). So wurde das Hydroxyleucin B als
Baustein von Depsipeptiden aus Paecilomyces Lilacinus und Biploris Zeicola

beschrieben.!3%/33]

Beim B-Methoxyphenylalanin A handelt es sich um einen seltenen
Baustein einer anderen Familie von marinen Naturstoffen, den Discokiodiden.>* Die Ubrigen
Aminosdauren 2-Amino-3,5-dimethylhex-4-ensdaure € und die am Indol substituierten

B-Hydroxytryptophane D sind ausserhalb der Cyclomarin-Familie nicht bekannt.

12
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Abbildung 2.10: Strukturen der nicht-proteinogenen Aminosauren der Cyclomarine.

2.2.3 Target und Wirkmechanismus

Obwohl die antibiotische Wirkung der Cyclomarine direkt nach ihrer Isolierung entdeckt

£.135:36] Bei weiteren

wurde, blieb die genaue Wirkungsweise bis vor kurzem unbekann
biologischen Tests stellte sich heraus, dass Cyclomarin A vor allem gegen MTB wirksam war.
Dadurch weckte diese Substanzklasse auch das Interesse der Pharmaindustrie, sodass die
neusten Untersuchungen zur Wirkungsweise von Novartis durchgefiihrt wurden. Man fand
heraus, dass Cyclomarin A in der Lage ist, MTB sowohl in Kulturmedien, als auch in
menschlichen Macrophagen abzutoten. Die dafiir notwendigen Konzentrationen betragen
lediglich 0.3 uM bzw. 2.5 uM. Des Weiteren ist Cyclomarin A gegen eine Reihe von
resistenten Stammen aktiv, was auf einen neuartigen Wirkmechanismus schlieBen ldsst.
Diese Faktoren, sowie die Tatsache, dass die bakterizide Aktivitat gegen einige Gram-positive
und Gram-negative Bakterien — wie beispielsweise Staphylococcus aureus oder
Pseudomomas aeruginosa — ganzlich ausblieb, fliihrten dazu, dass der Wirkmechanismus

genauer untersucht wurde.

Wie in Kapitel 2.1 erldutert, ist der langsame Stoffwechsel der dormanten MTB-
Bakterien ein Hauptgrund fir die lange Behandlungsdauer bei einer TB-Infektion. Wirkstoffe,
die in der Lage sind beide Formen der Bakterien abzutdten, sind &dulRerst selten.
Interessanterweise wurde beim Test im sog. Wayne—ModeII(a’ festgestellt, dass Cyclomarin A
in der Lage ist, auch Bakterien im Stadium der Dormanz innerhalb weniger Tage zu toten.?”!
Die Identifizierung des molekularen Targets von Cyclomarin A kdnnte also ein wichtiger
Ausgangspunkt zur Entwicklung einer géanzlich neuen Klasse von Antibiotika sein. Die tbliche
Herangehensweise zur Aufklarung eines Wirkmechanismus ist das Erzeugen von resistenten
Mutanten und die anschlieRende Analyse ihres Genoms. In diesem Fall konnte jedoch keine
resistente  Mutante gefunden werden, sodass als ndchster Ansatz eine
Affinitatschromatographie durchgefiirt wurde. Mit dieser Methode konnte das
Targetprotein der Cyclomarine erstmals durch Massenspektroskopie und Analyse des
Proteoms identifiziert werden. Es handelt sich dabei um ClpC1, eine Untereinheit der

Caseinolytischen Protease.

@ Bei diesem Test werden durch eine niedrige Sauerstoffkonzentration die Bedingungen fiir die dormante
Form von MTB simuliert.
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Bei der Caseinolytischen Protease (Clp) handelt es sich um ein sog. Chaperon, dass zu
der Hsp100 Familie der AAA+ Proteine zahlt. Sie ist dafiir zustdndig, dass Proteine entfaltet
und der ClpP Protease-Untereinheit zugefiihrt werden. Dort werden sie schlieRlich abgebaut
(s. Abbildung 2.11). Dieser Prozess sorgt einerseits dafiir, dass unerwiinschte oder
beschadigte Proteine abgebaut werden und liefert zum anderen gleichzeitig Bausteine fiir
die Synthese neuer Peptide.

(\\ - "
\) ‘?Tag

Protein- #~
substrat \ \ ¢
J )
ATP-abhingige - P4
AAA+ Unfoldase — ‘
Und Translocase
Peptidase — [ @ @‘- @b\
p i
i
Substrat- Entfaltung des | )
erkennung Substrates, )
via Peptid-Tag Translokation und Abbau

Abbildung 2.11: Schematische  Darstellung der  Proteindegradation durch die
Caseinolytische Protease Clp.

Der Proteasekomplex besteht aus zwei hexameren Ringen aus ATPasen, die zwischen
sich zwei heptamere Ringe aus ClpP Proteasen einschlieBen (sog. Sandwich-Komplex, s.
Abbildung 2.12). Damit dhnelt er strukturell dem eukaryotischen Proteasom. MTB besitzt
vier ATPasen die als ClpCl1, ClpX, ClpX’ und ClpB bezeichnet werden. ClpC1l ist eine
regulatorische Untereinheit, die fiir die Erkennung von Proteinen, deren ATP-abhdngige
Entfaltung und den anschlieBenden Transport zu den Protease-Untereinheiten
verantwortlich ist.
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Abbildung 2.12: Strukturelle Ansicht eines Proteasekomplexes mit seinen Komponenten .

Kristallographische Analysen haben ergeben, dass Cyclomarin A nicht-kovalent an die N-
terminale Démane von ClpCl bindet (s. Abbildung 2.13). Diese Bindung bewirkt eine
unkontrollierte Aktivierung der Protease und eine gesteigerte, unselektive Proteolyse-
aktivitat was letztendlich zum Abbau essentieller Proteine und somit zum Absterben des
Bakteriums fihrt. Nachdem die Struktur des Enzym-Substrat-Komplexes bekannt war,
wurden gezielt Mutanten erzeugt, die essentielle Anderungen in der Bindungsstelle von
Cyclomarin A aufwiesen. Diese Mutanten waren resistent gegen Cyclomarin A, was einen
weiteren Beleg fiir CIpC1 als Target darstellte.

Glu3/
Phe2 9)'/( > N f

_ !
\ W4

S P | -
-.',‘_7 \. 4 £
- EGI\189 ]
] @
)

!

Abbildung 2.13: 3D-Struktur des Komplexes aus ClpC1 und CycloA (links) und genaue
Darstellung der Bindung mit Wasserstoffbriicken (rechts).
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2.2.4  Struktur-Aktivitats-Beziehungen

Aufgrund der komplexen Struktur der Cyclomarine ist eine Totalsynthese von Derivaten
extrem aufwendig. Aus diesem Grund wurden die bisher einzigen semisynthetisch aus

B3 per Naturstoff wurde an zwei Stellen modifiziert, was unter

Cyclomarin A hergestellt.
anderem der Einfihrung eines Linkers fir die Affinitatschromatographie diente. Dazu wurde
das Epoxid mit 1,3-Propylendiamin ge6ffnet (A, s. Abbildung 2.14). Interessanterweise ist die
Epoxid-Gruppe fiir die biologische Wirkung nicht notwendig. Dies ldsst sich auch durch die
Rontgenstruktur (s. Abbildung 2.13) erklaren, welche zeigt, dass das Epoxid keinen direkten

Bindungspartner im Enzym hat.
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Abbildung 2.14: Strukturvergleich der bisher hergestellten Cyclomarin A-Derivate im
Rahmen von Untersuchungen zum Wirkmechanismus.
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Das zweite Derivat B wurde am Hydroxyleucin modifiziert. Die Alkoholgruppe wurde
dort durch eine N-Methylanilin-Gruppe ersetzt. Durch diese Substitution geht jedoch jegliche
Aktivitat verloren, die Hydroxygruppe ist also essentiell fir die Bindung an das Enzym. Der
Einfluss der verbleibenden Hydroxygruppe am Hydroxytryptophan wurde bisher nicht
untersucht. In der Rontgenstruktur lassen sich zwar Wechselwirkungen mit dem Enzym
beobachten, der genaue Einfluss auf die Aktivitdit wdre jedoch aus synthetischen
Gesichtspunkten sehr interessant.

2.3  Biosynthese bakterieller Naturstoffe

2.3.1 Synthesewege in der Natur (b)

Betrachtet man die in Kapitel 2.1.2. gezeigten Wirkstoffe, findet man neben simplen
Molekiilen mit einfachem synthetischen Zugang, wie beispielsweise Pyrazinamid oder
Ethionamid, auch hochkomplexe Strukturen wie Rifampicin oder Capreomycin. Solche Stoffe

® Die allgemeine Beschreibung der Funktionsweise der Polyketidsynthasen (PKS) und der
nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) beruht auf einem von Dr. A. Ullrich im Rahmen ihrer
Dissertation (2008) veroffentlichten Text. Die gezeigten Abbildungen wurden unverandert ibernommen.
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werden oft biotechnologisch hergestellt, da ihre rein chemische Synthese viel zu
kostenaufwendig oder gar lGberhaupt nicht im industriellen MaRstab zu realisieren ware. In
keinem anderen Gebiet von Medikamenten ist der Anteil an biotechnologisch hergestellten
Wirkstoffen so hoch wie bei den Antibiotika. Um einen Naturstoff auf diese Weise effizient
herstellen zu kénnen, sind genaue Kenntnisse liber dessen Biosynthese notwendig.

In natiirlichen Organismen existieren zwei verschiedene Arten von ,Synthesefabriken®,
sog. Megaenzymkomplexe. Dabei unterscheidet man die Polyketidsynthasen (PKS), bei
denen Polyketide durch aldolartige Kettenverlangerungsreaktionen aufgebaut werden und
die nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), die fir die Knliipfung und Modifizierung von
Oligopeptiden verantwortlich sind. Ein Beispiel flir einen prominenten Naturstoff der als
Polyketidantibiotikum eingesetzt wird ist Erythromycin (s. Abbildung 2.15). Bei dem bereits
erwahnten Capreomycin handelt es sich um einen Peptidnaturstoff. Neben diesen beiden
Klassen von Naturstoffen gibt es auch Hybride, bei denen der produzierende Enzymkomplex
sowohl PKS- als auch NRPS-Einheiten enthalt.

HoN

Erythromycin Capreomycin
Saccharopolyspora erythraea Streptomyces capreolus

Abbildung 2.15: Beispiele fur natirliche Polyketid- (Eryhtromycin) und Peptidantibiotika
(Capreomycin).

Polyketidsynthasen (PKS ) 3%

Die Polyketidsynthasen lassen sich in drei verschiedene Kategorien (Typ I-lll) einteilen,
die sich in Aufbau, Substratwahl und Katalysemechanismus unterscheiden. Fir die
bakterielle Polyketidsynthese sind die PKS des Typs | am wichtigsten. Sie bestehen aus
verschiedenen Abschnitten, die Module genannt werden (s. Abbildung 2.16). Jedes dieser
Module ist fur die Selektion eines Substrates, dessen Integration in die wachsende Kette,
sowie ggf. flr seine Modifizierung verantwortlich. Diese Abschnitte lassen sich weiter in
Domanen unterteilen, wobei zwischen essentiellen und optionalen Domanen unterschieden
wird. Jede ist fiir jeweils einen Katalyseschritt zustandig.
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Abbildung 2.16: Schematischer Aufbau eines PKS-Enzymkomplexes und biokatalytische
Aktivierung der ACP-Domanen.

Im Laufe einer Biosynthese wandert ein Substrat durch die Enzymkaskade, wobei jedes
Modul nur einmal durchlaufen wird. Wahrend des gesamten Prozesses ist ein wachsender
Naturstoff stets kovalent angebunden. Verantwortlich fir diese Bindung und die
anschlieBende Weitergabe an das nachste Modul ist die Acyl-Carrier-Protein-Domdne (ACP).
Damit diese Bindung realisiert werden kann, muss die Domane erst posttranslational mit
einem Phosphopantetheinylrest verknlipft werden. Dieser Prozess wird durch die
Phosphopantetheinyltransferase (PPTase) katalysiert. Dabei wird Coenzym A unter
Abspaltung von 3',5'-ADP (iber den Phosphatrest gebunden. Die terminale Thiolgruppe des
Restes kann nun die jeweiligen Substrate als Thioester binden.

Der Beginn einer jeden Biosynthese findet am sog. Lademodul statt (s. Abbildung 2.17).
Dieses besteht neben einer ACP-Domaéne lediglich aus einer Acyltransferase (AT). Letztere
belddt die ACP substratspezifisch mit kurzkettigen (Acetyl- oder Propionyl-) CoA-Thioestern.
Von dort wandert das Substrat durch mehrere Extensionsmodule, deren ACP-Doméanen mit
Malonyl-CoA oder Methylmalonyl-CoA beladen werden. Diese Art von Modulen verfiigt
zusatzlich zu einer AT- und einer ACP- mindestens noch (iber eine B-Ketoacylsynthase-
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Domaéne (KS). Letztere Einheit katalysiert den Elongationsprozess, der im Detail aus zwei
Teilschritten besteht. Zuerst wird das Carbonsduresubstrat von der ACP-Domdne des
Lademoduls auf die KS-Domédne des ersten Extensionsmoduls Ubertragen. Dann greift das
Carbanion, welches durch Decarboxylierung der am ACP gebundenen (Methyl-)
Malonyleinheit entsteht, nukleophil an der als Thioester aktivierten Carbonsaure an. Dabei
entsteht ein B-Ketothioester, der an die ACP-Domane gebunden ist. Dieser Prozess wird in
jedem Extensionsmodul wiederholt, bis schlief3lich das C-terminale Modul erreicht wird. In
dieser letzten Einheit kann es von der dort befindlichen Thioesterase (TE) entweder
hydrolysiert werden, wobei sich ein lineares Molekiil bildet, oder es findet eine Cyclisierung
statt.

Beladen der Acyl Carrier Protein (ACP) Domane — Start der Polyketidbiosynthese

0

HS-CoA
ScuA

°?°?

Die Ketoacylsynthase (KS) katalysiert die Ketidbildung — Kettenverlangerungsphase wahrend der Polyketidbiosynthese

LEBAC MY —> CO KS | AT ACP,
2
AT: Acyltransferase-quéne

ACP: Acyl-Carrier-Protein
j@j (Q/jjjg o KS: p-Ketoacylsynthase-Doméne

Abbildung 2.17: Schematischer Ablauf der Polyketidsynthese.

Im Prinzip wirde der Naturstoff so in Form einer B-Keto-Kette entstehen. Zusatzliche,
optionale Domanen innerhalb eines Moduls kdnnen dieses Schema jedoch durch Reduktion
modifizieren (s. Abbildung 2.18). Dabei bilden sich sog. ,reduktive Schleifen”, die die eine
Ketogruppe durch eine NAPDH-abhdngige Reaktion auf verschiedene Oxidationsstufen
reduzieren konnen. In einem ersten Reduktionsschritt kann eine B-Ketoacylreduktase-
Domaéne (KR) eine Carbonylgruppe zu einem sekundaren Alkohol reduzieren, welcher bei
Existenz einer Hydroxy-Dehydratase-Domane (DH) zu der entsprechenden a,B-ungesattigten
Carbonylverbindung eliminiert wird. Durch weiteren NADPH-Verbrauch kann eine
vorhandene Enoylreduktase-Domane (ER) die Doppelbindung weiter zum Alkan reduzieren.
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Domanenorganisation einer reduktiven Schleife

Reaktionsabfolge, die durch optionale Domanen katalysiert wird

NADPH NADP* NADPH NADP*
? ? -H,0 ?
L

Abbildung 2.18: Schematische Darstellung einer Reduktiven Schleife (PKS).

KS: B-Ketoacylsynthase-Doméane
AT: Acyltransferase-Doméne

ACP: Acyl-Carrier-Protein

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

Bei der mechanistisch verwandten Fettsdure-Biosynthese wird diese Schleife stets
komplett durchlaufen, wodurch langkettige Alkylketten entstehen. Bei der PKS miissen
jedoch nicht alle drei Domanen vorhanden sein, sodass alle durchlaufenen Oxidationsstufen
spater im Naturstoff enthalten sein kdnnen. Bei PKS des Typs Il sind die reduktiven Schleifen
nicht vorhanden. Des Weiteren wird dort ausschlieSlich Malonyl-CoA als Elongations-
baustein eingebaut. Aus den so gebildeten oligo-B-Ketoverbindungen bilden sich durch
Cyclisierungen und Enolisierungen Aromaten oder Polycyclische Verbindungen. In PKS vom
Typ lll werden ebenfalls einzig Malonyl-Bausteine eingebaut. Im Unterschied zu Typ | und Il
liegen die Substrate jedoch stets ungebunden vor.

Nichtribosomale Peptidsynthetasen ***"

Die Nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NPRS) dhneln in ihrem Aufbau sehr den PKS,
als Synthesebausteine dienen hier jedoch sowohl proteinogene als auch nichtproteinogene
Aminosauren (s. Abbildung 2.19). Genau wie bei den PKS unterscheidet man auch bei den
NRPS Lade-, Extensions-, und terminale Module. Ein Lademodul besteht in diesem Fall aus
einer Adenylierungs- (A) und einer Peptidyl-Carrier-Protein-Domane (PCP). Analog zu der AT-
Doméne der PKS ist die A-Domane fir die Substraterkennung und Aktivierung eines
Aminosdurebausteins als Aminoacyladenylat zustandig. Der Baustein wird dann auf die PCP-
Domane Ubertragen, wo er ebenfalls als Thioester gebunden wird. Untersuchungen ergaben,
dass die Substratspezifizitdit von acht nicht konservierten Aminosduren innerhalb der
hydrophoben Bindungstasche gesteuert wird.

Die darauf folgenden Extensionsmodule verfligen zusatzlich mindestens Uber eine
Kondensationsdomane (C), die fir die Verknlpfung mit den Elongationsbausteinen
verantwortlich ist (analog zur KS-Domane). Der Elongationsmechanismus folgt dem Prinzip
einer chemischen Peptidknipfung. So greift die Aminogruppe der einzubauenden
Aminosaure nukleophil am Thioester (Aktivester) des vorgelagerten Peptids an. Wurden alle
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Extensionsmodule durchlaufen, erreicht das synthetisierte Polypeptid die terminale
Domaéne. Dort befindet sich, wie bei den PKS, eine Thioesterasedoméane (TE). Das Peptid wird
von dieser durch Hydrolyse oder Macrolactamisierung vom Enzymkomplex abgespalten.

Beladen der Peptidyl Carrier Protein (PCP) Domane — Start der nichtribosomalen Peptidbiosynthese

NH,

n @. f
N__A HN
ozg-o-g-o-g-o ¢ f,;)N Mg2+ \)\o B-o, N/)

R O
& 66 Lol
o PP,
HO OH
“2"\:)\0“ HO OH
a1
i o9 09

HzN ‘R'

Kettenverlangerungsphase wahrend der nichtribosomalen Peptidbiosynthese

©9 009 —og ese

o =
HN H;N :
" o
H:N

Abspaltung des Polypeptids vom Multienzymkomplex durch die Thioesterase (TE) Domane

09 0007 09 0090

“w*o
/\\ﬁ%\ }\ \B C:  Kondensationsdomane
H:N7 R

R:E'%"y A:  Adenylierungsdomane
PCP: Peptidyl-Carrier-Protein
Abbildung 2.19: Schematische Darstellung der Funtkionsweise einer NRPS.

HN— TE: Thioesterase-Doméne

Wie bei den PKS existieren auch bei den NRPS optionale Domdanen in den
Extensionsmodulen, die eine enorme strukturelle Vielfalt ermoglichen (s. Abbildung 2.20).
Im Einzelnen konnen das beispielsweise Epimerisierungsdomanen (E), Methyltransferase-
Domédnen (MT), Heterocyclisierungsdomanen (HC) oder Oxidations- (Ox) bzw.
Reduktionsdomanen (R) sein. Die E-Domédne kann Stereozentren epimerisieren und so
unnatirliche D-Aminosdauren im Peptid erzeugen. Durch die MT-Domdne koénnen
Methylgruppen von S-Adenosylmethionin (SAM) auf Kohlenstoff-, Sauerstoff- oder
Stickstoffatome (ibertragen werden. Auf diese Weise entstehen im Peptid beispielsweise a-
N-Methylgruppen oder auch Methylether. Kommen HC-Domanen vor, ersetzen sie stets die
C-Domane. Sie katalysieren zunachst ebenfalls eine Peptidkniipfung mit Cystein, Serin oder
Threonin, dann folgt jedoch eine Heterocyclisierung zum entsprechenden Heterocyclus
(Thiazolin bzw. Oxazolin). Ox- Domanen kénnen diese dann zum vollstandig ungesattigten
Cyclus oxidieren, wahrend R-Domanen sie zur entsprechenden vollstandig gesattigten
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Verbindung reduzieren. Die Reduktionsdoméanen sind im Unterschied zu den restlichen
Domadnen externe Enzyme, die keine integralen Bestandteile der Module darstellen.

Epimerisierung Kondensation, Heterocyclisierung und Dehydratisierung (HC),
Oxidation (Ox) bzw. Reduktion (R) des Heterocyclus

A BN EARA.

Y* Y* T

HzN HoN 1 e N\ / e N\ y,
Methylierung X=08 HaN HoN ® HoN
(z.B.am Stlckstoff) i ADP&

. 0 . o s
l I PCP: Peptidyl-Carrier-Protein
E: Epimerisierungsdoméne 4
j/ HC: Heterocyclisierungsdoméne Rl x/
1 I 5 Ox:  Oxidationsdoméne e
R:  Reduktionsdomane 2
H2N N-MT: N-Methyltransferase-Doméne

Abbildung 2.20: Optionale Domédnen in der NRPS.

2.3.2  Biosynthese der Cyclomarine!****!

Da es sich bei den Cyclomarinen um cyclische Heptapeptide handelt, werden sie folglich
von einer heptamodularen NRPS-Megasynthetase hergestellt. Der Gencluster, der fir die
Biosynthese codiert wurde von Moore et. al identifiziert (s. Abbildung 2.21). Es handelt sich
um einen von zehn Biosyntheseclustern des Bakteriums S. arenicola CNS-205, der eine
GroRe von 47 477 Basenpaaren besitzt (s. Abbildung 2.21). Er ist in 23 open reading frames
unterteilt, von denen der groBte (CymA) fiir die Megasynthethase codiert. Die gefundene
Domanenarchitektur passt zur heptapeptidischen Struktur der Cyclomarine. In den Modulen
-2 und -6 wurden MT-Domanen gefunden, wodurch die N-Methylgruppen an den Leucin-
bzw. Hydroxyleucin-Einheiten eingefiihrt werden. Durch bioinformatische Analyse der
Struktur der A-Domanen fand man heraus, dass die Struktur des vierten Moduls zu der
Aktivierung von (L)-Phenylalanin passt. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Biosynthese
mit dem Tryptophanbaustein beginnen muss.

Von dieser Einheit an wird das lineare Heptapeptid entlang der Extensionsmodule
Schritt fir Schritt aufgebaut. Als letzter Baustein wird entsprechend die einzigartige
Aminosaure 2-Amino-3,5-dimethylhex-4-ensaure eingebaut, auf deren Biosynthese spater
eingegangen wird. Der lineare Precursor wird im letzten Modul von der TE-Domaéane durch
Macrolactamisierung cyclisiert. Bei dem entstandenen Cyclus handelt es sich um das nicht
epoxidierte Intermediat Cyclomarin C. Untersuchungen von knockout-Mutanten ergaben,
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dass die auBerhalb des NRPS-Clusters liegende Cytochrom P450 Oxigenase CymV fir die
Epoxidierung im letzten Schritt verantwortlich ist.

47477 bp
Cym
| JKLM N OPQRS T A BCDEF GH

D) 1) ’

23358 bp ——>7785 aa ——>840kD \\

Module 1 Module 2 Module 3 Module 4 Module 5 Module 6 Module 7
LI_J_,J—10IAIM11T}—|CIAITI—|CIAITHCIAIT!—!CIAIM#TI—!CIAITITE
S

%_Z: é_(zo o:S_)%H __2=o‘ o:é_p >_2=o

|fR H =~ o N N b
TEI N 52 Ho, =0 o=C)—\ o)
b, OH
Cme if R= OH , —N

, N[ NHe -
o th g HQ o)
A _OH
- ={ 'NH,
-N
: |
H N_ o \r TEI
N JH.\‘ n "y N
H HO™ " '/u e CymA
\,74 0 © /N \N 0o /NTD
H HN "” \/\/\f‘ng HN "'0|/
—
2 CymV
1 ’ 3 e

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung der Cyclomarin-Biosynthese.

Bei den Untersuchungen zur Aufkldrung der Biosynthese an S. arenicola CNS-205
wurden neben dem neuen Cyclomarin D zwei weitere Metabolite entdeckt und
charakterisiert. Dabei handelt es sich um die Cyclomarazine A und B, zwei Diketopiperazine
aus jeweils zwei Aminosauren (s. Abbildung 2.22). Sie unterscheiden sich lediglich in einer N-
Methylgruppe. Betrachtet man ihre Struktur, erkennt man sofort, dass es sich um die ersten
beiden Aminosauren der Cyclomarin-Biosynthese handelt, bei denen lediglich die B-Position
des Tryptophans nicht oxidiert wurde. Fir die Bildung dieser Cyclen ist die Thioesterase
CymQ verantwortlich, die nicht am Tryptophan oxidierte Dipeptide vorzeitig abspaltet. Die
Tastache, dass zwei verschieden grofRe Cyclen innerhalb einer NRPS-Einheit gebildet werden,
wurde zuvor noch nicht beschrieben.
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H
/1, N O
QE/ /I/i f /'\/ Cyclomarazin A: R = Me
N 0, OH Cyclomarazin B: R=H
X o
— R
Abbildung 2.22: Struktur der Cylomarazine A und B.

Neben der CymV-Oxygenase wurden im Gencluster noch Gene fiir drei weitere
Oxygenasen gefunden: CymO, CymS und CymW. Diese sind entsprechend verantwortlich fir
die Oxidation zu den Hydroxytryptophan- (CymW), Hydroxyleucin- (CymS) und Methoxy-
phenylalaninbausteinen (CymO). Der genaue Zeitpunkt der Oxidationen ist jedoch im Detail
nicht bekannt. Das Gen, welches fiir die A-Doméne in Modul-4 codiert, suggeriert jedoch,
dass dort zundchst ein normaler (L)-Phenylalaninbaustein eingebaut wird. Die Oxidation und
die anschlieBende Methylierung finden vermutlich erst statt, nachdem das Substrat an CymA
gebunden wurde.

Eine weitere Besonderheit der Cyclomarin-Biosynthese ist die inverse Prenylierung des
Tryptophans. Wahrend prenylierte Indole in fungalen und pflanzlichen Naturstoffen kein
ungewohnliches Strukturelement sind, treten sie in bakteriellen Naturstoffen jedoch nur
selten auf. Die Einfihrung der Prenylgruppe wird in diesem Fall durch CymD, eine sog.
Prenyltransferase (PTase), katalysiert. Wahrend diese Reaktion in den meisten Fillen post-
NRPS stattfindet, wird hier (L)-Trpytophan von CymD umgesetzt und erst anschlieBend in die
NRPS-Einheit aufgenommen.

Drei der vier nicht-proteinogenen Aminosaurebausteine der Cyclomarine kann man
leicht als durch Oxidation, Prenylierung oder Methylierung modifizierte natlirliche
Aminosauren erkennen. Der im Modul-7 eingebaute Baustein jedoch wird im Bakterium
ganzlich anders hergestellt (s. Schema 2.1). Die Synthese beginnt mit natirlichem (L)-Valin A.
Die Aminosdure wird in zwei Schritten, die von Enzymen aulerhalb des Cym-Clusters
katalysiert werden, zu Isobutyryl-CoA-Ester C umgewandelt. AnschlieBende Reduktion durch
die Acetaldehyd Dehydrogenase CymeE liefert Isobutyraldehyd D. Pyruvat reagiert mit diesem
in einer durch CymF katalysierten Aldolreaktion zur B-Hydroxycarbonylverbindung E. Durch
die 2-Keto-4-pentenoat Hydratase CymH wird die Alkoholgruppe zum dreifach substituierten
Dien F eliminiert. Die stereoselektive Einflihrung der Methylgruppe in a-Position zur
Carbonylgruppe wird anschliefend durch die O-Methyltransferase CymG katalysiert. Im
finalen Schritt wird durch Transaminierung stereoselektiv die Aminogruppe eingefiihrt. Das
dafiir codierende Gen befindet sich allerdings wiederum auf3erhalb des Cym-Clusters.
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I CymE CymF CymH |

O~ "SCoA 0" H HO |

Cc D
HOOC/gO

Schema 2.1: Biosynthese von 2-Amino-3,5-dimethylhex-4-ensdure (H). Enzyme deren
codierende Gene auBerhalb des Cym-Clusters liegen werden mit E bezeichnet.

2.4 Synthese einzelner Fragmente und Totalsynthese von
Cyclomarin C

Obwohl der biotechnologische Zugang zu Cyclomarin A im Gramm-Malstab mdoglich
ist’®®, konnten auf diesem Weg bisher keine Derivate synthetisiert werden. Auch der Zugang
zu den bakteriell nur in geringem Mal3stab produzierten Cyclomarinen B bis D gestaltet sich
so als schwierig. Ein vollsynthetischer Zugang ist somit von groflem Interesse. Betrachtet
man die sehr komplexe heptapeptidische Struktur mit 12 bzw. 13 Stereozentren und den
vier unnatirlichen Aminosdurebausteinen, ist es wenig verwunderlich, dass es seit der
Entdeckung im Jahr 1999 erst einer Arbeitsgruppe gelang, einen dieser Naturstoffe
(Cyclomarin C) zu totalsynthetisieren.[M] Die Synthese einzelner Fragmente wurde allerdings
intensiver untersucht, hauptsachlich von den Arbeitsgruppen von Yokokawa und Joullié.
Dabei stellte sich heraus, dass vor allem die Synthese des Hydroxytryptophan- und des
Hydroxymethylleucin-Bausteins Probleme bereiteten bzw. lange Syntheserouten
erforderten.

2.4.1 Synthesen einzelner Bausteine

2.4.1.1 (2S,3R)-3-Methoxyphenylalanin

Die erste publizierte Synthese dieses Bausteins ging von einem Schéllkopf-Auxiliar A aus
(s. Schema 2.2).[45] Nach Titanierung und Reaktion mit Benzaldehyd wurde der sekundare
Alkohol B in 78 %-iger Ausbeute als einziges Diastereomer erhalten. Die anschliefende
Methylierung erwies sich als nicht trivial. Die besten Ergebnisse wurden mit Meerweinsalz
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und Proton Sponge®erzielt, wodurch der Methylether C in 51 %-iger Ausbeute neben 11 %
des Eduktes isoliert werden konnte. Die wdssrig-saure Spaltung des Auxiliars und
anschlielende Cbz-Schiitzung lieferten den fertigen Baustein D.

~
S ope 1) mBuLi OH OMe Me,0 BF,, OMe OMe
N 2) CITHNEt)y Proton Sponge N
Meo)l\/N 3.) PhCHO W/, DCM, 4 °C NY.,O
4.) H*/H,0 51 9%
A OMe OMe
B 78% c
1.) 1 N wass. TFA, OMe OMe
MeCN/THF o
2.) CbzCl, Lo
Et;N, THF
D 92%

Schema 2.2: Synthese des Methoxyphenylalanins nach Yokokawa.?”!

[48] verfolgte einen Auxiliar-Ansatz (s. Schema 2.3). Das

Auch die Synthese von Karmakar
Evans-Auxiliar der Zimtsdure E wurde in einer Silber(l)-vermittelten O-Methylhalohydrin-
Reaktion eingesetzt. Diese lieferte den Methylether im Diastereomerengemisch, aus dem F
in 64 %-iger Ausbeute isoliert werden konnte. In einer Sy2-Reaktion mit Natriumazid erfolgte
eine Substitution des Broms durch Azid unter Inversion des Stereozentrums. Das Auxiliar
wurde schlieBlich unter basischen, oxidativen Bedingungen abgespalten, woraufhin die
Saure G erhalten wurde. Die Sequenz wurde spater durch Einsatz eines von der
Camphersulfonsadure abgeleiteten Auxiliars optimiert.W]Zur Vervollstandigung des Bausteins
miusste die Azidgruppe lediglich in eine Aminogruppe umgewandelt werden, beispielsweise

durch katalytische Hydrierung.

o) AgNO3, Br, OMe O NaNs, DMF, OMe O
MeOH, 0-5 °C 60 °C
Ph/\)\r\I St Ph)\)J\N >~ . Ph)\HJ\N
>—0

. o H 0
30 min, 64 % Br L0 3h, 84 % Ns e
®) ®)
E F G
LiOH, Hy0,, OMe O
THF, 0-5°C Ph OH
2h, 77 % N
3
H

Schema 2.3: Synthese nach Karmakar.[*®!

Einen ganz anderen Ansatz verfolgte die Synthese nach Joullié. (48]

Dort ging man von
dem literaturbekannten La;o:e—Serm—A/dehydMg] J aus, welcher in einer diastereoselektiven
Grignard-Reaktion mit Phenylmagnesiumbromid umgesetzt wurde (s. Schema 2.4). Dabei

wurde der sekundare Alkohol K in 61 %-iger Ausbeute und 90 % de erhalten. Der

26



Kenntnisstand

Methylether L wurde erneut mittels Meerweinsalz erzeugt, wobei die Ausbeute in diesem
Fall mit 96 % jedoch deutlich hoher ausfiel als am Beispiel von Yokokawa (s. Schema 2.2). Die
freie Aminosdure M wurde erhalten, indem zunéachst die Entschitzung der Cbz-Gruppe
durch katalytische Hydrierung und schlief3lich die Spaltung des Orthoesters durch wassrig-
saure Bedingungen erfolgte.

_0 Ph.__OH Me;O'BF,, OMe
0 PhMgBr 0 Proton Sponge
CbzHN 61 %, 90 % de CbzHN 96 % CbzHN
o O O

0o
J K L
1) 10 % Pd/C, H, Ph_,OMe
2)0.1 % wass. TFA oH
H,N
0
M 88%

Schema 2.4: Aufbau des Methoxyphenylalanins durch eine diastereoselektive Grignard-
Addition.

2.4.1.2 &-Hydroxyleucin

Bei der ersten publizierten Synthese des Hydroxyleucins ging man ebenfalls von einem

Auxiliaransatz aus. "’

Dazu wurde der geschiitzte Roche-Ester A zum Aldehyd reduziert und
anschlieend in einer Horner-Emmons-Reaktion zum ungesattigten Amid B umgesetzt
(s. Schema 2.5). Nach der katalytischen Hydrierung der Doppelbindung wurde die
Azidgruppe stereoselektiv eingeflihrt. Dazu wurde das gesattigte Amid C zunachst
deprotoniert und anschlieBend mit Trisylazid (2,4,6-Triisopropylphenylsulfonylazid)

umgesetzt.

Q 5% Pd/C,
: 1.) DIBAL-H, Et,0, 78 °C b o EE
TBDPSO.__~__O , TBDPSO N
T 2) Lict PNER, MeCN, RT, W\f( %
o) 0 9 8
A (OEt)QP\)LN\_/O B 79%
PR
0 KHMDS, THF, o )
: V-0  -78°C, Trisylazid, s Yo 5%PIC
TBDPSO._~ N_ > __-78°C.2min___1pPso Q H,, EE, Boc,0
TN : AcOH, RT, W\W 88 %
c O Ph  82%, 100 %ds D
Boc, QO )L|OH H,0, 30 % H,0, THF
: MH >¥ ) NaH, Mel, THF, 0 °C - RT, :  NHBoc
TBDPSO._~ N TBDPSO.__~__~__OMe
e © F 85%°

Schema 2.5: Erste publizierte Synthese des Hydroxyleucinbausteins.[37]
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Nach der Reduktion des Azids D zum Amin mittels katalytischer Hydrierung wurde das
Auxiliar unter oxidativen Bedingungen abgespalten und letztendlich die N-Methylgruppe
sowie der Methylester eingeflihrt. Der fertige Baustein F wurde so in 85 % Uber drei Stufen
erhalten.

Eine weitere Synthese nach Joullié nutzt den geschitzten Pyroglutamat-Baustein G als
Ausgangsstoff (s. Schema 2.6).[501 Das vorhandene Stereozentrum dirigiert die a-Methy-
lierung, sodass H als Hauptdiastereomer im Verhiltnis von 7:1 gebildet wird. Um die
korrekte Stereochemie im Produkt zu erhalten, musste das Stereozentrum allerdings mit
DBU invertiert werden. Das Diastereomerenverhaltnis von J betrug nun 3.1:1 zugunsten des
gewlinschten Diastereomers.

0] e} o)
1.) LHMDS, DBU, DCM, .
BocN THF.-78°C .  BocN 0°C —»RT, BocN~ N LiOH, THF
2.) MeOTf, 70 %, 86 %, dr = 3.1:1 78 %
BuO,C dr=71 BuO,C BuO,C
G H J

1.) a) '‘BUuOCOCI, Et;N,

Q Q THF, —40 °C Q a) NaHMDS
HOWOtBu b) NaBH,4, H,0, 67 % TBDMSO/\(\‘)J\O’BU THF,0°C > RT
NHBoc  2.) TBDMSCI, DMAP, NHBoc  b) Mel, 57 %
K Et;N, DMF, 93 % L
0
TBDMSO/WJ\O’BU
/NBoc
M

Schema 2.6: Synthese von des Hydroxyleucinbausteins nach Jouillié.”

Der offenkettige Baustein K wurde nach Hydrolyse mit LiOH erhalten. Diese
Synthesesequenz funktionierte ausschlieRlich mit dem tert-Butylester. Andere Ester wurden
ebenfalls zum Teil hydrolisiert und lieferten komplexe Produktgemische. Die freie
Sauregruppe in K wurde zunachst als gemischtes Anhydrid aktiviert und anschlieend mit
NaBH; zum Alkohol reduziert, welcher schlieRlich als TBDMS-Ether E geschiitzt wurde. Zur
finalen N-Methylierung wurde L zunichst mit einem Uberschuss NaHMDS deprotoniert und
dann mit Methyliodid methyliert. Der fertige Baustein M wurde so in 57 %-iger Ausbeute
erhalten, wobei keine Epimerisierung beobachtet wurde. Das hier genutzte Schutzgruppen-
muster ist aufgrund der geringen Orthogonalitat fiir eine Verwendung in einer Totalsynthese
der Cyclomarine jedoch eher ungeeignet.

Die aktuellste Synthese aus dem Jahr 2011°Y nutzte eine bereits bekannte diastereo-
selektive Hydrierung zum Aufbau des Stereozentrums an der Methylgruppe (s. Schema
2.7).[52] Das aus dem Garner’s Aldehyd O erhadltliche ungesattigte Lacton P wurde dazu mit
Rh/C/H, bei =20 °C in Diethylether reduziert, wobei Q in einem Diastereomerenverhaltnis
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von 9:1 entstand. Der reduzierte Cyclus wurde anschliefend mit Lithiumaluminiumhydrid
reduktiv zum Aminoalkohol ge6ffnet, welcher daraufhin als Dimethyloxazolidin R geschitzt
wurde. Die freie Alkoholgruppe wurde nun als TBDPS-Ether geschiitzt und das Oxazolin unter
sauren Bedingungen gespalten. Der entstandene Alkohol S wurde mittels BAIP
(Bisacetoxyiodosobenzol) und katalytischen Mengen TEMPO in 71 %-iger Ausbeute zur Saure
oxidiert. Die abschlieBRende Einfiihrung der N-Methylgruppe mittels eines NaH/Mel-
Protokolls lieferte den fertigen Baustein T.

o) O \
/\) —_— (\)i‘j/ — ?5‘\\\ 1) LAH’ THF
o — : -
%/NBOC - y 2.) 2,2-Dimethoxy-

propan, CSA, DCM

NHBoc NHBoc

o P Q
1.) TBDPSCI, ImH, 1.) BAIP, TEMPO,
Q ¢ . OH ESMTZ(TK/T guHant' HO" w7 OTBDPS g()::/HIjOMITTﬁF%'
J = -) p- , Ve ) N| = . an, \iel, s
%’NB“ 3h, 81 % BocHN 48 h 85 %
67 % s
R
o)
HO)WOTBDPS
BocN\ -
T

Schema 2.7: Synthese des Hydroxyleucins durch diastereoselektive Hydrierung eines
chiralen Lactons.

2.4.1.3 2-Amino-3,5-dimethylhex-4-ensaure

Yokokawa et al. entwickelten neben den Synthesen der anderen Bausteine auch die
erste Synthese der ausschlieRlich in den Cyclomarinen vorkommenden 2-Amino-3,5-
dimethylhex-4-ensdure (s. Schema 2.8).[45] Das kommerziell erhadltliche Asparaginsaure-
derivat A wurde im ersten Schritt nach Aktivierung als gemischtes Anhydrid zum Alkohol
reduziert. Dieser wurde im Anschluss durch katalytische Mengen an Trifluoressigsdure in
52 %-iger Ausbeute Uber zwei Stufen zum Lacton cyclisiert. Die Methylgruppe wurde durch
Enolisierung des Lactons und anschlieRende Behandlung mit Methyliodid eingefiihrt.
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e} O O
1.) EtOCOCI, Et;N, THF LDA, Mel, THF
OBN 5 ) NaBH,, H,0 . O 78°c 67% A
BocHN OH 2.) TFA (kat.), PhMe BocHN BocHN
A O 52 % B c

1.) DIBAL-H, DCM, 1.) Boc,O, DMAP, | PDC, DMF |
78 °C, 87 % THF, 96 % RT, 88 %
2.) n-BuLi, THF Y, 2.) 1 N wassr. NaOH, (0]
~ NH THF/MeOH 90%  H2N HoN
- PPh;, 85 % 0 OH OH
0
D E F

Schema 2.8: Synthese der Aminohexensaure nach Yokokawa.

Das methylierte Lacton C wurde dabei in einem Diastereomerenverhaltnis von 10:1
zugunsten des gewliinschten Diastereomers gebildet, welches in reiner Form in 67 %-iger
Ausbeute isoliert werden konnte. Nach der Reduktion von C zum Lactol wurde die
Isopropyliden-Gruppe durch eine Wittig-Reaktion eingefiihrt. Bei dieser Reaktion bildete sich
das Oxazolidinon D durch nukleophilen Angriff der intermediar gebildeten Alkoholgruppe an
der Boc-Gruppe. Im nachsten Schritt wurde die Boc-Gruppe zundchst erneut eingefihrt und
die sterisch weniger gehinderte Carbamat-Gruppe selektiv zum primaren Alkohol E
gespalten. Die finale Oxidation zum fertigen Baustein F erfolgte mittels Pyridiniumdichromat
in DMF in 88 %-iger Ausbeute.

Neben der in der Totalsynthese von Wen und Yao (s. Kapitel 2.4.2) genutzten Synthese
dieses Bausteins wurde lediglich eine weitere Variante publiziert. Dieser racemische Ansatz
nach Joullié®* lieferte den gewinschten Baustein allerdings nur als Gemisch und in sehr
geringen Ausbeuten. Aufgrund dessen wird diese Synthese hier nicht ndher erlautert.

2.4.1.4 Hydroxytryptophane

Die vierte unnatirliche Aminosdure die in den Cyclomarinen vorkommt, stellte sich als
die synthetisch anspruchsvollste heraus. Im Zuge der Untersuchungen zur Synthese aller vier
unnatirlichen Aminosdurebausteine gelang Yokokawa et. al. die erste Synthese dieses
Bausteins. Zur EinfUhrung der tert-Prenylgruppe am Indol wurde zundchst Indolin A mit dem
Acetat B in einer Kupfer(l)-vermittelten Reaktion gekuppelt (s. Schema 2.9). Durch
anschliefende Lindlar-Hydrierung und Oxidation des Indolin-Rings mit MnO, wurde der tert-
prenylierte Baustein E erhalten. Nach der Formylierung nach Vilsmeier in quantitativer
Ausbeute wurde die Doppelbindung in einer Sharpless-Dihydroxylierung zum Diol G
umgesetzt. Diese Reaktion erwies sich aufgrund des benachbarten quartaren Zentrums als
nicht trivial und wurde einhergehend untersucht.!®*! Als bester Ligand erwies sich
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(DHQD)ZPYR(C’. Das Diol konnte so in einem Enantiomereniberschuss von 85 % erhalten

werden.

a3

MeOH, RT, 91 %

// OAc
B
—Q0 Kz[OSOz(OH)4] 4 m0|-%) —Q
POCIs, DMF, RT, (DHQD),PYR (5 mol-%),
@ 1 N wassr. NaOH A\ Ks[Fe(CN)e], Ko2CO3 N
N 50 °C, quant. N 'BUOH/H,0, 4 °C, N
71\/ 71\/ 85 % ee 71\;/\OH
E F G OH

Schema 2.9: Aufbau des funktionalisierten Indolbausteins G, ausgehend von Indolin A.

CuCl, DIPEA, ©\/> H,, (1 atm), ©\/> MnO,, PhMe,
A THF, 50 °C, 90 % N Lindlar-Kat. N RT, 86 %
>|\ \/l\/
A
C D

Im Anschluss wurde die primare Alkohol Gruppe von G selektiv tosyliert und direkt unter
Bildung des Epoxids H eliminiert (s. Schema 2.10). Dieses konnte in 73 %-iger Ausbeute lber
drei Stufen, ausgehend vom Olefin F, erhalten werden. Durch eine Horner-Emmons-Reaktion
wurde der ungesattigte Ester J hergestellt. An diesem Baustein wurden nun die letzten
beiden Stereozentren simultan durch eine Sharpless-Aminohydroxylierung eingefiihrt. Dazu
wurden allerdings sehr hohe Mengen an Katalysator und Ligand (10 mol-%) bendtigt. Des
Weiteren konnte der fertige Baustein K lediglich in 36 %-iger Ausbeute und 95 % ds erhalten

werden, erwies sich aber als sehr instabil.

=0 a) TsCl, EtsN, -0
N MesN-HCI (kat) N (Et0),POCH,COOEt
\ DCM,0°C \ NaH, THF, 0 °C. 83 %
G OH

b) K,CO3
OH MeOH, 0°C 2

H73%
(ausgehend von F)

COOMe  KolOSO2(OH)4] (8 mol-%) " coome

== (DHQD),AQN (10 mol-%),
‘BuOCI (4 Ag.), 1 NNaOH \y  NHCbz
CbzNH, (4 Aqg.), "PrOH/H,0, 7II\I\A

N
N
7‘\4 RT, 36 %, 95 % ds
‘0
J

"0
K

Schema 2.10: Fertigstellung des epoxidierten Hydroxytryptophans K.

() Hydrochinolin-2,5-diphenyl-4,6-pyrimidindiyldiether, Struktur s. Schema 4.51
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Neben dieser Synthese wurde eine weitere Teilsynthese entwickelt, die den Zugang zu
Substraten fiir die Aminohydroxylierung ermoglichte (s Schema 2.11). G. Della et al. nutzten
dabei eine Ubergangsmetall-katalysierte Kreuzkupplung zum Aufbau eines Vinylindols.[55] Die
Synthese startete mit dem Bromid L. Nach einer Sharpless-Dihydroxylierung wurde Diol M
mit einem Enantiomereniiberschuss von 76 % erhalten und anschlieBend zum Acetal N
umgesetzt, welches in einer Gesamtausbeute von 85 % liber zwei Stufen erhalten werden
konnte. Baustein N sollte nun in einer Heck-Kupplung mit Acrylsdureethylester zum o-p
ungesattigten Ester O umgesetzt werden. Dabei wurden jedoch sehr hohe Mengen an
Katalysator bendtigt und das gewilinschte Produkt O wurde nur in 36 %-iger Ausbeute
erhalten. Des Weiteren entstanden bei dieser Reaktion groBe Mengen des reduzierten
Indols P. Auch unter Verwendung eines analogen lod-Indols oder eines Acrylstannans in
einer Stille-Kupplung konnten keine zufriedenstellenden Ausbeuten erreicht, oder die
Bildung von P unterdriickt werden.

Br Ko[OSO(OH),4] Br
2 2 4
N (DHQD),PYR, MeCH(OMe),, {
KalFe(CN)g], K2COy __P-TSOH, |
N tBUOH/H,O, 0 °C, RT, 1.5h N
71\/ 76 % ee \/l\_/\o
L M OH N O\#

85 % (2 Stufen)

__COOE

Pd(OAc), (0.2 Aq.), A
P(0-Tol)s, NEts, N .
100 °C. 24 h N N

COOEt - o 9]

o

6#
0 36 % P41%
___COOEt __ COOEt
©\/\> PdCl, (0.3 Aq.), 1.) AcOH, THF
N Cu(OAC), Q 2)) TsCl, EtsN, Q
71\/\ 40°C, 5 h N 3.) KoCO3, EtOH N
- 0 ookt >|\/\
O '//
7- . 5

Q = 7Q S 60 % (drei Stufen)

Schema 2.11: Synthese des Aminohydroxylierungs-Precursors S via Kreuzkupplung.

Daraufhin wurde alternativ eine oxidative Kupplung des unhalogenierten Indols P mit
Acrylsaureester untersucht. Nach Optimierung dieser Reaktion konnte der gewiinschte
Baustein R schlielRlich in einer sehr guten Ausbeute von 86 % erhalten werden. Nach
essigsaurer Spaltung des Acetals wurde das Epoxid S, analog zur Synthese von Yokokawa,
durch Tosylierung und anschlieBendem Ringschluss im Basischen gebildet.
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Die Arbeitsgruppe von Joullié enwickelte auch fir diesen Baustein eine Synthese.[56]

Analog zu ihrer Synthese des Methoxyphenylalanins sollte das Epoxyhydroxytryptophan
durch eine Grignard-Addition einer Arylmagnesium-Verbindung an den Lajoie-Serin-Aldehyd
hergestellt werden. Zur Synthese des tert-Prenylindols T wurde die in Schema 2.9 gezeigte
Sequenz von Yokokawa verwendet. Als Testreaktion, bzw. zur Synthese von
Prenylhydroxytryptophan, wurde zunachst der nicht epoxidierte Baustein U eingesetzt (s.
Schema 2.12). Nach der Bromierung mit NBS wurde die entsprechende
Organomagnesiumverbindung auf klassische Weise aus Magnesiumspdnen hergestellt.
Daraufhin wurde das gebildete Nukleophil an den Aldehyd V addiert, wobei der sekundare
Alkohol W in lediglich 37 %-iger Ausbeute (ausgehend vom Aldehyd), dafiir in einer guten
Distereoselektivitat von 85 % erhalten wurde.

Br
©\/\> NBS, 70 % ©\/\g a) Mg-Spane, I, o
N N b) DCM, N\ NHCbz

(0]

7‘\/ 7‘\/ CszNJig@ N

T U v ©

V
W 37 %, 85 %ds

Schema 2.12: Synthese des Prenyl-hydroxytryptophan-Precursors W.

Bei dieser Sequenz stellte sich jedoch heraus, dass die Bildung der Magnesium-Spezies
hohe Temperaturen und lange Reaktionszeiten bendétigte, sodass im Folgenden hierfiir eine
andere Methode gewahlt wurde. So wurde durch lodierung mit NIS der analoge lodindol-
Baustein Y in 87 %-iger Ausbeute erhalten (s. Schema 2.13). Analog zur ersten Synthese
dieses Bausteins wurde das Epoxid durch eine Sharpless-Dihydroxylierung, gefolgt von einer
Tosylierung der primaren Alkoholfunktion mit anschlieBender Eliminierung unter
Ringschluss, hergestellt. Nach mehreren Versuchen stellte sich heraus, dass die Dihydroxy-
lierung auf der Stufe von Y den hdéchsten Enantiomereniberschuss von 91 % lieferte. Die
Bildung des Epoxids verlief in vergleichbarer Ausbeute zur ersten Synthese (s. Schema 2.10).
Der chirale Baustein AA wurde nun durch Halogen-Metall-Austausch mit n-Buli bei tiefer
Temperatur und anschlielender Transmetallierung mit Magnesiumbromid in die ent-
sprechende Organomagnesiumverbindung umgewandelt. Nach der Zugabe des Aldehyds V
konnte der sekundare Alkohol AB zwar mit einem sehr guten Diastereomereniiberschuss
von 88 % erhalten werden, die Ausbeute war jedoch mit 21 % nochmals geringer als beim
nicht-epoxidierten Analogon W. Ein grofRer Nachteil dieser Synthese war, dass der in vielen
Stufen hergestellte Baustein AA in einem doppelten Uberschuss eingesetzt werden musste.
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| Ko[OSOo(OH),4], a) TsCl, Et;N,
(DHQD),PYR, MezN-HCI (kat.)
_NIS, 87% Y _KelFe(CN)el, KoCOq DCM, 0°C
N

80 %, 91 % ee b) K,COg
MeCOH, 0 °C

| wosr | 1, o ng
@Eg a) n-BuLi @ ChzHN o@ o}
b) MgBr Vv
_b) Mgz — N\, NHCbz

N
AAT4% - - 7I\AO AB 21 %, 88 % de

Schema 2.13: Aufbau des epoxidierten Bausteins AB via selektiver Grignard-Addition.

Der sekundare Alkohol AB wurde im Folgenden als TBDMS-Ether geschitzt (s. Schema
2.14). Die Freisetzung der Carbonsaurefunktion erfolgte zweistufig. Dazu wurde der
Orthoester durch essigsaure Bedingungen zunachst zum Carbonsdureester AD gespalten,
welcher anschlieRend mit Lithiumhydroxid verseift wurde. Im letzten Schritt wurde die Saure
AE zum Methylester umgesetzt. Die Spaltung des Orthoesters verlief jedoch in lediglich
29 %-iger Ausbeute Uber die letzten drei Stufen. Insgesamt stellt diese Synthese jedoch trotz
der teilweise geringen Ausbeuten einen interessanten Ansatz zum Aufbau dieses Bausteins

dar.
TBDMSQ o@y TBDMSQ < /7<OH
o) o]
TBDMSOTY, HOACc, OH
AB Proton Sponge \y  NHCbz Dioxan/H,0 \y  NHCbz
64 % N 75 % N
7‘\4 AC 7‘\4 AD
A\ D
TBDMSQ
1.) LiOH COOMe
2.) TMSCHN,
Ny NHCbz

N
7‘\4 AE 38 %
//O

Schema 2.14: Fertigstellung der unnatirlichen Aminosaure AE.
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2.4.2 Totalsynthese von Cyclomarin C nach Wen und Yao™*

2.4.2.1 Synthesen der unnatiirlichen Aminosduren

Die Synthese des Methoxyphenylalanins von Wen und Yao startete mit
N-(L)-Phthaloylphenylalanin A (s. Schema 2.15). Zunachst wurde das tert-Butylamid B
synthetisiert, welches im folgenden Schritt mittels NBS radikalisch bromiert wurde. Laut der
Originalliteratur[57] bildet sich das Bromid C dabei als 1:1 Diastereomerengemisch. An-
schlieBende Substitution des Broms in wassriger Silbernitrat-Losung lieferte den Alkohol D
als bevorzugtes Diastereomer, welches hier in 60 %-iger Ausbeute Uber zwei Stufen in
diastereomerenreiner Form isoliert werden konnte. Nachdem der Methylether E nach einem
Silberoxid/Methyliodid-Protokoll erhalten wurde, erfolgte die Abspaltung der Phthaloyl-
Gruppe mittels Hydrazin und das erhaltene Amid wurde mit 6 N Salzsdaure hydrolysiert. Im
letzten Schritt wurde eine Boc-Gruppe eingefiihrt, sodass der fertige Baustein F in 79 % Uber
drei Stufen erhalten werden konnte.

SOCl,, NBS, hv AgNOs,
BUNH,, (Hg-Dampflampe) Br Aceton/H,0
e 2 o
OH 94 % NHBu  CCl4/DCM, NH!Bu Trennen der
PhthN PhthN Ruckfluss PhthN Diastereomere
0

0
c
) NHoNH,
EtOH/HZO
Ag20, Mel ) Ruckfluss, OMe
NHBL 0% 6 N HCI/HOAC (2:1) oH
PhthN ! PhthN ) Boc,0, NaHCO, . BocHN
0
D 60% 2 Stufen) F 79 %

Schema 2.15: Synthese des Methoxyphenylalanins F.

Zur Synthese des Hydroxyleucins wurde eine Strategie verfolgt, welche die beiden
Stereozentren durch klassische Auxiliar-Chemie einfiihrt. Dazu wurde der bereits von

Evanst®>

synthetisierte Baustein H als Ausgangsstoff genutzt (s. Schema 2.16). Dieser
konnte durch eine Titan-vermittelte Michael-Addition des Oxazolidinons G an tert-
Butylacrylat in hoher Ausbeute und Diastereomerenreinheit erhalten werden. Nach
reduktiver Spaltung des Auxiliars mit Lithiumborhydrid wurde der Alkohol | erhalten, der im
Anschluss als Benzoat J geschiitzt wurde. Der tert-Butylester wurde daraufhin mittels TFA in
DCM gespalten und die erhaltene Saure nach Aktivierung zum Chlorid erneut mit dem Evans-

Auxiliar zu K geknUpft.

Die Aminogruppe wurde durch diastereoselektive Einflihrung einer Azidgruppe mit
Trisylazid/NaHMDS und deren Reduktion durch katalytische Hydrierung in Gegenwart von
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Boc,0 eingeflihrt. Der Boc-geschitzte Baustein M konnte auf diese Weise in 85 %-iger
Ausbeute als einziges Diastereomer erhalten werden. Nachdem das Auxiliar durch basische
Hydrolyse abgespalten wurde, musste lediglich die N-Methylgruppe eingefiihrt werden. Dies
wurde hier durch den Ringschluss mit Paraformaldehyd zum Oxazolidinon O und dessen
anschlieBende reduktive Offnung durch ionische Hydrierung erreicht. Durch die sauren
Bedingungen bei diesem Schritt wurde die Carbamatgruppe ebenfalls abgespalten, sodass
sie im Anschluss erneut eingefiihrt werden musste. Der fertige, methylierte Baustein P
wurde auf diesem Weg in 73 %-iger Ausbeute erhalten.

L|BH4, MeOH
)k/ Ti(O'Pr)Cl3, DIPEA, )J\ o
DCM, 88 %, 95 % ds OBu
Bn
1.) 10 % TFA in DCM

. BzCl, NEts, 0 2.) (COCI),, DCM,
HOWOtBU DMAP, 94 % BZO/\‘/\)J\OtBu DMF (kat.), RT .
3.)i , THF, -78 °C,

| J 0" ONLi

G

Bn

O Hy, 10% Pd/C,

O O 4)NaHMDS, 0 2 e
Trisylazid, ~78 °C 0c0, EE

ACOH Bn\\
K 85 % L73%
0o 0 o (CH,0),, o
LiOH, H,0, p-TsOH, PhH,
BzO N 93 % BzO OH  Ruckfluss BzO 0)
NH NHBoc 73 % BocN—/
Boc” Bn
M N o]
1.) Et3SiH, TFA o
2.) Boc,O, NaHCO; BzO/\‘/\HJ\OH
_NBoc
P quant.

Schema 2.16: Generierung der Stereozentren des Hydroxyleucins durch klassische Auxiliar-
Chemie.

Der Schlisselschritt zur Synthese der dritten Aminosdure V war eine asymmetrische
Esterenolat-Claisen-Umlagerung von TFA-Glycincrotylester Q (s. Schema 2.17). Durch
Verwendung eines Uberschusses an Chinidin (2.5 Aquivalente) und anschlieRende
Methylierung mit Diazomethan konnte Baustein R in 88 %-iger Ausbeute mit einem
Enantiomereniberschuss von 88 % erhalten werden. Die Einfihrung einer Phthaloyl-
Schutzgruppe am Stickstoff musste Gber den Umweg einer Boc-Gruppe erfolgen, da bei der
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direkten Schutzgruppenkonversion von TFA auf Phthaloyl eine partielle Epimerisierung des
a-Zentrums auftrat.

Die ozonolytische Spaltung der Doppelbindung der ungesattigten Aminosaure T lieferte
den entsprechenden Aldehyd, welcher direkt im Anschluss in einer Wittig-Reaktion
umgesetzt wurde. Durch Verwendung von iso-Propylphosphoniumbromid mit n-Buli als
Base konnte Baustein U in moderater Ausbeute erhalten werden. In den letzten Schritten
wurde die Schutzgruppe am Stickstoff abermals gewechselt. Dazu wurde die
Phthaloylgruppe mit Hydrazin gespalten, der Methylester mit Lithiumhydroxid verseift und
die Fmoc-Gruppe im finalen Schritt eingefiihrt, wodurch der fertige Baustein V in 79 %-iger
Ausbeute Uber drei Stufen erhalten werden konnte.

1.) Chinidin (2.5 Aq.),

Al(O'Pr)s, LHMDS (5.5 Aq.) 0
TFAHN\)J\ A~ -T8°C >RT,70%, 88 %ee X o 2 KeCOs, THF/H,0
Q 2.) CH5N,, quant. NHTFA b) Boc,O, DMAP,
R THF
o) 0 1.) O5, DCM, 78 °C, o)
S _ 2a)35% TFAINDCM & _ Me,S, 78 % N -
b) NaHCO3, © 2.) PhyPCH(CH,),Br, ©
NHBoc o o NPhth n-BuLi, THF, 40 % NPhth
S quant. oo T75% u
[¢]
O
1.) NH,NH,, MeOH/H,0
2.) LIOH, THF/H,0 X OH
3.) Fmoc-OSu, NaHCO3 NHFmoc
V 79 %

Schema 2.17: Synthese der Aminohexensdure V via Umlagerung.

Bei der Synthese des Hydroxytryptophans diente hier, wie in der Synthese des
epoxidierten Hydroxytryptophans von Yokokawa, eine asymmetrische Sharpless-
Aminohydroxylierung zum Aufbau der beiden Stereozentren (s. Schema 2.18).
Ausgangspunkt war der bekannte Indolbaustein W, der zunachst nach Vilsmeier formyliert
und anschlieRend in einer Horner-Emmons-Reaktion zum a,5-ungesattigten Ester X
verlangert wurde. An diesem Intermediat verlief die Aminohydroxylierung mit 44 %
Ausbeute etwas besser als im Fall von Yokokawa. Der Aminoalkohol Y konnte auf diese
Weise mit einem Enantiomereniiberschuss von 86 % erhalten werden. Die Schiitzung der
Alkoholfunktion als TBDMS-Ether und die Verseifung der Acetat-Gruppe verliefen jeweils in
nahezu quantitativer Ausbeute und lieferten so den Alkohol Z. Dieser wurde in einer Swern-
Oxidation zum Aldehyd oxidiert und durch eine Methylen-Wittig-Reaktion in die benétigte
Doppelbindung Uberfihrt. In den finalen Schritten wurde auch bei dieser Synthese das
Schutzgruppenmuster gedndert. So wurde die benzylische Position der Cbz-Gruppe unter
Palladium-Katalyse mit Triethylsilan als Hydridquelle selektiv reduziert, der Ester verseift,
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und im letzten Schritt eine Fmoc-Gruppe eingefiihrt. Diese Sequenz lieferte die fertige
Aminosaure AB in nahezu quantitativer Ausbeute.

1.) POCl3, DMF Ko[OsO,(OH),4] (4 mol-%)
@ 90 % l N -COOEt pHQD),AQN (4.5 mol-%),
N
OA 2.) (Et,0),P(O)CH,CO,Et, N CbzNCINa, 44 %, 86 % ee
C  THF, NaH, 90 % X
w OAc
OH OTBDMS
COOEt 1 ) TBDMSOTf, COOEt 1 ) Swern-Oxidation,
| DIPEA, -78 °C, 97 % | 87 %
N NHCbz 2 K,CO,, MeOH N NHCbz 2.) PhsPCH3Br,
><\ 0 OC, 97 % ><\ n-BULi, THF, 58 %
OAc Y OH Y4
OTBDMS 1.) Pd(OAc); (5 mol-%), OTBDMS
| DCM, 96 % l
N NHCbz 5y | iOH, THF/H,0, quant. N NHFmoc
><: 3.) Fmoc-OSu, NaHCO5 ><:
AA quant. AB

Schema 2.18: Synthese des Hydroxytryptophans AB.

2.4.2.2 Untersuchungen zur Macrocyclisierung und Fertigstellung der Totalsynthese

Nachdem alle unnatiirlichen Aminosaduren zur Verfligung standen, wurden verschiedene
Strategien zum Aufbau des heptapeptidischen Geriists und die Macrolactamisierung von
Cyclomarin C getestet. Dazu wurden vier verschiedene Stellen zur Cyclisierung untersucht (s.
Schema 2.19). Die Autoren wollten grundsatzlich eine konvergente Knlipfungsstrategie von
Peptidblocken wahlen, um die Anzahl an linearen Stufen gering zu halten. Des Weiteren
sollte der aufwandig herzustellende Hydroxytryptophanbaustein moglichst spat eingebaut
werden, sodass darauf nur wenige Stufen folgen mussen.

Als erster moglicher Weg wurde retrosynthetisch die Peptidbindung zwischen der
Hydroxytryptophan- und der Aminohexensdureeinheit gespalten. Dies fiihrte zum linearen
Precursor AC. Dieser sollte in einer [3+3+1] Peptid-Fragment-Strategie aufgebaut werden.
Wiéhrend die Kupplung der einzelnen Peptidfragmente AD und AF problemlos verlief,
erfolgten die Kupplungsschritte untereinander jedoch jeweils lediglich in ca. 60 %-iger
Ausbeute. Diese Route scheiterte letztendlich an der C-terminalen Entschiitzung des
Heptapeptids AC. Nach Verseifung des Methylesters in AC konnte die entsprechende Saure
nur in 15-30 %-iger Ausbeute erhalten werden. Die anschlieBende Cyclisierung lieferte das
cylische Heptapeptid nur in Spuren. Die Instabilitdt des Peptids wurde auf den terminalen
Baustein AF zuriickgefihrt.
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J\ NHF
H = o J/\ HO moc/
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| | N | oc

O O
AD AE AF

Schema 2.19: Mogliche Routen zur Retrosynthese von Cyclomarin A und weitere Zerlegung
via Route A.

Als zweite mogliche Stelle zur Macrocyclisierung wurde die Peptidbindung zwischen der
Valin- und der Methoxyphenylalanineinheit untersucht (s. Schema 2.20). Aufgrund der
Instabilitdt des Hydroxytryptophans in terminalen Positionen in Peptiden sollte diese
Aminosdure moglichst in der Mitte des linearen Heptapeptids eingebaut werden. Zum
Aufbau des Precursors AG wurde diesmal eine [4+3]-Fragment-Strategie verfolgt. Das lineare
Heptapeptid wurde durch Knipfung der Bausteine AH und Al in 60 %-iger Ausbeute
erhalten. Bei der Spaltung des Methylesters traten erneut Probleme auf, sodass die
Verseifung nach N-terminaler Entschitzung lediglich mit 41 % Ausbeute ablief. Bei
anschlieenden Versuchen zur Cyclisierung konnte jedoch trotz aller Anstrengungen kein
diskretes Produkt isoliert werden. Die Knipfung zwischen diesen beiden sterisch recht
anspruchsvollen Aminosduren schien also, genau wie die bei Route A, nicht moglich zu sein.
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Route B:
5
H o
CycloC =—— FmocHN N N OMe
o = = H
“ BzO
|
v O//
| Q Ho 9
At + S
FmocHN N T ” o TBDMSO — 9 - °
o = o) N
\( /Al

Schema 2.20: Zweite mogliche Route zum Aufbau des Cyclus.

Als dritte Variante sollte der Ringschluss zwischen der Alanin- und der Hydroxyleucin-
Einheit stattfinden (s. Schema 2.21). Diese Route scheiterte jedoch bereits auf einer frithen
Stufe. So wurde zu Beginn das Dipeptid AJ gekniipft. Bei dessen N-terminaler Entschiitzung
wurde jedoch festgestellt, dass unter den basischen Bedingungen eine spontane Cyclisierung
zum Diketopiperazin AK stattfindet. Aufgrund der verwendeten Fmoc-Schutzgruppe waren
solche Bedingungen zur Entschiitzung allerdings unumganglich.

Route C:

BzO

10 % Piperidin,
OMe " pcm, RT W N
HNM
N

AK

Schema 2.21: Bildung des Diketopiperazins auf einer frithen Stufe von Route C.

Als vierte Moglichkeit wurde Route D untersucht. Bei dieser sollte der Ringschluss
zwischen dem Aminohexensdure- und dem Leucinbaustein erfolgen (s. Schema 2.22). Der
lineare Precursor AL sollte erneut durch eine [4+3]-Kupplungsstrategie aus dem Tripeptid
AM und dem Tetrapeptid AN erfolgen. Durch die Verwendung eines terminalen Allylesters,
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im Gegensatz zu den Methylestern bei den vorherigen Versuchen, konnten stark basische
Bedingungen zur C-terminalen Entschiitzung des Heptapeptides vermieden werden.

Route D:
OBz

H
CycloC —— /\/O : N o
jﬁ N \g NHFmoc
TBDMSO —\_ /=
AL 7<-

N N NS S NHFmoc
/\/OjﬁN)ELN\”\“ NH, 7oWA | \c[al
5 —

AM
Schema 2.22: Retrosynthese via Route D.

Der Aufbau der Peptidsequenz begann mit der Synthese des Tetrapeptids AN (s. Schema
2.23). Dazu wurde das Hydroxyleucin P mit (L)-Alaninallylester mittels EDC/HOBt zum
Dipeptid geknipft. Nach N-terminaler Entschitzung mit TFA in DCM wurde Baustein AB mit
Hilfe eines Bop-Cl/DIPEA-Protokolls in 70 %-iger Ausbeute zum Tripeptid geknupft. Die Fmoc-
Gruppe von AP wurde mit 10 % Piperidin in DCM abgespalten und das freigesetzte Amin an
den Aminohexensdurebaustein V gekuppelt. Diese Knlipfung zum Tetrapeptid AQ lief unter
Einsatz von EDC/HOBt in 72 %-iger Ausbeute ab.

Zur Synthese des Tripeptids AM wurde im ersten Schritt Boc-(L)-Valin an N-(L)-
Methylleucinallylester unter erneuter Verwendung von EDC/HOBt als Knupfungsreagenz
zum Dipeptid AR geknipft. Die Abspaltung der Boc-Gruppe unter TFA-sauren Bedingungen
und anschlieBende Kupplung mit dem Methoxyphenylalanin F zum Tripeptidfragment,
abermals via EDC/HOBt, erfolgte in einer moderaten Ausbeute von 62 %. Im Anschluss
wurde die Aminogruppe durch saure Entschiitzung und anschlieBende basische Aufarbeitung
freigesetzt. Nach der Pd-katalysierten Isomerisierung des Allylesters des Tetrapeptids AQ,
wurde die Sdure AN direkt an das Tetrapeptid AM gekniipft (s. Schema 2.24). Bei diesem
Schritt wurde EDC in Kombination mit HOAt verwendet, wodurch die Kniipfung in einer sehr
guten Ausbeute von 94 % erfolgte. Bei Verwendung von HOBt wurden deutlich niedrigere
Ausbeuten erreicht.
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Schema 2.23: Synthese der Peptidfragmente AM und AN.

Vor dem Ringschluss wurde die lineare Vorstufe zunachst C-terminal (Pd-katalysiert),
dann N-terminal (mittels Piperidin in DCM) entschiitzt. Die Spaltung der TBDMS-Gruppe an
der Hydroxytryptophaneinheit musste im Anschluss ebenfalls am linearen Peptid
durchgefihrt werden, da diese am Cyclus nicht mehr erfolgreich entfernt werden konnte.
Uber diese drei Stufen konnte der entschiitzte Precursor in einer sehr guten Ausbeute
isoliert werden. Zum Ringschluss wurden mehrere Protokolle untersucht, wobei sich die
Verwendung von PyBOP als Kniupfungsreagenz am effektivsten erwies. Unter hoher
Verdinnung (1.4 mM) und Verwendung einer Spritzenpumpe konnte das O-Bz-geschiitzte
Cyclomarin C AT in 63 %-iger Ausbeute erhalten werden. Im finalen Schritt musste die
Benzoylgruppe abgespalten werden. Dies wurde mit Kaliumcarbonat in Methanol bei

42



Kenntnisstand

Raumtemperatur erreicht. Der Naturstoff Cyclomarin C konnte so nach 10 h Reaktionszeit
und praparativer HPLC in 80 %-iger Ausbeute erhalten werden.

OBz

AN EDC.HOAL 4 N .
. DOM,84% 7~ jﬁN \”\ WAN """ NHFmoc

9]

AM TeDMSO =
AL 7<-

1.) Pd(Ph3)4 (kat.),
PhNHMe, THF

2.) 10 % Piperiridin, "NH K,CO3,MeOH

DCM 10 h, RT, 80 %
> CycloC
3.) TBAF (2 Aq.), THF
98 % uber 3 Stufen O HN!
4.) PyBOP, DIPEA, - ;
DCM, 15-20 °C, 63 % N—" 0Q
BzO H = \
AT

Schema 2.24: Knipfung des linearen Precursors AL, Cyclisierung des Heptapeptids und finale
Entschiitzung zu Cyclomarin C (CycloC).
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3. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer neuen Totalsynthese von Cyclomarin C
(CycloC). Dazu sollen zunachst die vier nicht proteinogenen Aminosaurebausteine durch
moglichst selektive und effiziente Methoden hergestellt werden. Stehen alle Bausteine zur
Verfligung, soll die Peptidkette durch die Wahl effizienter Kupplungsstrategien
und -reagentien schrittweise aufgebaut werden und die Synthese des Naturstoffs durch die
Cyclisierung des linearen Peptids abgeschlossen werden. AbschlieBend soll eine breite
biologische Evaluation des hergestellten Stoffes im Arbeitskreis von Herrn Prof. Rolf Mller
am Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung an der Universitdit des Saarlandes

durchgefihrt werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Retrosynthese

Zur Synthese von Cyclomarin C sind mehrere verschiedene Routen denkbar. So lasst sich
das cyclische Heptapeptid retrosynthetisch an allen sieben Peptidbindungen spalten. Die
dafir notigen Heptapeptide wiederum koénnen auf unterschiedliche Arten, wie durch
linearen sukzessiven Aufbau oder die Knilpfung groBerer Peptidfragmente untereinander
aufgebaut werden. Bei der hier entwickelten Synthese sollte die Cyclisierung zwischen der
N-Methylleucin- und der Aminohexensaureeinheit (Baustein A) stattfinden (s. Schema 4.1).

[44] erfolgreich zum

Da diese Stelle bereits in der von Wen und Yao publizierten Synthese
Ringschluss genutzt wurde, wahrend eine Cyclisierung an anderen Stellen nur schlecht oder

teilweise gar nicht zu realisieren war, wurde eine analoge Strategie verfolgt.

Da in der publizierten Synthese Probleme bestanden, die TBDMS-Schutzgruppe nach der
Macrocyclisierung abzuspalten, sollte die Entschitzung moglichst bereits an der linearen
Vorstufe HeptaC stattfinden. Im Unterschied zur beschriebenen Synthese sollte HeptaC
allerdings nicht durch eine [4+3] Fragmentkupplung, sondern durch einen sukzessiven
Aufbau der Peptidkette hergestellt werden. Dies hat den Vorteil, dass ausschlieRlich einzelne
Aminosdauren als Sadurekomponente bei Knilpfungsreaktionen zum Einsatz kommen,
wodurch Nebenreaktionen und Epimerisierungen vermieden werden kdnnen. Daruber
hinaus hat diese Vorgehensweise einen weiteren, entscheidenen Vorteil: Innerhalb der
ersten vier Aminosduren im linearen Peptid befinden sich alle drei natirlichen
Aminosaurefragmente. Die lineare Synthese kann also problemlos in einem groRen Mal3stab
begonnen werden, wahrend von den aufwdndig herzustellenden unnatirlichen
Aminosdauren in spdteren Stufen der Synthese entsprechend kleinere Mengen bendtigt
werden. Folglich wirde die Synthese mit N-Methyl-(L)-leucin starten, wobei dann
nacheinander (L)-Valin, Methoxyphenylalanin C, (L)-Alanin und schlieflich die drei
verbleibenden unnatiirlichen Bausteine N-Methylhydroxyleucin B, tert-Prenylhydroxy-
tryptophan D, sowie die Aminohexensdaure A eingebaut werden. Wenn moglich sollte eine
Boc-Methylester-Strategie angewendet werden, da diese generell eine der einfachsten, aber
gleichzeitig effizientesten Moglichkeiten zum Knipfen von Peptiden darstellt.
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HO \ \1
CycloC

| OTBDMS
(L)-N-Methylleucin + (L)-Valin + O + (L)-Alanin +
PGHN on PGHN OH
c O g O
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N\
PGHN OH PGHN OH
O O
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Schema 4.1:  Retrosynthetische Zerlegung von Cyclomarin C.

Die beiden unnatiirlichen Aminosduren C und D besitzen eine sehr dhnliche Struktur,
wodurch eine gemeinsame Synthesestrategie moglich erscheint (s. Schema 4.2). In beiden
Fallen handelt sich um 3-Hydroxy-3-Aryl-Aminosduren, die Uber eine chelatkontrollierte,
diastereoselektive Carbonyladdition an einen chiralen Aldehyd F zugdnglich sein sollte. Nach
entsprechender Modifikation der sekunddren Alkoholfunktion in E und anschlieBender
Oxidation des primaren Alkohols sollten die fertigen Bausteine C bzw. D in wenigen Stufen,
ausgehend von einem geschiitzten D-Serin-Derivat G, zu synthetisieren sein. Die genauen
Retrosynthepldane werden bei den jeweiligen Teilsynthesen der Bausteine besprochen.
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Schema 4.2: Gemeinsame retrosynthetische Zerlegung der Bausteine A und C.

4.2 Synthese der unnatiirlichen Aminosauren A-D

4.2.1 Aminohexensaure (Baustein A)

Als Erstes wurde die Synthese des Aminohexensdurebausteins A untersucht, da einige
der bendtigten synthetischen Methoden in der Arbeitsgruppe bereits oft verwendet wurden.
Im letzten Schritt sollte die iso-Propyliden-Gruppe, analog zur Synthese von Yao et al., durch
Ozonolyse und eine anschlieBende Olefinierungsreaktion des Bausteins Al generiert werden
(s Schema 4.3). Der Schlisselschritt zum Aufbau dieser Aminosdure sollte auch in dieser
Synthese eine Esterenolat-Claisen-Umlagerung sein. Diese Reaktion ist gut untersucht und
bietet eine effiziente Moglichkeit zum stereoselektiven Aufbau von Aminosduren mit

(60 | m Gegensatz zur publizierten Variante mit chiralem Ligand

Stereozentrum in B-Position.
sollte hier jedoch der chirale Ester A2 eingesetzte werden, durch dessen Umlagerung das
Stereozentrum [-Position induziert wird. Auf diese Weise kann auf stochiometrische
Mengen eines chiralen Liganden verzichtet werden. Baustein A2 kann bekanntermalien
durch enzymatische Racematspaltung des racemischen Alkohols A3 und anschlieBende

Veresterung mit geschiitztem Glycin erhalten werden.

OH OR PGHN 0 Y
PGHN PGHN 5 OH
o) o)
A A1 A2 A3

Schema 4.3:  Retrosynthetische Zerlegung des Aminohexensaurebausteins A.
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Die Synthese begann mit der enzymatischen Racematspaltung von 3-Penten-2-ol (1)
anhand des im Arbeitskreis etablierten Protokolls unter Verwendung von Novozym®435 als
Biokatalysator.[61] Diese Lipase acetyliert entprechend den Regeln von Kazlauskas® in
Gegenwart von Vinylacetat bevorzugt ein Enantiomer des eingesetzten racemischen
Alkohols (s. Schema 4.4). Je starker sich die beiden Reste R, und Rs voneinander
unterscheiden, desto hoher ist die Selektivitdt. Im Idealfall unterscheiden sich die
Geschwindigkeitskonstanten der Acetylierung der beiden Enantiomere so stark, dass die

Reaktion nach vollstandigem Umsatz des bevorzugten Stereoisomers stoppt.

OH
schnell

Schema 4.4:  Regel von Kazlauskas fiir sekundare Alkohole (Rs = kleiner Rest, R, = groRRer
Rest).

H OAc

B

langsam

Ublicherweise werden das Acetat und der Alkohol nach der Reaktion
chromatographisch oder destillativ voneinander getrennt. Im vorliegenden Fall ware eine
solche Trennung aufgrund der &hnlichen Siedepunkte von 3-Penten-2-ol, des
entsprechenden Acetates, sowie der verwendeten Lésemittel jedoch hochst problematisch.
Aus diesem Grund wurde die enzymatische Reaktion gaschromatographisch verfolgt und der
verbleibende, enantiomerenangereicherte Alkohol nach Beendigung der enzymatischen
Reaktion direkt mit Boc-Glycin verestert (s Schema 4.5). Der so erhaltene Glycinester 2
konnte ohne Probleme durch Sdulenchromatographie aufgereinigt werden. Ausgehend vom
racemischen Alkohol konnte der Ester in einer guten Ausbeute von 33 % in einem
exzellenten Enatiomereniiberschuss von > 99 % erhalten werden.

OH
OH AN
M Novozym® 435 /\/'\O Boc-Gly-OH W
Vinylacetat DCC, DMAP BocHN ©
C:))K 0°C — RT /\g
1 /\/\ 2 33 %, >99 %ee

Schema 4.5:  Synthese des Chiralen Glycinesters 2 durch enzymatische kinetische
Racematspaltung.

Der erhaltene Ester 2 wurde anschlieRend in einer Esterenolat-Claisen-Umlagerung zur
y-6-ungesattigten Aminosdure umgesetzt, welche nach waéssriger Aufarbeitung direkt zum
Methylester 3 umgesetzt wurde (s. Schema 4.6). Dieser Baustein konnte in 78 %-iger
Ausbeute Uber zwei Stufen erhalten werden, wobei die Stereoinformation mit einem
Enantiomereniberschuss von 99 % perfekt Ubertragen und das durch die fixierte
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Enolatgeometrie induzierte Stereozentrum in einer Diastereoselektivitat von 98 % gebildet
wurde. Analog zur Synthese von Yao et al. sollte nun durch ozonolytische Spaltung der
Doppelbindung und anschlieRender Wittig-Reaktion die Isopropylidengruppe eingefiihrt
werden. Dementsprechend wurde der ungesattigte Ester 3 ozonolysiert und mit
Triphenylphosphin aufgearbeitet, was zum Aldehyd 4 fiihrte. Im Gegensatz zur publizierten
Synthese wurde hier jedoch festgestellt, dass der Aldehyd sehr sensibel war und bei einer
sdulenchromatographischen Reinigung mit Kieselgel vollstindig epimerisierte (*H-NMR). Im
Folgenden musste er also ohne Aufreinigung umgesetzt werden. Des Weiteren wurde
festgestellt, dass fiir die anschlieBende Wittig-Reaktion ein hoher Uberschuss des Isopropyl-
Wittig-Reagenzes bendtigt wurde. Bei Verwendung von fiinf Aquivalenten des Reagenzes
konnte der gewiinschte Baustein 5a erstmals in einer Ausbeute von 21 % liber zwei Stufen
erhalten werden. Entgegen den Erwartungen war wahrend der Wittig-Reaktion in diesem
Fall, im Gegensatz zur beschriebenen Reaktion von Yao, eine vollstandige Epimerisierung des
Stereozentrums in 8-Position zu verzeichnen. Der hohe Uberschuss des basischen Ylens war

vermutlich der Grund fir diesen Effekt.

1) 3.0 Aq. LDA,
1.2 Aq. ZnCl,, 1.) a) O3, DCM, —78 °C,
ST THR, -78°C 5 RT | b) PPhg, 78 °C - RT
o)
BocHN 2) K,CO3, Mel, 0 O
/\g/ DMF, RT BocHN ~ BocHN ~
o)
2 3
78 %, 99 % ee, 98 % ds 4
Boc,0, 2) 5'P2h'§q'
DMAP,
MeCN °
ol THF, -78 °C
1.) a) O3, DCM, —78 °C,
b) PPhs, ~78 °C — RT |
2)1.5Eq. eph,
o Boc,N” O BocHN" ("
THF, -78 °C S o
3a 5a 27 % (2 Stufen),
dr=1:1

Schema 4.6:  Esterenolat-Claisen-Umlagerung und erste Versuche zur abschliefenden
Olefinierung.

In einem ersten Losungsansatz sollte die benotigte Menge an Ylen durch Blockieren des
aciden N-H's reduziert werden. Dazu wurde eine zweite Boc-Gruppe mittels Boc,O/DMAP
eingefiihrt, wobei der doppelt geschiitzte Baustein 3a in 70 %-iger Ausbeute erhalten wurde.
Allerdings war bereits bei der Ozonolyse dieses Substrates die Bildung von diversen
Nebenprodukten zu beobachten. Nach der anschlieBenden Olefinierung konnte kein
konkretes Produkt isoliert werden. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte der erhohte
sterische Anspruch der zweiten Carbamat-Gruppe sein, die einen Angriff des Ylens
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behindern wirde. Auch ein Angriff des Ylens an einem Carbamat-C der Boc-Gruppen ware
denkbar.

Beim Vergleichen anderer Olefinierungsmethoden fiel der Fokus auf eine spezielle
Variante nach Julia-Kocienski. Diese Abwandlung der klassichen Julia-Lythgoe- O/eflnlerung[63
dient normalerweise zur selektiven Synthese von E-konfigurierten Alkenen aus Aldehyden
und Aryl-Sulfonen. Die Selektivitat ist dabei stark vom Losemittel und der eingesetzten Base
abhangig, was bereits ausfiihrlich untersucht wurde.® Mechanistisch gesehen dhnelt diese
Reaktion der klassischen Julia-Olefinierung, mit dem Unterschied, dass sie einstufig ablauft
(s. Schema 4.7). Nach der Deprotonierung des Sulfons H1 greift das gebildete Nukleophil H2
am Aldehyd H3 an. Die Alkoxygruppe des gebildeten Indermediates H4 kann nun wiederum
am Tetrazolring unter Bildung des Cyclus H5 angreifen. Diese Spezies zerfdllt im Anschluss
zundchst durch Spaltung der Aryl-Sulfon-Bindung zum B-Sulfurylalkohol H6, welcher im
letzten Schritt durch Eliminierung das Alken H7 freisetzt. Dabei entstehen Schwefeldioxid
und das hydroxylierte Phenyltetrazol H8 als Nebenprodukte.

o)
N=N N=N mR H3 N=N LI
LHMDS ' N | N A\
-y W N0
P S C A
0]
H1 H2 H4
=N Li =N,
E NO/ N\(N SO,Li \( E\/<N
R ( R | +
Tegt T IO
(© H7 Hs
H5 + 802

Schema 4.7:  Reaktionsmechanismus der Julia-Kocienski-Olefinierung.

Im vorliegenden Fall ist die E/Z-Selektivitat aufgrund der Symmetrie der Isopropyl-
Gruppe jedoch irrelevant. Was diese Reaktion besonders interessant macht ist die geringere
Basizitdit des eingesetzten Olefinierungsreagenzes. Insbesondere bei Verwendung von
1-Phenyl-1H-tetrazol-5-yl-sulfonen als Arylsufonrest kénnen diese vorgelegt und mit einer
Base wie LHMDS deprotoniert werden, bevor der Aldehyd hinzugegeben wird. Dies erlaubt
auch die Umsetzung von basenempfindlichen Aldehyden.

Das bendtigte Sulfon 6 wurde bereits in der Literatur beschrieben und konnte analog
synthetisiert werden. Dazu wurde das kommerziell erhiltliche Phenyltetrazolthiol in einer
Mitsunobu-artigen Reaktion zum Isopropylsulfid gekniipft, welches anschliefend mittels
MCPBA zum Sulfon 6 oxidiert wurde (s. Schema 4.8). Im Anschluss wurde die
Ozonolyse-/Olefinierungssequenz am ungesattigten Ester 3 getestet. Analog zu vorherigen
Versuchen wurde der durch Ozonolyse und Aufarbeitung mit Triphenylphosphin erhaltene
Aldehyd 4 ohne Reinigungsschritt umgesetzt. AnschlieBend wurde dieser zum deproto-
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nierten Sulfon gegeben. Es stellte sich heraus, dass die Olefinierung bereits bei =78 °C meist
nach 5-10 Minuten beendet war. Der erhaltene Baustein 5 wurde stets in hoher
Diastereoselektivitat erhalten. Die hochste Ausbeute von 59 % Uiber beide Stufen wurde
durch Verwendung von 2.3 Aquivalenten des Sulfons erreicht. Im erhaltenen Produkt war
das Stereozentrum in B-Position lediglich zu 5 % epimerisiert. Im Rahmen einer
Vertiefungsarbeit von Nadine Wolf wurden die Bedingungen der Olefinierung genauer
untersucht, wobei jedoch keine besseren Ergebnisse erhalten werden konnten. Durch diese
Reaktion war der erste Baustein D in Form des Boc-geschiitzten Methylesters 5 zuganglich.

1.) DIAD, PPhj, THF,
OH RT 83%

N
\ N I N
N + N~
\<SH )\ 2.) MCPBA, NaHCO;, O\—<S
DCM, RT, 87 % _5
6

| 1.) a) O3, DCM, -90 °C,
b) PPh,, —78 °C - RT

N=N =N,

\

o) 2.)6(2.3Aq.), o)
BocHN ~ LHMDS (2.3 Aq.), BocHN ~
O THF, -78 °C O
3 5 59 %, dr=955

Schema 4.8:  Synthese des Isopropylsulfons 6 und Julia-Kocienski-Reaktion.

4.2.2 Hydroxyleucin (Baustein B)

4.2.2.1 Route A: Enzymatische Racematspaltung und Hydroborierung/Oxidation

Die erste entwickelte Syntheseroute zum Aufbau des Hydroxyleucins B sollte liber das
Dehydroleucin B2 als Intermediat erfolgen (s. Schema 4.9). Ausgehend von
Acetylglycinmethallylester B4 sollte racemisches Acetyldehydroleucin B3 durch eine
Esterenolat-Claisen-Umlagerung zuganglich sein. Durch enzymatische Racematsplatung ware
der entsprechende enantiomerenangereicherte Baustein B2 zugdnglich. Das zweite
Stereozentrum sollte durch eine diastereoselektive Hydroborierung der Doppelbindung mit
anschlielender Oxidation zum primaren Alkohol B1 generiert werden.

In den verbleibenden Schritten sollte der Alkohol zundchst als TBDMS-Ether geschitzt
und die Aminogruppe methyliert werden. Wahrend enzymatische Racematspaltungen durch
selektive Deacetylierungen von lipophilen Aminosduren durch eine Acylase bereits bekannt
sind,! %1 wurden selektive Hydroborierungen von Doppelbindungen mit analogem
Substitutionsmuster bisher nur wenig untersucht, weshalb hier detailliertere Unter-
suchungen notig sind.
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Schema 4.9:  Erste mogliche retrosynthetische Zerlegung des Hydroxyleucins B (Route A).

Als erstes Testsubstrat wurde das TFA-geschiitzte Dehydroleucin rac-7 durch allylische
Alkylierung mit anschlieRender Spaltung des tert-Butylesters hergestellt und im Anschluss in
der enzymatischen Racematspaltung getestet (s. Tabelle 4.1). Bei dieser Reaktion wird die
Amid-Bindung des (S)-Enantiomers bevorzugt hydrolysiert, sodass sie im Idealfall komplett
zum freien Amin umgesetzt wird, wahrend die (R)-Form als geschiitztes Amin verbleibt.
Zunachst musste der ideale pH-Wert fir die enzymatische Reaktion gefunden werden. Da es
sich bei dem eingesetzten Enzym Acylase | nicht wie im Falle des unter Kapitel 4.2.1
verwenden Novozyms® 435 um ein immobilisiertes Enzym, sondern um eine kristalline Form
handelte, war Wasser als Haupt-Losemittel unumganglich. Ein konstanter pH-Wert wurde
durch die Verwendung eines pH-Staten bzw. eines Titrationsautomaten gewahrleistet. Die
Reaktionen wurden gaschromatographisch verfolgt und die ee-Werte nach 24 h Reaktions-
zeit gemessen. Die durchgefihrten Versuche sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Im ersten Versuch (Eintrag 1) wurde der pH-Wert lediglich mittels Indikatorpapier
kontrolliert und durch manuelle Zugabe von verdiinnter Natronlauge justiert. Da mit dieser
Methode der pH-Wert nicht ausreichend genau eingestellt werden konnte, wurde die (S)-
Aminosaure als freies Amin (S)-8 lediglich in einem Enantiomereniberschuss von 70 %
erhalten. Durch Verwendung des Titrators (Eintrage 2—4) konnten bessere Ergebnisse erzielt
werden. Der optimale pH-Bereich fiir die Reaktion betrug hier 6.5-7.0. Der ee-Wert von
91 % war jedoch noch nicht zufriedenstellend. Durch die elektronenziehende TFA-Gruppe
wurde die Selektivitdt des Enzyms offenbar stark vermindert. Ein weiteres Problem war die
Aufarbeitung der Reaktion. Das Enzym fungierte dabei als Emulgator, sodass sich wassrige
und organische Phase bei einer Extraktion nicht trennen lieSen. Im Literaturprotokoll wurde
das Gemisch aus freiem Amin und geschiitzter Aminosaure durch eine aufwandige
lonenaustauschchromatographie aufgetrennt, wobei nur niedrige Ausbeuten erhalten
wurden.
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Tabelle 4.1: Optimierung der enzymatischen Racematspaltung von TFA-Dehydroleucin.

i “_OH * OH
TFAHN/%\WOH Acylase |, pH-Stat TFAHN/\[(O H,N
@)

0O )
rac-7 (R)-7 (S)-8
Eintrag Nr.  Substrat pH ee [(R)-7] [%] ee [(S)-8] [%]
1 rac-7 Ca. 8 (Ohne pH-Meter) 27 70
2 rac-7 7.5-8.0 n.B. 73
3 rac-7 6.5-7.0 n.B 91
4 rac-7 5.5-6.0 25 81

n.B.: nicht bestimmt

Als ndchstes mogliches Substrat wurde das Acetyl-geschitzte Derivat rac-10 hergestellt,
an welchem die Racematspaltung bereits untersucht wurde.®” Die Synthese begann mit der
Umlagerung des Glycinesters 9 (s. Schema 4.10). Dieser wurde nach einem Standartprotokoll
zum racemischen Dehydroleucin rac-10 umgelagert. Aufgrund der sehr polaren Acetyl-
Schutzgruppe lieferte eine sdulenchromatographische Reinigung rac-10 jedoch nur
Ausbeuten von ca. 50 % und das erhaltene Produkt war stets verunreinigt. Nach einiger
Optimierung wurde festgestellt, dass durch simples Waschen mit einem apolaren
Chloroform-Pentan Gemisch (3:1) gefolgt von mehrmaligem Waschen mit Pentan alle
Verunreinigungen abgetrennt werden konnten und die Sdure rac-10 in reiner Form in
89 %-iger Ausbeute erhalten werden konnte.

Im Folgenden wurde das Acetyl-geschiitzte Derivat rac-10 als Substrat fur die
Racematspaltung getestet (s. Schema 4.10). Gleichzeitig wurde eine komplett neue
Aufarbeitung entwickelt. Nach vollstandiger enzymatischer Reaktion wurde dem
Reaktionsgemisch eine Losung aus Boc,O in Dioxan sowie Natriumhydrogencarbonat
zugesetzt. So wurde zum einen das freie Amin direkt Boc-geschiitzt [(S)-11], zum anderen
wurde die Acylase offenbar dadurch so denaturiert, dass ihre Wirkung als Emulgator
verloren ging. Eine Extraktion war im Anschluss somit problemlos moglich. In einem letzten
Schritt wurde die Reaktionsmischung mit Methyliodid/DMF umgesetzt, wobei beide Formen
in ihre Methylester umgewandelt wurden und schlieRlich durch saulenchromatographische
Reinigung leicht voneinander getrennt werden konnten. Als idealer pH-Wert flr dieses
Substrat stellte sich pH 7.5 heraus. Auf diese Weise konnten beide Formen (R)-12 bzw. (5)-13
in einer exzellenten Ausbeute von jeweils 45 % Uber drei Stufen erhalten werden, wobei das
Acetat mit 97 % ee und die Boc-geschiitzte Variante mit 98 % ee erhalten wurden.
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JJ\ LDA, ZnCl, J\
AcHN/ﬁ(O THF, -78 °C > RT ACHN %(OH
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Dioxan

B +
~ OH OH
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0 0] 0]
rac-10 (R)-10 (S)-11
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. . : 0 0
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(0]
97 % ee, 45 % 98 % ee, 45 % (3 Stufen)

(R)-12 (S)13

Schema 4.10: Enzymatische Racematspaltung mit optimierter Aufarbeitung.

Parallel zu dieser Reaktion wurde die Hydroborierung untersucht. Als Testsubstrat
diente dazu racemischer Boc-Dehydroleucinmethylester rac-13. Da Ubergangsmetall-
katalysierte Methoden zur Hydroborierung wie beispielsweise Catecholboran/[RhCI(PPhg)][68]
ganzlich scheiterten, wurden klassische Varianten genauer untersucht (s. Tabelle 4.2).[69’70]
Aufgrund des Methylesters wurde auf eine klassische oxidative Aufarbeitung mittels
H,0,/NaOH verzichtet und stattdessen ein milderes Protokoll mit einer Pufferlosung

gewahlt.

In einem ersten Experiment wurden 0.3 Aquivalente BH; als THF-Komplex eingesetzt
(Eintrag 1). Dieses Reagenz agierte jedoch unselektiv und lieferte ein Gemisch aus primarem
rac-14 und sekundirem Alkohol rac-14a. Bei Verwendung von Disiamylboran konnte keine
Reaktion beobachtet werden. Thexylboran (Eintrag 3) lieferte ausschlieRRlich den
gewtinschten primdren Alkohol, allerdings lediglich in 36 %-iger Ausbeute und nur mit einem
leichten Diastereomereniiberschuss. Die relative Konfiguration des Hauptdiastereomers war
zu diesem Zeitpunkt noch unbekannt. Die besten Resultate lieferte schlieSlich 9-BBN (Eintrag
4). Der Alkohol konnte hier in 67 %-iger Ausbeute isoliert werden, wobei das Haupt-
diastereomer im Verhdltnis von ca. 3:1 gebildet wurde. Durch aufwéndige saulen-
chromatographische Reinigung lieBen sich beide Diastereomere fast vollstandig voneinander
trennen.
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Tabelle 4.2: Optimierung Hydroborierung/Oxidation.

OH
OH *
1.) Boran, THF
% * + *
BocHN OS 2)H;02,H,0,  BocHN BN BocHN N
o Puffer (pH 7) 0 0
rac-13 rac-14 rac-14a
Eintrag Nr. Boran Aquivalente rac-14 [%] rac-14a [%] dr von rac-14a
1 BHsTHF 0.3 20 25 1:1
2 Disiamylboran 1.1 - - -
3 Thexylboran 1.1 - 36 1.5:1
4 9-BBN 1.0 - 67 2.7:1

Bei der Ubertragung dieser Reaktionsbedingungen auf das parallel synthetisierte,
enantiomerenangereicherte Substrat (S)-13 stellte sich jedoch heraus, dass die
Hydroborierung nicht vollstandig reproduzierbar war (s. Schema 4.11). So schwankten die
Reaktionszeiten dieser Reaktion bis zum vollstdndigen Umsatz sehr stark, bis hin zu drei
Tagen. Im besten Fall konnte der entsprechende Alkohol (S)-14a in 60 %-iger Ausbeute und
einem Diastereomerenverhaltnis von knapp 3:1 isoliert werden. Diese Mischung wurde im
Anschluss zur Aufklarung der Konfiguration des gebildeten Stereozentrums zunachst mit
Natronlauge verseift und im Anschluss mit p-TsOH zum Lacton 15 cyclisiert. Bei der genauen
spektroskopischen Analyse des Hauptdiastereomers mittels 2D-NOESY-Experimenten stellte
sich jedoch heraus, dass es sich dabei um das falsche (25,4S5)-Diastereomer und nicht um das
bendtigte (2S,4R)-Diastereomer handelte. Das vorhandene a-Stereozentrum induziert somit
die falsche Konfiguration wahrend der Hydroborierung. Demzufolge wiirde ein chirales
Boran bestenfalls einen missmatched-Fall liefern, wodurch vorraussichtlich keine guten ds-
Werte zugunsten des gewlinschten Stereoisomers erzielt werden kénnten. Ausserdem sind
nur wenige komplexe Borane bekannt, die bei der Hydroborierung von 1,1-disubstituierten
endstdndigen Doppelbindungen akzeptable Diastereoselektivitdten erbringen.m] Aus diesen
Grinden musste die gesamte Synthesesequenz verworfen werden.
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Schema 4.11: Synthese des Lactons 15 zur Aufklarung der relativen Stereochemie (oben)
und Kopplungen im NOESY-Spektrum von 15 (unten).

4.2.2.2 Route B: Asymmetrische katalytische Hydrierung

Als Alternative wurde eine neue Synthesesequenz gewahlt (s. Schema 4.12). Der
Schlisselschritt sollte dabei eine Ubergangsmetall-katalysierte asymmetrische Hydrierung
sein, bei dem das a-Stereozentrum der Aminosdure B5 aufgebaut wird. Fiir eine solche
Sequenz gibt es bereits zahlreiche Beispiele.m] Die dafir bendtigte Dehydroaminosaure B6
sollte dabei aus dem Glycin-Horner-Reagenz B7 und dem chiralen Aldehyd B8 zuganglich
sein.l”?! Letzterer ist aus dem kommerziellen Roche-Ester B9 durch TBDMS-Schiitzung und
DIBAL-H-Reduktion zu synthetisieren. Die Wahl der Schutzgruppe am Stickstoff ist
ausschlaggebend fiir die Selektivitdt der asymmetrischen Hydrierung, so sollte sowohl eine
Cbz- als auch eine Acetatgruppe getestet werden. Die Einfihrung der N-Methylgruppe muss
am Schluss erfolgen, da die Koordination des Stickstoffs an den Katalysator fiir die
Hydrierung essentiell ist.

TBDMSO. - TBDMSO. - TBDMSO. -
— p— |
PGN OH PGHN OMe PGHN OMe
0 o) o)
B B B

5 6
: : RO CIF?’ OR
HO ~ OMe <—— TBDMSO ' + T
\/\é( \/E PGHN)\[(O\
B9 B8 B7 e}

Schema 4.12: Neuer retrosynthetischer Ansatz zum Aufbau des Hydroxyleucins (Route B).
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Vor Beginn der eigentlichen Synthese wurde der Schliisselschritt an einem einfachen
Testsubstrat 17 untersucht (s. Tabelle 4.3). Fir die bekannte Horner-Reaktion wurde ein
optimiertes Literaturprotokoll verwendet.”®! Dabei wurde Tetramethylguanidin (TMG) als
Base verwendet. Ein hoher Anteil des (Z)-Isomers ist wichtig, da das (E)-Isomer erheblich
langsamer und in einer schlechteren Enantioselektivitat reagiert. Durch Reaktion mit einem
Uberschuss an Isobutyraldehyd konnte das a-B-ungesattigte Dehydroleucin 17 in 75 %-iger
Ausbeute erhalten werden. An selbigem wurde im Anschlus die asymmetrische Hydrierung
getestet. Als Ligand wurde (R)-MONOPHOS gewahlt, da dieser giinstig kommerziell erhaltlich
ist und bereits in vielen Fillen hohe Selektivititen lieferte.l’? Laut Literaturangaben liefert
die (R)-Form des Liganden die natlirliche (S)-Form der Aminoséure.”” Ublicherweise wird die
Hydrierung bei einer Atmosphdre Wasserstoff durchgefihrt. Mit einem mol-% des
Katalysators und zwei mol-% Ligand war jedoch auch nach 18 h Reaktionszeit kein Umsatz zu
verzeichnen. Daraufhin wurde sowohl die Katalysator- als auch die Ligandmenge auf zwei
bzw. vier mol-% erhoht und die Reaktion im Autoklaven bei 20 bar Wasserstoffatmosphare
durchgefihrt. Bereits nach 90 Minuten war die ungesattigte Aminosaure 17 zu knapp 80 %
umgesetzt (nur GC-Analyse) und das generierte Acetylleucin 18 lag mit einem sehr guten
Enantiomereniiberschuss von 97 % vor (Eintrag 2).

Tabelle 4.3: Optimierung der Bedingungen fiir die asymmetrische Hydrierung.

(R)-MONOPHOS

EtO—P—OFt 1) TMG, DCM/THF | [Rh(COD),BF,]
A H,, DCM 4
AcHN O~ 244 < AcHN BN 2 AcHN BN
0]
16a 17 75%,93 % Z 18
),
p—N"  (R)-MONOPHOS
<o
Eintrag Nr. Kat. [mol-%] Ligand [mol-%] Bedingungen Umsatz [%] ee [%]
1 1 2 1 bar H,, 18 h, RT 0 -
2 2 4 20 bar Hy, 1.5 h, RT 79 97

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse konnte mit der eigentlichen
Synthesesequenz begonnen werden. Im ersten Schritt wurde der TBDMS-geschitzte
Baustein 19 aus dem kommerziell erhéltlichen Roche-ester B9 in nahezu quantitativer
Ausbeute mittels eines Standardprotokolls hergestellt (s. Schema 4.13).[76] Im Anschluss
wurde der Ester via DIBAL-H-Reduktion zum Aldehyd reduziert. Dieser erwies sich jedoch
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ebenfalls als instabil und racemisierungsanfallig, weshalb er nach einer wadssrigen
Aufarbeitung stets sofort umgesetzt wurde. Nach dem gleichen Protokoll wie beim
Testsubstrat wurde der Aldehyd mit dem Acetyl-Horner Reagenz 16a bzw. mit dem Cbz-
geschitzten Derivat 16b umgesetzt. Wahrend die Reaktion mit 16b ohne Probleme bei -
78 °C innerhalb von kurzer Zeit vollendet war, war eine Reaktion mit 16a erst bei
Raumtemperatur zu verzeichnen. Spater wurde entdeckt, dass der Aldehyd dabei teilweise
racemisierte. Die Acetyl-geschiitzte Dehydroaminosdure 20a konnte so lediglich in 39 %-iger
Ausbeute isoliert werden, wahrend die Cbz-geschiitzte Variante 20b in sehr guten 71 % tber
zwei Stufen erhalten wurde. Mit beiden Substraten wurde im Anschluss die asymmetrische
Hydrierung mit den optimierten Bedingungen durchgefiihrt. Bei dem Acetyl-Derivat 21a
wurde das Stereozentrum in a-Position zwar in 98 % Selektivitdt generiert, aufgrund der
Racemisierung des Aldehyds wahrend der DIBAL-H-Horner-Reaktion lag die Konfiguration
des Stereozentrums in 4-Position allerdings im Verhaltnis von ca. 3:1 vor.

Erfreulicherweise lieferte das Cbz-Derivat bessere Ergebnisse. Die Aminosdure 21b
konnte in sehr guter 86 %-iger Ausbeute isoliert werden, wobei lediglich 5 % des
0-Stereozentrums wahrend der Horner-Reaktion epimerisiert waren. Der Enantiomeren-
Uberschuss von 21b betrug dabei 98 %.

- TBDMSCI - 1) DIBAL-H TBDMSO
HO_ _~_ _OMe _IMH.DMF_ 1gpuso. A _ome PCM.-78°C | | OMe
\/\If 98 % \/\If 2)TMG, | RHN
By © 19 O RO-P-OR o

RHN

O\
N 20aR =Ac, 39 %
16alb 20b R = Cbz, 71 %,
90 % Z

(R)-MONOPHOS (4 mol-%)  TBDMSO. R-
[Rh(COD),BF 4] (2 mol-%) s 21aR = Ac, (2S4R) : (25,4S) = 76:24
H, (20 ban, 3 h, DCM RHN OMe 21b R = Cbz, (2S.4R) : (25,4S) = 955,

98 % ee, 86 % Ausbeute

)

1 M (NaOH), MeOH Mel, NaH, THF  15pMmso

21b 0 °C - RT, quant. TBDMSO -5°C,36 h
H H
CbzHN © 94 % CbzN ©
o} 0

22 23

Schema 4.13: DIBAL-H-Horner-Reaktion des geschiitzten Roche-Esters 19, asymmetrische
Hydrierung der Doppelbindung und abschlieRende N-Methylierung.

Im nachsten Schritt wurde der Methylester mit 1 M Natronlauge in quantitativer
Ausbeute zur Saure 22 verseift. Da die N-Methylierung wahrend der ersten Synthese (Route
A) bereits untersucht wurde, war bekannt, dass unter basischen Bedingungen die Gefahr
einer Cyclisierung zum 6-Ring Lacton besteht. Aus diesem Grund wurde die Temperatur
wahrend der gesamten Reaktion bei ca. =5 °C gehalten. So verlangerte sich die Reaktionszeit
zwar auf 36 h, der fertige Baustein 23 konnte auf diese Weise aber in einer exzellenten
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Ausbeute von 94 % erhalten werden. Im Vergleich zu den bisher publizierten Synthesen
dieses Bausteins stellt die hier entwickelte Sequenz eine sehr effiziente und selektive
Variante mit wenigen Synthesestufen dar.

4.2.3 Methoxyphenylalanin (Baustein C)

Wie bereits erwahnt sollte das Methoxyphenylalanin € durch eine diastereoselektive
nukleophile Carbonyladdition eines Phenyl-Metall-Reagenzes an einen chiralen Serinaldehyd
aufgebaut werden (s. Schema 4.14). Ausgangspunkt ware dementsprechend ein vollstandig
geschitztes D-Serin-Derivat C3. Der so zugdngliche sekundadre Alkohol C2 wiirde so zundchst
in den Methylether C1 Uberfiihrt und die primare Alkoholfunktion im Anschluss entschitzt.
Im letzten Schritt misste der Alkohol lediglich zur Sdure C oxidiert werden und konnte in
dieser Form direkt in einer Peptidknipfung eingesetzt werden. Das Schutzgruppenmuster
muss dabei so gewdahlt werden, dass es der Reduktion zum Aldehyd bzw. der anschlielenden
Carbonyladdition problemlos standhalt. Weiterhin muss der primare Alkohol orthogonal zu
entschiitzen sein. Als sinnvolle Kombination aus Standardschutzgruppen wurde eine Boc-
Gruppe fur den Stickstoff und ein TBDMS-Ether fiir die Alkoxygruppe im Serin C3 gewahlt.
Basierend auf den Grundlagen der Cram’schen Chelatkontrolle sollte sich der Chelatkomplex
C4 ausbilden, da die deprotonierte Carbamatgruppe einen besseren Chelatdonor als der
TBDMS-Ether darstellt. Der Angriff eines Nukleophils sollte dann bevorzugt von der der
Silylgruppe abgewandten Seite erfolgen, sodass der Alkohol C5 nach waéssriger Aufarbeitung

als Hauptdiastereomer entstehen sollte.l””!

PG
OPG' OPG'

c3 (°
O, -OH Lo
o o oH PGHN" >
PGHN "7 = PGHN" """ = PGHN" " —— 0
c1

+

>
C2

c
,[\M]
BoeN o BocHN  OH TBDMSO
@
Hs0 H —
TBDMSO\/®\H - TBDMSO\ﬁgH T HoﬁlNHBOC
H
\ Nu Nu
C4 |NU C5

Schema 4.14: Retrosynthese von Baustein C und Darstellung der Diastereoselektivitat der
Reaktion via Cram’scher Chelatkontrolle.

Die Synthese begann mit der DIBAL-H-Reduktion des geschiitzten D-Serins 24 (s. Tabelle
4.4).[781 Zu Beginn wurde eine Eintopfreaktion untersucht, bei der nach abgelaufener
DIBAL-H-Reduktion das Nukleophil zur Reaktionslosung gegeben wurde. Die Idee dabei war,
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dass die in Losung vorhandenen Aluminiumsalze ideale Spezies zur Bildung von
Chelatkomplexen waren. Hierzu gab es in der Literatur bereits Beispiele.[79] Zunachst wurde
eine kommerzielle Losung aus Phenylmagnesiumbromid als Nukleophil verwendet
(Eintrag 1).[8°] Das gewiinschte Produkt konnte dabei in einer guten Ausbeute von 61 % Ulber
beide Stufen erhalten werden, die Diastereoselektivitit war mit 70 % jedoch nicht
befriedigend. In weiteren Experimenten wurde der Aldehyd 25 nach vollstandiger Reaktion
aufgearbeitet und durch Saulenchromatographie gereinigt, um die Aluminiumsalze
abzutrennen. Dabei sollte allein das Magnesium aus dem Grignard-Reagenz (Eintrag 2) bzw.
zusatzlich zugegebenes Zinkbromid die Metallkomponente zur Chelatisierung des
Elektrophils bilden (Eintrag 3). In beiden Fallen wurden schlechtere Diastereoselektivitdten
und Ausbeuten im Vergleich zur Eintopf-Methode erhalten. AuBerdem wurde nach HPLC-
Analyse entdeckt, dass der Aldehyd 25 bei der Sdulenchromatographie auf Kieselgel nahezu
vollstandig racemisierte, weshalb 26 in einem Enantiomerenverhiltnis von nahezu 1:1
erhalten wurde.

Tabelle 4.4: Optimierung der diastereoselektiven Carbonyladdition.

OTBDMS 1.0 Aq. DIBAL-H OTBDMS
PhMe, -78 °C__ OTBDMS | [MIPh L__oH
BocHN™ O~ \\\@o DCM  BocHN
BocHN
0]
24 25 26
Eintrag .. . Herstellung Ausbeute ds ee

Aquivalente [MPh] Methode
Nr. aus [%] [%] [%]
1 3.0 PhMgBr kommerziell Eintopf 61 70 >98
2 3.0 PhMgBr kommerziell Zwei Schritte® 58 60 <10
3 3.0 PhMgBr + ZnBr, kommerziell Zwei Schritte® 49 66 <10
4 3.6 PhTiX a Eintopf 23 90 >98
5 3.6 PhTiX b Eintopf 55 80 >98
6 3.6 PhTiX C Eintopf 66 70 >98
7 4.0 PhTiX a Zwei Schritte® 30 >99 70
8 5.0 PhTiX b Zwei Schritte® 60 80 75
9 4.0 PhTiX b Zwei Schritte’ 60 85 >98
10 5.0 PhTiX a Zwei Schritte' 32 >99 >98
11 8.0 PhTiX a Zwei Schritte' 71 >99 >98

d

® Ti(O'Pr), + PhMgBr, ° CITi(O'Pr); + PhMgBr, © CITi(O'Pr); + PhLi; © mit Saulenchromatographie, © nur

neutrale, wassrige Aufarbeitung, ' nur saure, wassrige Aufarbeitung.
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Daraufhin sollte ein Titanreagenz als nukleophile Komponente untersucht werden.
Trialkoxytitanreagentien kénnen aufgrund ihrer schwachen Lewisaciditdt nicht an TBDMS-

[81]

Ether koordinieren. Zur Herstellung von Aryl-Titan-Reagenzien gibt es verschiedene

Methoden, jedoch werden sie aufgrund ihrer geringen Reaktivitat erheblich seltener

8283] piese Ver-

eingesetzt als beispielsweise Aryl-Magnesium oder Aryl-Zinkverbindungen.
minderung der Nukleophilie sollte hier jedoch zum Vorteil eingesetzt werden, um eine
hohere Selektivitdt zu erreichen. Bei den Eintrdgen 4, 5 und 6 wurden drei verschiedene
Methoden zur Herstellung der Phenyltitan-Spezies verglichen. Die Reaktion wurde dabei
jeweils wieder im Eintopf-Verfahren durchgefiihrt. Wahrend das aus CITi(OPr); und PhLi
hergestellte Reagenz (Eintrag 6) vergleichbare Ergebnisse zum einfachen Grignard lieferte,
wurden mit anderen Methoden [Ti(O'Pr); + PhMgBr, Eintrag 4, CITi(OPr); + PhMgBr,
Eintrag 5] erstmals bessere Diastereoselektivititen beobachtet. Die Ausbeuten dieser

Varianten waren aber durchweg niedriger als bei einfachen Grignard-Reagenzien.

Im Anschluss wurde erneut ein zweistufiger Ansatz untersucht. Dazu wurde zunachst
eine neutrale, wassrige Methode zur Aufarbeitung der DIBAL-H-Reduktion verwendet, die
bereits bei sehr &ahnlichen Substraten angewendet wurde (Eintrdge 7 und 8).[84]
Ungliicklicherweise fand bei dieser Art der Aufarbeitung trotzdem eine partielle
Racemisierung des Aldehyds statt, sodass die Enantiomereniiberschiisse in den Produkten
lediglich 70-75 % betrugen. Ohne die Aluminiumspezies in der Reaktion konnten hierbei
allerdings viel bessere Diastereoselektivititen beobachtet werden, bei Verwendung der
Kombination aus Ti(OiPr)4/Ph|\/IgBr wurde sogar ausschliel3lich ein Diasteromer gebildet. Nun
musste lediglich die Ausbeute gesteigert und die Racemisierung bei der Aufarbeitung des
Aldehyds unterdriickt werden. Dazu wurde die Reduktion bei tiefer Temperatur mit 1 N
Salzsdure gequencht, anschlieBend extrahiert und wieder neutral gewaschen, bevor das
Gemisch Raumtemperatur erreicht hatte (aufgrund der sdurelabilen Schutzgruppen). Auf
diese Weise konnte die Racemisierung des Aldehyds vollstandig unterdriickt werden
(Eintrage 9 und 10). Das einzige Problem stellte nun nur noch die geringe Ausbeute von 32 %
dar (Eintrag 10). Da durch Diinnschichtchromatographie erkenntlich war, dass die Addition
der Titanreagenzen in vielen Fadllen unvollstandig ablief, wurde in einem letzten Versuch
(Eintrag 11) ein groBer Uberschuss (acht Aquivalente) an Nukleophil verwendet. Dabei
wurde der sekundare Alkohol 26 in einer sehr guten Ausbeute von 71 % erhalten, wobei
ausschlieBlich ein Diastereomer gebildet wurde.

Anzumerken ist, dass die hier verwendeten Methoden zur Herstellung der
Titanreagenzien nicht weit verbreitet und dementsprechend wenig untersucht sind. Deshalb
lasst sich aus den gefundenen Ergebnissen nicht eindeutig sagen, welche Titan-Spezies
genau gebildet wird. Im Prinzip konnen auf diesen Wegen nicht nur Monoaryl-Metall-
Reagenzien, sondern auch Di- Tri- oder gar Tetraaryl-Varianten entstehen. Den Unterschied
der Selektivitaten bei Verwendung von Ti(OiPr)4/PhMgBr und CITi(OiPr)g/PhMgBr lieRBe sich
jedoch wie folgt erkliren: Durch den Chlor-Substituenten im CITi(O'Pr); ist es sehr
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wahrscheinlich, dass durch dessen Substitution dort lediglich eine Spezies der Form PhTiX3
entsteht (Transmetallierung findet bereits bei tieferen Temperaturen statt). Bei Verwendung
von Titantera-iso-propoxid hingegen wadre ein Metallreagenz der Form Ph,TiX; durchaus
denkbar.

Zur Bestimmung der Konfiguration des erhaltenen Produktes 26 wurde dieses durch
Deprotonierung mit Natriumhydrid in 68 %-iger Ausbeute zum Oxazolidinon 27 cyclisiert. Bei
der Analyse des "H-NMR-Spektrums der Verbindung lies sich eine Kopplungskonstante von
4.9 Hz fir die Kopplung der beiden Ringprotonen messen. Dies entspricht laut Literatur®
einem trans-Oxazolidinon, was bedeutet, dass der Aminoalkohol wie erwartet durch

Chelatkontrolle in einer syn-Konfiguration gebildet wurde.

OTBDMS
2.0 Ag. NaH
W ‘\\OH R
BocHN THF, RT O>=o
TBDMSO._ '~y
26 H
27 68 %

3,814
3,801
3,788
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M ||I‘ )L -2
TBDMSO.__.. ;\N%o I
b by H
2 St
© — =
T T T T ‘ T T T T | T T T ‘ T T T
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|
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Abbildung 4.1: Synthese des Oxazolidinons 27 zur Aufklarung der relativen Stereochemie
von 26 (oben) und 1H-NMR-Spektrum von 27 (unten).
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Der ndchste Schritt der Synthesesequenz war die Einfliihrung des Methylethers. Da bei
sehr ahnlichen Substraten die Methode mit Ag,0/Mel sehr gute Ergebnisse lieferte!®®,
wurden zunéachst parallel mehrere Varianten getestet (s. Tabelle 4.5). Bei den (iblichen
Bedingungen (RT, 12 h Reaktionszeit) konnte jedoch keine Reaktion beobachtet werden
(Eintrage 1 und 2). Auch eine Erhéhung der Reaktionstemperatur (Eintrag 3) brachte keinen
Umsatz. Erst bei sehr langen Reaktionszeiten konnte liberhaupt erst eine Produktbildung
verzeichnet werden (Eintrdge 4 und 5). Jedoch war die Reaktion selbst nach 10 Tagen noch
nicht vollstandig und der Ether 28 konnte in diesem Fall lediglich mit einer Ausbeute von 65
% isoliert werden. Auch die Reaktion in reinem Methyliodid lieferte 28 nur in Spuren. Beim
Wechsel auf Methyltriflat als Methylierungsreagenz konnte bei beiden versuchten Varianten

(Eintrage 7 und 8) kein Produkt nachgewiesen werden.

Tabelle 4.5: Optimierung der Bildung des Methylethers 28.

OTBDMS OTBDMS OTBDMS
BocHN" OH  + Mex M BocHN™ O~ BocHN" O TMS
Base
26 28 28a
Eintrag
- MeX Base LM T t Ausbeute [%]
1 Mel Ag,0 DCM RT 12 h -
2 Mel Ag,0 THF RT 12 h -
3 Mel Ag,0 THF Ruckfluss 18 h -
4 Mel Ag,0 DCM Rickfluss 72 h 27 + 58 Edukt
5 Mel Ag,0 MeCN 45 °C 10d 65 + 23 Edukt
6 Mel Ag,0 Mel Rickfluss 18 h Spuren
7 MeOTf Pyridin DCM 0 °C—RT 12 h -
8 MeOTf Pyridin Pyridin 80 °C 18 h -
9 Mel LHMDS (1 Aq.) DMF -10°C—RT  18h 27 +54(28a)
10 Mel LHMDS (3 Aq.) DMF -10°C 10 min 90

SchlielRlich fihrte erneut eine ungewohnliche Methode zum Erfolg. So konnte bei
Verwendung von Methyliodid und einem Aquivalent LHMDS der Methylether in 27 %-iger
Ausbeute isoliert werden, neben 54 % des TMS-Ethers 28a. Dabei wurde die Reaktionslosung
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Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Bei genauerer Untersuchung wurde entdeckt,
dass die Reaktion bei —10 °C bereits sehr schnell ablduft. Durch portionsweise Zugabe der
Base konnte auf diese Weise festgestellt werden, dass exakt drei Aquivalente an LHMDS fiir
einen vollstandigen Umsatz notwendig sind. Weshalb nach der Deprotonierung des Alkohols
und des Boc-NH’s ein weiteres Aquivalent benétigt wird, ist jedoch nicht zu erklaren. Durch
das behutsame Vorgehen konnte der Ether nach einer Reaktionszeit von lediglich
10 Minuten in einer Ausbeute von 90 % erhalten werden. Im Anschluss wurde der Silylether
in 28 mit TBAF gespalten. Zur Fertigstellung des Bausteins musste der nun freie, primare
Alkohol 29 lediglich zur Saure 30 oxidiert werden. Dazu wurde ein einstufiges doppelt
katalytisches System aus TEMPO/Diacetoxyiodosobenzol und Natriumhypochlorit als
Reoxidans verwendet. Diese Methode hat den Vorteil, dass im Idealfall alle Nebenprodukte
und Verunreinigungen durch simple Saure-Base-Extraktion abgetrennt werden kdnnen. Die
beiden finalen Schritte liefen ohne Probleme und jeweils in quantitativer Ausbeute ab. Nach
der Optimierung der beiden ersten Stufen war nun auch dieser Baustein durch eine kurze
und hoch selektive Sequenz schnell zugdnglich — in einer Gesamtausbeute von 64 %,
ausgehend vom geschiitzten Serin 24.

OTBDMS OH 0.2 Aq. TEMPO o)
0.1 Aq. Phi(OAc);
BocHN' O TBAF, THF  goeun® O 33Aq.NaClO,  BocHN'

quant. MeCN/Puffer (pH 6.4)
quant.

28 29 30

Schema 4.15: Entschiitzung des primaren Alkohols und dessen Oxidation zum fertigen
Baustein 27.

4.2.4 Hydroxytryptophan (Baustein D)

4.2.4.1 Mogliche Synthesewege

Den Schlisselschritt zur Synthese des Hydroxytryptophan-Bausteins sollte analog zur
Synthese des Methoxyphenylalanins (Baustein C) eine diastereoselektive nukleophile
Carbonyladdition bilden. Prinzipiell bieten sich hier zwei unterschiedliche Routen an, die sich
in der Einflihrung der tert-Prenylgruppe unterscheiden. Wahrend bei Route A (s. Schema
4.16) bei der nukleophilen Addition an den Serinaldehyd D4 ein geschiitztes Indol D5 zum
zum Einsatz kommt, wird bei Route B (s. Schema 4.17) in diesem Schritt ein bereits tert-
prenylierter Indolbaustein D8 verwendet. Zum Zeitpunkt des Synthesebeginns war nur eine
Methode zur direkten Einfiihrung der tert-Prenyl-Gruppe bekannt.®”! Diese erfordert hohe
Mengen eines Pd-Katalysators sowie (iberstochiometrische Mengen an Silber-und
Kupfersalzen und liefert in der Regel lediglich moderate Ausbeuten. Daher sollten danach
moglichst wenige Stufen bis zum fertigen Baustein folgen.
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Der via Route A (s. Schema 4.16) erhaltene sekundare Alkohol D3 sollte orthogonal zu
den bisher vorhandenen Gruppen geschiitzt und die indolische Schutzgruppe anschlieBend
abgespalten werden. Am freien Indol D2 wiirde dann in einer der letzten Stufen die tert-
Prenylgruppe eingefiihrt werden. Anschlielend misste lediglich die primare Alkoholfunktion
selektiv entschiitzt und zur Sdure D oxidiert werden. Der Vorteil dieser Route ist die spate
Einflhrung der Prenylgruppe, wodurch diese Reaktion nur im kleinen MaRstab durchgefiihrt
werden muss. Nachteil ist hier allerdings, dass durch die Entfernung der indolischen
Schutzgruppe und die anschlieBende Prenylierung zusatzliche Stufen nach der
vorraussichtlich komplexen Carbonyladdition anfallen.

N Entschutzung/ N H

, Oxidation des | Einfuhrung der N

OPG' prim. Alkohols oPG' tert-Prenylgruppe | OPG'
H
PGHN © PGHN PGHN
D O DA OTBDMS D2 OTBDMS
PG" Einsatz eines
Schitzung des sek. N geschitzten 0
Alkohols/ l on  Nukleophils L +
—
NPG"

Entschitzung des PGHN OTBDMS 1%
Indol-Stickstoffs PGHN D4 D5

D3 OTBDMS
Schema 4.16: Erste Moglichkeit zur Synthese des Bausteins (Route A).

Bei Route B (s. Schema 4.17) kommt ein funktionalisiertes Nukleophil zum Einsatz,
welches aus Baustein D8 zugdnglich sein sollte. Letzteres konnte man durch tert-
Prenylierung eines in 3-Position substituierten Indols D9 erhalten. Der bei dieser Route
erhaltende sekundare Alkohol D7 wiirde ebenfalls geschiitzt und die Schutzgruppe des
primaren anschlieRend selektiv abgespalten werden. Der entstandene, freie primére Alkohol
D6 wiirde dann zum fertigen Baustein D oxidiert. Vorteil dieser Route ist, dass nach der
Carbonyl-Addition nur noch wenige Stufen (Schitzung, Entschitzung, Oxidation) bis zur
fertigen Aminosdure durchzufiihren waren. Nachteil hierbei ist jedoch die Synthese des
bendtigten Indolbausteins D8. Da dieser in der Regel in der Rolle als Nukleophil im
Uberschuss eingesetzt wird, missten groBe Mengen hergestellt werden. Zudem sind 3-
lodindole bekanntermafen oft instabil,[88] woraus sich folgern lasst, dass das verwendete
Nukleophil so einfach wie mdéglich zu synthetisieren sein sollte.

Aufgrund mangelnder Alternativen erwies sich die einzig bekannte direkte Methode zur
Einflhrung der tert-Prenylgruppe zunéchst als ausschlaggebender Faktor fiir die Wahl der
Syntheseroute. Die tert-Prenylgruppe wiirde dementsprechend auf einer moglichst spaten
Stufe eingefiihrt werden. Betrachtet man die hier gezeigten Retrosynthesen, ist ersichtlich,
dass drei othogonale Schutzgruppen erforderlich sind.
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/\)/ N Schiitzung des sek./ /\)/

N , N | Entschitzung des prim. N |
+  Oxidation + Alkohols
OPG OPG OH
_
OH
PGHN PGHN PGHN
D 0] D6 OH D7 OTBDMS
Einsatz eines
funktionalisierten _0
Nukleophils + 1
OTBDMS _
PGHN N x—XxNH
D4 D8 D9

Schema 4.17: Weitere Moglichkeit zur Synthese des Bausteins (Route B).

Aufgrund der Ahnlichkeit zur Synthese von Baustein C wurde anfangs vom dort
verwendeten Boc- bzw. TBDMS-geschitzem (D)-Serinmethylester ausgegangen. Als
Schutzgruppe am Baustein D5 wurde zunachst eine Boc-Gruppe gewadhlt, da diese am Indol-
Sticktoff im Basischen selektiv neben aliphatischen N-Boc-Gruppen abspaltbar ist.[89

4.2.4.2 Route A.1: N-Boc-lodindol als Ausgangsstoff fiir ein metallorganisches Reagenz

Im ersten Ansatz kam N-Boc-3-lodindol (31) zum Einsatz. Ferner sollte das gleiche Serin-
Derivat wie bei der Synthese des Methoxyphenylalanins (Baustein C) genutzt werden, da
dort bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt wurden. Zu Beginn wurde das benoétigte
lodindol 31 in zwei Stufen hergestellt (s. Schema 4.18). Dazu wurde Indol zunachst selektiv in

%% pie zweistufige Synthese war jedoch

3-Position iodiert und im Anschluss Boc-geschitzt.
nicht unproblematisch, da 3-lodindole, insbesondere solche mit freiem N-H, sehr instabil
sind und sich oberhalb von 0 °C schnell zersetzen. Die Sequenz musste demnach stets zligig
durchgefihrt werden und alle iodierten Bausteine mussten schnellstmoglich umgesetzt oder

bei moglichst tiefer Temperatur unter Schutzgas gelagert werden.

H 1) KOH, I, Roc
©i/) DMF, 30 min P
2) Boc,O, DMAP
DCM, 30 min I
31

Schema 4.18: Synthese des Boc-lodindols 31.

Da Baustein 31 bisher noch nicht fiir die Herstellung eines entsprechenden
metallorganischen Reagenzes eingesetzt wurde, mussten zundchst die idealen Bedingungen
fir den Halogen-Metall-Austausch und fiir die Additionsreaktion an den Aldehyd 25
gefunden werden (s.Tabelle 4.6). Bei anderen Aryliodiden variieren in der Literatur
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Temperaturen und Reaktionszeiten sehr stark, sodass verschiedene Kombinationen getestet
wurden. Der Aldehyd 25 wurde stets frisch hergestellt und nach der in Kapitel 4.2.3
entwickelten, racemisierungsfreien Methode aufgearbeitet. Da die Addition des
Metalloindols oft sehr unsauber ablief und der Alkohol 32 nicht immer in reiner Form isoliert
werden konnte, wurde er in einigen Fallen direkt zum Acetat 33 umgesetzt.

In  einem ersten Versuch wurde der Halogen-Metallaustausch mit sec-
Butylmagnesiumchlorid bei 0 °C durchgefiihrt und anschlieRend der Aldehyd, geldst in THF,
bei —30 °C zugegeben (Eintrag 1). Nach zwei Stunden war der Umsatz vollstdandig. Der
Alkohol 32 konnte dabei nicht in reiner Form isoliert werden und selbst nach Einfihrung der
Acetatgruppe waren die Verunreinigungen nicht abzutrennen, sodass aus dem '"H-NMR-
Spektrum kein zuverldssiges Diastereomerenverhaltnis zu bestimmen war.

Boc
EIOC Eoc N ,
S€°BuMgCl OH
/ / O *
THF e
| MgCl]  BocHn” ~-OTEPMS BocHN
31 25 3, OTBDMS
Boc
Ac,0O, DMAP N
2, | OH
Et3N, DCM OAc * e
BocHN
BocHN
> OTBDMS OTBDMS
33 32a

Schema 4.19: Nukleophile Addition des aus 31 erhaltenen Arylgrignards an 25 und
anschlieRende Schiitzung des Alkohols 31 als Acetat 32.

Im nachsten Ansatz wurde der Austausch bei =20 °C und einer Reaktionszeit von
lediglich 15 Minuten durchgefiihrt (Eintrag 2). Nach unverdnderter Additionsreaktion konnte
der Alkohol 32 in 19 %-iger Ausbeute erhalten werden, wobei das Verhaltnis der gebildeten
Diastereomere 85:15 betrug. Allerdings war der Austausch mit dem sec-Butyl-Grignard hier
offensichtlich nicht vollstandig, da der Alkohol 32a als Nebenprodukt gebildet wurde. Die
besten Ergebnisse wurden bei einer Reaktionstemperatur von —10 °C wéahrend des ersten
Schritts und die vorsichtige Durchfihrung der Additionsreaktion bei -78 °C mit
anschlieBendem langsamem Erwdarmen auf Raumtemperatur Gber Nacht erhalten (Eintrag
3). Dabei konnte 32 zwar wiederum nicht in reiner Form isoliert werden, nach Acetylierung
wurde 33 jedoch in einer sehr guten Ausbeute von 61 % Uber alle drei Stufen und einem
Diastereomerenverhaltnis von 8:2 erhalten.
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Tabelle 4.6: Optimierung der Bedingungen fir die Synthese des Alkohols 32.

Eintrag  Bedingungen Halogen- Bedingungen Ausbeute  Ausbeute dr (roh-
Nr. Metallaustausch Additionsreaktion 32 [%] 33 [%] NMR)
1 0 °C, 90 min, THF -30°C,2h - Ca. 70 n.B.
2 —20 °C, 15 min, THF -30°C,2h 19 - 85:15
3 -10 °C, 60 min, THF -78°C—>RT,18h 73* 61 8:2
4 1.) =10 °C, 30 min, THF, —78 °C — RT,
2.) DCM, CITi(O'Pr)s, 18 h, DCM 61 - 6:4
-78 °C
5 1.)-10°C, 30 min, THF, —78 °C—RT, 18 h,
o . Spuren - n.B.
2.) DCM, Ti(O'Pr)4, =78 °C DCM

n.B. : nicht bestimmt, *verunreinigt.

Da bei der Synthese des Methoxyphenylalanins durch die Verwendung von
Titanreagenzien ein perfektes Diastereomerenverhaltnis erzielt wurde, lag es nahe, im
vorliegenden Fall eine analoge Reaktionsflihrung zu untersuchen. Zunachst wurde das
Indoyl-Magnesium-Reagenz wie bereits beschrieben hergestellt. Im Anschluss wurde
versucht, mit den entwickelten Methoden eine Transmetallierung auf Titan durchzufihren.
Dazu wurde die gebildete Magnesium-Spezies mit CITi(O'Pr); umgesetzt (Eintrag 4). Die
anschlielende Addition an den Aldehyd lief erheblich langsamer ab als bei Eintrag 3, woraus
sich schlieBen lieB, dass die Transmetallierung auf Titan auch tatsdchlich stattfand. Die
Reaktion verlief, anders als bei Verwendung der Magnesium-Reagenzien, ohne die Bildung
von Nebenprodukten. Entgegen den Erwartungen konnte der Alkohol 32 in diesem Fall
allerdings lediglich in einem Diastereomerenverhaltnis von 6:4 isoliert werden. Bei
Verwendung von Ti(O'Pr), zur Transmetallierung (Eintrag 5) konnte das gewiinschte Produkt
nur in Spuren nachgewiesen werden.

Die diastereomeren Acetate 33 konnten mittels Saulenchromatographie getrennt
werden. Das Hauptdiastereomer wurde dann zur Spaltung des TBDMS-Ethers mit TBAF
umgesetzt (s. Schema 4.20). Hierbei stellte sich jedoch heraus, dass die Acetatgruppe
guantitativ zum priméaren Alkohol migrierte und 34a so in 90 %-iger Ausbeute isoliert wurde.
Auch unter essigsauren Bedingungen bildete sich 34a zu 16 %, neben 71 % des gewlinschten
Produktes 34. Da die Gefahr bestand, dass die Acetatgruppe in einer spateren Stufe auch auf
die freigesetzte Aminogruppe wandert, wurde im Folgenden eine alternative MOM-
(Methoxymethylen-)Schutzgruppe fiir den sekundaren Alkohol gewahlt.
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Boc
N
|
OH
Boc TBAF, THF 343 90 %
BocHN
l OAc
OAc
Boc
N
BocHN AcOH, THF, H,0 |
33 OTBDMS 311 OAc
40-45 °C, 18 h + 34a16 %
BocHN
34 71 9% OH

Schema 4.20: Migration der Acetatgruppe unter Verwendung von TBAF und saure
Entschiitzung des Silylethers.

Die Sequenz zur Synthese von 32 wurde zunéachst wiederholt und die Diastereomere im
Anschluss bereits auf dieser Stufe getrennt. Das reine Hauptdiastereomer wurde nun mit
MOMCI in 80 %-iger Ausbeute in den Methoxymethylether 35 umgewandelt. Der Silylether
konnte in diesem Fall problemlos mit TBAF gespalten werden, da MOM-Gruppen in der
Regel nicht wandern. Der freie Alkohol wurde im nachsten Schritt zur Sdure oxidiert, wobei
das gleiche Protokoll wie bei der Synthese des Methoxyphenylalanins verwendet wurde.
Nach der Oxidation wurde die Rohsdure direkt mit Diazomethan zum Methylester 37
umgesetzt.

Boc Boc
N | MOMCI, DIPEA |
OH DCM,RT OMOM
80 %
BocHN BocHN
OTBDMS OTBDMS
32 35
poc 1.) TEMPO poc
, PhI(OAc), NaClO, ,
TBAF, THF OMOM  ACN/H,O, pH 6.4 OMOM
95 % 2.) CH,N, o
BocHN BocHN
OH O\
36 37 83 %

Schema 4.21: Einfuhrung der alternativen MOM-Schutzgruppe, Spaltung des Silyl-Ethers
und Oxidation zur Sdure mit anschlieBender Veresterung.

Zum Abschluss der Synthese musste nun die indolische Boc-Schutzgruppe selektiv
abgespalten und im Anschluss an selbiger Stelle die tert-Prenylgruppe eingefiihrt werden. Im
Gegensatz zu aliphatischen Boc-Gruppen lassen sich solche am Indol-Stickstoff auch im
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Basischen spalten. Dafiir sind mehrere Methoden in der Literatur beschrieben. [89,91.92] Alle

durchgefiihrten Versuche zur selektiven Spaltung verliefen jedoch mit demselben Ergebnis,
dass die MOM-Gruppe eliminiert wurde. Dabei entstand die vinyloge Dehydroaminosdure
38. Da die Ester-Gruppe eine Eliminierungsreaktion beglnstigt, wurde die Reaktion auch mit
35 durchgefiihrt, jedoch mit dem gleichen Resultat. Versuche zur sauren Entschiitzung
endeten wie zu erwarten in einem komplexen Produktgemisch. Infolgedessen musste eine
Alternative zur Boc-Gruppe am Indol gefunden werden, die auch unter Vermeidung von
jeglichen basischen Bedingungen orthogonal abspaltbar ist.

A(O\io © Wr) N
l

Nul A =
OMOM (BMOM — N
_ Y -OMOM
0] 0" Nu 0] (0]
BocHN BocHN BocHN

Schema 4.22: Wahrscheinlicher Mechanismus zur Bildung der Dehydroaminosdure 38
wahrend der basischen Spaltung der Carbamatgruppe.

4.2.4.2 Route A.2: N-Benzyl-lodindol als Ausgangsstoff fiir ein metallorganisches
Reagenz

Aufgrund der Resultate des ersten Syntheseversuchs musste ein neues Schutzgruppen-
Muster gewadhlt werden. Als weitere orthogonale Schutzgruppe am Indol-Stickstoff wurde
eine Benzylgruppe untersucht. Anders als an aliphatischen Aminen, lassen sich
Benzylgruppen an aromatischen Stickstoff-Atomen nicht durch katalytische Hydrierung mit
Standard-Katalysatoren abspalten. Eine nitzliche Methode ist die Debenzylierung unter
reduktiven Birch—Bedingungen.[gs] Vor Beginn der Synthesesequenz wurden die Bedingungen
erfolgreich am benzyliertem Boc-Tryptophan getestet (s. Schema 4.23) Allerdings war hier
auch bei einer sehr kurzen Reaktionszeit von einer Minute eine vollstdndige Reduktion des
Methylesters zum primaren Alkohol 40 zu beobachten. In der spateren Synthese musste die
Oxidation zur Aminosdure also nach der Abspaltung der Benzylgruppe erfolgen.
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o. I H
H,, Pd/C oder o 0
NHBoc a/NH3 NHBoc
Pdo, 4'20 bal' \ _40 OC, 60 S \
N quant. N
H

39\\© 40

Schema 4.23: Testreaktionen zur Abspaltung der Benzylgruppe.

Das fur den neuen Ansatz benétigte N-Benzyl-3-iodindol 41 wurde bereits in der

(54l Allerdings verlauft die beschriebene Synthese, dhnlich wie bei der

Literatur beschrieben.
unter Kapitel 4.1.2.1 gezeigten Route, Uber die Isolierung von 3-lodindol. Da dieses
Intermediat sehr instabil ist und sich die Reinigung unterschiedlich geschiitzter lodindole via
Saulenchromatographie zudem als problematisch erwies, wurde eine vereinfachte Eintopf-
Synthese ohne zusatzlichen Reinigungsschritt entwickelt (s. Schema 4.24). Dazu wurde die
lodierung von Indol wie bisher in DMF mit einem Aquivalent lod und einem Uberschuss an
KOH durchgefiihrt, anschlieRend mit THF verdiinnt und direkt mit Benzylbromid umgesetzt.
Nach Extraktion konnte das Produkt 41 direkt aus der organischen Phase in ausreichender

Reinheit auskristallisiert werden (s. Schema 4.24).

4 Aq. KOH, 1 Aq. I, L BuLi, THF, L
A DMF, 0 °C, 30 min, @E\g —78 °C, 30 min @E\g
N dann THF, 1 Ag. BnBr, N N
H RT,1h, 94 % Bn Bn 25
41 C.)H)OTBDMS
NHBoc
o | —78 °C, 30 min
O_ﬁ/ ) En BN, OH 59 %
N—,_-OTBDMS _ NaH, THF -
432 1| 43 % BocHN
OTBDMS
| 42 68 % ds
0 N
N—",_OTBDMS

43b Hauptprodukt

Schema 4.24: Synthese des lodindols 41, Reaktion des daraus erhaltenen Organolithium-
Reagenzes und Aufklarung der relativen Stereochemie des Diols 42 durch
Cyclisierung zu Oxazolidinonen.

Als erster Ansatz zur Untersuchung der Carbonyladdition wurde das Protokoll aus
Kapitel 4.1.2.1 zur Generierung eines Grignard Reagenzes mit sec-PrMgCl Gbernommen.
Hierbei konnte allerdings keine Reaktion beobachtet werden. Vor der Herstellung eines
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anderen selektiven Metallreagenzes wurde zundchst das Lithium-Reagenz aus 41 durch
Halogen-Metall-Austausch mit n-Buli generiert. Dieses wurde dann mit dem bereits
bekannten Aldehyd 25 umgesetzt. Dabei konnte der sekundare Alkohol 42 in 59 %-iger
Ausbeute isoliert werden. Im entstandenen Additionsprodukt 42 war ein Diastereomeren-
verhadltnis von ca. 2:1 im NMR zu beobachten. Durch Reaktion mit Natriumhydrid konnten
die entsprechenden Oxazolidinone 43a und 43b hergestellt werden. Anhand der Kopplungs-
konstanten im 5-Ring-Heterozyklus konnte das Hauptprodukt erneut eindeutig als das
mittels  Cram‘scher-Chelatkontrolle  vorhergesagte syn-Produkt (anti-Oxazolidinon)
identifiziert werden.

Bei der Wahl eines geeigneten Protokolls zur Synthese einer selektiveren,
chelatbildenden Organometallspezies sollte auf Transmetallierung eines Lithium- auf ein
Zink- oder Magnesiumreagenz moglichst verzichtet werden, da in der 3-Position lithiierte

' Beim Vergleich mehrerer

Indole bei héheren Temperaturen zur Migration tendieren.
Alternativen fiel der Fokus auf eine Methode von Knochel et al.*®*”! Bei dieser Variante wird
ein Arylhalogenid in Gegenwart von Zinkchlorid und Lithiumchlorid mit Magnesiumspanen
umgesetzt. Dabei bildet sich durch Transmetallierung in situ ein Aryl-Zink-Reagenz aus dem
zundchst entstehenden Aryl-Magnesium-Reagenz. Der gebildete Komplex wird von Knochel
als ArylZn'MgX,'LiCl beschrieben. Obwohl die Autoren keine Reaktionen untersuchten, bei
denen Stereozentren generiert werden konnten, sollte ein solches Reagenz ideale
Voraussetzungen fiir eben solche Reaktionen bieten. Zum einen bietet es die Selektivitat
eines Zinkreagenzes, zum anderen kann der Aldehyd durch die vorhandenen Zink- und

Magnensiumsalze durch Chelatbildung aktiviert werden.

Das beschriebene Protokoll lieRR sich problemlos auf das lodindol 41 Ubertragen (s.
Schema 4.25). Das gebildete Zinkreagenz reagierte bereits bei tiefen Temperaturen von
unter =20 °C vollstandig ab. Der dabei erhaltene Alkohol 42 wurde mit einer sehr guten
Ausbeute von 81 % und einer sehr guten Diastereoselektivitat von 95 % Uber zwei Stufen,
ausgehend vom Serin-Ester 24, erhalten. Zur Einfiihrung einer orthogonalen Schutzgruppe
am sekundaren Alkohol wurde zunachst analog zur vorherigen Synthese die Einflihrung einer
MOM-Gruppe untersucht. Allerdings war sowohl bei diesem Versuch, als auch bei der
Reaktion mit TBDPSCI keine Reaktion zu beobachten. SchlieBlich wurde eine weitere TBDMS-
Gruppe eingefihrt. Der vollstdndig geschiitzte Baustein 44 konnte mittels eines
Standardprotokolls erhalten werden. Da zahlreiche Methoden bekannt sind, um einen
primdaren TBDMS-Ether in Gegenwart eines sekunddren zu spalten,[gg’gg’mm hatte diese
Differenzierung zu einem spateren Zeitpunkt der Synthese kein Problem darstellen sollen.

Im nachfolgenden Schritt wurde die Benzylgruppe unter den zuvor untersuchten
reduktiven Bedingungen zum entschiitzten Indol 45 abgespalten. Bei mehrfacher
Wiederholung dieser Reaktion konnte jedoch keine reproduzierbare Ausbeute erhalten
werden. Im besten Fall konnte das Produkt zwar in einer sehr guten Ausbeute von 90 %
isoliert werden, in anderen Fallen war jedoch eine partielle Reduktion des Indol-Kerns oder
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auch eine Spaltung der benzylischen Position zum entsprechenden Tryptophanol zu
beobachten. Der Grund hierfir liegt vermutlich in der kurzen Reaktionszeit und der
moglichen Uberreduktion. Im groRBeren MaRstab liegt eine schlechtere Durchmischung vor
und die sehr schnelle Reaktion (Reaktionszeit: 60 s) lasst sich nicht genau verfolgen, sodass
eine Uberreduktion nicht gezielt verhindert werden kann.

25
. ? OTBDMS
Mg Spahne, Zn"MgX, LiCl BnN TBDPSCI,
ZnCly, LiCl QA NHBoc = OH ImH
THF, 3040 °C, N THF, oder
2-3h Bn _78°C — 20 ° BocHN MOMCI,
78 °C — —20 °C,
81 % OTBDMS DIPEA
42 95 % ds
TBDMSCI, ImH,
Na/NH 0
AN _1_ ,oTBDMS mai 903% BN __1_ ,oTBDMS DMF, 89 %
BocHN BocHN
OTBDMS OTBDMS
45 44

Schema 4.25: Generierung eines Organo-Zink-Reagenzes nach einer Methode von Knochel
und weitere Umsetzung des erhaltenen Diols 42.

Der nachste Schritt bestand in der Einfihrung der tert-Prenylgruppe nach einem

! Diese mechanistisch interessante Reaktion verliuft

literaturbekanntem  Protokoll.”®’”
vermutlich Uber die C-H-Aktivierung eines Alkens, hier 2-Methyl-2-buten (I1). Die
Produktbildung lasst sich Uber zwei unterschiedliche Intermediate erklaren. Zum einen
konnte der Indol-Stickstoff direkt an das palladierte Alken (12) koordinieren, um
anschliefend durch reduktive Eliminierung das Kupplungsprodukt 14 zu bilden. Zum anderen
kdnnte die Koordination an das Palladium-Zentrum durch den Kohlenstoff in 3-Position des
Indols erfolgen. Durch das entstehende Allylsystem I3 wiirde hier eine Metallo-Claisen-
Umlagerung zum Produkt 14 flhren. Abseits dieser Reaktionsverlaufe wird vom Autor
ebenfalls eine Moglichkeit diskutiert, die Gber das Intermediat 16 verlauft. Dieser Weg wiirde
entsprechend nicht Gber eine C-H-Insertion verlaufen, sondern nnalog zu einer Wacker-

Oxidation.[**!
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I
AgX, Cu(OAc), Pd )%/

"1

— - Pd(OAc)L,

Pd° R A
)| Y
N R
PdlL,, 12 Z/_Q
N
H
In®,
/i oder
N R R
A LPd (Y Z/_Q
14 N N
LL(;’\ 13 7'\(

L _ 16 PdL,

Schema 4.26: Postulierter Mechanismus der Palladium-katalysierten tert-Prenylierung.

Nach dem erfolgreichen Test an einfachem N-Boc-Tryptophanmethylester wurde das
Protokoll auf das Substrat 45 angewandt. Zundchst konnte das tert-prenylierte Indol 46
allerdings nur in 20 %-iger Ausbeute isoliert werden. Da die hohen Mengen an Lewis-sauren
Metallsalzen moglicherweise eine Eliminierung des benzylischen TBDMS-Ethers zur Folge
hitten, wurde dem Reaktionsgemisch ein Aquivalent Cisiumcarbonat als Base zugesetzt.
Dies hatte eine erhebliche Steigerung der isolierten Ausbeute auf sehr gute 73 % zur Folge.
Dieser Wert liegt sogar deutlich Uber der durchschnittlichen Literaturausbeute, was
vermutlich dadurch zu erklaren ist, dass der tatsachliche Mechanismus, zumindest zum Teil,
einen Deprotonierungsschritt enthalt.

40 mol-% Pd(OAC),,
2.0 Ag. Cu(OAc),,

2.0 Aq. AGTFA,
HN__ OTBDMS 30 Ag. 2-Methyl-2-buten, N OTBDMS
MeCN, 35 °C, 18 h A\
BocHN a) Ohne Zusatz: 20 % BocHN
OTBDMS b) Mit 1.0 Ag. Cs,CO3: 73 % OTBDMS
45 46

Schema 4.27: Einfuhrung der tert-Prenylgruppe.

AnschlieBend sollte eine Methode zur selektiven Spaltung des primaren Silylethers
gefunden werden. Als Testsubstrat diente hierzu das in groReren Mengen vorhandene N-
benzylierte Indol 40. Die meisten publizierten Methoden hierzu beruhen auf Lewis- oder
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Brgnsted-saurer Katalyse. Sterisch weniger gehinderte, primare TBDMS-Gruppen reagieren
in der Regel schneller als mehr gehinderte, sekundire.®®°? |n Tabelle 4.7 sind die Resultate
einiger Testreaktionen zusammengefasst. Als erste Methode wurde Entschiitzung mit
Essigsdure in einem THF/Wasser-Gemisch getestet. Allerdings war hier entweder keine
Reaktion zu beobachten (Eintrag 1), oder das Substrat zersetzte sich bei hoherer Temperatur
vollstandig (Eintrag 2). Bei Verwendung von Methanol als Losungsmittel (Eintrdge 3 und 4)
bildete sich der entsprechende Methylether. Beim Verwenden von Wasser als einzig
mogliches Nukleophil (Eintrag 5) konnte jedoch keine Reaktion beobachtet werden. Bei allen
weiteren Reaktionen stellte sich heraus, dass sich das Substrat unter Literaturbedingungen
stets zu einem komplexen Produktgemisch zersetzt (Eintrage 6 und 7).

Tabelle 4.7: Screening verschiedener Methoden zur selektiven Entschiitzung des primaren

TBDMS-Ethers.
%N _\_ __OoTBDMS %N A _ _oR
N N\

BocHN BocHN
6 OTBDMS OTBDMS
Eintrag Reaktionsbedingungen Resultat

1 AcOH/THF/Wasser, 0 °C Keine Reaktion
2 AcOH/THF/Wasser, RT Zersetzung
3 kat. PPTS, MeOH Bildung des Methylethers
4 CCls/MeOH 1:1, Ultraschall Bildung des Methylethers
5 kat. PPTS, THF/Wasser, 0 °C oder RT Keine Reaktion
6 LiBr/18-K-6/, Aceton, u-Welle Zersetzung
7 1.0 Aq. PPTS, DCM, RT Zersetzung
8 1.0 Ag. PPTS, DCM, 3-5 °C Spaltung des sekundaren TBDMS-

Ethers

Bei vorsichtiger Reaktionsfilhrung in einem engen Temperaturfenster (3—5 °C) liel8 sich
dennoch nach Reaktion mit einem Aquivalent Pyridinium-para-toluolsulfonat (PPTS) ein
monosilyliertes Produkt in 71 %-iger Ausbeute isolieren (Eintrag 8). Durch Vergleich der
Retentionsfaktoren und NMR-Spektren wurde festgestellt, dass es sich wiederum um den
freien sekundaren Alkohol 38 handelte. Nach einer erneuten Einfiihrung der TBDMS-Gruppe
am erhaltenen Produkt stellte sich aullerdem heraus, dass die benzylische Position wahrend
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der sauren Entschitzung groRtenteils epimerisierte. Eine mogliche Erklarung ware, dass
durch den elektronenreichen Aromaten ein Carbeniumion in der benzylischen Position
offenbar so sehr stabilisiert ist, dass samtliche Reaktionen dort im Sauren nach einem Sy1-
Mechanismus ablaufen (s. Schema 4.28). Das erkldart sowohl die Epimerisierung dieser
Position, als auch die Bildung von Alkyl-Ethern bei Verwendung von Alkoholen als
Losungsmittel.

@ ©)
BoN,____OTBDMS H BN BN
—TBDMSOH
BochHN L reus BocHN BocHN
44 OTBDMS OTBDMS
o
Nu BN _ Nu
BocHN
OTBDMS

Schema 4.28: Erklarung fiir die unerwartete Reaktion an der benzylischen Position.

Diese Ergebnisse fiihrten nicht nur zu der Erkenntnis, dass die tUblichen Methoden zur
sauren TBDMS-Entschiitzung hier nicht anwendbar sind, sondern ebenfalls auch, dass in
spateren Syntheseschritten jegliche saure Bedingungen bei Temperaturen oberhalb von 0 °C
vermieden werden muissen. Da nur wenige Protokolle bekannt sind, die nicht auf solche
Bedingungen zurlckgreifen, fiel der Fokus auf eine ungewdhnliche, nur selten eingesetzte

£.1103] |m

Reaktion. Hierbei wird ein Uberschuss an Ammoniumfluorid in Methanol eingesetz
Gegensatz zu Ublichen, zur TBDMS-Entschiitzung eingesetzten Fluorid-Reagenzien wie z.B.
TBAF in THF, liegt hier kein ,nacktes” und somit unselektives Fluorid-lon vor. Durch das
alkoholische Losungsmittel bildet sich eine grof3e Solvathille um das lon. Somit wird es zwar
weniger reaktiv, aber durch die sterische Hinderung auch selektiver gegeniber weniger

gehinderten Sillylgruppen.

Das N-benzylierte Derivat 44 reagierte so zwar langsam (Reaktionszeit ca. zwei Tage),
aber auch selektiv (s. Schema 4.29). Es konnten 82 % des freien primaren Alkohols 47
erhalten werden, das doppelt desilylierte Produkt entstand hierbei nur in Spuren. Bei
Ubertragung auf das Zielsubstrat konnte das gewiinschte mono-entschiitzte Produkt 48
ebenfalls in derselben Ausbeute isoliert werden. Zusatzlich konnten hier 16 % des nicht
umgesetzten Eduktes zuriickgewonnen werden.
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BN, _1_ _oTBDMs __10Aq. NH4F BN __1_ ,oTBDMS
MeOH. RT, 2 d
BocHN BocHN
OTBDMS OH
47 82%
N.___ _otBbms _10Aq. NH,F N.__L_ _oTBDMS
N MeOH, RT, 2 d N
BocHN BocHN * 16 % Edukt
OTBDMS OH
46 48 82 %

Schema 4.29: Selektive Spaltung des primaren TBDMS-Ethers mit NH;F/MeOH.

Zum Abschluss der Synthese der fertigen Aminosdure musste der hergestellte primare
Alkohol 48 noch zur Saure oxidiert werden. Dieser finale Schritt stellte sich jedoch abermals
als sehr schwierig heraus. Als Testsubstrat diente hier erneut die N-benzylierte Variante des
freien primdren Alkohols 47. Zunachst wurde versucht das in Kapitel 4.2.3 verwendete
einstufige Protokoll (kat. TEMPO/kat. Phl(OAc),/NaClO,) zu verwenden. Sowohl unter diesen
Bedingungen, als auch bei Ersatz des reaktiven Natriumchlorits durch stéchiometrische
Mengen an Phl(OAc), zersetzte sich das Substrat sehr schnell. Zur schrittweisen Oxidation
wurde eine Reihe von bekannten Methoden, wie beispielsweise verschiedene Chrom-
reagenzien oder Dess-Martin Reagenz getestet (s. Schema 4.30). Wahrend die meisten
Reagenzien sehr komplexe Produktgemische lieferten, konnte der Aldehyd mittels eines

Parikh-Doering-Proto kolls! 204!

ohne signifikante Bildung von Nebenprodukten erhalten
werden. Eine chromatographische Reinigung war allerdings, wie bei allen bisher
auftretenden a-Aminoaldehyden, aufgrund der geringen Stabilitdit und Racemisierungs-
anfalligkeit nicht moglich.

Fur die Oxidation des Aldehyds zur Sdure wurden sowohl gangige Lindgren/Pinnick-

[105] [106] oder Oxon[107]

Protokolle, als auch selten genutzte Reagenzien wie Silberoxid
getestet. Der hochsensible Aldehyd zersetzte sich unter den in der Literatur (blichen
Bedingungen stets sehr schnell. Aufgrund dessen wurde eine milde Variante des reguldren
Lindgren-Protokolls entwickelt, bei der lediglich ein Aquivalent des Oxidationsmittels
(Natriumchlorit) bei tieferer Temperatur (0 °C) langsam zugegeben wurde. Hierbei konnte
die Entstehung der Sdure nachgewiesen werden, eine Reinigung war jedoch erst nach
Veresterung zum Methylester 49 moglich. Dieser konnte so in 60 %-iger Ausbeute (iber drei

Stufen, ausgehend vom Alkohol 47 erhalten werden.
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1)0°C,
1.0 Ag. NaCIO,
BAN__L__oTBOMS s0,Py, Et;N | BN _OTBDMS| NaH,PO, >— BN _A_oTBDMS
DCM/DMSO 2.) Mel, K,COs, OMe
BocHN 0°C, 30 min BocHN” ) DMF, 60 % BocHN
OH o} 49 O

%N A\ _OTBDMS S0Py, Et;N %N _A\_OTBDMS 0°C
_ —_— e =
N DCMDMSO | O 1 Aq. NaClO,,

BocHN 0 °C, 30 min BocHN | NaH,PO,

OH o)
48 - -

Schema 4.30: Oxidation der primadren Alkohole 47 und 48 zu den entsprechenden
Aldehyden und Oxidation zur Sdure 49 mit anschlieBender Veresterung.

Bei der Ubertragung der gefundenen Bedingungen auf das prenylierte Substrat 48
erfolgte die Oxidation zum Aldehyd zwar ebenso problemlos wie beim Testsubstrat, bei der
Oxidation zur Sdure konnte hier lediglich eine rasche Zersetzung beobachtet werden.
Offensichtlich war das Vorhandensein der endstandigen Doppelbindung Grund fiir die
Zersetzungsreaktionen. Der Uberschuss an 2-Methyl-2-buten als sog. Scavenger hatte hier
keinen Effekt. Da das Repertoire an geldufigen Methoden hier keine Anwendung zu finden
schien, musste erneut auf eine wenig verbreitete Methode zuriickgegriffen werden. Es
handelte sich hierbei um eine Oxidation von Aldehyden zu Methylestern unter Verwendung

von NIS als Oxidationsmittel (s. Schema 4.31).[108]

Bei dieser Reaktion ist das alkoholische
Losungsmittel von entscheidender Bedeutung. Ein moglicher Mechanismus verlauft tiber ein
im Gleichgewicht gebildetes Halbacetal J1. Dieses kann nun durch Angriff am NIS zum
Halbacetal-Hypoiodid J2 oxidiert werden. Im letzten Schritt wird mit Hilfe der Base

Kaliumcarbonat lodwasserstoff eliminiert, wobei der Ester J3 entsteht.

Y
_N
OH .j/\? o<b Kk,co, 0

O o)
R * MeOH RA RE( - RX
H H OMe _ﬁ;} H OMe OMe
J1 AN J2 J3
- — (e}
2.5 Aq. NIS
% OTBDMS| Moo KyCOs % OTBDMS
48 % (2 Stuf OM
BocHN b (2 Stufen) BocHN ©
5 0
- - 50

Schema 4.31: Mechanismus der Oxidation vom Aldehyd zum Ester mit N-lod-succinimid
und Anwendung auf den aus 48 erhaltenen labilen Aldehyd.
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Unter diesen Bedingungen konnte nun tatsachlich der prenylierte Ester 50 in 48 %-iger
Ausbeute iber zwei Stufen, ausgehend vom Alkohol 48, erhalten werden. Aufgrund den, aus
der parallel durchgefiihrten Synthese von Deoxycyclomarin C erworbenen Erkenntnissen
(s.u.), war jedoch an diesem Punkt bereits ersichtlich, dass die Boc-Gruppe nicht in
Gegenwart der tert-Prenylgruppe abgespalten werden kann. Es ist also nicht nur die reaktive
benzylische Position, sondern auch die endstandige Doppelbindung fir die Saurelabilitat
verantwortlich. Samtliche Versuche die Boc-Gruppe an 50 unter milden Bedingungen
abzuspalten verliefen demnach auch hier erfolglos. Somit konnte der hier hergestellte
Baustein nicht in der weiteren Synthesesequenz eingesetzt werden. Im Folgenden musste
daher eine alternative Schutzgruppenstrategie gewdhlt werden, bei welcher neben
basischen, auf jegliche acide Bedingungen verzichtet werden kann.

4.2.4.4 Route B: tert-Prenylindol als Ausgangsstoff fiir ein metallorganisches Reagenz

Wahrend der durchgefiihrten Arbeiten wurde zwischenzeitlich eine neue Methode zur
EinflUhrung der tert-Prenylgruppe publiziert. Mit diesem Protokoll lassen sich elektronen-
arme Indole durch allylische Alkylierung erstmals direkt und mit niedrigen

(1091 Auf Substrate ohne elekronenziehende Gruppe am

Katalysatormengen tert-prenylieren.
Indol war diese Methode jedoch nicht Ubertragbar. Somit sollte ein funktionalisiertes
lodindol, wie es bei einer Synthese entsprechend der Route B erforderlich ware, leicht

zuganglich sein. Als dritte Variante wurde dementsprechend eine solche Sequenz gewahlt.

Als Ausgangsstoff diente dabei kommerziell erhdltlicher Indol-3-carbonsdauremethylester
(51) (s. Schema 4.32). Analog zum beschriebenen Literaturprotokoll wurde dieser mit
Allylpalladiumchlorid als Katalysator und Xanthphos als Ligand umgesetzt. Als Allylsubstrat
diente dabei tert-Prenyl-tert-butylcarbonat. Bei einer Katalysator-/ Ligandmenge von
einem mol-% bzw. zwei mol-% wurde das gewlinschte Produkt 52 nach 48 h Reaktionszeit in
einer Ausbeute von 94 % erhalten. Bei Verwendung der doppelten Menge war die Reaktion
nach einem Tag beendet und 52 wurde in 96 %-iger Ausbeute isoliert. Da bekannter Weise
bei erhohten Temperaturen das n-prenylierte Nebenprodukt 46a in grofRerem Ausmald
entsteht, wurde die Reaktionstemperatur kontinuierlich auf 0 °C gehalten. Auf diese Weise
war 46a nur zu ca. 6 % (*H-NMR) im Produkt enthalten.

Im nachsten Schritt musste die Carboxylgruppe entfernt werden. Zur Decarboxylierung
von ahnlichen Substraten sind nur wenige Protokolle beschrieben.!!11112 Baj Sybstraten
mit freiem N-H lassen sich Sauregruppen unter basischen Bedingungen bei hohen
Temperaturen decarboxylieren. So wurde zunachst versucht, die Verseifung und die
Decarboxylierung in einem Schritt durchzufiihren. Dazu wurde 52 mit einem Uberschuss an
KOH erhitzt. Dabei wurde jedoch nur die Sdure verseift, auch bei hoheren Temperaturen
oder der Reaktionsfiihrung in einer Mikrowelle war keine Decarboxylierung zu beobachten.
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1-2 mol% [(ally)PdCl], 1) KOH, MeOH/H,0
2—4 mol% Xantphos 80°C. 18 h
— NH OBoc ©92t0s 2) 180°C, 3-4 h, — N |
>v,DCM1—2d 0°C ¥

unverdinnt
MeOOC MeOOC 98 % 53
51 52 94-96 % NIS
97 %
PPh, PPh,
(0]
L0 Y "
MeOOC [
Xanthphos 52a 54

Schema 4.32: Synthese des tert-prenylierten lodindols 54.

Nach saurer Aufarbeitung und somit Protonierung der Saure konnte diese jedoch bei
Temperaturen oberhalb von 100 °C unter Verwendung einer Mikrowelle in Wasser erstmals
decarboxyliert werden. Der Nachteil dieser Methode war jedoch die lange Reaktionszeit von
mehreren Stunden und die geringe Loslichkeit der Sdure in Wasser bzw. einem Wasser/THF-
Gemisch. So konnte pro Batch nur eine geringe Menge des Substrates eingesetzt werden.
Daraufhin wurde die erhaltene Saure unverdinnt unter Argon-Atmosphdre erhitzt. Ab einer
Temperatur von 180 °C begann die Decarboxylierung und das gewiinschte Indol 53 konnte
auf diese Weise in ausreichend reiner Form in einer exzellenten Ausbeute von 98 % Uber
beide Stufen erhalten werden. Bei der Wiederholung der Synthesesequenz wurde entdeckt,
dass die Saure nach der Decarboxylierung und der sauren Aufarbeitung unbedingt neutral
gewaschen werden muss. Sind noch Reste von Mineralsduren enthalten, finden beim
Erhitzen Nebenreaktionen (vermutlich Umlagerungsreaktionen) statt, wodurch die Ausbeute
an 53 erheblich sinkt. Die abschlieRende lodierung mit NIS war bereits in der Literatur
beschrieben und lieferte den gewiinschten Baustein 54 in 97 %-iger Ausbeute. Durch die
entwickelte Sequenz konnte 54 im 10-Gramm-Malistab, ausgehend von kommerziell
erhaltlichen 51, in einer exzellenten Gesamtausbeute von 91 % in wenigen Stufen erhalten
werden.

Als Alternative zur Boc-Schutzgruppe wurde im Folgenden eine Alloc-Gruppe gewabhlt.
Da die Palladium-katalysierte Einfliihrung der Prenylgruppe bei dieser Route auf einer
spateren Stufe entfdllt, sollte diese Carbamatgruppe gegen alle weiteren Reaktions-
bedingungen inert und schliefllich orthogonal abspaltbar sein. Dementsprechend diente bei

dieser Synthese das (D)-Serinderivat 55 als Ausgangspunkt (s. Schema 4.33).'*3!

Der daraus
erhaltene Aldehyd 56 wurde analog zu den bisher verwendeten Bedingungen aufgearbeitet
und umgesetzt. Zur Metallierung des lodindols 54 wurde das bereits in der vorherigen

Synthese genutzte Protokoll nach Knochel verwendet.
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COOMe Ox
DIBAL-H
AllocHN PhMe. —-78 °C AllocHN
OTBDMS OTBDMS
55 56

ZnCly, LiCl,

Mg Spane — 1 OTBDMS
LiCI'X,MgZn 57 75 %, 90 % ds

Schema 4.33: Diastereoselektive Carbonyladdition zum Aufbau des Hydroxytryptophanols
49.

Die Addition des aus 54 erhaltenen Metalloindols an den Aldehyd 56 analog zu
vorheriger Synthese verlief bereits beim ersten Versuch erfolgreich. Der sekundare Alkohol
57 konnte dabei in einer sehr guten Ausbeute von 75 % und einer Diastereoselektivitat von
90 % erhalten werden. Im Anschluss sollte die TBDMS-Schiitzung ebenfalls unter analogen
Bedingungen mit TBDMSCI und Imidazol erfolgen. Dabei konnte jedoch kein Produkt isoliert
werden und der Alkohol 57 zersetzte sich unter den Reaktionsbedingungen. Nachdem auch

(1141 \wurde

eine weitere, sehr milde Methode zur Einflihrung von TBDMS-Gruppen scheiterte
festgestellt, dass 57 im Gegensatz zu den vorher synthetisierten Verbindungen 32 bzw. 42
sehr instabil ist und sich bereits tGber Nacht vollstandig zu einem komplexen Gemisch
zersetzte. Daraufhin wurde 57 erneut synthetisiert und im Anschluss sofort weiter

umgesetzt.

In einem ersten Versuch wurde ein Protokoll zur Einfliihrung der Silylgruppe getestet, bei
dem ein System aus TBDMSOTf/Lutidin verwendet wird (s. Tabelle 4.8). Dazu wurde 49 mit
1.1 Aquivalenten TBDMSOTf und zwei Aquivalenten 2,6-Lutidin bei 0 °C umgesetzt (Eintrag
1). Dabei konnte der gewliinschte Silylether 58 in 55 %-iger Ausbeute isoliert werden. Der
Umsatz war jedoch nicht vollstindig und es entstanden nicht indentifizierbare
Nebenprodukte, sodass die Bedingungen weiter optimiert werden mussten. Bei Verwendung
einer groRReren Menge an TBDMSOTf stieg der Umsatz nicht weiter an. Jedoch wuchs der
Anteil an Zersetzungsprodukten, sodass die isolierte Ausbeute sank. Selbst bei einer
Reaktionstemperatur von —20 °C waren Zersetzungsreaktionen zu beobachten (Eintrag 3).
Fiihrt man die Reaktion jedoch bei —35 °C durch, bildet sich ausschliefRlich das gewiinschte
Produkt 58, welches bereits nach einer Reaktionszeit von 15 Minuten in 87 %-iger Ausbeute
isoliert werden konnte (Eintag 4).
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Njﬂ TBDMSOTT, Njﬂ
Ho, = | 2,6-Lutidin, DCM TBOMSO,, = |

AllocHN AllocHN
OTBDMS OTBDMS
57 58

Tabelle 4.8: Optimierung der Einfihrung der TBDMS-Gruppe.

Eintrag .. . . o Temperatur  Ausbeute
Aquivalente TBDMSOTf  Aquivalente 2,6-Lutidin
Nr. [°C] [%]
1 1.1 2.0 0 55
2 1.5 2.5 0 44
3 1.2 2.0 =20 52
4 1.1 2.0 =35 87

Das mittlerweile gut etablierte NH4F-Protokoll spaltete auch in diesem Fall selektiv den
primaren TBDMS-Ether und lieferte den Alkohol 59 in 83 %-iger Ausbeute (s. Schema 4.34).
Zur finalen Oxidation zum Ester 60 wurde das im Kapitel 4.2.4.3 entwickelte Protokoll
eingesetzt. In einer Testreaktion konnte 60 in 48 %-iger Ausbeute erhalten werden. Bei der
Wiederholung der Reaktion mit der restlichen Substanz zersetzte sich jedoch das Substrat.
Spéater wurde entdeckt, dass der nach der Parikh-Déhring-Oxidation erhaltene Aldehyd sehr
instabil ist und sich oberhalb von 0 °C zersetzt. Daraufhin wurde er sofort nach beendeter
Reaktion aufgearbeitet und das Losemittel bei O °C entfernt. Auf diese Weise konnte der
Ester 60 nach anschlieBender Oxidation mit NIS in 90 %-iger Ausbeute liber beide Stufen
erhalten werden. Nach der milden Verseifung bei 0 °C entstanden eine Reihe von
Nebenprodukten, darunter die a-B-ungesattigte Aminosdure 6la — allerdings nur in
vernachldssigbaren Mengen (nur mittels LC-MS-Analyse nachgewiesen). Nach einer
saulenchromatographischen Reinigung konnte die Sdure 61 in 72 %-iger Ausbeute erhalten
werden. Fur Peptidkniipfungen wurde aber auch die "Rohsaure" verwendet (s.u.). Obwohl
bereits eine publizierte Synthese dieses Bausteins ebenfalls einen Grignard-Ansatz nutzt,
bildet die hier entwickelte Sequenz den bisher effizientesten Zugang. Mit der Fertigstellung
dieses Bausteins standen nun alle zur Synthese von Cyclomarin C bendtigten unnatiirlichen
Aminosauren zur Verfligung.
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NH,4F, Nﬁ 1) SO4Py, EtsN
MeOH  TBDMSO, /— DMSO/DCM 0 °C _ TBDMSO,,
83 % 2) NIS, K,CO;
AllocHN MeOH, 0 °C AllocHN ~
OH

NaOH, MeOH Jﬂ _ Njﬁ
___o°c___ TBDMSO,
72 % |
AllocHN AIIocHNJﬁfOH
.0

Schema 4.34: Fertigstellung des Hydroxytryptophan-Bausteins 61.
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4.3 Peptidkniipfungen und Macrolactamisierungen

4.3.1 Synthese von Desoxycyclomarin C

Da sich die Synthese des hydroxylierten Tryptophan-Bausteins C als erheblich komplexer
erwies als erwartet, wurde beschlossen, zunachst ein Cyclomarin-Derivat herzustellen bei
dem die entsprechende Hydroxygruppe fehlt (DeoxyC). Das dazu bendtigte tert-
Prenyltryptophan K sollte erheblich leichter zuganglich und gleichzeitig stabiler sein als das
hydroxylierte Analogon. Parallel zur Fertigstellung des vereinfachten Naturstoffderivats
konnten zudem bereits alle Peptidknipfungen einschlieRlich der finalen Macro-
lactamisierung untersucht werden. Im Anschluss kénnte dann auBerdem durch biologische
Tests untersucht werden, wie stark die biologische Aktivitat von der Hydroxygruppe am
Tryptophanteil abhangig ist. Das fur diese Synthese bendtigte Pentapeptid 62 ist identisch
mit dem Baustein fir CycloC. Der letzte erforderliche Baustein A wurde bereits in Form des
Boc-geschiitzten Methylesters 5 fertiggestellt.

OTBDMS
Ctjxl/j\,( N” i JJ\ O\

62
Schema 4.35: Darstellung des deoxygenierten Derivates DeoxyC und dessen

retrosynthetische Zerlegung.

Als erstes musste das Tryptophanderivat K synthetisiert werden (s. Schema 4.36). Als
Ausgangsstoff diente hierzu Boc-(L)-Tryptophanmethylester, welcher mit Hilfe des bereits in
Kapitel 4.2.4.2 genutzen Protokolls in den literaturbekannten, tert-prenylierten Baustein 63a

(87]

umgewandelt wurde.”””" Nach der quantitativen Verseifung des Esters war die kurze

Synthese des Bausteins K in der Boc-geschiitzten Form 64a bereits abgeschlossen.
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0,4 Ag. Pd(OAc),
2.0 Aq. Cu(OAC),,
HN 2.0 Aq. AGTFA, ZL NaOH, MeoH ZLN _
2-Methyl-2-buten, SEEEEALE R ALY A
BocHN O~ MeCN. 35 °C, 18h BocHN Oy uant BocHN o
o 55 % o o
63a 64a

Schema 4.36: Synthese des tert-prenylierten Tryptophanderivates 64a.

Die Knipfung der Peptidkette begann mit der Synthese des Dipeptids 65 (s. Schema
4.37). Dazu wurde Boc-N-Methyl-(L)-leucinmethylester zundachst mit 4 M HCl in Dioxan N-
terminal entschiitzt und das erhaltene HCI-Salz direkt mit Cbz-L-Valin umgesetzt. Als
Knlipfungsreagenz wurde BEP (2-Brom-1-ethylpyridinium-tetrafluoroborat) gewahlt, da
dieses als gutes Reagenz zur Knipfung von N-Methyl-Aminosduren bekannt ist. Auf diese
Weise konnten die beiden Aminosduren trotz ihres sterischen Anspruchs in 79 %-iger
Ausbeute lber beide Stufen gekuppelt werden. Im Anschluss wurde das Dipetid 65 ebenfalls
N-terminal entschitzt. Die Cbz-Gruppe liel sich entgegen der Erwartungen weder bei
Atmosphéarendruck, noch bei ca. 4 bar Wasserstoffatmosphare in einer Parr-Apparatur
abspalten. Erst bei Verwendung eines Autoklaven mit 20 bar Wasserstoffatmosphare
erfolgte die Hydrierung. Da Dipeptide, besonders solche mit N-Methylgruppe, zur Bildung
von Diketopiperazinen neigen, wurden dem Gemisch zwei Aquivalente HCl zugesetzt, sodass
das HCI-Salz 58 erhalten werden konnte. Letzteres wurde stets direkt weiter umgesetzt.

1.) HCI/Dioxan
I Pd/C, MeOH,
2.)1.1 Ag. BEP, H, (20 Ear)
3.0 Aq DIPEA 2
oo™~ O e CszNQJ\ 2.0 Aq. HCI
| O CbzHN oH Dioxan
o

65 79 %
X ©
HCI | BF,
HZNQJ\ /¢ ﬁ/ Br

BEP: 2-Brom-1-ethylpyridinium-
L 66 _
tetrafluoroborat

Schema 4.37: Knipfung zum Dipeptid 65 und Struktur des dabei eingesetzten
Knlpfungsreagenzes BEP.

Fir die nachsten Knilipfungsschritte wurde ein Protokoll verwendet, welches die

Sdurekomponente als gemischtes Anhydrid aktiviert.**”!

Dementsprechend wurde Baustein
27 nach Aktivierung in Gegenwart von zwei Aquivalenten Base direkt mit dem HCI-Salz 66

umgesetzt (s. Schema 4.38). Dabei war weder die Bildung eines Diketopiperazins noch eine
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Epimerisierung zu beobachten. Das Tripeptid 67 konnte mit einer exzellenten Ausbeute von
96 % liber beide Stufen erhalten werden. Nach Abspaltung der Boc-Gruppe am Peptid wurde
Boc-(L)-Alanin auf die gleiche Methode wie zuvor aktiviert und geknipft. Das Tetrapeptid 68
konnte wiederum in einer nahezu quantitativen Ausbeute Uber beide Stufen erhalten
werden. Fir die Knipfung zum Pentapeptid wurde ein anderes Kniipfungsprotokoll gewahlt,
da es sich bei dem nachsten anzukniipfenden Baustein 23 um eine N-Methylaminosdure
handelte. Bei der Aktivierung als gemischtes Anhydrid bestiinde hier die Gefahr einer
Epimerisierung des a-Stereozemtrums. Nach HCl-saurer Abspaltung der Boc-Gruppe wurde
das entstandene Tetrapeptid-HCI-Salz mit 23 unter Verwendung von EDC/HOBt zum
Pentapeptid 54 gekniipft. Dieses konnte im Gramm-Mal3stab in einer sehr guten Ausbeute
von 85 % Uber beide Stufen erhalten werden.

o 1.) IBCF, NMM (|3
~  -20°C, 20 min, THF 4 O
OH 2)66, DCM, NQJ\ O. 67 9% %
BocHN 290 °C — RT BocHN : ’Tl ~

O
30

1.) HCI/Dioxan (|)/
o " 0]
2) OH H 68 93 %
BocHN%g  BCF BocHN_QJ\N N\.)J\N o\ b
E - |

NMM, —20 °C — RT,

O s
THF N
OTBDMS
1.) HCI/Dioxan/DCM 1.) H,, Pd/C
2.) EDC, HOBT, NMM,
DCM,
OTBDMS Csz \)J\ \<L
Csz BocHN
[e] 2 0,
2 62 89 % 64a
TBDMSO HCI/Dioxan,
" O,, oder TFA/DCM,
O oder SnCly kom
. plexe
BOCHNJJ\ _QJ\N O Produktgemische
N 69a a) PyBOP/DIPEA: 56 %
/ b) T5P/DIPEA: 25 %

c) BEP/DIPEA: 85 %

Schema 4.38: Schrittweiser Aufbau der Peptidkette bishin zum Boc-geschitzten Hexapeptid
69a.

Zur Kniipfung zum Boc-geschiitzten Hexapeptid 69a wurde nach reduktiver Abspaltung
der Cbz-Gruppe von 54 zunachst ein PyBOP/DIPEA-Prokotoll untersucht, da dieses Reagenz
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in der Regel gute Ausbeuten bei der Knliipfung von N-Methyl-Peptiden bzw. Aminosauren
liefert. Im vorliegenden Fall wurde 69a jedoch nur in einer moderaten Ausbeute liber beide

[116] \wurde das

Stufen erhalten. Bei der Verwendung von T3P als Knilpfungsreagenz
Hexapeptid sogar nur zu 25 % isoliert. Als dritte Moglichkeit wurde testweise BEP zur
Knipfung eingesetzt, obwohl dieses Reagenz normalerweise nicht mit Boc-Gruppen

kompatibel ist.17]

Trotzdem konnte 69a auf diese Weise mit einer sehr guten Ausbeute von
85 % erhalten werden. Daraufhin wurde versucht, das Hexapeptid 69a am N-Terminus zu
entschitzen. Leider lieferten samtliche getesteten Methoden wie z.B. HCI/Dioxan, TFA/DCM
oder auch SnCl, bereits bei tiefen Temperaturen komplexe Produktgemische. Selbst an den
Bausteinen 63a und 64a liel8 sich die Boc-Gruppe nicht ohne Nebenreaktionen entfernen,

sodass sie als Schutzgruppe verworfen werden musste.

Als erster Losungsansatz wurde die Boc-Gruppe durch eine Troc-Gruppe
(Trichlorethyloxycarbonyl-Gruppe) ersetzt (s. Schema 4.39). Bei der Knipfung zum
Hexapeptid, erneut mit BEP als Knlipfungsreagenz, trat jedoch eine vollstindige
Racemisierung des Tryptophans auf. Daraufhin wurde das Cbz-geschiitzte Derivat 55c
synthetisiert. In der bereits publizierten Totalsynthese wurde diese Gruppe ebenfalls
verwendet und mittels Palladiumacetat und Triethylsilan als Reduktionsmittel selektiv in
Gegenwart der tert-Prenylgruppe abgespalten. In diesem Fall lieferten identische
Reaktionsbedingungen allerdings ein Gemisch aus Edukt und freiem Amin, wobei sowohl in
Edukt als auch in Produkt die Doppelbindungen zu erheblichen Teilen hydriert wurden (LC-
MS-Kontrolle).

0,4 Ag. Pd(OAc),,
2.0 Ag. Cu(OAc),,
2.0 Aq. AgTFA, NaOH, MeOH
N~ 3 s RT 6 h
2-Methyl-2-buten,
O._ MeCN, 35 °C, 18h 54b R = Troc,
RHN o quant.

0]
63b R = Troc, 65 % 62 NH2
63c R =Cbz, 60 % BEP DIPEA
Et3;SiH, Pd(OAc),, 63d R = Fmoc, 61 %
Et;N, DCM Racemisierung
63c > Hydrierung der Doppelbindung

Schema 4.39: Synthese von tert-Prenyltryptophanen mit alternativen Schutzgruppen.

Als weitere Moglichkeit wurde eine Alloc-Gruppe in Betracht gezogen. Da sie durch eine
allylische Alkylierungsreaktion mit Palladiumacetat sehr mild abgespalten werden kann,
sollte sie prinzipiell ideal fiir die Knipfungen der groRen Peptide geeignet sein. Das Problem
ist allerdings, dass sie unter den Bedingungen der Prenylierung (40 mol-% Palladiumacetat)
vermutlich nicht stabil ist. Die Synthese konnte also nicht von Alloc-Tryptophanmethylester
ausgehen, sondern es musste ein Umweg Uber eine andere Schutzgruppe gewahlt werden.
So wurde Fmoc-Tryptophanmethylester zunachst tert-prenyliert, wobei 63d in 61 %-iger
Ausbeute erhalten wurde. Daraufhin wurde die Allocgruppe nach Spaltung der Fmoc-Gruppe
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mit TRIS [Tris(aminoethyl)amin][ 18] in 89 % Gesamtausbeute eingefiihrt. Nach der
guantitativen Verseifung wurde 64e, unter Einsatz von BEP als Knlipfungsreagenz zum Alloc-
Hexapeptid 69b gekuppelt (s. Schema 4.40).

1.) N(CoH4NH,)s ZL NaOH MeOH %
DCM, RT, 0,5h
63d 2.) AllocCl, Pyridin, OH

quant.

0°C AllocHN N AllocHN
63e 89 %O 64e O
TBDMSO
|
' H o 9 e
1.) Hy, Pd/C, MeOH AIIocHN% NQJ\N NQJ\ O
2.) 64e, BEP, DIPEA, ER N
_20 OC, DCM O /\ O
; 69b 69 %
Schema 4.40: Knipfung zum Alloc-Hexapetid 69b.

Da die letzte einzubauende Aminosdure 5a mit einer Boc-Schutzgruppe synthetisiert
wurde, musste sie an diesem Baustein ebenfalls durch eine Alloc-Gruppe ersetzt werden.
Zunachst wurde 5a mit TFA in DCM bei einer tiefen Temperatur von =20 °C umgesetzt,
wodurch die Boc-Gruppe abgespalten wurde, ohne dass die Gefahr einer Protonierung der
dreifach substituierten Doppelbindung bestand (s. Schema 4.41). Im Anschluss wurde das
freie Amin Alloc-geschiitzt und der Methylester 70 im letzten Schritt in quantitativer

Ausbeute zur Saure 71 verseift.

| NaOH |
1.) TFA,DCM -20 °C _MeOH _
2.) AllocCl, Pyridin, 0 °C quant
oM OMe OH
BocHN © AllocHN AllocHN
0] 0]
71

5a 70 85 %

TBDMSO

1.) 4 mol-% TPPTS, |
2 mol-% Pd(OAC),,

'I/ O/,
5.0 Aq. Et,NH.
d =2 AllocHN N% % SN

MeCN/H,0 H

2.)71, EDC, HOBt, 0 AL o
DCM
72 89 %

Schema 4.41: Knlipfung zum Heptapeptid 72.

60b
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Fir die N-terminale Entschiitzung des Hexpapeptids 69b wurde eine Methode gewahlt,
die als Ligand TPPTS [Tri-(Natrium-meta-sulfonatophenyl)-phosphan] in einem Aceto-
nitril/Wasser-Gemisch nutzt.'*) Auf diese Weise konnte das Peptid bereits nach einer
Reaktionszeit von nur 30 Minuten vollstandig entschitzt werden. Fir die Kniipfung mit 71
wurde EDC/HOBt als Knupfungsreagenz gewahlt, wodurch das Heptapetid 72 in fast
90 %-iger Ausbeute erhalten werden konnte.

Zur Vervollstandigung der Synthese wurden zwei Strategien getestet: Die Spaltung des
TBDMS-Ethers nach und vor der Macrolactamisierung. Als erste Variante wurde die
Cyclisierung mit vorhandener Silylgruppe getestet (s. Schema 4.42). Der Methylester in 72
wurde im Folgenden mit Natronlauge verseift und die erhaltene Sdure wassrig/sauer
aufgearbeitet, um den Uberschuss an Base vor der anschlieBenden Reaktion mit
Palladiumacetat zu entfernen. Dadurch wurde die Saure allerdings nur in 65 %-iger Ausbeute
erhalten. Der N-Terminus des Peptids wurde im Anschluss mit der gleichen Methode wie
beim Hexapeptid freigesetzt. Zur Macrolactamisierung wurden zwei Aquivalnte PyBOP
verwendet. Im ersten Versuch wurde 73 mittels eines Tropftrichters langsam zum
Knlipfungsreagenz gegeben, wobei die Konzentration nach vollstandiger Zugabe maximal 1
mM betrug. Nach vollstandigem Umsatz konnte keine Bildung von Dimeren oder grof3eren
Kondensationsprodukten nachgewiesen werden. Der Cyclus 74 wurde in 68 %-iger Ausbeute
Uber zwei Stufen erhalten, das NMR-Spektrum deutete jedoch auf die Bildung eines Epimers
hin.

TBDMSO
| o
'// ‘s,
NaOH, MeOH. 65 % o
72 ) - N\)J\ QJ\ OH
2.) 4 mol-% TPPTS, HoN : N
: I

2 mol-% Pd(OAc),, = )
5.0 Aq. Et,NH, N
MeCN/H,0 N

/ 73

Vermutliche Stelle

S i)/ der Epimerisierung

2.0 Aq. PyBOP, NN
2.0 Aq. DIPEA, HN / Jg 20 A9 TBAF,  peoxyc
DCM,c=1mM _ ! R N THE.2d,RT,_ 0%
68 % (2 Stufen) prap. HPLC .
HN! 10 % Epimer

_/r_/__/< _”/A§>o
TBDMSO

Schema 4.42: Macrocyclisierung und Fertigstellung der Synthese von DeoxyC durch
Abspaltung der Silyl-Schutzgruppe.
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Im letzten Schritt wurde die TBDMS-Gruppe mit TBAF abgespalten. Diese Reaktion war
jedoch sehr langsam und fiihrte nach einiger Zeit zur Bildung von Nebenprodukten. Nach der
Reinigung des Rohproduktes mittels praparativer HPLC konnte DeoxyC in 40 % isoliert und
vom Nebenprodukt abgetrennt werden, welches so zu 10 % erhalten wurde.

Durch den Vergleich der *H-NMR-Spektren der beiden Epimere (s. Abbildung 4.2) fiel
auf, dass vor allem die Verschiebung einer N-Methylgruppe sehr unterschiedlich ausfallt
(1 ppm Unterschied). Dabei handelt es sich um die Methylgruppe am Leucin-Baustein,
woraus sich schlieRen lasst, dass das Stereozentrum in diesem Baustein epimerisiert war.
Vermutlich findet die Epimerisierung wahrend der Macrocyclisierung statt. Nach der
Aktivierung des C-Terminus durch das Knupfungsreagenz ist das dortige Stereozentrum in
Gegenwart der Base racemisierungsanfallig. Obwohl bei der Totalsynthese nach Yao
ebenfalls PyBOP als Cyclisierungsreagenz verwendet wurde, wird in der Veroffentlichung
erstaunlicherweise keine Bildung eines Epimers erwahnt. Da die Cyclisierung das
gewiinschte Produkt jedoch trotz allem in zufriedenstellender Ausbeute lieferte und die
Diastereomere durch praparative HPLC problemlos zu trennen waren, wurde auch im
Folgenden PyBOP als Reagenz zur Cyclisierung genutzt. Die finale Entschiitzung des TBDMS-
Ethers war jedoch nicht zufriedenstellend. Deshalb wurde auch die zweite mogliche Route
untersucht, bei der diese Gruppe bereits am linearen Precursor abgespalten werden sollte.

69¢'¢
¥S8'C
€€9'C

Hauptdiastereomer

8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 20 1.0
ppm (1)
w N -t
() o)) ©
Nebendiastereomer 2 S &

u i i b b M JMMJMJL

8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 20
ppm (t1)

Abbildung 4.2: Vergleich der 1H-NMR-Spektren der beiden isolierten Epimere.

Die Entschitzung der TBDMS-Gruppe am linearen Hepapeptid 72 lief deutlich schneller
und sauberer ab als am Cyclus 74 (s. Schema 4.43). Der Alkohol 75 konnte auf diese Weise in
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einer exzellenten Ausbeute von 94 % erhalten werden. Im Anschluss mussten die
verbleibenden Schutzgruppen abgespalten werden. Dabei wurde zunachst der Ester verseift.
Die erhaltene Sdure wurde jedoch im Unterschied zur ersten Synthese nicht aufgearbeitet.
Um eine Reaktion der (berschissigen Base mit dem Palladiumkatalysator zu vermeiden
wurde die anschlieBende Alloc-Entschitzung statt in Wasser/Acetonitril in einem Gemisch
aus Acetonitril und einer Pufferlosung (pH 6.4) durchgefihrt. Mit dieser Methode lief die
Freisetzung des N-terminalen Endes des Peptids ohne Probleme selbst mit sehr geringen
Mengen an Katalysator (< 1 mg) ab. Die Macrolactamisierung wurde analog zum ersten
Versuch durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass von nun an eine Spritzenpumpe fiir die
gleichmaRige und langsame Zugabe des Peptid-Precursors eingesetzt wurde. Nach einer
abschlielenden Aufreinigung mittels praparativer HPLC wurden die cyclischen Endprodukte
in einer Gesamtausbeute von 70 % (iber drei Stufen erhalten, wobei das Hauptdiastereomer
DeoxyC zu 53 % und der epimere Cyclus zu 17 % isoliert wurde. Ausgehend vom vollstandig
geschitzten Heptapeptid 72 wurde DeoxyC auf diese Weise in 50 % Gesamtausbeute
erhalten, wahrend sich die Ausbeute bei der ersten Route von dieser Stufe aus auf lediglich
18 % belief. Diese vielversprechenden Ergebnisse bildeten eine solide Grundlage fir die
Synthese des eigentlichen Naturstoffs Cyclomarin C.

HO
| |
! O/,
H © h 9" o
 TBAERLISh ajocmn NQ&T NQKH NQJ\ITI o
o = - ~

94 % 0 0 AL o

N
g

1.) NaOH, MeOH
2.) 4 mol-% TPPTS,
2 mol-% Pd(OAc),,

5.0 Ag. Et,NH,

MeCN/Puffer (pH 6.4) DeoxyC . Epimer
3.) 2.0 Ag. PyBOP, 53 % 17 %
2.0 Ag. DIPEA,

DCM, c=1mM

Schema 4.43: Fertigstellung des deoxygenierten Naturstoffderivates DeoxyC Uber die zweite
mogliche Route.

4.3.2 Synthese von Cyclomarin C

Nach der Fertigstellung des letzten fehlenden Bausteins C in Alloc-geschitzter Form 60
bzw. 61 konnte mit dem Aufbau der Peptidkette des gewlinschten Naturstoffs begonnen
werden. Durch die Synthese des vereinfachten Derivates DeoxyC konnten bereits wichtige
Erkenntnisse Uber die verwendbare Schutzgruppenstrategie gewonnen werden. Des
Weiteren konnte das dort synthetisierte Pentapeptid 62 direkt fir die weitere Synthese
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genutzt werden. Dementsprechend wurde 62 zunachst Cbz-entschiitzt und im Anschluss mit
dem hochsensitiven Baustein 61 gekniipft, wobei erneut BEP als Kniipfungsreagenz zum
Einsatz kam (s. Schema 4.44). Aufgrund der Empfindlichkeit der eingesetzten Saure-
komponente wurde die Reaktion bei einer tieferen Temperatur als bisher durchgefihrt.
Selbst bei =30 °C war die durchaus komplexe Peptidknlpfung in ca. einer Stunde vollstandig
beendet. Das Hexapeptid 76 konnte dabei mit einer Ausbeute von 69 % erhalten werden.
Ausgehend vom Methylester 60 entsprach das jedoch lediglich 48 %. Bei einem spéteren
Versuch wurde die durch die Verseifung von 60 erhaltene "Rohsdaure" 61 ohne weitere
Reinigung umgesetzt, wodurch das Peptid 76 in einer leicht besseren Gesamtausbeute von
58 % erhalten werden konnte. Analog zur Synthese von DeoxyC wurde das Hexapeptid 76
erst entschiitzt und mittels des gleichen EDC/HOBt-Protokolls mit 71 zum linearen
Heptapeptid 77 gekuppelt. Aufgrund der Ergebnisse der vorherigen Synthese wurde
zundchst versucht die Silylether am linearen Precursor zu spalten. Im Anschluss daran sollte
das erhaltene Peptid wie zuvor am C- bzw. N-terminalen Ende entschitzt und direkt zum
fertigen Naturstoff cyclisiert werden.

TBDMSO
O iy /,'
1.) Hy, Pd/C, MeOH
2) 61, BEP, DIPEA, AllocHN., JJ\ SN

-30 °C, DCM

/ 76 69 %

TBDMSO
1.) 4 mol-% TPPTS, ) é/
2 mol-% Pd(OAc),, O
5.0 Ag. Et,NH, AlocHN NQJ\ QJ\ O
MeCN/H,0

»

2.) 71, EDC, HOB, TBDMSO
DCM

/ 77 81 %

Schema 4.44: Knipfung des Hexapeptids 76 und weitere Umsetzung zum linearen
Heptapeptid 77.

Im Gegensatz zur Spaltung der Silylgruppen am vereinfachten Derivat 72, welche
problemlos erfolgte, traten bei der Reaktion von 77 mit TBAF Probleme auf (s. Schema 4.45).
Es bildeten sich erhebliche Mengen an Nebenprodukten, sodass der gewiinschte Baustein 78
in lediglich 48 %-iger Ausbeute erhalten werden konnte. Im Anschluss daran sollte der
Methylester wie zuvor verseift werden. Im Gegensatz zu allen bisherigen Peptiden, war 78
jedoch nicht stabil in Gegenwart von NaOH. Wahrend der Reaktionsverfolgung mittels LC-MS
wurde festgestellt, dass das sich 78 sehr schnell unter Bildung von kleinen Fragmenten (m/z
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< 1000) zersetzte. Moglicherweise fand an der benzylischen Alkoholgruppe unter den
basischen Reaktionsbedingungen eine retro-Aldol-Reaktion statt, wodurch der Indol-Teil
abgespalten wurde. Die gefundenen Massen konnten jedoch keinen eindeutigen

Fragmenten zugeordnet werden.

|
. iy
2.2 Aq TBAF, H 9 H 9
18 h, RT N,
T — g Auoc:NS:,( ' N;QJ\N RN
0 Z
o o _A_l o

N 78

/

NaOH, MeOH

> Fragmentierung

Schema 4.45: Spaltung der TBDMS-Ether an der linearen Vorstufe 77 und anschlieRende
Fragmentierung bei der versuchten Verseifung des Methylesters.

Aus den erhaltenen Ergebnissen war ersichtlich, dass die Silylether erst nach der
Macrocyclisierung abgespalten werden kdnnen. Demnach wurde Baustein 77 auf die bereits
bewdhrte Methode zundchst terminal entschiitzt und in 76 %-iger Ausbeute Uber drei Stufen
zum TBDMS-geschiitzten Cyclus 79 macrolactamisiert (s. Schema 4.46). Wie beim
deoxygenierten Derivat war auch hier bei der Reaktionsverfolgung mittels HPLC die Bildung
eines Epimers zu beobachten. Allerdings wurde dieses nur in geringen Mengen gebildet und
deshalb nicht isoliert.

Zur Fertigstellung des Naturstoffs musste nun eine passende Methode zur Spaltung der
Silylether gefunden werden. Aus der literaturbekannten Totalsynthese war bekannt, dass
sich die TBDMS-Gruppe am Hydroxytryptophanteil nach der Cyclisierung nicht mehr mit
TBAF abspalten lasst. Zudem lief die Reaktion mit diesem Reagenz bereits an der linearen
Vorstufe nur unter erheblicher Bildung von Nebenprodukten ab. Bei der Verfolgung der
Reaktion von 77 mittels LC-MS war am Fragmentierungsmuster zu erkennen, dass die
TBDMS-Gruppe am Hydroxyleucin nur sehr langsam gespalten wird, wdhrend der
"benzylische" Silylether am Hydroxytryptophan innerhalb weniger Minuten komplett
abreagiert. Die Bildung der Nebenprodukte lasst sich durch die nun frei liegende OH-Gruppe
in Gegenwart des Uberschusses an basischem TBAF erklidren. Vermutlich werden dabei
dieselben Reaktionspfade wie bei der versuchten Verseifung von 78 durchlaufen.

Zusammen mit den Erkenntnissen, die wahrend der entwickelten Synthese des
hochkomplexen Bausteins D erlangt wurden, konnte so letztendlich eine praktikable Losung
fir das bestehende Problem gefunden werden. Zunachst kam die bei der Synthese von D
gefundene Methode zur selektiven Entschitzung von primdren TBDMS-Gruppen zum
Einsatz. Am Cyclus 79 spaltete sich unter diesen Bedingungen ausschlielRlich die primare
Silylgruppe am Hydroxyleucin, wahrend die Schutzgruppe am Tryptophan unberihrt blieb.
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Nach vollstandiger Reaktion wurde das Losemittel gewechselt und bei 0 °C genau ein
Aquivalent TBAF in THF zugesetzt. Dies sorgte fiir eine schnelle Spaltung der verbleibenden
TBDMS-Gruppe in lediglich 30 Minuten. Nach praparativer HPLC konnte somit erstmals der
Naturstoff Cyclomarin C in reiner Form isoliert werden, auch wenn die Ausbeute bei diesem
ersten Versuch lediglich 40 % Uber die letzten beiden Stufen betrug. Dies hatte seine
Ursache womaglich in der sehr langen Reaktionszeit von fiinf Tagen, die zum vollstandigen
Umsatz im ersten Schritt der Entschiitzung notig war. Bei einem spateren Versuch wurde
entdeckt, dass die Reaktionszeit dieses Schritts durch vorsichtiges Erwarmen auf 40 °C
erheblich verklrzt werden kann. So war die Reaktion Gber Nacht beendet und nach der
anschlieBenden finalen Reaktion mit TBAF konnte der Naturstoff in einer erheblich besseren
Ausbeute isoliert werden.

1.) NaOH, MeOH

2.) 4 mol-% TPPTS,

2 mol-% Pd(OAc),,
5.0 Aq. Et,NH,
MeCN/Puffer (pH 6.4)
3.) 2.0 Ag. PyBOP,
2.0 Aq. DIPEA,

DCM, c=1mM

"NH N

S
Hw;@

77

TBDMSO
79 76 %

a) 1.) NH,F, MeOH, RT, 5 d
2.) 1.0 Aq. TBAF, THF, 0 °C,
30 min, 40 % (2 Stufen)

b) 1.) NH4F, MeOH, 40°C, 18 h  \
2.) 1.0 Aq. TBAF, THF, 0°C,

p <
30 min, 67 % (2 Stufen) J_/_< gi@

CycloC

"NH N

Schema 4.46: Macrocyclisierung und finale, zweistufige Entschiitzung zum Naturstoff
Cyclomarin C (CycloC).

Analyse der'H-NMR-Spektren

Vergleicht man das 'H-NMR-Spektrum der erhalten Verbingung CycloC mit dem des von
Renner isolierten Naturstoffs, sehen diese auf den ersten Blick identisch aus (s. Abbildung
4.3). Bei genauer Analyse einzelner Signale erkennt man jedoch einige Unterschiede. Zum
einen ist ein Amid-Proton im Spektrum der synthetisierten Verbindung bei ca. 6.8 ppm héher
verschoben als im Originalspektrum. Die Signale der aciden Alkohol-Protonen bei etwa 4.2
bzw. 2.5 ppm sind im Spektrum dabei gar nicht zu erkennen. Da die chemische Verschiebung
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von aciden Protonen generell stark |6semittel- und konzentrationsabhéangig ist, sind solche
Effekte nicht ungewdhnlich. Allerdings fallen zwei weitere wesentliche Unterschiede
zwischen den Spektren auf: Die Verschiebung des Alkyl-Multipletts bei ca. 1.8 ppm und die
eines Alkyl-Protons und einer Methylgruppe bei 0.5-0.6 ppm. Bei einer Zuordnung der
betroffenen Signale fallt auf, dass es sich bei allen um Signale der Hydroxyleucin-Einheit
handelt. Prinzipiell kdnnte ein solcher Effekt flir das Vorliegen einer falschen Konfiguration
an einem der dortigen Stereozentren sprechen, was jedoch durch die durchgefiihrten HPLC-
Analysen ausgeschlossen werden konnte.

Neben den Unterschieden bei den Signalen des Naturstoffs gab es allerdings noch zwei
weitere Unterschiede im Spektrum, die haufig vernachldssigt werden. So erkennt man an der
relativen Intensitdt des Losemittel-Peaks bei 7.26 ppm, dass der isolierte Naturstoff in einer
wesentlich geringeren Konzentration gemessen wurde. Des Weiteren enthalt dieses
Spektrum einen sehr grofRen Wasser-Peak bei 1.56 ppm, wahrend die hier vermessene Probe

vollstandig wasserfrei war.
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Abbildung 4.3: Vergleich der "H-NMR-Spektren von Cyclomarin C, Spektrum des isolierten
Naturstoffs (oben) und das des synthethisierten CycloC (unten).

Um festzustellen, ob die chemische Verschiebung der Hydroxyleucin-Protonen wirklich
so stark von der Konzentration des Naturstoffs und von Wasser in der Probe abhangig war,
wurden weitere Experimente durchgefiihrt. Als erstes wurden der NMR-Probe 5 pL Wasser

95



Ergebnisse und Diskussion

zugesetzt und erneut ein 1H-Spektrum gemessen. Dabei war zu erkennen, dass die
markanten Signale noch weiter entgegen der Position im Originalspektrum verschoben
waren. Daraufhin wurde die nun wassrige NMR-Probe verdiinnt und nochmals vermessen.
Bei dem daraus resultierenden Spektrum waren samtliche Verschiebungen absolut identisch
mit dem Originalspektrum. Die Signale der einzelnen Aminosaure sind also extrem von der
Konzentration und von Wasser im Losemittel abhangig. Unter Berucksichtigung der Struktur
des Naturstoffs lasst sich eine mogliche Erklarung fir dieses Phanomen finden. Bis auf die
beiden Alkoholgruppen ist die gesamte Aminosaurestruktur sehr lipophil. Das Hyroxyleucin
besitzt die einzige polare Seitenkette, da die OH-Gruppe im Hydroxytryptophan
weitestgehend abgeschirmt ist. Die Konformation dieses Seitenarms ist durch die Bildung
von externen Wasserstoff-Briickenbindungen stdrker von der Konzentration (Bindung zu
anderen CycloC-Molekiilen) oder der Gegenwart von Wasser (Bindung zu Wassermolekiilen)
abhangig. Eine solche Konformationsanderung konnte die unterschiedlichen Verschiebungen
in den einzelnen Proben erklaren.

oo I |1 PN Y S,

& 1 | C PR KR} T L d A T v & 1 T T T 1 | S AR R & & o U | T TR T 5 & U r 1
I I I I I T I I I

7.0 6.0 50 4.0 3.0 20 1.0 0.0

8.0
ppm (t1)

Abbildung 4.4: Vergleich des Originalspektrums (oben) und des Spektrums der synthe-
tisierten Verbindung nach Verdiinnung und Zugabe von Wasser.
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4.3.3 Synthese von Cyclomarin D

Aufgrund der sehr guten Ergebnisse bei der Synthese von Cyclomarin C wurde
beschlossen noch weitere Derivate zu synthetisieren. Betrachtet man die drei anderen
Naturstoffe, Cyclomarin A, B und D, unterscheiden sie sich nur an wenigen Stellen (s.
Abbildung 2.9). Am einfachsten waren, ausgehend von der bestehenden Synthese,
vermutlich die Derivate B und D zu synthetisieren. Bei CycloB ist die Hydroxyleucineinheit
durch ein natirliches Leucin ersetzt, dementsprechend ist dieses Derivat sogar leichter
zuganglich. Da allerdings bereits herausgefunden wurde, dass die Hydroxygruppe an dieser
Stelle fiir die biologische Aktivitat erforderlich ist, ware eine Synthese dieses Naturstoffs
weniger interessant. Demnach wurde beschlossen als nadchstes CycloD zu synthetisieren,
welches sich von CycloC lediglich durch die fehlende N-Methylgruppe am Hydroxyleucin
unterscheidet (s. Schema 4.47). Der dafilir bendtigte Baustein 22 stand als Intermediat der
Synthese des methylierten Hydroxyleucins 23 bereits zur Verfiigung. Die Synthese konnte so
direkt vom bereits vorhandenen Tetrapeptid 68 aus beginnen.

TBDMSO
OH
%7 "NH CbzHN
|I
HN"
O BOCHN% \)J\ O\
HO

CycloD

Schema 4.47: Struktur von Cyclomarin D (CycloD) und der fiir dessen Synthese notwendigen
Aminosdure 22.

Die Knlpfung zum Pentapeptid war also der erste Schritt dieser Synthese (s. Schema
4.48). Analog zur vorherigen Synthese wurde 68 zunachst mit HCl in Dioxan entschiitzt und
anschliefend mit Baustein 22 unter Verwendung von EDC als Knipfungsreagenz in einer
Ausbeute von 79 % (iber beide Stufen zum Pentapeptid 80 geknlpft. Aufgrund der fehlenden
N-Methylgruppe wurde zur Kupplung mit dem Tryptophanbaustein 61 EDC statt wie zuvor
BEP als Knlpfungsreagenz eingesetzt. Nach Verseifung des Esters und katalytischer
Hydrierung von 80 wurde das Hexapeptid 81 durch die Peptidknipfung erhalten.
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OTBDMS
1.) HCI/Dioxan/DCM O
2.) EDC, HOBt NMM. i o)
DCM, o S
oo CbzHN \«/u\ o<
CbzHN OH O
0 80 79 %

22

TBDMSO
0

1.) Hy, Pd/C, MeOH

2)62 EDC, Hogt, . /MlocHN.. % O\

NMM, DCM, 0 °C

/ 81 69 %

Schema 4.48: Beginn der Synthese von CycloD, ausgehend vom Tetrapeptid 68.

Die restlichen Stufen wurden analog zur Synthese von CycloC durchgefiihrt. So wurde 81
mit der bekannten Pd-katalysierten Methode entschiitzt und anschlieRend zum linearen
Heptapeptid 82 gekniipft (s. Schema 4.49). Nach beidseitiger Entschiitzung des Peptids
wurde die Cyclisierung durchgefiihrt. Im vorliegenden Fall lief die Macrocyclisierung
allerdings erheblich schlechter und langsamer ab als im Falle von CycloC, was durch
Reaktionsverfolgung mittels LC-MS festgestellt werden konnte. Ein moglicher Grund dafiir
konnte die fehlende N-Methylgruppe sein, was zu einer Konformationsveranderung des
Peptids fihren kénnte. Dies wiirde sich wiederum ungiinstig auf die Cyclisierung auswirken.

Zum Schluss wurden die Silylgruppen mit dem entwickelten Protkoll abgespalten,
wodurch ca. 10 mg an CycloD in 64 %-iger Ausbeute erhalten werden konnten. Wie auch bei
den beiden anderen cyclischen Derivaten fand auch hier eine Eprimerisierung wahrend des
Ringschlusses statt. Gliicklicherweise trat dies nur in einem geringen Mal3e auf, sodass das
Nebenprodukt nur zu einigen Prozent gebildet wurde und nicht isoliert werden konnte. Des
Weiteren ist anzumerken, dass sdamtliche Reaktionen aufgrund der komplexen Substrate
lediglich einmal durchgefiihrt werden konnten. Mit dem Abschluss dieser Synthese wurde
der Naturstoff Cyclomarin D zum ersten Mal synthetisch hergestellt.
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TBDMSO

1.) 4 mol-% TPPTS, cl),
2 mol-% Pd(OAC),, T h ©
5.0 Ag. Et,NH, AllocHN N v N N\.)J\N O\
MeCN/H,O : H =
81 - i} SEPaN o
2.) 71, EDC, HOB, TBDMSO —
DCM N
] 82 78%

1.) NaOH, MeOH
2.) 4 mol-% TPPTS,
2 mol-% Pd(OAc),,
5.0 Aq. Et,NH,
MeCN/Puffer (pH 6.4) | TBDMSO

3)2.0 Aq. PyBOP,

2.0 Aq. DIPEA,

DCM, ¢ =1 mM ﬁ
TBDMSO

83 43 %

ANH N
/ <
o HN 1.) NH4F, MeOH,
o 40°C, 18 h CycloD
' 2.)1.0 Aq. TBAF, .
THF, 0°C 30 min 64 %
=y

Schema 4.49: Abschluss der Totalsynthese von CycloD.
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T
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Analyse der'H-NMR-Spektren

Beim Vergleich des 'H-NMR-Spektrums der erhaltenen Verbindung mit dem des
isolierten Naturstoffs, lassen sich erhebliche Unterschiede erkennen (s. Abbildung 4.5). So
sind im publizierten Spektrum erheblich mehr Signale vorhanden, vor allem im Alkylbereich.
Besonders auffallend ist das die Methoxygruppe einen doppelten Signalsatz liefert, wahrend
im synthetisierten Substrat lediglich ein Signal zu erkennen ist. Daraus lasst sich folgern, dass
der isolierte Naturstoff nicht in reiner Form vorlag, wodurch die zusatzlichen Signale zu
erkldren sind. Geringfiigige Unterschiede erkennt man auch bei den aciden Protonen. Da die
Losemittelabhangigkeit am Beispiel von CycloC bereits detailliert untersucht wurde, wurden
in diesem Falle keine weiteren NMR-Experimente mehr durchgefihrt. Vergleicht man die
Spektren von CycloC und CycloD, fallt auf, dass die Signale des Derivates mit der fehlenden
N-Methylgruppe durchweg breiter und unscharfer sind. Daraus lasst sich ableiten dass CyloD
konformativ nicht so stabil ist wie CycloC. Da bei den Macroyclisierungen beobachtet wurde,
dass sie ohne Methylgruppe am Hydroxyleucin wesentlich langsamer ablaufen, kann man
folgern, dass diese Gruppe einen erheblichen Teil zur Stabilisierung der Konformation
beitragt.
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Abbildung 4.5: Vergleich der 1H-NMR-Spektren der isolierten (oben) und der in dieser
Arbeit synthetisierten Verbindung CycloD (unten).

4.3.4 Synthese von Cyclomarin A

Da die Synthese von CycloD ebenfalls erfolgreich verlief und das Gesamtkonzept zum
Aufbau der Naturstoffe sich damit als reproduzierbar heraustellte, sollte zum Abschluss
dieser Arbeit der komplexeste Vertreter der Cyclomarin Familie synthetisiert werden. Der
Hauptmetabolit CycloA enthalt im Unterschied zu CycloD und CycloC eine Epoxid-Gruppe
anstelle der terminalen Doppelbindung am Tryptophan (s. Schema 4.50). Somit enthalt
dieses Derivat ein zuséatzliches Stereozentrum, was seine Synthese noch komplexer macht.
Obwohl sich mehrere Arbeitsgruppen mit der Herstellung dieses Vertreters beschaftigten,
gelang es bisher nicht ihn zu totalsynthetisieren. Statt des tert-prenylierten Hydroxy-
tryptophans C wird fiir diese Synthese der epoxidierte Baustein 84 bendtigt. Dieser sollte
analog zum prenylierten Baustein 61 aufgebaut werden. Als nukleophile Komponente in der
Additionsreaktion an 56 wiirde in diesem Fall das aus dem chiralen lodindol 85 gebildete
Metalloindol dienen.
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Schema 4.50: Struktur von CycloA und des dafiir benétigten epoxidierten Bausteins 85.

Die Synthese von 85 war bereits beschrieben und wurde Ubernommen. Als
Ausganspunkt diente das bereits verwendete lodindol 53. In einer asymmetrischen
Sharpless-Didroxylierung wurde die endstiandige Doppelbindung zum Diol 86 oxidiert (s.
Schema 4.51). Diese Reaktion wurde bereits einhergehend untersucht, wobei festgestellt
wurde, dass (DHQD),Pyr sich als Ligand am besten eignet. Das Enantiomerenverhéltnis von
86 betrug dabei 9:1, was den Ergebnissen von Sala, Izzo und Spinella® entspricht. Das
n-prenylierte Nebenprodukt, welches in 54 enthalten war, konnte nach der Reaktion als Diol
86a abgetrennt werden. Im Anschluss wurde 86 selektiv am primaren Alkohol tosyliert und
direkt mit Triethylamin in Methanol versetzt, wodurch das Epoxid 85 mit 87 % Ausbeute
gebildet wurde.

| |
Qj (DHQD),Pyr (1.3 mol-%) QT QT
K2[0802(OH)4)] (1.0 mol-%) 1.) p-TsCl, DCM, 0 °C

N N N
x/ KsFes(CN)g, K,COs, 2.) MesNHCI, NEt;,
= ‘BuOH/H,0 ) MeOH, 0 °C — RT .
HO OH 0

X
/

86 85
/\(\ \% 83 %, 80 % ee 87 %
{ > |
|

(DHQD),Pyr

Schema 4.51: Synthese des chiralen lodindols 85.
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Wegen des Epoxids wurden mildere Bedingungen fir die Metallierung von 85 gewahlt.
Bei der bisher genutzten Methode nach Knochel besteht die Gefahr, dass das gebildete
Zinkreagenz das Epoxid selbst 6ffnet. Als Alternative wurde 85 zunachst mit n-Butyllithium
bei =78 °C umgesetzt und das gebildete Indoyllithium im Anschluss bei der gleichen
Temperatur mittels Zinkbromid transmetalliert (s. Schema 4.52). Das so hergestellte
Zinkreagenz wurde mit dem frisch hergestellten Aldehyd 56 umgesetzt. Auf diese Weise
konnte das gewiinschte Produkt 87 in 47 %-iger Ausbeute, ausgehend vom Serin-Ester 55,
erhalten werden. Nach HPLC- und "H-NMR-Analyse konnte nur ein Paar von Diastereomeren
im Verhdltnis 9:1 nachgewiesen werden. Dieses Verhdltnis resultiert aus dem
Enantiomerenverhaltnis des eingesetzten Epoxids 85. Das zusatzliche Stereozentrum wurde
also selektiv in einer Form gebildet. Die Reaktion erwies sich jedoch als hochempfindlich. Bei
einer spateren Wiederholung unter exakt gleichen Bedingungen wurde 87 nur in Spuren
gebildet. Stattdessen war das Hauptprodukt 87a, welches durch einen erneuten Angriff des
Nukleophils am benzylischen Alkohol gebildet wird. Diese Position ist durch den
elektronenreichen Aromaten offenbar so reaktiv, dass selbst Hydroxid eine Abgangsgruppe

bilden kann.
1.) n-BuLi, THF, ZnX
85 -78 °C, 30 min _ | -78°C > RT, 18 h N _ OH
2 Aq) 2.) ZnBry, -78 °C, N o o
9) 1h xj [ AHOCHN)VOTBDMSI AllocHN
[¢! 56 OTBDMS
- - 87 47 %

AllocHN
OTBDMS

87a
Schema 4.52: Herstellung eines chiralen Organozinkreagenzes aus 85 und Addition an den
Aldehyd 56.

Der sekundare Alkohol 87 wurde daraufhin als TBDMS-Ether geschiitzt (s. Schema 4.53).
Bei dieser Reaktion fiel auf, dass sich ein Teil des Eduktes nicht umsetzte. Der geschiitzte
Alkohol 88 wurde so in 75 %-iger Ausbeute erhalten, wobei das Produkt als einziges
Diastereomer vorlag. Die ,falsche” Konfiguration am Epoxid blockierte die TBDMS-
Entschitzung offenbar so stark, dass dieses Epimer unter den Reaktionsbedingungen gar
nicht abreagieren konnte. Die selektive Spaltung des primaren TBDMS-Ethers wurde nach
48 h abgebrochen, da sich Nebenprodukte zu bilden begannen. Der Alkohol 89 konnte in
einer Ausbeute von 71 % erhalten werden, wobei 17 % des Eduktes zuriickgewonnen
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werden konnten. Im letzten Schritt wurde das Ubliche zweistufige Protokoll zur Oxidation
zum Ester angewendet. Der fertige Baustein 90 konnte auf diese Weise in 80 %-iger
Ausbeute Uber beide Stufen erhalten werden.

TBDMSOTT,
_26-Lutidin _ OTBDMS NH4FMeOH OTBDMS
THF, 40°C., O-
15 min AllocHN AllocHN
OTBDMS OH
88 75% 89 71 % + 17 % Edukt
1) SO3Py, Et3N
DMSO/DCM 0 °C oTBDMS MeOH, NaOH N oreoms
2) NIS, K,CO4 5
MeOH., 0°C
eon AllocHN AllocHN ©
0 OH
90 80% > 84

Schema 4.53: Fertigstellung des epoxidierten Bausteins 90.

Zur Peptidkniipfung wurde der Baustein 90 zunachst zur Saure 84 verseift, welche
jedoch nicht isoliert, sondern direkt weiter umgesetzt wurde. Wie bei der Synthese der
anderen Derivate wurde das Pentapeptid 62 zunachst durch katalytische Hydrierung am N-
Terminus entschitzt und anschlieBend mit der "Rohsdaure" 84 geknipft. Als
Knipfungsreagenz diente in diesem Falle wieder BEP.

TBDMSO
|
5 o, o
H H
1.) Ha, Pd/C, MeOH AllocHN,,, N N N:QJ\N SN
2.) 84, BEP, DIPEA, : H L,
~30°C, DCM TBDMSO A

Schema 4.54: Knipfung des Epoxidierten Bausteins 74 zum Pentapeptid 80.

Fir die restlichen Schritte wurden die bereits bewdhrten Protokolle genutzt (s. Schema
4.55). Demnach wurde 91 mittels Palladiumacetat entschiitzt und mit der siebten
Aminosdure 71 zum linearen Precursor 92 gekuppelt. Dieser konnte in einer sehr guten
Ausbeute von 85 % erhalten werden. Die Macrolactamisierung lief mit diesem Substrat
wieder besser ab, sodass der Cyclus 93 in 59 %-iger Ausbeute Uber die drei Stufen erhalten
werden konnte. Die finale Entschiitzung zum Naturstoff erfolgte allerdings etwas schlechter
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ab als bei CycloC, allerdings konnte auf diese Weise Cyclomarin A in einer Menge von ca.
15 mg erstmals synthetisch erhalten werden.

TBDMSO

1.) 4 mol-% TPPTS, | c|>,

2 mol-% Pd(OAc),, H © H 9 [ | ©

5.0 Aq. Et,NH, AllocHN N, A\ NS N\_)J\N O
MeCN/H,0 I N -

2.) 71, EDC, HOB, TBDMSO
DCM

91

1.) NaOH, MeOH

2.) 4 mol-% TPPTS,

2 mol-% Pd(OAc),,

5.0 Aq. Et,NH,
MeCN/Puffer (pH6.4) o

1.) NH,4F, MeOH,
40°C, 18 h

" - CycloA
3.) 2.0 Aq. PyBOP, 2.) 1.0 Aq. TBAF, .
2.0 Aq. DIPEA, THF, 0°C, 30 min  °1%
DCM,c=1mM

Schema 4.55: Abschluss der Totalsynthese des Naturstoffs CycloA.

Mit dem Abschluss dieser Totalsynthese des dritten Vertreters der Cyclomarinfamilie
stand nun eindeutig fest, dass die entwickelten Methoden und Schutzgruppenstrategien gut
reproduzierbar und verlasslich sind. Das hier entwickelte Syntheseschema erlaubt nicht nur
den bisher schnellsten und selektivsten Zugang zu CycloC, sondern ist auch fiir die effiziente
Darstellung von weiteren Derivaten geeignet. Besonders hervorzuheben ist, dass samtliche
Reaktionen auch in einem sehr kleinen Malstab von 10-100 pMol AnsatzgroRe
reproduzierbar durchzufihren sind.

Analyse der'H-NMR-Spektren

Bei diesem Naturstoff wurden die NMR-Spektren mit der gesamten, vorhandenen
Menge (ca. 15 mg) gemessen (s. Abbildung 4.6). Es wurde auBerdem wasserfreies
Deuterochloroform als Losemittel benutzt. Aufgrund dessen treten beim Vergleich des
Spektrums mit dem im Original veroffentlichten Spektrum dieselben Unterschiede zu Tage,
die bereits im Falle von CycloC beobachtet und erklart wurden. Die beiden Spektren sind
identisch, bis auf die Signale des Hydroxyleucins bzw. der OH-Protonen.
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! =
'H NMR

cctrum of Cyclomarin A (1), S00 MHz, CDCl,

v
-

8.0
ppm (t1)
Abbildung 4.6: Vergleich der '"H-NMR-Spektren des isolierten Naturstoffs (oben) und des

synthetisierten (unten).

4.4 Biologische Evaluation

In einer ersten biologischen Testreihe wurden die beiden ersten fertiggestellten
Derivate, DeoxyC und CylcoC, in einem breiten Spektrum auf ihre Aktivitat untersucht.¥
Hierbei wurde eine moderate cytotoxischen Aktivitdt auf HCT-116 Zellen festgestellt. Die
ICso-Werte der Verbindungen beliefen sich auf 8.1 uM im Falle von DeoxyC und 10.5 uM bei
CycloC (s. Tabelle 4.9). Daraus lasst sich folgern, dass die Hydroxygruppe am Tryptophanteil
fir die cytotoxische Wirkung irrelevant ist. Das molekulare Target ist in diesem Fall, im
Gegensatz zu dem der antibiotischen Aktivitat, jedoch nicht bekannt.

In einer weiteren Testreihe wurden alle vier hergestellten Derivate auf ihre Aktivitat
gegeniiber MTB getestet.®*?) Dabei inhibierten alle Stoffe das Wachstum der Bakterien in
Konzentrationen im unteren mikromolaren Bereich. Der hochste Wert wurde bei CycloD
gemessen. Es inhibiert das Wachstum von MTB im Bereich von 8-32 uM. Eine mogliche

@ Die Cycotoxizitatstests wurden von Jennifer Herrmann im Arbeitskreis von Herrn Prof. Rolf Miller am
Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung an der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt.

© Die Tests zur antituberkulotischen Aktivitdt wurden von Marie Schneefeld am Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene an der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt.
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Erklarung fir die geringere Wirkung gegeniiber den anderen Naturstoffen konnte die
fehlende N-Methylgruppe sein. Beim Vergleich der *H-NMR-Spektren wurde bereits
vermutet, dass dieses Derivat durch die fehlende Gruppe konformativ weniger stabil ist, was
sich durch breitere Signale duflerte. Eine veranderte Konformation kdnnte entsprechend
auch zu einer schlechteren Bindung an das Targetenzym und somit einer geringeren Aktivitat
fihren. Die zur Inhibierung nétigen Konzentrationen der beiden Naturstoffe CycloA und
CycloC liegen in einem Bereich von unter 2 pM, was in etwa den Literaturwerten

entspricht.”?’!

Interessanterweise ist das vereinfachte Derivat DeoxyC bei der gleichen Konzentration
aktiv. Obwohl in der gezeigten Rontgenstruktur des Wirkstoff-Enzym-Komplexes eine
Bindung der relevanten Hydroxygruppe an das Enzym erkennbar ist (s. Abbildung 2.13),
scheint sie jedoch fiir die Substratbindung im Gesamten nicht erforderlich zu sein.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch eine erheblich vereinfachte Synthese ein
Derivat ohne Aktivitatsverlust erzeugt werden konnte. Dieser Schritt konnte ein wichtiger
Ausgangspunkt fir die Entwicklung von medizinisch anwendbaren Wirkstoffen sein.

Tabelle 4.9: Ubersicht iiber die biologische Aktivitit der hergestellen Endverbindungen.

Derivat ICso HCT-116 [uM]? MIC MTB [uM]
DeoxyC 8.1 <2
CycloC 10.5 <2
CycloD n.B. 8-32
CycloA n.B. <2

® Humane Darmkrebszellen; n.B. = nicht bestimmt.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Aligemeine Angaben

Losungsmittel und Chemikalien wurden vom zentralen Chemikalienlager der Universitat des
Saarlandes oder von gesonderten Herstellern (Sigma-Aldrich, Merck, Acros Organics oder
Alfa Aesar) bezogen.

Wasserfreie Losungsmittel wurden nach den Ublichen Verfahren absolutiert (THF und
Diethylether Uber Natrium, Dichlormethan Uber Calciumhydrid) bzw. in wasserfreiem
Zustand erworben (Methanol, Dichlormethan, Toluol, Acetonitril, Acros Organics) und unter
Schutzgasatmosphare gelagert. Versuche mit wasserfreien Losemitteln wurden grundsatzlich
in zuvor am Hochvakuum ausgeheizten Glasgeraten unter Stickstoff- oder Argonatmosphare
durchgeflhrt.

NMR-Spektren wurden mit einem 400 MHz-Gerat (Bruker AVIlI 400) und mit 500 MHz-
Geraten (Bruker DRX bzw. AV 500) aufgenommen. Als Losemittel wurden
Deuterochloroform oder Deuteromethanol verwendet. Die Kalibrierung wurde auf das
Lésemittel vorgenommen (CDClz: 8 = 7.26 bzw. 77.0, CD30D: o = 3.31 bzw. 49.0 ppm). Die
Auswertung erfolgte mittels MestReC Software der Firma Mestrelab Research. Bedeutung
der Abkirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, sh =
Signalhaufen, bs = breites Signal, sowie Kombinationen davon wie z. B. ddt = Dublett von
Dublett von Tripletts. Die chemischen Verschiebungen sind d-Werte und werden in ppm
(parts per million) angegeben. *C-Spektren wurden bei 100 MHz (AVII 400) bzw. 125 MHz
(Bruker DRX bzw. AV 500) aufgenommen, die Messungen erfolgten ‘H-breitbandentkoppelt.
Bedeutung der Abkiirzungen: s = Singulett (quartdres C-Atom), d = Dublett (CH-Gruppe), t =
Triplett (CH,-Gruppe), g = Quartett (CHs-Gruppe).

Schmelzpunkte wurden unkorrigiert in offenen Glaskapillaren mittels einer
Schmelzpunktbestimmungsapparatur MEL-TEMP |l der Firma Laboratory Devices gemessen.

Saulenchromatographie wurde mit nassgepackten Kieselgelsdulen mit Kieselgel (Kieselgel
60, 0.035-0.070 mm) der Firma Fluka durchgefiihrt.

Umkehrphasen-Flashchromatographie wurde an einem Reveleris Flash Chromatography
System der Firma Grace durchgefliihrt. Als Trennphase wurden 4.3 g RediSep Rf Cig-
Kieselgelsdauren der Firma Teledyne Isco oder 4.0 g Cis-Kieselgelsduren der Firma Telos
verwendet. Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor oder mittels Lichtbrechungsdetektor
(ELSD).
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Diinnschichtchromatographie wurde auf Kieselgel-PET Fertigfolien der Firma Fluka
durchgefiihrt. Detektion erfolge mittels UV-Lampe (4 = 245 nm), einer Kaliumpermanganat-,
einer Cer-Ammoniumsulfat- oder einer Ninhydrin-Tauchkammer.

Optische Drehwerte wurden mit einem Polarimeter der Firma PerkinElmer (Modell 341) in
einer 20 = 0.1 °C thermostatisierten 1 dm-Klvette gemessen. Als Strahlungsquelle diente

eine Natriumdampflampe (A = 589 nm). Die spezifische Rotation ([o(] E,O -Werte) wurde nach

Eingabe der Konzentration (c = g/10 mL) vom Messgerat berechnet.

Hochaufgeloste Massen (HRMS) von Proben mit einem Molekulargewicht von < 900 g/mol
wurden am organischen Institut der Universitat des Saarlandes von Herrn Rudolf Thomes an
einem Gerat der Firma Finnigan (Modell MAT 95Q) gemessen. Die Fragmentierung erfolgte
durch chemische lonisierung (Cl). Proben mit einem hoheren Molekulargewicht wurden am
Institut fir pharmazeutische Biotechnologie der Universitat des Saarlandes von Herrn Fabian
Panter an einem maXis 4G UHR-TOF-Massenspektrometer der Firma Bruker gemessen. Die
lonisierung erfolgte in diesem Fall mittels Elektrospray-lonisation (ESI).

Gaschromatographische Analysen wurden an einem Gaschromatograph GC 2010 der Firma
Shimadzu mit einer Chirasil-Dex-CB-Saule (25 m x 0.25 mm) der Firma Varian oder mit einer
DB5-Saule der Firma HP (25 m x 0.25 mm, fir GC-MS) gemessen. Des Weiteren wurde ein
Gaschromatograph Chrompack CP-3380 der Firma Varian mit einer Permabond®-L-Chirasil-
Val-Kapillarsdule der Firma Macherey-Nagel (25 m x 0.25 mm) verwendet. Als Tragergas
diente Stickstoff. Die Auswertung erfolgte mit der Software GC-Solution oder GC-MS-
Solution der Firma Shimadzu bzw. mit der Software Galaxie der Firma Varian.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) erfolgte an einem Gerdt der Firma
MerckHitachi (Modell LaChrom D-7000). Als chirale Trennphase diente eine Chiralcel OD-H
(250x4.6 mm) der Firma Daicel Chemical Industries. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des
MultiHSM-Managers der Firma Merck.

Praparative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (prap. HPLC) erfolgte ebenfalls an
einem Gerét der Firma Merck-Hitachi (Modell LaChrom D-7150). Als Trennphase wurde eine
Luna Cig-Sdule (100 x 10 mm, 5 um KorngroRe) der Firma Phenomenex verwendet. Die
Auswertung erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Multi-HSM-Managers.
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5.2 Synthese der Verbindungen

(S,E)-N-Boc-Glycin-(3-penten-2-yl)-ester (2)

Zu einer Lésung von 7.00 g (81.3 mmol) 3-Penten-2-ol (1) in 120 mL Vinylacetat wurden bei
Raumtemperatur 600 mg Novozym 435® (immobilisierte Lipase aus Candida antarctica)
gegeben und 24 h geschiittelt. Zum Reaktionsgemisch wurden 7.34 g (41.0 mmol) N-Boc-
Glycin, 9.06 g (44.0 mmol) DCC und 490 mg (4.00 mmol) DMAP gegeben. Nach erneutem
Rihren Uber Nacht wurde abfiltriert, das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und
der Rickstand saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE Gradient 85:15 — 8:2).
Es konnten 6.54 g (26.9 mmol, 33 %, >99 % ee) des Allylesters 2 als farbloses Ol erhalten
werden.

[DC: PE/EE = 8:2, Ri(2) = 0.31]

3
10 oINS
4 -
>E)L C
6. 0O
N

0]

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.30 (d, *J12 = 6.4 Hz, 1 H, 1-H), 1.44 (s, 9 H, 10-H), 1.68 (ddd,
*Js.4=6.5Hz, *J53 = 1.5 Hz, *J5, = 0.6 Hz, 3 H, 5-H), 3.84 (dd, %J77 = 18.5 Hz, *J; = 5.4 Hz, 1 H,
7-H), 3.89 (dd, %J;7 = 18.5 Hz, *J;yy = 5.5 Hz, 1 H, 7-H), 5.00 (bs, 1 H, NH), 5.36 (m, 1 H, 2-H),
5.46 (ddg, *J354=15.2 Hz, *J5,=7.0Hz, *J35=1.5Hz, 1 H, 3-H), 5.73 (dq, *Js3=15.2 Hz,
*Ja5 = 6.5Hz, 1 H, 4-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 17.2 (q, C-5), 20.3 (g, C-1), 28.3 (g, C-10), 72.5 (t, C-7), 78.4 (s,
C-9), 128.9 (d, C-4), 130.2 (d, C-3), 154.9 (s, C-8), 179.7 (s, C-6).

GC: Saule: WCOT Fused Silica, Cp-Cyclodextrin-B-236-M, Trennung im Gradientenprogramm:
To [3 min] = 130 °C, 0.8 °C/min bis 160 °C, 4.0 °C/min bis 200 °C, Injektor 250 °C, Detektor:
275 °C:

(S)-2: tg = 26.98 min,

(R)-2: tg = 29.17 min.

Optische Drehung: [a] SO =+15.6 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C12H2oNO, [M+H]* 244.1543 244.1560
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(2S,3R,E)-N-Boc-2-amino-3-methylhex-4-ensauremethylester (3)

Bereitung der Basenlésung: In einem Schlenkkolben wurden 3.58 mL (25.5 mmol)

Diisopropylamin in 10 mL abs. THF geldst und auf =40 °C gekihlt. Zur entstandenen Lésung
wurden langsam 15.4 mL (24.7 mmol) einer n-BulLi-Losung (1.6 M in Hexan) zugetropft. Nach
5 min Rihren bei dieser Temperatur, wurde das Kiihlbad entfernt und auf Raumtemperatur
erwarmt.

Bereitung der Substratlésung: In einem zweiten Schlenkkolben wurden 1.34 g (9.86 mmol)

ZnCl; am Hochvakuum ausgeheizt und nach Abkiihlen in 20 mL abs. THF gel6st. Dazu wurde
eine Losung von 2.00 g (8.22 mmol) des Allylesters 2 in 20 mL THF gegeben.

Reaktionsdurchfiihrung: Beide Losungen wurden auf —78 °C gekihlt und die Basenldsung bei

dieser Temperatur langsam zur Substratlosung Uberfiihrt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch langsam Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdarmt. Die Reaktion wurde
mit Et,0 verdiinnt und mit 1 N KHSO4-Losung abgequencht. Die wadssrige Phase wurde
dreimal mit Et,O extrahiert, die vereinten organischen Phasen lber Na,SO, getrocknet und
das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 15 mL DMF aufgenommen, auf 0 °C gekihlt und mit
1.54 mL (24.7 mmol) Methyliodid und 1.42 g (10.3 mmol) Kaliumcarbonat versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und mit EE verdinnt.
Das Gemisch wurde nacheinander mit Wasser (3 x), 5 %-iger Na,S,03-Losung, ges. NaHCOs-
Losung, 1 N KHSO4-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO,4
wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch gereiningt (Kieselgel, PE:EE 9:1). Es wurden 1.78 g (6.92 mmol,
84 %, 99 % ee, 98 % ds) des Methylesters als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE =9:1, Re(3) = 0.26]

(25,3R)-3

Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.01 (d, */s3 = 7.0 Hz, 3 H, 4-H), 1.43 (s, 9 H, 10-H), 1.65 (dd,
*J76 = 6.4 Hz, *J76 = 1.1 Hz, 3 H, 7-H), 2.53 (m, 1 H, 3-H), 3.70 (s, 3 H, 11-H), 4.22 (dd, *Jonn =
8.5 Hz, ®/,5=5.5 Hz, 1 H, 2-H), 4.98 (d, *Jxu2 = 8.5 Hz, 1 H, NH), 5.28 (ddq, *Js6 = 15.2 Hz,
*Js3=8.1Hz, *Js;= 1.3 Hz, 1 H, 5-H), 5.49 (dqd, *Jg5= 15.2 Hz, *Js 7 = 6.4 Hz, *Jg3= 0.5 Hz, 1 H,
6-H).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 16.4 (g, C-4), 17.9 (q, C-7), 28.3 (g, C-10), 40.0 (d, C-3), 51.9
(g, C-11), 57.8 (d, C-2), 79.8 (s, C-9), 126.9 (d, C-6), 131.2 (d, C-5), 155.4 (s, C-8), 172.4 (s,
Cc-1).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale)
"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 4.05 (bs, 1 H, 2-H), 4.69 (bs, 1 H, NH).
(25,35)-3 (ausgewahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.05 (bs, /33 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H), 2.67 (m, 1 H, 3-H), 3.71 (s,
3 H, 11-H), 4.90 (d, */xi2 = 8.6 Hz, 1 H, NH).

GC: Saule: Chirasil-Dex-CB, Trennung im Gradientenprogramm: T [15 min] = 80 °C,
1.0 °C/min bis 120 °C, 10.0 °C/min bis 180 °C, Injektor 250 °C, Detektor: 275 °C:
(25,35)-3: tg = 49.97 min,

(2R,35)-3: tg = 50.57min,
(25,3R)-3: tg = 51.86 min.

Optische Drehung: [a] goz +23.1° (c =1.0, CHCls)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H24NO, [M+H]* 258.1700 258.1697

(2S,3R)-N-Boc-2-amino-3,5-dimethylhex-4-ensduremethylester (5)

167 mg (649 pumol) des Esters 3 wurden in 8 mL abs. DCM geldst und auf =78 °C gekiihlt.
Mittels eines Ozon-Generators wurde solange Ozon eingeleitet, bis sich eine Blaufarbung
einstellte. Der Uberschuss an Ozon wurde durch Einstellung eines Stickstoffflusses entfernt
und 170 mg (649 umol) fein gepulvertes Triphenylphosphin wurden zugesetzt. Nach 10 min
Rihren bei —78 °C wurde das Kiihlbad entfernt, das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur
erwdarmt und anschlieBend am Rotionsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde in 5 mL
abs. THF aufgenommen und auf —78 °C gekiihlt.

Eine Losung aus 378 mg (1.5 mmol) des Sulfons 6 in 5 mL abs THF wurde auf —78 °C gekihlt
und 1.5 mL (1.50 mmol) einer LHMDS-Losung (1 M in THF) langsam zugetropft. Nach 30 min
Rihren bei dieser Temperatur wurde die Aldehyd-Lésung mittels einer Transferkandle in
diese Losung Uberfihrt. Nach 30 min Rihren bei dieser Temperatur wurde das Gemisch mit
Diethylether verdiinnt, mit Wasser versetzt und auf Raumtemperatur erwarmt. Zur
Aufarbeitung wurde die wassrige Phase dreimal mit Diethylether extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen nacheinander mit 1 N KHSO4-Losung und ges. NaCl-Lésung
gewaschen. Nach Trocknen lber Na,SO, wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand sdulenchromatografisch (Kieselgel, PE:EE 9:1) gereinigt. Es
wurden 103 mg (380 umol, 59 %, 95 % ds) des Esters 5 als farbloses Ol erhalten.
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[DC: PE/EE =9:1, Re(5) = 0.30]

(2S,3R)-5
Hauptrotamer

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.01 (d, *Js5 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H), 1.46 (s, 9 H, 11-H), 1.64 (d,
*Jss = 1.2 Hz, 3 H, 8-H), 1.72 (d, “J75 = 1.2 Hz, 3 H, 7-H), 2.83 (m, 1 H, 3-H), 3.73 (s, 3 H, 12-H),
4.21 (dd, *Jonn = 9.0 Hz, *Jo3 = 5.9 Hz, 1 H, 2-H), 4.93 (d, *Js5=9.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.02 (d,
*Jun,2 = 9.0 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 17.2 (g, C-4), 17.9 (q, C-8), 25.9 (q, C-7), 28.3 (g, C-11), 35.6
(d, C-3), 51.8 (g, C-12), 58.0 (d, C-2), 79.7 (s, C-10), 124.7 (d, C-5), 133.9 (s, C-6), 155.3 (s,
C-9), 172.5 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale)

"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 4.06 (bs, 1 H, 2-H), 4.71 (bs, 1 H, NH).
(2S,35)-5 (ausgewahlte Signale)

"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1.64 (s, 3 H, 8-H), 1.71 (s, 3 H, 7-H).

Optische Drehung: [a] SO =+17.3° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C14H26NO,4 [M+H]" 272.1856 272.1862

rac-N-TFA-4-dehydroleucin-tert-butylester, rac-N-TFA-4-dehydroleucin (rac-7)

In einem Schlenkkolben wurden 4.00 g (17.6 mmol) N-TFA-Glycin-tert-butylester in 50 mL
abs. THF gelost und auf =78 °C geklhlt. AnschlieBend wurden 44.0 mL (44.0 mmol) einer
LHMDS-Losung (1 M in THF) langsam zugetropft. Nach 10 min Rihren bei dieser Temperatur
wurde eine Losung aus 2.88 g (21.1 mmol) ZnCl,, welches vorher am Hochvakuum
ausgeheizt wurde, in 10 mL abs. THF langsam zugegeben. In einem zweiten Schlenkkolben
wurde eine Losung aus 2.54 g (17.6 mmol) Methyl-(2-methylallyl)-carbonat in 30 mL THF mit
64.0 mg (176 umol) [Pd(allyl)Cl)]; und 250 mg (0.95 mmol) Triphenylphosphin versetzt.
AnschlieBend wurde die entstandene Losung auf —78 °C gekihlt und mittels einer
Transferkaniile langsam zur Substratlosung getropft. Die Reaktionsmischung wurde tber
Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und nach Verdiinnen mit Et,0 mit 1 N KHSO,4-Lésung
hydrolysiert. Nach dreimaliger Extraktion mit Et,0O wurden die vereinigten organischen
Phasen Uber Na,SO,4 getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
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sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 95:5) wurden 4.69 g (16.7 mmol,
95 %) rac-N-TFA-4-dehydroleucin-tert-butylester als farbloser Feststoff erhalten.

[DC: PE/EE = 9:1, Rf = 0.30]

O 34>,
8 9
F30)7]\H N Oj<1o
0

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.47 (s, 9 H, 10-H), 1.76 (s, 3 H, 6-H), 2.45 (dd, %55 = 14.0 Hz,
*J32 = 7.6 Hz, 1 H, 3-H), 2.60 (dd, *J53 = 14.0 Hz, *J3, = 5.9 Hz, 1 H, 3-H), 4.58 (m, 1 H, 2-H),
4.75 (s, 1 H, 5-H), 4.87 (s, 1 H, 5-H), 6.82 (bs, 1 H, NH).

BC.NMR (100 MHz, CDCl5): 6 = 21.9, (q, C-6), 27.9 (q, C-10), 40.3 (t, C-3), 51.3 (d, C-2), 83.4
(s, C-9), 115.3 (t, C-5), 115.6 (q, Jgr = 287.8 Hz, C-8), 139.8 (s, C-4), 156.6 (q, J7¢ = 37.4 Hz,
C-7), 169.7 (s, C-1).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C12H19F3NO3 [M+H]" 282.1312 282.1324

Eine Losung aus 1.00 g (3.56 mmol) rac-N-TFA-4-dehydroleucin-tert-butylester in 3 mL abs.
DCM wurde bei Raumtemperatur mit 3 mL TFA versetzt und bis zum vollstandigen Umsatz
(DC-Kontrolle) geruhrt. Nach vollstandiger Reaktion wurde das Losemittel am Vakuum
entfernt. Es wurden 801 mg (3.56 mmol, quant.) der Siure rac-7 als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 9:1, Re(rac-7) = 0.30]

O 34
8 H
FSC)7]\H21O
(@]

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.75 (s, 3 H, 6-H), 2.51 (dd, %33 = 14.2 Hz, *J3, = 9.0 Hz, 1 H,
3-H), 2.70 (dd, %53 = 14.3 Hz, ®J3, = 5.0 Hz, 1 H, 3-H), 4.71 (m, 1 H, 2-H), 4.80 (s, 1 H, 5-H),
4.92 (s, 1 H, 5-H), 6.03 (d, *Juu2 = 7.7 Hz, 1 H, NH), 10.15 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 21.5 (g, C-6), 39.5 (t, C-3), 50.6 (d, C-2), 115.5 (q, Jgr =
287.2 Hz, C-8), 115.7 (t, C-5), 139.1 (s, C-4), 157.4 (q, J7r = 38.1 Hz, C-7), 174.2 (s, C-1).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

CgH11F3sNO3 [M+H]" 226.0686 226.0643
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N-Acetyl-glycin-(2-methallyl)-ester (9)

Zu einer Suspension aus 10.5 g (89.8) N-Acetyl-glycin und 6.30 mL (74.8 mmol)
Methallylalkohol in 500 mL THF wurden bei Raumtemperatur 9.16 g (75.0 mmol) DMAP und
18.6 g (90.0 mmol) DCC gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 18 h zum Ruckfluss
erhitzt. Im Anschluss wurde der Riickstand am Rotationsverdampfer auf ca. die Hailfte
eingeengt und der ausgefallene Feststoff nach Abkiihlen abgesaugt. Das Filtrat wurde am
Rotationsverdampfer vollstandig eingeengt und in 20 mL DCM aufgenommen. Nach
Waschen mit 1 N KHSO4-L6sung wurde lber Na,SO4 getrocknet. Auf diese Weise wurden
11.2 g (48.9 mmol, 65 %) des Esters als farbloser Feststoff erhalten.

[DC: EE, R#(9) = 0.25]

7
0
3
1);\”/\(@(0%8

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): & = 1.76 (s, 3 H, 8-H), 2.00 (s, 3 H, 1-H), 3.97 (s, 2 H, 3-H), 4.57
(s, 2 H, 5-H), 4.93 (m, 1 H, 7-H), 4.98 (m, 1 H, 7-H).

13C_NMR (100 MHz, MeOD-d,): & = 19.5 (g, C-8), 22.3 (g, C-1), 42.1 (t, C-3), 69.3 (t, C-5),
113.5 (t, C-7), 141.3 (s, C-6), 171.1 (s, C-4), 173.9 (s, C-1).

Schmelzbereich: 95-98 °C

rac-N-Acetyl-4-dehydroleucin (rac-10)

Bereitung der Basenlésung: In einem Schlenkkolben wurden 7.00 mL (49.8 mmol)

Diisopropylamin in 40 mL abs. THF geldst und auf =40 °C gekihlt. Zur entstandenen Lésung
wurden langsam 31.1 mL (49.8 mmol) einer n-BulLi-Lésung (1.6 M in Hexan) zugetropft. Nach
5 min Rihren bei dieser Temperatur wurde das Kiihlbad entfernt und auf Raumtemperatur

erwarmt.

Bereitung der Substratlésung: In einem zweiten Schlenkkolben wurden 3.26 g (23.9 mmol)

ZnCl; am Hochvakuum ausgeheizt und nach Abkiihlen in 40 mL abs. THF gel6st. Dazu wurde
eine Losung aus 2.85 g (16.6 mmol) N-Acetylglycin-(2-methylallyl)-ester (9) in 40 mL THF
gegeben.

Reaktionsdurchfiihrung: Beide Losungen wurden auf —78 °C gekihlt und die Basenl6sung bei

dieser Temperatur langsam zur Substratlosung Uberfiihrt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch langsam Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdarmt. Nach Verdiinnen mit
Et,0 verdiinnt wurde dem Gemisch 1 N KHSO,4-Losung zugesetzt. Die wassrige Phase wurde
mit NaCl gesattigt und dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden (ber Na,SO, getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer
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entfernt. Der Riickstand wurde nacheinander mit einem Chloroform-Pentan-Gemisch (3:1)
und zweimal mit Pentan gewaschen. Die so erhaltene Saure rac-10 (2.51 g, 14.7 mmol, 89 %)
bedurfte keiner weiteren Reinigung.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,): § = 1.76 (s, 3 H, 6-H), 1.96 (s, 3 H, 8-H), 2.38 (dd, *J33 =
14.3 Hz, *J3,=10.0 Hz, 1 H, 3-H), 2.58 (dd, %J53 = 14.3 Hz, *J5, = 4.9 Hz, 1 H, 3-H), 4.58 (dd,
3J,3=10.0 Hz, *J53 = 4.9 Hz, 1 H, 2-H), 4.78 (s, 1 H, 5-H), 4.83 (s, 1 H, 5-H).

3C_NMR (100 MHz, MeOD-d,): 8§ = 22.0 (g, C-6), 22.3 (g, C-8), 40.9 (t, C-3), 52.1 (d, C-2),
114.1 (d, C-5), 142.4 (s, C-4), 173.3 (s, C-7), 175.3 (s, C-1).

Schmelzbereich: 124-128 °C
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CgHq13NO3 [M]* 171.0895 171.0900

(R)-N-Acetyl-4-dehydroleucinmethylester [(R)-12], (S)-N-Boc-4-
dehydroleucinmethylester [(S)-13]

In 100 mL Wasser wurden 2.41 g (14.6 mmol) des racemischen N-Acetyl-4-dehydroleucins
rac-10 suspendiert und mittels eines pH-Staten (0.1 M NaOH) ein pH-Wert von 6.8-7.0
eingestellt. AnschlieBend wurden 73 mg Acylase | (isolierte Aminoacylase EC 3.5.1.14 aus
Schweinenieren) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 48 h bei RT geriihrt, wobei der
pH-Wert stets zwischen 6.5 und 7.0 gehalten wurde. AnschlieRend wurde der
Reaktionslosung 50 mL Dioxan, 2.10 g (25.0 mmol) NaHCOs; und 4.37 g (20.0 mmol)
Di-tert-butyldicarbonat zugesetzt. Nach erneutem Riihren Uber Nacht wurde die wassrige
Phase vorsichtig mit 1 N KHSO4-Losung angesaduert und dreimal mit EE extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet und das Losemittel am
Rotationsverdampfer entfernt.

Der Riickstand wurde in 20 mL DMF aufgenommen und bei 0 °C mit 2.52 g (18.3 mmol)
K,CO3 und 3.74 mL (60.2 mmol) Mel versetzt. Die Reaktion wurde unter Rihren Gber Nacht
auf RT erwdrmt und nach vollstdndigem Umsatz (DC-Kontrolle) mit EE verdiinnt. Es wurde
nacheinander mit 1 N KHSO4-Losung, ges. NaHCOs-Losung, 5 %-iger NaS,0s-Losung, Wasser
und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen liber Na,SO4 wurde das Losemittel
am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdaulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, PE:EE 8:2 — EE). Es wurden 1.53 mg (6.28 mmol, 43 %, 98 % ee) des N-Boc-(S)-
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dehydroleucinmethylesters [(S)-13] als farbloses Ol, und 1.21 g (6.54 mmol, 45 %, 97 % ee)
des N-Acetyl-(R)-dehydroleucinmethylesters [(R)-12] als farbloses Harz erhalten.

{DC: EE, Rf[(S)-13] = 0.65}

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.43 (s, 9 H, 9-H), 1.74 (s, 3 H, 6-H), 2.36 (dd, “J33 = 13.8 Hz,
*J32 = 8.4 Hz, 1 H, 3-H), 2.51 (dd, %33 = 13.8 Hz, *J3, = 5.5 Hz, 1 H, 3-H), 3.73 (s, 3 H, 10-H),
4.40 (m, 1 H, 2-H), 4.75 (s, 1 H, 5-H), 4.85 (s, 1 H, 5-H), 4.93 (d, *Jyy,2 = 6.8 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 21.8 (g, C-6), 28.2 (q, C-9), 40.7 (t, C-3), 51.8 (d, C-2), 52.1 (q,
C-10), 79.8 (s, C-8), 114.4 (d, C-5), 140.5 (s, C-4), 155.2 (s, C-7), 173.0 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale):
"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 4.21 (bs, 1 H, 2-H), 4.62 (bs, 1 H, NH).

GC: Saule: Chirasil-Dex-CB, Trennung im Gradientenprogramm: Ty [0 min] = 105 °C,
1.0 °C/min bis 150 °C, 20.0 °C/min bis 180 °C, Injektor 250 °C, Detektor: 275 °C:
(R)-13: tg = 16.55 min,

(S)-13: tg = 17.31 min.

Optische Drehung: [0] 2 = +9.6 ° (c = 1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C12H2oNO; [M+H]* 244.1543 244.1547

{DC: EE, Rf[(R)-12] = 0.37}

3
O 4>
S)J\N\"z 1 0\9
H
O

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 6 = 1.73 (s, 3 H, 6-H), 2.00 (s, 3 H, 8-H), 2.38 (dd, *J5, = 8.2 Hz,
?J33=13.9 Hz, 1 H, 3-H), 2.54 (dd, *J3, = 5.5 Hz, %J33 = 13.9 Hz, 1 H, 3-H), 3.73 (s, 3 H, 10-H),
4.40 (ddd, *J53= 8.2 Hz, *Jynn = *J23 = 5.5 Hz, 1 H, 2-H), 4.74 (m, 1 H, 5-H), 4.85 (m, 1 H, 5-H),
5.90 (d, *Jyn,2 = 5.5 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 21.7 (g, C-6), 22.8 (q, C-8), 40.4 (t, C-3), 50.5 (g, C-9), 52.2 (d,
C-2), 114.3 (d, C-5), 140.4 (s, C-4), 169.8 (s, C-7), 172.8 (s, C-1).
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GC: Saule: Chirasil-Dex-CB: To [20 min] = 120 °C, 20.0 °C/min bis 180 °C, 180 °C fiir 5 min,
Injektor 250 °C, Detektor: 275 °C:
(R)-12: tg = 8.87 min,

(5)-12: tg = 9.95 min.

Optische Drehung: [0] 2 =—22.6 ° (c = 1.0, CHCl5)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CoH16NO3 [M+H]* 186.1125 186.1129

N-Boc-glycin-(2-methylallyl)-ester, rac-N-Boc-4-dehydroleucinmethylester
(rac-13)

Zu einer Losung aus 4.38 g (25.0 mmol) N-Boc-glycin und 2.30 mL (27.5 mmol)
Methallylalkohol in 200 mL Et,0 wurden bei 0 °C 305 mg (2.50 mmol) DMAP und 6.19 g
(30.0 mmol) DCC gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde lber Nacht auf Raumtemperatur
erwarmt und anschlieBend am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach Abfiltrieren des
ausgefallenen Feststoffs wurde das Filtrat nacheinander mit 1 N KHSO4-L&sung, ges.
NaHCOs3-Loésung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen (ber Na,SO; und
Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Riickstand saulen-
chromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 8:2). Es wurden 5.56 g (24.3 mmol, 97 %) N-
Boc-glycin-(2-methylallyl)-ester als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R¢ = 0.21]
8
>L )Ol\
1 512 5 O\Jk
073 ”ﬁr ™

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.44 (s, 9 H, 1-H), 1.74 (s, 3 H, 9-H), 3.94 (d, /s nn = 4.8 Hz,

2 H, 4-H), 4.55 (s, 2 H, 6-H), 4.93 (s, 1 H, 8-H), 4.97 (s, 1 H, 8-H), 5.04 (bs, 1 H, NH).

3C.NMR (100 MHz, CDCls): & = 19.4 (g, C-9), 28.3 (q, C-1), 42.4 (t, C-4), 68.4 (t, C-6), 79.9 (s,
C-2), 113.5 (t, C-8), 139.3 (s, C-7), 155.7 (s, C-3), 170.1 (s, C-5).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C11H20NO4 [M+H]* 230.1387 230.1391

Analog zur Synthese von 3 wurden 3.00 g (13.1 mmol) N-Boc-glycin-(2-methylallyl)-ester mit
2.14 g (15.7 mmol) ZnCl,, 5.52 mL (39.3 mmol) DIPA und 24.6 mL (39.3 mmol) n-Buli (1.6 M)
in insgesamt 70 mL THF umgelagert und aufgearbeitet. Im Anschluss wurde die erhaltene
Sdure mit 2.26 g (16.4 mmol) K,COs und 3.30 mL (52.4 mmol) Mel in 20 mL abs. DMF
verestert. Nach saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 8:2) wurden 2.25 g
(9.25 mmol, 71 %) rac-13 als farbloses Harz erhalten.
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Die spektroskopischen Daten stimmten mit denen von (S)-13 Uberein.

[DC: EE, R¢(rac-13) = 0.65]

(2S,4R/S)-N-Boc-5-hydroxyleucinmethylester [(S)-14a]

Zu einer Losung aus 500 mg (2.06 mmol) des Dehydroleucins (S)-13 in 10 mL THF wurden bei
0 °C 412 pL (206 pumol) einer 9-BBN-Losung (0.5 M in THF) langsam zugetropft. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde dem Reaktionsgemisch 2 mL 30 %-ige H,0,-
Losung und 2 mL einer Pufferlosung (pH 7) zugesetzt. Nach Rihren lber Nacht wurde das
Gemisch mit ges. Na,S303-Losung verdinnt und anschlieBend dreimal mit EE extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber Na,SO4
getrocknet und das Losemittel am  Rotationsverdampfer entfernt. Saulen-
chromatographische Reinigung des Riickstandes (Kieselgel, PE:EE 1:1) lieferte 283 mg
[1.08 mmol, 53 %, dr (NMR) = 3:1] des Alkohols als farbloses Harz.

{DC: PE/EE = 1:1, Re[(2S,45)-14a] = 0.28, Re[(2S5,4S)-14a] = 0.29}
HO

(2S,45)-14a:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.97 (d, *Jg4= 6.7 Hz, 3 H, 6-H), 1.43 (s, 9 H, 9-H), 1.59 (m, 1 H,
4-H), 1.75 (m, 2 H, 3-H), 1.97 (bs, 1 H, OH), 3.43 (dd, *Js5 = 10.6 Hz, *Js4 = 6.2 Hz, 1 H, 5-H),
3.57 (dd, ’Js5 = 10.6 Hz, *J5 4 = 4.9 Hz, 1 H, 5-H), 3.73 (s, 3 H, 10-H), 4.33 (m, 1 H, 2-H), 5.13 (d,
*Jun,2 = 7.0 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 17.1 (q, C-6), 20.6 (d, C-4), 28.3 (q, C-9), 36.3 (t, C-3), 49.9 (d,
C-2), 51.8 (g, C-10), 71.9 (t, C-5), 79.9 (s, C-8), 155.4 (s, C-7), 173.0 (s, C-1).

Optische Drehung [(25,45)-14a):  [a] 2° = +15.7 ° (c = 1.0, CHCl5)
(25,45)-14a (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.89 (m, 2 H, 3-H), 4.45 (m, 1 H, 2-H), 5.25 (d, 3/yy» = 6.0 Hz,
1 H, NH).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C12H2sNOs [M+H]* 262.1649 262.1637
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(35,55)-3-Boc-amino-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-on (15)

Zu einer Losung aus 94 mg (360 pumol) des Alkohols 14a (dr = 3:1) in 3 mL MeOH wurden bei
0 °C 380 pL (380 umol) einer NaOH-Lésung (1 M in Wasser) gegeben und Uber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt. Das Losemittel wurde am Vakuum entfernt und der Riickstand
mit 1 N KHSO4-L6sung bis zur sauren Reaktion versetzt. Das Gemisch wurde mit EE verdiinnt
und mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen (ber Na,SO; wurde das Losemittel am
Rorationsverdampfer entfernt und der Rickstand in 3 mL Toluol aufgenommen.
AnschlieRend wurden 6.0 mg (36 umol) Toluolsulfonsdure zugesetzt und das Gemisch bis
zum vollstandigen Umsatz zum Riickfluss erhitzt. Es wurde mit EE verdinnt und
nacheinander mit 1 N KHSO4-Losung, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen.
Nacht Trocknen (iber Na,SO; wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und
der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 1:1). Auf diese Weise
konnten 17 mg (74 umol, 21 %) des Hauptdiastereomers neben 15 mg (66 umol, 18 %) einer
Mischfraktion (dr = 6:4 zugunsten des Hauptdiastereomers) erhalten werden.

{DC: PE/EE = 1:1, Re[(2S,4S5)-15] = 0.38, Re[(25,45)-15] = 0.37}

(25,45)-15:

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 = 1.04 (d, *Js4 = 6.9 Hz, 3 H, 6-H), 1.33 (m, 1 H, 3-H), 1.44 (s, 9 H,
9-H), 2.27 (m, 1 H, 4-H), 2.60 (m, 1 H, 3-H), 3.98 (dd, %ss = 11.4 Hz,%Js4 = 6.9 Hz, 1 H, 5-H),
4.25 (m, 1 H, 2-H), 4.37 (ddd, *J55 = 11.4 Hz,%J54 = 4.8 Hz, *Js3 = 1.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.32 (bs,
1 H, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 18.3 (q, C-6), 27.7 (s, C-4), 28.3 (g, C-9), 35.1 (t, C-3), 49.9 (d,
C-2), 74.1 (t, C-5), 80.2 (s, C-8), 155.4 (s, C-7), 171.8 (s, C-1).

(2S,4R)-15 (aussgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.06 (d, *Je4 = 6.9 Hz, 3 H, 6-H), 1.78 (m, 1 H, 3-H), 4.24 (dd,
?Js5=11.4 Hz,Js 4 = 5.5 Hz, 1 H, 5-H), 4.46 (m, 1 H, 2-H).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C11H20NO4 [M+H]" 230.1387 230.1393

(2)-N-Acetyl-2-dehydroleucin (17)

Analog zur Synthese von 20b wurden 220 pL (2.40 mmol) iso-Butyraldehyd mit 478 mg (2.00
mmol) des Glycin-Horner-Reagenzes 16b und 250 pL (2.00 mmol) TMG in 16 mL abs. THF
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umgesetzt und aufgearbeitet. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE
3:7) wurden 257 mg (1.50 mmol, 75 %, 93 % Z) der ungesattigten Aminosdure 17 als

farbloses Ol erhalten. Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur iberein.2Y

[DC: EE, Rf(17) = 0.32]

(S)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpropansauremethylester (19)

Der sillylierte Ester (19) wurde gemal’ eines Literaturprotokolls, ausgehend von kommerziell
erhaltlichem (S)-2-Methyl-3-hydroxypropansauremethylester (B9, 3.00 g, 25.4 mmol), 1.82 g
(26.7 mmol) Imidazol und 4.02 g (26.7 mmol) TBDMSCI synthetisiert.[m] Es wurden 5.28 g
(24.9 mmol, 98 %) des geschiitzten Esters 19 als farbloses Ol erhalten. Die spektroskopischen
Daten stimmten mit der Literatur Giberein.

[DC: PE/EE = 95:5, Rf(19) = 0.38]

Optische Drehung: [] 2’ =-19.9 ° (c = 1.0, CHCl3),

Ref.'? [a] 2 = —21.5 ° (¢ = 1.0, CHCl3).

(4R,Z)-N-Cbz-2-Amino-4-methyl-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-pent-2-ensdu-
remethylester (20b)

Zu einer Losung von 232 mg (1.00 mmol) des Esters 19 in 10 mL abs. DCM wurden bei —78 °C
1.00 mL (1.00 mmol) einer DIBAL-H Losung (1 M in Hexan) innerhalb von 30 min zugegeben.
Es wurde eine Stunde bei dieser Temperatur geriihrt und nach vollstdandigem Umsatz (DC-
Kontrolle) jeweils einige mL Methanol und 10 %-ige Na-/K-Tartrat-Losung zugegeben.
Nachdem sich zwei klare Phasen gebildet hatten, wurde die wassrige Phase dreimal mit DCM
extrahiert und die vereinten organischen Phasen nacheinander mit 1 M KHSO4-Lésung und
ges. NaHCOs-Losung gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO; wurde das Losemittel
vorsichtig am Rotationsverdampfer entfernt.

Zu 364 mg (1.10 mmol) des Glycin-Horner-Reagenzes 16b in 5 mL abs. THF wurden bei —
78°C 132 pL (1.05 mmol) Tetramethylguanidin gegeben und fir 10 min bei dieser
Temperatur gerihrt. AnschlieBend wurde eine Losung des Aldehyds in 5 mL abs. THF
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langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde tGber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt,
mit Diethylether verdiinnt und mit Wasser versetzt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit
Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen liber Na,SO,4 getrocknet. Das
Losemittel wurde am Vakuum entfernt und der Riickstand sdaulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, PE:EE 8:2). Es wurden 254 mg (714 mmol, 71%, 90 % Z) der
ungesattigten Aminosaure als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(20b) = 0.26]

(2)-20b

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 0.03 (s, 3 H, 13-H), 0.05 (s, 3 H, 13-H'), 0.88 (s, 9 H, 15-H), 1.00
(d, *J11.10 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H), 2.80 (m, 1 H, 10-H), 3.42 (dd, *J1212= *J1210 = 9.4 Hz, 1 H, 12-H),
3.64 (dd, %J1212= 9.4 Hz, *J15 10 = 4.8 Hz, 1 H, 12-H), 3.73 (bs, 3 H, 16-H), 5.11 (d, *Js5= 12.3 Hz,
1H,5-H), 5.16 (d, 2Js 5= 12.3 Hz, 1 H, 5-H), 6.20 (d, *J195= 9.4 Hz, 1 H, 9-H), 7.04 (bs, 1 H, NH),
7.28-7.36 (sh, 5 H, 1-H, 2-H, 3-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = —5.6 (g, C-13), 5.6 (g, C-13'), 15.8 (q, C-11), 18.2 (s, C-14),
25.8 (g, C-15), 35.1 (d, C-10), 52.1 (q, C-16), 67.1 (t, C-5), 68.4 (t, C-12), 127.9 (d, C-3), 128.0
(d, C-1), 128.4 (d, C-2), 136.1 (s, C-8), 137.0 (d, C-9), 137.0 (s, C-4), 154.2 (s, C-6), 164.9 (s,
C-7).

(E)-20b (ausgewdhlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.07 (s, 3 H, 13-H), 0.09 (s, 3 H, 13-H'), 0.84 (d, 3111,10 =6.9 Hz,
3 H, 11-H), 0.90 (s, 9 H, 15-H), 1.93 (m, 1 H, 10-H), 3.56 (m, 2 H, 12-H).

3Cc-NMR (100 MHz, CDCls): & = —5.6 (g, C-13), -3.7 (q, C-13'), 13.0 (g, C-11), 25.6 (g, C-15),
37.0 (d, C-10), 68.1 (t, C-5), 68.5 (t, C-12).

Optische Drehung: [a] SO =—65.3 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C,1H34NOsSi [M+H]" 408.2201 408.2207
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(25,4R)-N-Cbz-4-methyl-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-leucinmethylester
(21b)

Zu einer Losung von 209 mg (513 pmol) der ungesattigten Aminosaure 20b in 2 mL
wasserfreiem, entgastem DCM wurde unter Argonatmosphédre eine Losung aus 4.0 mg
(0.01 mmol) [Rh(COD)BF,4] und 7.0 mg (0.02 mmol) (R)-MONOPHOS® in 5 mL wasserfreiem,
entgastem DCM gegeben. Das erhaltene Reaktionsgemisch wurde in einen Autoklaven
gegeben und unter 20 bar H,-Atmosphdre 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der
Rickstand direkt sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 9:1). Es wurden
175 mg (478 umol, 83 %, 95 % ds, 98 % ee) des Aminosdureesters 21b als farbloses Harz
erhalten. Zur GC-Analyse wurde die Cbz-Gruppe mittels Standardmethoden im analytischen
Malstab in eine Acetatgruppe umgewandelt.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(21b) = 0.25]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.03 (s, 3 H, 13-H), 0.04 (s, 3 H, 13-H'), 0.88 (s, 9 H, 15-H), 0.91
(d, 1110 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H), 1.57 (m, 1 H, 9-H), 1.72 (m, 1 H, 10-H), 1.90 (m, 1 H, 9-H), 3.38
(dd, %J1212= 10.0 Hz, *J1210 = 6.1 Hz, 1 H, 12-H), 3.64 (dd, *J1512= 10.0 Hz, *J1210 = 5.0 Hz, 1 H,
12-H), 3.73 (s, 3 H, 16-H), 4.39 (dt, *Jsnu = 7.8 Hz, *Jg9 = 5.4 Hz, 1 H, 8-H), 5.08 (d, %5 5= 12.3
Hz, 1 H, 5-H), 5.11 (d, Js,5= 12.3 Hz, 1 H, 5-H), 5.68 (d, *Juis = 7.8 Hz, 1 H, NH), 7.28-7.37 (sh,
5H, 1-H, 2-H, 3-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = —5.5 (q, C-13), 5.5 (q, C-13'), 17.4 (g, C-11), 18.2 (s, C-14),
25.8 (g, C-15), 32.3 (d, C-10), 36.0 (t, C-9), 52.1 (q, C-16), 52.3 (d, C-8), 66.8 (t, C-5), 67.1 (t,
C-12), 128.0 (d, C-3), 128.1 (d, C-1), 128.4 (d, C-2), 136.3 (s, C-4), 155.9 (s, C-6), 173.2 (s, C-7).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =3.63 (s, 3 H, 16-H), 4.30 (bs, 1 H, 8-H), 5.33 (bs, 1 H, NH).

GC: Saule: Chirasil-Dex-CB, Trennung im Gradientenprogramm: Ty, [0 min] = 110 °C,
2.0 °C/min bis 180 °C, Injektor 250 °C, Detektor: 275 °C:
N-Acetyl-(2S,45)-21a: tg = 30.36 min,

N-Acetyl-(2R,4R)-21a: tg = 32.15 min,
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N-Acetyl-(2S,4R)-21a: tg = 33.73 min.

Optische Drehung: [o] SO =-6.3 ° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C,1H36NOsSi [M+H]* 410.2357 410.2363

(25,4R)-N-Cbz-4-methyl-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-leucin (22)

Zu einer Lésung von 110 mg (270 umol) des Methylesters 21b wurden bei 0 °C 300 puL
(300 mmol) 1 M NaOH gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde (iber Nacht auf Raum-
temperatur gebracht und nach vollstindigem Umsatz am Rotationsverdampfer eingeengt.
Der Rickstand wurde in Wasser aufgenommen und mit DCM gewaschen. AnschlieRend
wurde die wassrige Phase mit 1 N KHSO4-Losung angesduert und dreimal mit DCM
extrahiert. Die so erhaltenen organischen Phasen wurden vereint, (iber Na,SO,4 getrocknet
und das Losemittel am Vakuum entfernt. Es wurden 106 mg (270 pumol, quant.) der Sdure
erhalten, welche ohne weitere Reinigung umgesetzt wurde.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(22) = 0.27]

|
14 Si’\O 5 10 9
13 8
i H/’l\ 7 _OH
6
o "o ©

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.04 (s, 3 H, 13-H), 0.05 (s, 3 H, 13-H'), 0.88 (s, 9 H, 15-H), 0.93
(d, *J1110 = 6.7 Hz, 3 H, 11-H), 1.57 (m, 1 H, 9-H), 1.81 (m, 1 H, 10-H), 1.93 (m, 1 H, 9-H), 3.40
(dd, 2J1212= 9.9 Hz, *J1510 = 6.5 Hz, 1 H, 12-H), 3.58 (dd, %1212 = 9.9 Hz, *J1, 10 = 4.8 Hz, 1 H, 12-
H), 4.39 (m, 1 H, 8-H), 5.09 (d, %Js,5= 12.3 Hz, 1 H, 5-H), 5.13 (d, *Js5= 12.3 Hz, 1 H, 5-H), 5.82
(d, *Juns = 7.6 Hz, 1 H, NH), 7.27-7.38 (sh, 5 H, 1-H, 2-H, 3-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = —5.5 (g, C-13), 5.5 (q, C-13'), 17.5 (q, C-11), 18.3 (s, C-14),
25.9 (q, C-15), 32.4 (d, C-10), 35.9 (t, C-9), 52.3 (d, C-8), 67.0 (t, C-5), 67.4 (t, C-12), 128.0 (d,
C-3),128.1(d, C-1), 128.5 (d, C-2), 136.2 (s, C-4), 156.2 (s, C-6), 177.1 (s, C-7).

Nebenrotamer (ausgewdahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.91 (d, *J11 10 = 5.0 Hz, 3 H, 11-H), 3.64 (m, 1 H, 12-H), 3.74
(m, 1 H, 12-H), 4.33 (bs, 1 H, 8-H), 5.82 (bs, 1 H, NH).

Optische Drehung: [a] SO =+2.5°(c=1.0, CHCl3)
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden

Ca0H34NOsSi [M+H]" 396.2201 396.2199

(25,4R)-N-Cbz-(N,4)-dimethyl-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-leucin (23)

Zu einer Lésung von 104 mg (263 umol) der Saure 22 in 3 mL abs. THF wurden bei -5 °C
115 L (1.84 mmol) Methyliodid und 42 mg (1.05 mmol) einer Natriumhydrid-Suspension
(60 % in Mineraldl) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 36 h bei dieser Temperatur
geriihrt. Nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde mit 1 N- KHSO,4 angesauert und
die wadssrige Phase dreimal mit EE extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
nacheinander mit 5 %-iger Na,S,0s-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach
Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Riickstand {ber 30 mL
Kieselgel zunachst mit 50 mL PE gewaschen und schlieSlich mit 100 mL EE eluiert. So
konnten 101 mg (247 umol, 94 %) der N-methylierten Siure 23 als farbloses Ol erhalten

werden.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(23) = 0.28]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.04 (s, 3 H, 13-H), 0.05 (s, 3 H, 13-H'), 0.88 (s, 9 H, 15-H), 0.96
(d, */11.10 = 6.5 Hz, 3 H, 11-H), 1.63 (m, 2 H, 9-H), 2.09 (m, 1 H, 10-H), 2.90 (s, 3 H, 16-H), 3.44
(m, 2 H, 12-H), 4.91 (dd, *Jg6 = 9.9 Hz, *Jgo = 5.4 Hz, 1 H, 8-H), 5.17 (s, 2 H, 5-H), 7.28-7.38 (sh,
5H, 1-H, 2-H, 3-H).

3Cc-NMR (100 MHz, CDCl3): & = -5.6 (q, C-13), 17.5 (q, C-11), 18.3 (s, C-14), 25.9 (g, C-15),
20.6 (q, C-16), 31.9 (d, C-10), 32.4 (t, C-9), 56.9 (d, C-8), 66.4 (t, C-12), 67.6 (t, C-5), 127.8 (d,
C-3),128.0 (d, C-1), 128.5 (d, C-2), 136.4 (s, C-4), 157.1 (s, C-6), 177.3 (s, C-7).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = —0.03 (s, 3 H, 13-H), —0.01 (s, 3 H, 13-H'), 0.86 (s, 9 H, 15-H),
2.92 (s, 3 H, 16-H), 4.78 (dd, *Jg 9 = 10.2 Hz, */g5 = 5.2 Hz, 1 H, 8-H).

13c-NMR (100 MHz, CDCls): & = =5.5 (g, C-13), =5.5 (g, C-13'), 17.6 (g, C-11), 18.2 (s, C-14),
25.8 (g, C-15), 20.6 (q, C-16), 32.1 (d, C-10), 32.3 (t, C-9), 56.8 (d, C-8), 66.3 (t, C-12), 67.6 (t,
C-5), 127.9 (d, C-3), 136.3 (s, C-4), 156.4 (s, C-6), 177.2 (s, C-7).
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Optische Drehung: [0] 2 = +4.3° (c = 1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cy1H3sNOsSi [M]* 409.2279 409.2264

(2S,3R)-N-Boc-3-hydroxy-1-O-(tert-butyldimethylsilyl)-phenylalaninol (26)

DIBAL-H-Reduktion: Zu einer Losung von 334 mg (1.00 mmol) geschiitztem (D)-Serin 24 in
10 mL abs. Toluol wurden bei =78 °C 1.4 mL (1.4 mmol) einer DIBAL-H-L6sung (1 M in Hexan)
Uber einen Zeitraum von 30 min langsam zugetropft. Nach vollstandigem Umsatz (DC-

Kontrolle) wurden 10 mL DCM und 5 mL 1 M HCI zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
auf 0 °C erwdarmt und bei dieser Temperatur gerihrt bis sich eine klare Losung bildete. Nach
dreimaliger Extraktion mit DCM wurden die vereinigten organischen Phasen mit ges.
NaHCOs-Losung gewaschen, (iber Na,SO, getrocknet und das Losemittel am Vakuum
entfernt. Der Aldehyd 25 wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Generierung des Nukleophils: In einem Schlenkkolben wurden 2.96 mL (10.0 mmol) Ti(O'Pr),
in 40 mL abs. DCM gel6st und auf =78 °C gekiihlt. Dann wurden 2.67 mL (8.00 mmol) einer
PhMgBr-Losung (3 M in Et,0) langsam zugetropft und bei dieser Temperatur fir weitere

10 min gerihrt.

Reaktionsdurchfiihrung: Der Roh-Aldehyd 25 wurde in 5 mL abs. DCM gel6st und auf 0 °C
gekiihlt. Mittels einer Transferkaniile wurde die generierte Phenyltitan-Losung in einem

Zeitraum von 30 min zu der Aldehyd-Lésung Uberfihrt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch Uber Nacht auf RT erwdarmt. Bei unvollstaindigem Umsatz wurde das
Gemisch zusatzlich fiir 1-2 h auf 30 °C erwarmt. Zur Aufarbeitung wurde 1 N KHSO,4-Losung
zugesetzt und dreimal mit EE extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen wurden Uber
Na,SO,4 getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach saulen-
chromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 8:2) wurden 271 mg (0.71 mmol, 71 %,
99 % ee, 99 % ds) des sekundiren Alkohols 26 als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R(26) = 0.26]
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Hauptrotamer:
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 0.06 (s, 6 H, 11-H), 0.93 (s, 9 H, 13-H), 1.37 (s, 9 H, 1-H), 3.69—
3.86 (sh, 4 H, 4-H, 5-H, OH), 5.01 (dd, J6;5 = *Js,on = 3.0 Hz, 1 H, 6-H), 5.17 (d, */xu5 = 7.3 Hz,
1 H, NH), 7.24-7.39 (sh, 5 H, 8-H, 9-H, 10-H).

3c-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 5.6 (g, C-11), 18.2 (s, C-12), 25.8 (g, C-13), 28.3 (g, C-1), 56.4
(t, C-4), 64.9 (d, C-5), 74.9 (d, C-6), 79.6 (s, C-2), 126.1 (d, C-8), 127.5 (d, C-10), 128.2 (d, C-9),
141.2 (s, C-7), 156.3 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

"H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 1.28 (g, 9 H, 1-H), 4.87 (bs, 1 H, NH).
HPLC: OD-H, Hexan:iPrOH, 9:1 auf 7:3 in 30 min, 0.5 mL/min, 25°C.
(25,35)-26: tg =9.71 min,

(2R,3S)-26: tg = 11.05 min,

(2R,3R)-26: tg = 11.64 min.

Optische Drehung: [a] SO =—45.7 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C0H36NO4Si [M+H]* 382.2408 382.2405

(4R,5R)-4-[(tert-Butyldimethylsilyloxy)methyl]-5-phenyloxazolidin-2-on (27)

Zu einer Losung aus 80.0 mg (210 umol) des Alkohols 26 in 2 mL abs. THF wurden bei 0 °C
16.5 mg (410 umol) einer NaH-Suspension (60 % in Mineraldl) gegeben. Das Gemisch wurde
Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdarmt und anschlieBend mit 1 N KHSO4-Losung
hydrolysiert. Nach dreimaliger Extraktion mit Et,O wurden die vereinigten organischen
Phasen nacheinander mit ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Das
Losemittel wurde am Rotationsverdampfer nach Trocknen (iber Na,SO, entfernt und der
Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 1:1). Es wurden 44.0 mg
(143 umol, 68 %) des Oxyzolidinons 27 als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R¢(27) = 0.29]

1"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.09 (s, 3 H, 9-H), 0.1. (s, 3-H, 9-H'), 0.91 (s, 9 H, 11-H), 3.74
(m, 2 H, 1-H), 3.79 (m, 1 H, 2-H), 5.34 (d, */5, = 4.9 Hz, 1 H, 3-H), 6.53 (bs, 1 H, NH), 7.34-7.41
(sh, 5 H, 6-H, 7-H, 8-H).
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3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.5 (q, C-9), 18.1 (s, 10-H), 25.7 (q, C-11), 61.1 (d, C-2), 64.4
(t, C-1), 80.0 (d, C-3), 125.5 (d, C-6), 128.6 (d, C-8), 128.8 (d, C-7), 139.0 (s, C-5), 159.4 (s,
Cc-4).

Optische Drehung: [a] 2 = +27.3 ° (c = 1.0, CHCl5)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C16H26NO5Si [M+H]" 308.1676 308.1674

(2R,3R)-N-Boc-3-methoxy-1-O-(tert-butyldimethylsilyl)-phenylalaninol (28)

Zu einer Losung von 215 mg (564 umol) des sekundaren Alkohols 26 in 5 mL abs. THF
wurden bei —10 °C nacheinander 245 puL (3.94 mmol) Mel und 1.68 mL (1.68 mmol) einer
LHMDS-L6ésung (1M in THF) getropft. Zur Aufarbeitung wurde dem Reaktionsgemisch Wasser
zugesetzt und die wassrige Phase dreimal mit EE extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden nacheinander mit 1 N KHSO;-Lsg., ges. NaHCOs-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Nach Trocknen {iber Na,SO; wurde das Losemittel am Vakuum entfernt.
Saulenchromatographische Reinigung (Kieselgel PE:EE 9:1) lieferte 200 mg (205 pumol, 90 %)
des Methylethers 28 als farbloses Ol.

[DC: PE/EE = 8:2, Rr(28) = 0.43]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 0.06 (s, 6 H, 11-H), 0.07 (s, 6 H, 11-H'), 0.92 (s, 9 H, 13-H), 1.35
(s, 9 H, 1-H), 3.25 (s, 3 H, 14-H), 3.47 (dd, J4.4 = 9.6 Hz, *J45 = 3.8 Hz, 1 H, 4-H), 3.64 (dd, *Js 4 =
9.6 Hz, *J45=7.6 Hz, 1 H, 4-H), 3.75 (m, 1 H, 5-H), 4.46 (d, /65 = 3.6 Hz, 1 H, 6-H), 4.89 (d,
*Juns = 8.3 Hz, 1 H, NH), 7.24-7.35 (sh, 5 H, 8-H, 9-H, 10-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = -5.5 (g, C-11), 5.4 (g, C-11'), 18.2 (s, C-12), 25.9 (g, C-13),
28.3 (g, C-1), 57.2 (C-4, C-14), 61.8 (d, C-5), 79.0 (s, C-2), 80.1 (d, C-6), 126.9 (d, C-8), 127.6
(d, C-10), 128.2 (d, C-9), 139.3 (s, C-7), 155.5 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):
'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 = 1.22 (g, 9 H, 1-H), 4.61 (bs, 1 H, NH).

Optische Drehung: [o] SO =-52.0°(c=1.0, CHCI3)
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden

Ca1H3gNO,4Si [M+H]" 396.2565 396.2569

(2R,3R)-N-Boc-3-methoxyphenylalaninol (29)

Zu einer Losung von 182 mg (460 umol) des TBDMS-geschiitzten Methylethers 28 in 3 mL
THF wurden bei Raumtemperatur 550 pL einer TBAF-Losung (1 M in THF) gegeben und
30 min gerihrt. Nach vollstandigem Umsatz wurde das Reaktionsgemisch mit EE verdiinnt
und nacheinander mit 1 N KHSO4-Lsg und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen (ber
Na,SO; und Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Riickstand
saulenchromatographisch (Kieselgel, PE:EE 1:1) gereinigt. Es verblieben 127 mg (451 umol,
98 %) des freien primaren Alkohols 29 als farbloses Harz.

[DC: PE/EE = 1:1, Rr(29) = 0.35]

6
HN 54OH
EN
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.30 (s, 9 H, 1-H), 2.86 (bs, 1 H, OH), 3.22 (s, 3 H, 11-H), 3.64
(m, 2 H, 4-H), 3.73 (m, 1 H, 5-H), 4.38 (d, >/ 5 = 4.1 Hz, 1 H, 6-H), 5.07 (bs, 1 H, NH), 7.21-7.33
(sh, 5 H, 8-H, 9-H, 10-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 28.2 (g, C-1), 57.1 (q, C-14), 57.2 (t, C-4), 63.6 (d, C-5), 79.5 (s,
C-2), 83.0 (d, C-6), 126.9 (d, C-8), 127.9 (d, C-10), 128.4 (d, C-9), 138.3 (s, C-7), 156.1 (s, C-3).

Optische Drehung: [0] 2 =—-42.4° (c = 1.0, CHC5)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C15H24NO, [M+H]* 282.1700 282.1703

(2S,3R)-N-Boc-3-methoxyphenylalanin (30)

123 mg (437 umol) des Alkohols 29 wurden in 1 mL MeCN und 1 mL Phosphatpuffer (1 mM)
gelost. Zu dieser Losung wurden nacheinander 14.1 mg (43.7 umol) Phl(OAc),, 14.0 mg
(87.1 umol) TEMPO und 176 mg (1.56 mmol) NaClO, gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Nacht geriihrt und anschliefend mit einer Losung von 140 mg Na,COsin 5 mL Wasser
versetzt. Nach kurzem Rihren wurde das Gemisch mit EE gewaschen und die wassrige Phase
mit 1 N HCl angesduert. Nach dreimaliger Extraktion mit EE wurden die so erhaltenen
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organischen Phasen Uber Na,SO, getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Es verblieben 129 mg (437 umol, quant.) der Saure als weier Feststoff, der keiner
weiteren Reinigung bedurfte.

[DC: PE/EE = 1:1, Rr(30) = 0.26]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.33 (s, 9 H, 1-H), 3.32 (s, 3 H, 11-H), 4.56 (dd, *Js\n = 9.4 Hz,
*Js6 = 2.6 Hz, 1 H, 5-H), 4.88 (d, */6,5 = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 5.33 (d, *Jun,5 = 9.4 Hz, 1 H, NH), 7.28-
7.41 (sh, 5 H, 8-H, 9-H, 10-H), 10.21 (bs, 1 H, OH).

B3C.NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 28.2 (q, C-1), 57.6 (q, C-11), 59.0 (d, C-5), 80.1 (s, C-2), 82.4
(d, C-6), 126.9 (d, C-8), 128.2 (d, C-10), 128.5 (d, C-9), 136.8 (s, C-7), 155.6 (s, C-3), 175.2 (s,
C-5).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.16 (s, 9 H, 1-H), 3.30 (s, 3 H, 11-H), 4.56 (d, 315,NH = 8.0 Hz,
1H, 5-H), 4.80 (bs, 1 H, 6-H), 5.85 (d, 3JNH,5 = 8.0 Hz, 1 H, NH).

13c_NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 27.8 (g, C-1), 57.5 (g, C-11), 60.6 (d, C-5), 80.9 (s, C-2), 82.7
(d, C-6), 127.0 (d, C-8).

Schmelzbereich: 108-110°C

Optische Drehung: [0] 2 =—24.9° (c = 1.0, CHCl3)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CisH2,NOs [M]” 296.1492 296.1496

(2R,3R)-N,N'-(Bis-boc)-1-0O-(tert-butyldimethylsilyl)-3-hydroxytryptophanol
(32)
DIBAL-H-Reduktion: Analog zur Synthese von 26 wurden 334 mg (1.00 mmol) des

geschitzten (D)-Serins 24 in 10 mL abs. Toluol mit 1.40 mL (1.40 mmol) einer DIBAL-H-
Losung (1 M in Hexan) umgesetzt und aufgearbeitet.

Generierung der Indol-Magnesium-Spezies: 1.03 g (3.00 mmol) N-Boc-3-iodindol 31 wurden
in 10 mL abs. THF geldst und auf —10 °C gekiihlt. AnschlieRend wurden 1.50 mL (3.00 mmol)
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einer sec-Butylmagnesiumchloridlésung (2 M in Diethylether) langsam zugetropft. Das
Gemisch wurde fir 45 min bei dieser Temperatur gerihrt und anschlieBend auf —20 °C
gekihlt.

Reaktionsdurchfiihrung: Der Aldehyd wurde in 5 mL abs. THF gelost und anschliefend

langsam zur Losung des Nukleophils getropft. Nach 2 h Rihren bei —20 °C wurde das
Reaktionsgemisch auf 0 °C erwarmt, mit Diethylether verdiinnt und mit 1 N KHSO,4-L6sung
angesduert. Nach dreimaliger Extraktion mit EE wurden die vereinten organischen Phasen
nacheinander mit ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen und iber Na,SO,4
getrocknet. Nach Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Riickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 9:1). Es wurden 339 mg (651 umol,
65 %) des Hauptdiastereomers (32) als farbloses Harz erhalten. Bei zuvor durchgefiihrten
Testreaktionen wurden die Diastereomere nicht getrennt. Das Nebendiastereomer konnte
nie in reiner Form erhalten werden.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(32) = 0.31]

(25,3R)-32:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 0.09 (s, 6 H, 20-H), 0.94 (s, 9 H, 22-H), 1.41 (s, 9 H, 1-H), 1.65
(s, 9 H, 19-H), 3.65 (s, 1 H, OH), 3.82 (m, 1 H, 4-H), 3.89 (dd, %44 = 10.1 Hz, */35 = 3.9 Hz, 1 H,
4-H), 4.02 (m, 1 H, 5-H), 5.24-5.30 (sh, 2 H, 6-H, NH), 7.22 (dd, *J1110 = *J1112= 8.0 Hz, 1 H,
11-H), 7.31 (dd, */1211 = *J1213= 8.0 Hz, 1 H, 12-H), 7.49 (s, 1 H, 8-H), 7.64 (d, /1011 = 8.0 Hz,
1H, 10-H), 8.16 (d, */13.1, = 8.0 Hz, 1 H, 13-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.5 (q, C-20), 18.2 (s, C-21), 25.9 (q, C-22), 28.2 (g, C-19),
28.4 (g, C-1), 55.0 (d, C-5), 64.9 (t, C-4), 69.3 (d, C-6), 79.7 (s, C-2), 83.6 (s, C-18), 115.3 (d,
C-13), 119.6 (d, C-10), 121.9 (s, C-7), 122.6 (d, C-11), 123.3 (d, C-8), 124.5 (d, C-12), 128.6 (s,
C-9), 135.8 (s, C-14), 149.5 (s, C-15), 155.8 (s, C-3).

Optische Drehung: [] 2 =-19.1° (c = 1.0, CHC5)
(25,3R)-32: (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.05 (s, 3 H, 20-H), 0.07 (s, 3 H, 20-H"), 0.92 (s, 9 H, 22-H), 1.47
(s, 9 H, 1-H), 4.07 (m, 1 H, 5-H), 5.45 (d, *Jaus= 9.1 Hz, 1 H, NH).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 53.6 (d, C-5), 63.6 (t, C-4), 71.33 (d, C-6), 124.6 (d, C-12),
128.1 (s, C-9), 136.0 (s, C-14), 149.6 (s, C-15), 156.3 (s, C-3).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

Ca7H44N206Si [M]* 520.2963 520.2991

(2R,3R)-N,N'-(Bis-boc)-1-O-(tert-butyldimethylsilyl)-3-acetoxy-tryptophanol
(33)

Zu einer Losung aus 305 mg (587 umol) des diastereomerenreinen Alkohols 32 in 6 mL abs.
DCM wurden bei 0 °C 90.0 uL (645 pmol) Triethylamin, 61.0 upL (645 pmol)
Essigsaureanhydrid und 7.3 mg (0.06 mmol) DMAP gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und anschlieRend mit DCM verdiinnt. Es wurde
nacheinander mit 1 N KHSO,4-L6sung, ges. NaHCOs-Losung und ges, NaCl-Losung gewaschen
und Uber Na,SO, getrocknet. Nach saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE
95:5) wurden 276 mg (491 mmol, 84 %) des Acetates 33 als gelbliches Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 9:1, Rf(33) = 0.62]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = —0.02 (s, 6 H, 20-H), 0.01 (s, 6 H, 20-H'), 0.91 (s, 9 H, 21-H),
1.46 (s, 9 H, 1-H), 1.65 (s, 9 H, 19-H), 2.06 (s, 3 H, 23-H), 3.46 (dd, *J44 = 10.2 Hz,*/s 5 = 2.1 Hz,
1 H, 4-H), 3.58 (dd, *Js4 = 10.2 Hz, *J45 = 4.1 Hz, 1 H, 4-H), 4.33 (m, 1 H, 5-H), 5.03 (d, *Jyus =
9.8 Hz, 1 H, NH), 6.23 (d, *Js ;5= 8.8 Hz, 1 H, 6-H), 7.24 (ddd, */1110 = *J1112= 8.0 Hz, *J3113=
1.0 Hz, 1 H, 11-H), 7.33 (m, 1 H, 12-H), 7.61 (s, 1 H, 8-H), 7.81 (d, *J10.11 = 8.0 Hz, 1 H, 10-H),
8.17 (d, *J1312 = 8.0 Hz, 1 H, 13-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = =5.6 (g, C-20), =5.6 (C-20'), 18.2 (s, C-21), 21.1 (q, C-23), 25.9
(g, C-22), 28.2 (g, C-19), 28.4 (q, C-1), 54.4 (d, C-5), 62.5 (t, C-4), 69.1 (d, C-6), 79.5 (s, C-2),
83.9 (s, C-18), 115.3 (d, C-13), 117.1 (s, C-7), 120.3 (d, C-10), 122.9 (d, C-11), 124.8 (2 d, C-8,
C-12), 128.3 (s, C-9), 135.7 (s, C-14), 149.4 (s, C-15), 155.7 (s, C-3), 170.5 (s, C-24).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl): § = 1.36 (s, 9 H, 1-H), 4.12 (m, 1 H, 5-H), 4.72 (m, 1 H, NH).
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Optische Drehung: [a] SO =—61.4 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C29HeaN,05Si [M]* 562.3069 562.3073

(2R,3R)-N,N'-(Bis-boc)-1-O-(tert-butyldimethylsillyl)-3-(methoxymethylen-
oxy)-tryptophanol (35)

Zu einer Losung aus 1.12 g (2.15 mmol) des sekundaren Alkohols 32 in 10 mL abs. DCM
wurden bei 0 °C 2.07 mL (11.8 mmol) DIPEA und 820 pL (10.8 mmol) MOMCI getropft. Die
Reaktionsmischung wurde Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt und nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) mit EE verdinnt. Die Losung wurde nacheinander mit
1 N KHSOg4-Losung, ges. NaHCOs-Losung und gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO; wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 9:1). So konnten 971 mg
(1.72 mmol, 80 %) des geschiitzeten Alkohols 35 als farbloses Harz erhalten werden.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(35) = 0.43]
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 0.03 (s, 6 H, 20-H), 0.04 (s, 6 H, 20-H'), 0.92 (s, 9 H, 21-H), 1.40
(s, 9 H, 1-H), 1.65 (s, 9 H, 19-H), 3.39 (s, 3 H, 23-H), 3.82 (dd, “Jss = 9.8 Hz, *J45 = 3.2 Hz, 1 H,
4-H), 3.89 (dd, %Js 4 = 9.8 Hz, *Js5 = 6.2 Hz, 1 H, 4-H), 4.07 (m, 1 H, 5-H), 4.56 (d, *J24.24 = 6.7 Hz,
1 H, 24-H), 4.63 (d, *Jas24 = 6.7 Hz, 1 H, 24-H), 5.05 (d, */yus = 9.3 Hz, 1 H, NH), 5.11 (d,
*J65=5.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.21 (dd, *J1110 = >J11.12= 7.4 Hz, 1 H, 11-H), 7.30 (dd, *J1511 = *J1213=
7.4 Hz, 1 H, 12-H), 7.55 (s, 1 H, 8-H), 7.72 (d, *J10.11 = 7.4 Hz, 1 H, 10-H), 8.14 (bs, 1 H, 13-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = =5.5 (C-20'), =5.4 (q, C-20), 18.2 (s, C-21), 25.8 (q, C-22), 28.1
(g, C-19), 28.3 (q, C-1), 55.6 (d, C-5), 55.7 (q, C-23), 62.3 (t, C-4), 70.4 (d, C-6), 79.1 (s, C-2),
83.6 (s, C-18), 94.3 (t, C-24), 115.2 (d, C-13), 118.4 (s, C-7), 120.3 (d, C-10), 122.6 (d, C-11),
124.5 (2 d, C-8, C-12), 128.9 (s, C-9), 135.8 (s, C-14), 149.5 (s, C-15), 155.7 (s, C-3).

Optische Drehung: [a] SO =-73.8° (c=1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
Ca9H4gN,05Si [M]* 564.3225 564.3225
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(2R,3R)-N,N'-(Bis-boc)-3-(methoxymethylenoxy)-tryptophanol (36)

Zu einer Losung aus 846 mg (1.50 mmol) des geschiitzten Tryptophanols 35 in 10 mL THF
wurden bei 0 °C 473 mg (1.50 mg) TBAF-Trihydrat gegeben. Die Reaktionslésung wurde auf
RT erwdarmt und nach vollstandigem Umsatz (DC-Konntrolle) am Rotationsverdampfer vom
Losemittel befreit. Der Rickstand wurde direkt sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, PE:EE 1:1). Es wurden 643 mg (145 mmol, 95 %) des primdren Alkohols 36 als
farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 1:1, Rf(36) = 0.31]

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.35 (s, 9 H, 1-H), 1.66 (s, 9 H, 19-H), 2.77 (bs, 1 H, OH), 3.41
(s, 3 H, 20-H), 3.82 (dd, a4 = 11.1 Hz, *J4 5 = 5.2 Hz, 1 H, 4-H), 3.89 (m, 1 H, 4-H), 4.04 (m, 1 H,
5-H), 4.56 (d, Ja424 = 6.7 Hz, 1 H, 21-H), 4.63 (d, “J2424 = 6.7 Hz, 1 H, 21-H), 5.12 (d,
3Je5s= 5.1 Hz, 1 H, 6-H), 5.20 (bs, 1 H, NH), 7.22 (m, 1 H, 11-H), 7.31 (m, 1 H, 12-H), 7.57 (s,
1H, 8-H), 7.67 (d, *J1011 = 7.7 Hz, 1 H, 10-H), 8.13 (d, /131, = 7.8 Hz, 1 H, 13-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 28.1 (2 g, C-1, C-19), 55.9 (g, C-20), 56.2 (d, C-5), 63.1 (t, C-4),
71.3 (d, C-6), 79.6 (s, C-2), 83.9 (s, C-18), 94.3 (t, C-21), 115.3 (d, C-13), 117.8 (s, C-7), 120.0
(d, C-10), 122.7 (d, C-11), 124.6 (d, C-8 ), 124.7 (d, C-12), 128.8 (s, C-9), 135.7 (s, C-14), 149.5
(s, C-15), 156.1 (s, C-3).

Optische Drehung: [a] SO =-85.3° (c =1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
Ca3H34N,07 [M]* 450.2361 450.2370

(2S,3R)-N,N'-(bis-Boc)-3-(methoxymethylenoxy)-tryptophanmethylester (37)

Oxidation: Zu einer Loésung aus 612 mg (1.36 mmol) des primaren Alkohols 36 in 1.5 mL
MeCN und 1.5 mL Phosphatpuffer (pH 6.4) wurden bei Raumtemperatur 42.0 mg (272 umol)
TEMPO und 44.0 mg (136 umol) PhI(OAc), gegeben. Die entstandene Losung wurde auf 0 °C
gekihlt und anschlieRend mit 507 mg (4.49 mmol) NaClO, (80 %) versetzt. Nach 15 min
Rihren bei dieser Temperatur wurde dem Reaktionsgemisch 1 N KHSO4-LOsung zugesetzt
und die wassrige Phase anschliefend dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit 5 %-iger Na,S,03-L6sung gewaschen und liber Na,SO,4 getrocknet.
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Veresterung: Zu einer Losung aus 206 mg (2.00 mmol) N-Nitrosomethylharnstoff in 8 mL
Diethylether wurden bei 0 °C 2 mL einer 40 %-igen KOH Losung getropft. Nach 15 min
Rihren bei dieser Temperatur wurde das Gemisch in einem Aceton/Trockeneis-Bad
eingefroren und die organische Phase vorsichtig abdekantiert. Die entstandene
Diazomethan-Lésung wurde vorsichtig bei 0 °C zu einer Lésung der Sdaure in 10 mL
Diethylether gegeben. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde dem Gemisch
Essigsaure (50 pl) zugesetzt und Uber Nacht gerihrt. Das Losemittel wurde am Vakuum
entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (Kieselgel, PE:EE 85:15) gereinigt. Es
wurden 540 mg (1.13 mmol, 83 %) des Methylesters 37 als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(37) = 0.43]

Ao, Y
16 1
Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.28 (s, 9 H, 1-H), 1.66 (s, 9 H, 19-H), 3.32 (s, 3 H, 20-H), 3.80
(s, 3 H, 22-H), 4.53 (d, *J24.24 = 6.9 Hz, 1 H, 21-H), 4.62 (d, *J24.24 = 6.9 Hz, 1 H, 21-H), 4.66 (dd,
*Jsnn = 9.7 Hz, *Js6 = 2.5 Hz, 1 H, 5-H), 5.46-5.50 (sh, 2 H, 6-H, NH), 7.23 (m, 1 H, 11-H), 7.30
(m, 1 H, 12-H), 7.60 (s, 1 H, 8-H), 7.65 (d, *J1911 = 7.8 Hz, 1 H, 10-H), 8.11 (d, */131, = 7.7 Hz,
1H, 13-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 28.1 (g, C-1), 28.1 (g, C-19), 52.4 (q, C-22), 55.7 (g, C-20), 58.3
(d, C-5), 71.5 (d, C-6), 79.7 (s, C-2), 83.9 (s, C-18), 94.0 (t, C-21), 115.3 (d, C-13), 116.9 (s, C-7),
119.7 (d, C-10), 122.8 (d, C-11), 124.5 (d, C-8 ), 124.6 (d, C-12), 128.8 (s, C-9), 135.5 (s, C-14),
149.4 (s, C-15), 155.3 (s, C-3), 170.9 (s, C-4).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.39 (s, 9 H, 1-H), 1.68 (s, 9 H, 19-H), 3.38 (s, 3 H, 20-H), 3.62
(s, 3 H, 22-H), 7.57 (s, 1 H, 8-H), 7.71 (d, *J10.11 = 7.8 Hz, 1 H, 10-H).

Optische Drehung: [a] SO =-59.8 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C24H35N,0g [M+H]* 479.2388 479.2389
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1-Benzyl-3-iod-1H-indol (41)

Zu einer Losung von 4.68 g (40.0 mmol) Indol in 50 mL DMF wurden 6.72 g (120 mmol) KOH-
Pulver gegeben und auf 0 °C gekihlt. Dann wurde eine Loésung von 10.2 g (40.0 mmol) lod in
30 mL DMF langsam zugetropft. Nach 30 min Riihren bei 0 °C wurden 4.96 mL (40.0 mmol)
Benzylbromid in 70 mL THF zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur
erwarmt und nach einer Stunde war ein vollstandiger Umsatz zu beobachten (DC-Kontrolle).
Es wurden 200 mL Wasser zugesetzt und die Reaktionsmischung dreimal mit je 200 mL PE
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, (iber Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum
auf ca. 150 mL eingeengt. Beim Abkiihlen im Eisbad kristallisierte das Produkt in Form
weiller bis leicht gelblicher Kristalle aus. Es wurden 12.5 g (37.6 mmol, 94 %) 1-Benzyl-3-iod-
1H-indol (41) erhalten. Die Lagerung muss unter Inertgas bei hochstens 4 °C erfolgen,
andernfalls ist eine schnelle Zersetzung zu beobachten.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(41) = 0.63]

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 5.32 (s, 2 H, 9-H), 7.17-7.22 (sh, 2 H, 5-H, 6-H), 7.26 (s, 1 H,
1-H), 7.29-7.43 (sh, 6 H, 7-H, 11-H, 12-H, 13-H), 7.60 (m, 1 H, 4-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 50.3 (t, C-9), 55.9 (s, C-2), 109.8 (d, C-7), 120.5 (d, C-5), 121.2
(d, C-6), 122.8 (d, C-13), 126.7 (d, C-11), 127.8 (d, C-4), 128.8 (d, C-12), 130.5 (s, C-3), 136.3
(s, C-8 oder C-10), 136.7 (s, C-8 oder C-10).

Schmelzpunkt: 60 °C (Zersetzung)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CisH1NI [M]* 333.0009 333.0022

(2R,3R)-N-Boc-N'-benzyl-1-O-(tert-butyldimethylsilyl)- 3-hydroxytryptophanol
(42)

Zu einer Losung von 2.23 g (6.69 mmol) geschiitztem (D)-Serin 24 in 30 mL abs. Toluol
wurden bei =78 °C 6.7 mL (6.7 mmol) einer DIBAL-H-L6sung (1 M in Hexan) liber einen
Zeitraum von 30 min langsam zugetropft. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurden
50 mL DCM und 20 mL 1 M HCI zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C aufgetaut
und bei dieser Temperatur gerihrt bis sich eine klare Losung bildete und dreimal mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaHCOs-Losung gewaschen,
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Uber Na,S0O,4 getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt. Der Aldehyd wurde ohne
weitere Reinigung umgesetzt.

In einem Schlenkkolben wurden 3.01 g (22.1 mmol) ZnCl, zusammen mit 1.28 g (30.1 mmol)
LiCl am Hochvakuum ausgeheizt. Die Salze wurden in 20 mL abs. THF unter Argon-
Atmosphdre geldst und 1.22 g (50.2 mmol) Mg-Spane wurden zugegeben. Zu dieser
Mischung wurden bei Raumtemperatur eine Loésung von 6.69 g (20.1 mmol) des lodindols 41
in 20 mL abs. THF, gefolgt von 50 uL Dibromethan langsam zugetropft. Nach Abklingen der
exothermen Reaktion wurde das Gemisch fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt, bis das
Startmaterial vollstindig umgesetzt war (DC-Kontrolle). Der Uberschuss an Mg wurde unter
Intertgas abfiltriert und das Filtrat auf —78 °C gekihlt.

Der Aldehyd wurde in 15 mL abs. THF gelost, auf =78 °C gekiihlt und mittels Transferkanile
langsam zum Zink-Reagenz Uberfiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf ca. =20 °C
erwarmt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde die Reaktion mit ges. NH,Cl-
Losung gequencht, mit Diethylether verdiinnt und auf Raumtemperatur erwarmt. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen nacheinander mit ges. NaHCOsz-Losung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO4 und Entfernen des Losemittels am Vakuum wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 9:1). Es wurden 2.75 g (5.39 mmol,
81 %) des sekundaren Alkohols als Diastereomerengemisch [ds (NMR) >95:5] in Form eines
farblosen Schaums erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(42) = 0.23]

10 on oo\ o
12 9,85 J,
13| 6
19 @ﬁs 0.2
18 17 7<1
(2S,3R)-42:
Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.08 (s, 3 H, 20-H), 0.09 (s, 3 H, 20-H'), 0.94 (s, 9 H, 22-H), 1.41
(s, 9 H, 1-H), 3.48 (bs, 1 H, OH), 3.80 (m, 1 H, 4-H), 3.88 (dd, %44 = 10.2 Hz, *Js5 = 4.1 Hz, 1 H,
4-H), 4.07 (m, 1 H, 5-H), 5.28 (s, 2 H, 15-H), 5.31 (d, *Juus = 9.2 Hz, 1 H, NH), 5.36 (m, 1 H, 6-
H), 7.09-7.15 (sh, 3 H, 11-H, 17-H), 7.15-7.20 (sh, 2 H, 8-H, 12-H), 7.23-7.32 (sh, 4 H, 13-H,
18-H, 19-H), 7.76 (d, *J1011 = 7.4 Hz, 1 H, 10-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = =5.5 (g, C-20), =5.5 (g, C-20'), 18.2 (s, C-21), 25.8 (g, C-22),
28.3 (g, C-1), 50.0 (t, C-15), 55.3 (d, C-5), 64.8 (t, C-4), 69.3 (d, C-6), 79.4 (s, C-3), 109.8 (d,
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C-13), 115.6 (s, C-7), 119.5 (d, C-11), 119.7 (d, C-10), 121.9 (d, C-12), 126.0 (d, C-8), 126.6 (s,
C-9), 126.8 (d, C-17), 127.6 (d, C-19), 128.7 (d, C-18), 136.7 (s, C-14), 137.3 (s, C-16), 156.3 (s,
C-3).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =1.20 (s, 9 H, 1-H), 3.18 (bs, 1 H, OH), 3.99 (bs, 1 H, 5-H).
(2S5,3R)-42 (ausgewdhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 0.02 (s, 3 H, 20-H), 0.06 (s, 3 H, 20-H'), 0.91 (s, 9 H, 22-H), 1.46
(s,9H, 1-H),3.71 (m, 1 H, 4-H), 7.72 (d, 3110,11 =7.4 Hz, 1 H, 10-H).

Optische Drehung (95:5-Gemisch): [o] SO =-27.6 ° (c=1.0, CHCls)

HRMS (Cl) Berechnet Gefunden

Ca9H42N,04Si [M]* 510.2908 510.2879

4-[(tert-Butyldimethylsilyloxy)methyl]-5-[N-benzyl-1H-indoyl]-oxazolidin-2-on
[(4R,5R)-43a, (4R,5S)-43b]

Zu einer Losung aus 139 mg (273 umol) des sekundaren Alkohols 42 (68 % ds) in 3 mL abs.
THF wurden bei 0 °C 22 mg (545 umol) einer Natriumhydridsuspension (60 % in Mineralol)
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde {ber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und
wurde anschlieBend mit ges. NH4Cl-Lésung hydrolysiert. Nach dreimaliger Extraktion mit EE
wurden die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl Lésung gewaschen und Uber
Na,SO, getrocknet. Nach saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 7:3)
wurden 51 mg (117 umol, 43 %) der Oxyzolidinone 43a und 43b im Verhaltnis von 5:1

erhalten.
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(4R,5R)-43a:

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0.15 (s, 6 H, 3-H), 0.97 (s, 9 H, 1-H), 3.81 (m, 2 H, 4-H), 4,19
(dt, *Jsg = *Js4= 5.4 Hz, 1 H, 5-H), 5.33 (s, 2 H), 5.69 (d, *Js5 = 5.4 Hz, 1 H), 6.36 (bs, 1 H, NH),
7.14-7.37 (sh, 9 H, 11-H, 12-H, 13-H, 18-H, 19-H, 20-H), 7.78 (d, *J1413= 7.9 Hz, 1 H).
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3C-NMR (100 MHz, CDCls): & = =5.45 (q, C-3), 18.2 (s, C-2), 25.8 (g, C-1), 50.1 (t, C-16), 59.8
(d, C-5), 64.5 (t, C-4), 75.3 (d, C-6), 110.2 (d, C-14), 112.6 (s, C-8), 119.4 (s, C-12), 120.2 (s,
C-13), 122.5 (d, C-9), 126.9 (d, C-18), 127.8 (d, C-20), 128.8 (d, C-19), 136.7 (s, C-10), 137.1 (s,
C-15), 159.4 (s, C-7).

(4R,55)-43b (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = —0.07 (s, 3 H, 3-H), =0.06 (s, 3 H, 3-H'), 0.85 (s, 9 H, 1-H), 3.36
(dd, %44 = 10.4 Hz, *Jy5= 4.1 Hz, 1 H, 4-H), 3.45 (dd, *Js4 = 10.4 Hz, *J45= 8.6 Hz, 1 H, 4-H),
4.34 (m, 1 H, 5-H), 5.35 (s, 2 H, 16-H), 5.96 (bs, 1 H, NH), 6.12 (d, *Js,5 = 8.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.59
(d, *J1413= 7.8 Hz, 1 H, 14-H).

13c-NMR (100 MHz, CDCl3): § = -5.7 (g, C-3), 18.0 (s, C-2), 25.7 (g, C-1), 57.7 (d, C-5), 62.9 (t,
C-4), 75.0 (d, C-6), 108.7 (d, C-14), 118.9 (d, C-12), 120.1 (d, C-9), 125.8 (d, C-18), 126.7 (d, C-
20), 127.0 (d, C-19), 136.6 (s, C-10), 136.9 (s, C-15), 159,2 (s, C-7).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 50 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, 10 min MeCN, tg (43a,43b) = 7.82 min, m/z = 437 ([M+H]").

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

CasH32N,03Si [M]* 436.2166 436.2177

(2R,3R)-N-Boc-N"-benzyl-1-0O-(tert-butyldimethylsilyl)- 3-[(tert-butyldimethyl-
silyl)oxy]-tryptophanol (44)

Zu einer Lésung von 2.71 g (5.32 mmol) des Alkohls 42 in 6 mL abs. DMF wurden bei 0 °C
1.01 g (6.70 mmol) TBDMSCI und 456 mg (6.70 mmol) Imidazol gegeben. Die entstandene
Losung wurde Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und nach vollstandigem Umsatz
(DC-Kontrolle) mit 100 mL EE verdiinnt. Es wurde nacheinander mit 1 N KHSQ,4, ges. NaHCOs,
Wasser (3x) und ges. NaCl-Losung gewaschen und die organische Phase Uber Na,SO,
getrocknet. Das Losemittel wurde am Vakuum entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 95:5). Es konnten 2.95 g (4.73 mmol,
89 %) des diastereomerenreinen, geschiitzten Diols 44 als farbloses Harz erhalten werden.

AS, V

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(44) = 0.60]
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Hauptrotamer:
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = —0.18 (s, 3 H, 23-H), 0.07 (s, 6 H, 20-H), 0.08 (s, 3 H, 23-H'),
0.88 (s, 9 H, 25-H), 0.95 (s, 9 H, 22-H), 1.38 (s, 9 H, 1-H), 3.58 (dd, %44 = 9.6 Hz, *J45 = 4.8 Hz,
1 H, 4-H), 3.88 (dd, Yss= 9.6 Hz, *Jss= 7.5 Hz , 1 H, 4-H), 3.87 (m, 1 H, 5-H), 4.98 (d,
*Juns = 8.9 Hz, 1 H, NH), 5.28 (m, 1 H, 15-H), 5.32 (m, 1 H, 15-H), 5.38 (d, *Js5 = 3.6 Hz, 1 H,
6-H), 7.02—7.19 (sh, 5 H, 8-H, 11-H, 12-H, 17-H), 7.19-7.31 (sh, 4 H, 13-H, 18-H, 19-H), 7.71
(d, *J10.11 = 7.7 Hz, 1 H, 10-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = —5.4 (g, C-23), —5.3 (g, C-20), —4.6 (g, C-23'), 18.2, 18.2 (2 s,
C-21/C-24), 25.9 (g, C-22, C-25), 28.4 (q, C-1), 49.9 (t, C-15), 57.7 (d, C-5), 62.0 (t, C-4), 66.7
(d, C-6), 78.7 (s, C-3), 109.5 (d, C-13), 117.0 (s, C-7), 119.2 (d, C-12), 120.0 (d, C-10), 121.6 (d,
C-11), 126.1 (d, C-8), 126.5 (d, C-17), 126.6 (s, C-9), 126.7 (d, C-19), 128.7 (d, C-18), 136.5 (s,
C-14), 137.6 (s, C-16), 156.3 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = —0.14 (s, 3 H, 23-H), 0.12 (s, 6 H, 20-H), 0.13 (s, 3 H, 23-H'),
0.99 (s, 9 H, 22-H), 1.15 (s, 9 H, 1-H), 3.78 (m, 1 H, 5-H), 4.79 (d, *Jn,s = 9.0 Hz, 1 H, NH), 5.45
(m, 1 H, 6-H), 7.60 (d, /10,11 = 7.5 Hz, 1 H, 10-H).

B3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = -5.2 (g, C-20), 27.9 (g, C-1), 58.3 (d, C-5), 62.2 (d, C-4), 65.9
(d, C-6), 155.9 (s, C-3).

Optische Drehung: [o] SO =-55.2 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C35Hs6N,04Si, [M]* 624.3773 624.3759

(2R,3R)-N-Boc-1-O-(tert-butyldimethylsilyl)- 3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-
tryptophanol (45)

In einem 1L-Dreihalskolben mit KPG-Rihrer wurden bei =78 °C 500 mL Ammoniak
einkondensiert und auf —40 °C erwarmt. Dann wurde eine Losung von 2.04 g (3.26 mmol)
des benzylierten Tryptophanols 44 in 25 mL abs. THF zugegeben. Zum Gemisch wurde
Natrium in moglichst kleinen Stiicken gegeben bis die blaue Farbe fir ca. 60 s bestehen
blieb. Um eine Uberreduktion zu vermeiden, wurde sofort festes NH,Cl zugegeben. Nach
Erwarmen auf RT iber Nacht wurde EE zugegeben und die organische Phase mit Wasser und
ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen tiber Na,SO4; und Entfernen des Losemittels
wurde der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 9:1). Neben 1.57 g
(2.93 mmol, 90 %) des debenzylierten Tryptophanols 45 in Form eines farblosen Harzes
konnten 102 mg (163 umol, 5 %) des Eduktes 44 zuriick gewonnen werden.

[DC: PE/EE = 9:1, Rf(45) = 0.14]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 = —0.19 (s, 3 H, 18-H), 0.06 (s, 6 H, 15-H), 0.06 (s, 3 H, 18-H"),
0.89 (s, 9 H, 20-H), 0.94 (s, 9 H, 17-H), 1.36 (s, 9 H, 1-H), 3.55 (dd, *Js4 = 9.6 Hz, *J45 = 4.6 Hz,
1 H, 4-H), 3.63 (dd, Yss= 9.6 Hz, *Jss= 7.7 Hz , 1 H, 4-H), 3.85 (m, 1 H, 5-H), 4.97 (d,
*Jums = 9.1 Hz, 1 H, NH), 5.35 (d, /6,5 = 3.7 Hz, 1 H, 6-H), 7.06=7.13 (sh, 2 H, 8-H, 11-H), 7.16
(dd, *J1211= *Ji213= 7.5 Hz, 1 H, 12-H), 7.33 (d, *h312= 7.5 Hz, 1 H, 13-H), 7.68 (d,
*J1011= 7.8 Hz, 1 H, 10-H), 8.04 (bs, 1 H, NH).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = —5.4 (q, C-18), 5.3 (g, C-15), —4.7 (g, C-18'), 18.2 (s, C-16
oder C-19), 18.2 (s, C-16 oder C-19), 25.9 (2 q, C-20, C-17), 28.4 (g, C-1), 57.9 (d, C-5), 62.0 (t,
C-4), 66.9 (d, C-6), 78.8 (s, C-3), 110.9 (d, C-13), 117.6 (s, C-7), 119.3 (d, C-11), 119.8 (d, C-10),
121.8 (d, C-12), 121.9 (d, C-8), 125.9 (s, C-9), 136.2 (s, C-14), 155.7 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = —0.11 (s, 3 H, 18-H), 0.11 (s, 6 H, 15-H), 0.12 (s, 3 H, 18-H'),
0.90 (s, 9 H, 20-H), 0.97 (s, 9 H, 17-H), 1.08 (s, 9 H, 1-H), 3.74 (m, 1 H, 5-H), 4.75 (d,
*Juns = 8.4 Hz, 1 H, N-H), 5.43 (bs, 1 H, 6-H), 7.57 (d, *J1011 = 7.7 Hz, 1 H, 10-H).

3C.NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = -5.4 (g, C-15), 27.8 (g, C-1), 58.3 (d, C-5), 62.2 (d, C-4), 66.0

(d, C-6), 79.3 (s, C-2), 111.2 (d, C-13), 117.6 (s, C-7), 118.6 (d, C-10), 119.2 (d, C-11), 122.5 (d,
C-12), 125.4 (s, C-9), 156.1 (s, C-3).

Optische Drehung: [o] SO =-51.1"°(c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CagHsoN204Si; [M]* 534.3304 534.3278

(2R,3R)-N-Boc-N'-(tert-prenyl)-1-O-(tert-butyldimethylsilyl)-3-[(tert-butyl-
dimethylsilyl)oxy]-tryptophanol (46)

In einen Schlenkkolben wurden unter Argonatmosphadre 195 mg (1.08 mmol) Cu(OAc),,

39 mg (173 umol) Pd(OAc),, 210 mg (645 umol) Cs,CO3 und 1.37 mL (12.9 mmol) 2-Methyl-2-

buten in 5 mL abs. MeCN suspendiert. Zu diesem Gemisch wurden 215 mg (402 umol) des
debenzylierten Indols 45 in 5 mL abs. MeCN gegeben. Das Reaktionsgefdll wurde
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verschlossen und U(ber Nacht auf 35-40°C erwdrmt. Das Reaktionsgemisch wurde
anschlieRend ohne Aufarbeitung zweifach sdulenchromatisch gereinigt (Kieselgel PE:EE 95:5
— 9:1). Es wurden 176 mg (291 umol, 73 %) des tert-prenylierten Indols 46 als leicht
gelblicher Schaum erhalten.

[DC: PE/EE = 9:1, Rf(46) = 0.32]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = —0.20 (s, 3 H, 22-H), 0.05 (s, 3 H, 22-H'), 0.07 (s, 6 H, 19-H),
0.88 (s, 9 H, 24-H), 0.95 (s, 9 H, 21-H), 1.39 (s, 9 H, 1-H), 1.71 (s, 6 H, 15-H), 3.55 (dd,
%Jas=9.5Hz, *Jy5=4.4 Hz, 1 H, 4-H), 3.63 (dd, “Jss = 9.5 Hz, /45 = 7.4 Hz, 1 H, 4-H), 3.88 (m,
1 H, 5-H), 4.99 (d, *Jyus= 9.0 Hz, 1 H, NH), 5.09 (d, */18217 = 17.4 Hz, 1 H, 18-H,), 5.19 (d,
*Jigb17 = 10.7 Hz, 1 H, 18-Hb), 5.33 (d, *Jg5 = 4.0 Hz, 1 H, 6-H), 6.11 (dd, *J1718. = 17.4 Hz,
3J17.18 = 10.7 Hz, 1 H, 17-H), 7.01-7.12 (sh, 2 H, 11-H, 12-H), 7.20 (s, 1 H, 8-H), 7.45 (d,
*J1312 = 8.0 Hz, 1 H, 13-H), 7.65 (d, *J10.11 = 7.5 Hz, 1 H, 10-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & = =5.4 (q, C-22), =5.3 (q, C-19), —4.6 (q, C-22'), 18.2 (s, C-20,
C-23), 25.9 (q, C-21, C-24), 28.0 (q, C-15), 28.5 (q, C-1), 57.6 (d, C-5), 58.9 (s, C-16), 62.2 (t,
C-4), 66.8 (d, C-6), 78.7 (s, C-3), 113.4 (t, C-18), 113.7 (d, C-13), 115.5 (s, C-7), 118.7 (d, C-11),
119.6 (d, C-10), 120.5 (d, C-12), 123.3 (d, C-8), 127.8 (s, C-9), 135.5 (s, C-14), 144.1 (d, C-17),
155.7 (s, C-3).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = —0.12 (s, 3 H, 22-H), 0.11 (s, 6 H, 19-H), 0.13 (s, 3 H, 22-H'),
0.90 (s, 9 H, 24-H), 0.98 (s, 9 H, 21-H), 1.13 (s, 9 H, 1-H), 1.71 (s, 6 H, 15-H), 3.79 (m, 1 H, 5-H),
4.79 (d, *Jyns = 9.0 Hz, 1 H, NH), 5.12 (d, *J1g217 = 17.1 Hz, 1 H, 18-Ha), 5.42 (bs, 1 H, 6-H),
7.26 (s, 1 H, 8-H), 7.49 (d, /131> = 8.0 Hz, 1 H, 13-H), 7.56 (d, /1011 = 7.1 Hz, 1 H, 10-H).

13c-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.2 (g, C-19), 18.2 (s, C-20, C-23), 27.9 (g, C-15), 28.1 (q,
C-1), 58.2 (d, C-5), 62.3 (d, C-4), 66.1 (d, C-6), 79.1 (s, C-2), 113.4 (t, C-18), 113.8 (d, C-13),
118.6 (d, C-11).

Optische Drehung: [0] 2 =-49.6 ° (c = 1.0, CHCl5)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
Cy7H43N,05Si [M-TBDMSO]* 471.3037 471.3063
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(2R,3R)-N-Boc-N"-benzyl-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanol (47)

Zu einer Losung aus 96.0 mg (153 umol) des vollstandig geschiitzten, benzylierten
Tryptophanols 44 in 2 mL MeOH wurden bei 0 °C 65.0 mg (1.76 mmol) NH4F gegeben. Das
Gemisch wurde auf Raumtemperatur erwdarmt und nach 48 h Rihren mit EE verdlnnt. Es
wurde nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen.
Nach Trocknen Uber Na,SO, wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 8:2). Es konnten 64.0 mg (125 umol,
82 %) des priméaren Alkohols 47 als farbloser Schaum erhalten werden.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(47) = 0.15]

Hauptrotamer:

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = —0.20 (s, 3 H, 20-H), 0.06 (s, 3 H, 20-H'), 0.87 (s, 9 H, 22-H),
1.39 (s, 9 H, 1-H), 2.78 (bs, 1 H, OH), 3.68 (m, 1 H, 4-H), 3.75 (m, 1 H, 4-H), 3.97 (m, 1 H), 4.98
(bs, 1 H, NH), 5.25 (d, %J1515 = 4.5 Hz, 1 H, 15-H), 5.28-5.35 (sh, 2 H, 6-H, 15-H). 7.04-7.12 (sh,
4 H, 8-H, 12-H, 17-H), 7.16 (m, 1 H, 11-H), 7.23-7.30 (sh, 4 H, 13-H, 18-H, 19-H), 7.68 (d,
*J10.11 = 7.3 Hz, 1 H, 10-H).

3¢ NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = -5.3 (q, C-20), —4.7 q, (C-20'), 18.1 (s, C-20), 25.8 (g, C-22),
28.4 (g, C-1), 50.0 (t, C-15), 57.8 (d, C-5), 63.2 (t, C-4), 68.9 (d, C-6), 79.4 (s, C-2), 109.8 (d,
C-13), 115.8 (s, C-7), 119.5 (d, C-12), 121.9 (s, C-10), 126.4 (d, C-8), 126.6 (d, C-17), 127.6 (d,
C-19), 128.7 (d, C-18), 136.6 (s, C-14), 137.3 (s, C.16), 156.3 (s, C-3).

Das Signal von C-9 ist im >C-NMR nicht zu erkennen.
Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale):

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.12 (s, 9 H, 1-H), 4.65 (bs, 1 H, NH).

Optische Drehung: [o] SO =-41.2 ° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C29H41N,05Si [M-OH]* 439.2881 439.2867
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(2R,3R)-N-Boc-N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanol
(48)

Zu einer Losung von 325 mg (539 umol) des vollstandig geschiitzten Diols 46 in 3 mL MeOH
wurden bei 0 °C 199 mg (5.40 mmol) NH4F gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam
auf Raumtemperatur erwdarmt und 48 h geriihrt. Es wurde mit EE verdinnt und
nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO,; wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der Riickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 9:1). Neben 51 mg (86.1 umol, 16 %)
Edukt konnten so 216 mg (441 pumol, 82 %) des primaren Alkohols in Form eines farblosen
Harzes erhalten werden.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(48) = 0.24]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = —0.20 (s, 3 H, 19-H), 0.06 (s, 3 H, 19-H'), 0.89 (s, 9 H, 21-H),
1.41 (s, 9 H, 1-H), 1.73 (s, 3 H, 15-H), 1.74 (s, 3 H, 15-H'), 2.88 (bs, 1 H, OH), 3.71 (m, 2 H,
4-H), 3.95 (ddt, /s = 4.9 Hz, *Js ny = 8.1 Hz, *Js 4 = 10.4 Hz, 1 H, 5-H), 5.01 (bs, 1 H, NH), 5.11
(d, *J18a17 = 17.4 Hz, 1 H, 18-Ha), 5.21 (d, *J1g,17 = 10.7 Hz, 1 H, 18-Hb), 5.24 (d, /s 5 = 4.9 Hz,
1H, 6-H), 6.12 (dd, /17182 = 17.4 Hz, *J17 185 = 10.7 Hz, 1 H, 17-H), 7.04-7.13 (sh, 2 H, 11-H,
12-H), 7.26 (s, 1 H, 8-H), 7.48 (d, *J1312 = 7.8 Hz, 1 H, 13-H), 7.63 (d, *J1911 = 7.0 Hz, 1 H, 10-H).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 3.6 (g, C-19), 18.0 (s, C-20), 25.6 (q, C-21), 27.9 (g, C-15),
28.0 (g, C-15'), 28.3 (q, C-1), 58.9 (d, C-5), 59.0 (s, C-16), 63.4 (t, C-4), 68.9 (d, C-6), 79.4 (s,
C-3), 113.5 (t, C-18), 113.9 (d, C-13), 114.3 (s, C-7), 119.0 (d, C-11), 119.6 (d, C-10), 120.8 (d,
C-12), 123.6 (d, C-8), 127.8 (s, C-9), 135.6 (s, C-14), 144.0 (d, C-17), 155.4 (s, C-3).
Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.12 (s, 9 H, 1-H), 2.22 (bs, 1 H, OH), 4.72 (bs, 1 H, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 5.3 (g, C-19), 18.1 (s, C-20), 25.8 (q, C-21), 28.4 (q, C-1), 57.8
(d, C-5).

Optische Drehung: [o] SO =-39.0° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
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C21H29N,03 [M-TBDMSO]" 357.2173 357.2185

(2S,3R)-N-Boc-N'-benzyl-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophan-
methylester (49)

Zu einer Losung von 40.0 mg (82.0 umol) des Alkohols 47 in 1 mL abs. DCM und 1 mL abs.
DMSO wurden bei 0 °C nacheinander 69.0 puL (492 umol) Triethylamin und eine Losung aus
52.0 mg (329 pmol) SOs-Pyridinium-Komplex in 1 mL abs. DMSO gegeben. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das Reaktionsgemisch mit EE verdinnt und
nacheinander mit Wasser, 1 N KHSO,4-L6sung, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO4 wurde das Losemittel entfernt.

Der Rickstand wurde in einer Mischung aus 0.6 mL tert-Butanol und 0.4 mL THF
aufgenommen und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieBend wurde eine LOsung aus 48.0 mg
(400 umol) NaH,PO4 in 200 uL Wasser, gefolgt von 200 pL 2-Methyl-2-buten zugegeben.
Dann wurden 80.0 pL (80.0 umol) einer NaClO,-L6sung (1 M in Wasser) zugegeben. Nach
15 min Rihren bei 0 °C wurde dem Reaktionsgemisch 1 N KHSO,4-Losung zugesetzt und das
Gemisch wurde dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Wasser und 5 %-iger Na,S,03-Lésung gewaschen.

Nach Trocknen Uber Na,SO; wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und
der Rickstand in 0.5 mL abs. DMF aufgenommen. Zur entstandenen Lésung wurden bei 0 °C
14.0 mg (100 pmol) K,CO3 und 20 pL (320 umol) Mel zugegeben. Die Reaktionsmischung
wurde Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und mit EE verdiinnt. Es wurde
nacheinander mit Wasser (2x), 5 %-iger Na,S,S03-Losung, ges. NaHCOsz-Losung und ges.
NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO; wurde das Losemittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, PE:EE 9:1). Es wurden 26.0 mg (48.9 umol, 60 %) des Methylester 49 als farbloses
Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 9:1, R¢(49) = 0.11]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = —0.02 (s, 3 H, 20-H), 0.17 (s, 3 H, 20-H'), 1.02 (s, 9 H, 22-H),
1.46 (s, 9 H, 1-H), 3.92 (s, 3 H, 23-H), 4.72 (dd, ¥Jsni = 9.6, *Js6 = 2.4 Hz, 1 H, 5-H), 5.31-5.57
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(sh, 3 H, 15-H, NH), 5.79 (d, *Je 5 = 2.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.18 =7.46 (sh, 9 H, 8-H, 11-H, 12-H, 13-H,
17-H, 18-H, 19-H), 7.88 (d, *J1911 = 7.2 Hz, 1 H, 10-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): 6 = —3.6 (g, C-20), 19.8 (s, C-21), 25.7 (g, C-22), 28.2 (g, C-1), 50.7
(d,q, C-5, C-23), 52.2 (d, C-6), 80.6 (s, C-2), 110.0 (d, C-13), 119.1 (d, C-11), 121.0 (d, C-10),
122.9 (d, C-12), 125.8 (s, C-7), 126.8 (d, C-17), 127.9 (d, C-19), 128.3 (s, C-8), 129.0 (d, C-18),
131.1 (s, C-9), 136.1 (s, C-14), 136.3 (s, C-16), 157.6 (s, C-3), 166.5 (s, C-4).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.05 (s, 3 H), 0.28 (s, 3 H), 1.05 (s, 9 H), 1.15 (s, 9 H), 3.97 (s,
2H),4.61(d,J=9.3Hz, 1H),5.84(d,)=4.2Hz, 1 H), 7.82 (d, ) = 8.5 Hz, 1 H)

13Cc-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 50.9 (d, C-5), 80.8 (s, C-2), 118.9 (s, C-11).

Optische Drehung: [o] SO =-36.8° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cy5H,7N,04 [M-TBDMSO]* 407.1965 407.1955

(2S,3R)-N-Boc-N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophan-
methylester (50)

Zu einer Losung aus 49.0 mg (100 pumol) des Alkohols 48 in 1.0 mL abs. DCM und 0.5 mL
DMSO wurden 70 pL (500 umol) EtsN gegeben und auf 0 °C gekiihlt. Zu dem Reaktions-
gemisch wurde Uber einen Zeitraum von 15 min eine Losung aus 64.0 mg (400 umol)
Pyridinium-SOs-Komplex in 1 mL DMSO getropft und anschlieBend langsam auf Raum-
temperatur erwarmt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde EE zugegeben und
nacheinander mit 1 N KHSO,4, ges. NaHCOs-Lsg., 5 %-iger Na,S,0s-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Nach Trocknen iber Na,SO4 wurde das Losemittel bei 0 °C am Vakuum entfernt.
Der hochst sensible Aldehyd 49 wurde sofort weiter umgesetzt.

Der Roh-Aldehyd wurde in 1.0 mL MeOH gel6st, mit 35.0 mg (250 umol) K,CO3 versetzt und
auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von 200 pL 2-Methyl-2-buten wurden unter Lichtausschluss
56 mg (250 umol) NIS zugegeben. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde mit 5 %-
iger Na,S,0s3-Lsg gequencht und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden Uber Na,SO,; getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 9:1) wurden 24.4 mg (47.2 mmol,
47 %) des Methylesters 50 als gebliches Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, R¢(50) = 0.52]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 = —0.18 (s, 3 H, 19-H), 0.08 (s, 3 H, 19-H'), 0.87 (s, 9 H, 21-H),
1.31 (s, 9 H, 1-H), 1.72 (s, 3 H, 15-H), 1.73 (s, 3 H, 15-H'),3.76 (s, 3 H, 22-H), 4.53 (m, 1 H, 5-H),
5.07 (d, *J18a17 = 17.4 Hz, 1 H, 18-Ha), 5.19 (d, *J1gp,17 = 10.7 Hz, 1 H, 18-Hb), 5.39 (d, *Jnus =
9.6 Hz, 1 H, N-H), 5.60 (d, *Jg5 = 2.1 Hz, 1 H, 6-H), 6.11 (dd, *J17 155 = 17.4 Hz, /1718, = 10.7 Hz,
1 H, 17-H), 7.02-7.15 (sh, 2 H, 11-H, 12-H), 7.24 (s, 1 H, 8-H), 7.45 (d, */131, = 8.7 Hz, 1 H,
13-H), 7.65 (d, *J10.11 = 8.5 Hz, 1 H, 10-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.6 (q, C-19), —4.7 (q, C-19'), 18.1 (s, C-20), 25.7 (g, C-21),
28.0 (g, C-15), 28.2 (g, C-1), 52.1 (g, C-22), 59.0 (s, C-16), 60.1 (d, C-5), 69.8 (d, C-6), 79.4 (s,
C-3), 113.5 (t, C-18), 113.8 (d, C-13), 114.0 (s, C-7), 119.0 (d, C-11), 119.3 (d, C-10), 120.7 (d,
C-12), 123.5 (d, C-8), 127.4 (s, C-9), 135.4 (s, C-14), 143.9 (d, C-17), 155.5 (s, C-3), 171.6 (s,
C-4).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 = —0.13 (s, 3 H, 19-H), 0.10 (s, 3 H, 19-H'), 0.89 (s, 9 H, 21-H),
0.98 (s, 9 H, 1-H), 3.81 (s, 3 H, 22-H), 4.53 (m, 1 H, 5-H), 5.07 (d, *J1g,17 = 18.1 Hz, 1 H, 18-Ha),
5.20 (d, *J1gp17 = 10.5 Hz, 1 H, 18-Hb), 5.64 (d, *J65= 4.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.27 (s, 1 H, 8-H), 7.50
(d, *J1312 = 7.2 Hz, 1 H, 13-H), 7.59 (d, *J1911 = 9.5 Hz, 1 H, 10-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = —4.6 (g, C-19), -3.6 (q, C-19'), 25.7 (g, C-21), 27.6 (g, C-1),
28.1 (g, C-15), 59.1 (s, C-16), 60.6 (d, C-5), 70.0 (d, C-6), 79.5 (s, C-3), 113.5 (t, C-18), 124.3 (d,
C-8), 144.1 (d, C-17).

Optische Drehung: [a] SO =-36.2 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C2,H29N,04 [M-TBDMSO]* 385.2122 385.2120

N-(tert-Prenyl)-1H-indol-3-carbonsauremethylester (52)

(109} wurden 12.4 g (66.5 mmol) tert-Butyl-tert-

GemalR eines Literaturprotokolls
prenylcarbonat in 180 mL abs. DCM geldst und auf 0 °C gekihlt. AnschlieRend wurden

128 mg (0.35 mmol) [Pd(allyl)Cl],, 411 mg (0.70 mmol) Xantphos®, und 11.4 g (35.0 mmol)
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Cs,CO3 zugegeben. Die entstandene Suspension wurde fir 10 min bei dieser Temperatur
gerihrt und anschlieRend mit 6.13 g (35.0 mmol) Indol-3-carbonsduremethylester (51)
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 48 h bei dieser Temperatur geriihrt und nach
vollstandigem Umsatz (DC Kontrolle) tiber Celite filtriert. Nach Entfernen des Losemittels am
Rotationsverdampfer wurde der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
PE:EE 8:2). Es konnten 7.55 g (32.7 mmol, 94 %) des tert-prenylierten Indols als farbloses
Harz erhalten werden, wobei im Produkt 6 % des n-prenylierten Nebenproduktes enthalten
waren (NMR).

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(52) = 0.35]

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.79 (s, 6 H, 4-H), 3.92 (s, 3 H, 14-H), 5.19 (d, *J1., = 17.5 Hz,
1H, 1-Ha), 5.27 (d, *J1p» = 10.7 Hz, 1 H, 1-Hb), 6.12 (dd, */512 = 17.5 Hz, */,1, = 10.7 Hz, 1 H,
2-H), 7.19 (m, 1 H, 11-H), 7.25 (m, 1 H, 10-H), 7.54 (d, *J5.10 = 8.3 Hz, 1 H, 9-H), 8.04 (s, 1 H,
5-H), 8.20 (m, 1 H, 12-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 27.9 (q, C-4), 50.9 (g, C-14), 60.1 (s, C-3), 106.3 (s, C-6), 114.4
(t, C-1), 114.4 (d, C-9), 121.5 (d, C-12), 121.6 (d, C-11), 121.8 (d, C-10), 127.9 (s, C-7), 132.0
(d, C-5), 135.8 (s, C-8), 142.9 (d, C-2), 165.6 (s, C-13).

N-(tert-Prenyl)-1H-indol (53)

Zu einer Lésung von 7.65 g (33.4 mmol) des Indols 52 in 100 mL Methanol wurden 3.75 g
(67.0 mmol) fein gepulvertes Kaliumhydroxid gegeben. Das Gemisch wurde bis zum
vollstandigen Umsatz (DC-Kontrolle) zum Riickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde das
Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen.
Nach Waschen mit DCM wurde die wassrige Phase mit 1 N KHSO4-Losung angesaduert und
dreimal mit DCM extrahiert. Die so erhaltenen organischen Phasen wurden vereint und tber
Na,SO, getrocknet.

Nach Entfernen des Losemittels am Vakuum wurde die Rohsaure unter einer Argon-
Atmosphdre auf 180 °C (Badtemperatur) erhitzt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle)
wurden 6.05g (32.7 mmol, 98 %) des decarboxylierte Indols 53 als farbloses bis leicht
gebliches Ol erhalten, welches unter Inertgas bei —20 °C gelagert werden muss.

[DC: PE/EE = 98:2, Re(53) = 0.39]
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.79 (s, 6 H, 4-H), 5.20 (d, *J152 = 17.4 Hz, 1 H, 1-Ha), 5.25 (dd,
*Jip1a = 0.4 HzJ3p, = 10.6 Hz, 1 H, 1-Hb), 6.19 (dd, *J51, = 17.4 Hz, %), 1, = 10.6 Hz, 1 H, 2-H),
6.52 (dd, *Jg12 = 0.7 Hz, *Je5 = 3.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.11 (ddd, /1110 = *J1112 = 7.1 Hz, *J119 = 1.2
Hz, 1 H, 11-H), 7.15 (ddd, *J106 = *J1911 = 7.1 Hz, “J101> = 1.5 Hz, 1 H, 10-H), 7.34 (d, *J5¢ = 3.3
Hz, 1 H, 5-H), 7.57 (m, 1 H, 9-H), 7.66 (m, 1 H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 27.9 (g, C-4), 59.0 (s, C-3), 100.5 (d, C-6), 113.4 (d, C-9), 113.7
(t, C-1), 119.1 (d, C-10), 120.6 (d, C-11), 120.9 (d, C-12), 125.0 (d, C-5), 130.0 (s, C-7), 135.8 (s,
C-8), 144.2 (d, C-2).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H1sNO [M]? 185.1199 185.1202

N-(tert-Prenyl)-3-iod-1H-indol (54)

Zu einer Losung aus 3.50 g (18.9 mmol) des Indols 53 in 40 mL DMF wurden bei 0 °C unter
Lichtausschluss 4.68 g (20.8 mmol) NIS gegeben. Nach 30 min Riihren bei dieser Temperatur
wurden dem Gemisch 20 mL ges. NaHCOs-Losung zugegeben und fir weitere 10 min
gerihrt. Anschliefend wurde mit Wasser verdiinnt und dreimal mit DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber Na,SO4
getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach saulen-
chromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 95:5) konnten 5.57 g (18.4 mmol, 97 %) des
iodierten Indols 54 als gebliches Harz erhalten werden, welches unter Inertgas bei —20 °C

gelagert werden muss.

[DC: PE/EE = 98:2, Rf(54) = 0.34]

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.76 (s, 6 H, 4-H), 5.19 (d, *J15, = 17.5 Hz, 1 H, 1-Ha), 5.25 (d,
*Jip2 = 10.7 Hz, 1 H, 1-Hb), 6.13 (dd, */12 = 17.5 Hz, *J535 = 10.7 Hz, 1 H, 2-H), 7.15-7.20 (sh,
2 H, 10-H), 7.38 (s, 1 H, 5-H), 7.45 (m, 1 H, 9-H), 7.50 (m, 1 H, 12-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 27.9 (q, C-4), 55.2 (s, C-6), 59.8 (s, C-3), 113.8 (t, C-1), 113.9
(d, C-9), 120.1 (d, C-11), 121.2 (d, C-12), 121.8 (d, C-10), 129.3 (d, C-5), 131.7 (s, C-7), 135.3
(s, C-8), 143.6 (d, C-2).
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden

CisHuaIN [M]* 311.0165 311.0173

(2R,3R)-N-Alloc-N'-(tert-prenyl)-1-O-(tert-butyldimethylsillyl)-3-hydroxytryp-
tophanol (57)

DIBAL-H-Reduktion: Zu einer Losung aus 1.27 g (4.00 mmol) des (D)-Serins 55 in 40 mL abs.
Toluol wurden bei —78 °C innerhalb von 30 min 4.00 mL (4.00 mmol) einer DIBAL-H-L6sung (1
M in Hexan) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2-3 h bei dieser Temperatur
gerihrt und nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurden 20 mL DCM und 10 mL 1 M
HCl zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C erwdarmt und bei dieser Temperatur

geruhrt bis sich eine klare Lésung bildete. Nach dreimaliger Extraktion mit DCM wurden die
vereinigten organischen Phasen mit ges. NaHCOs-Losung gewaschen, (iber Na,SO4
getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt. Der Aldehyd wurde ohne weitere
Reinigung umgesetzt.

Generierung des Zinkreagenzes: In einem Schlenkkolben wurden 1.80 g (13.2 mmol) ZnCl,

zusammen mit 736 mg (18.0 mmol) LiCl am Hochvakuum ausgeheizt und anschlieRend in 15
mL abs. THF gel6st. Dann wurden nacheinander 729 mg (30.0 mmol) Magnesiumspahne und
eine Losung aus 3.73 g (12.0 mmol) des lodindols 54 in 15 mL abs. THF zugegeben. Dem
Reaktionsgemisch wurden 70 pL Dibromethan zugesetzt, woraufhin die exotherme Reaktion
startete. Nach Abklingen wurde weitere 2 h bei Raumtemperatur nachgerihrt. AnschlieBend
wurde das Uberschiissige Magnesium unter Inertgas abfiltriert.

Reaktionsdurchfiihrung: Die Losung des Zinkreagenzes wurde auf —78 °C gekiihlt und dann

der Rohaldehyd, geldst in 15 mL abs THF, langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdarmt, mit Diethylether verdiinnt und anschlieRend mit
ges. NH4Cl-Losung versetzt. Die Wassrige Phase wurde dreimal mit Diethylether extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen nacheinander mit ges. NaHCOs-Losung, 5 %-iger
Na,S,03-Losung gewaschen. Nach Trocknen uber Na,SO;, wurde das Lésemittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdaulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, PE:EE Gradient 9:1 — 8:2). Es wurden 1.41 g (2.98 mmol, 75 %, >94 % ds) des
Alkohols 57 als gelbliches Ol erhalten. Das erhaltene Produkt stellte sich als duRerst instabil
heraus und muss unter Inertgas bei tiefer Temperatur gelagert oder sofort weiter umgesetzt
werden.

[DC: PE/EE = 8:2, Rf(57) = 0.20]
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(2R,3R)-57:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.08 (s, 6 H, 20-H), 0.94 (s, 9 H, 22-H), 1.74 (s, 6 H, 4-H), 3.28
(bs, 1 H, OH), 3.80 (m, 1 H, 15-H), 3.87 (dd, %1515 = 10.1 Hz, *J3514 = 4.1 Hz, 1 H, 15-H), 4.14
(m, 1 H, 14 H), 4-58 (m, 1 H, 17-H), 5.15 (d, *J1,2 = 17.5 Hz, 1 H, 1-Ha), 5.21 (d, */1,, = 10.7 Hz,
1 H, 1-Hb), 5.18-5.32 (sh, 2 H, 19-Ha, 19-Hb), 5.36 (m, 1 H, 13-H), 5.52 (d, */x14 = 8.5 Hz,
1 H, NH), 5.91 (m, 1 H, 18-H), 6.13 (dd, *J51p = 10.7 Hz, *J, 1, = 17.5 Hz, 1 H, 2-H), 7.08 (ddd,
*Ji110 = 1112 = 7.1 Hz, *J119 = 1.2 Hz, 1 H, 11-H), 7.12 (ddd, *J100 = *J1011 = 6.9 Hz, Y1912 =
1.4 Hz, 1 H, 10-H), 7.33 (s, 1 H, 5-H), 7.50 (d, *Jo10 = 7.6 Hz, 1 H, 9-H), 7.71 (d, *J3211 = 7.1 Hz,
1H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): § = =5.6 (g, C-20), 18.2 (s, C-21), 25.8 (g, C-22), 27.9 (q, C-4), 28.0
(g, C-4"), 55.8 (d, C-14), 59.0 (s, C-3), 64.7 (t, C-15), 65.5 (t, C-17), 69.1 (d, C-13), 113.5 (t,
C-1), 113.9 (d, C-9), 117.5 (t, C-19), 119.1 (d, C-11), 119.3 (d, C-12), 120.9 (d, C-10), 123.1 (d,
C-5), 127.6 (s, C-7), 132.9 (d, C-18), 135.8 (s, C-8), 156.6 (s, C-16).

(2R,3S)- 57 (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.07 (s, 6 H, 20-H), 0.93 (s, 9 H, 22-H), 1.75 (s, 6 H, 4-H), 3.14
(bs, 1 H, OH), 3.66 (m, 2 H, 15-H), 4.06 (m, 1 H, 14-H), 4.63 (m, 2 H, 17-H), 5.63 (d,
*Ja1a = 8.7 Hz, 1 H, NH), 7.21 (m, 1 H, 10-H), 7.38 (s, 1 H, 5-H), 7.67 (d, *J1211 = 8.2 Hz, 1 H,
12-H).

3Cc-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = -5.7 (g, C-20), 25.7 (q, C-22), 28.0 (g, C-4), 59.1 (s, C-3), 63.4
(t, C-15), 118.0 (t, C-19), 119.2 (d, C-11), 119.7 (d, C-12), 127.2 (d, C-7), 132.5 (d, C-18).

Optische Drehung (94:6 Gemisch): [o] 2° =—34.7 ° (c = 1.0, CHCl5)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

Ca6HaoN504Si [M]* 472.2752 472.2753

(2R,3R)-N-Alloc-N'-(tert-prenyl)-1-O-(tert-butyldimethylsillyl)-3-[(tert-butyl-
dimethylsilyl)oxy]-tryptophanol (58)

340 mg (719 umol) des Alkohols 57 wurden in 7 mL abs. DCM gel6st und auf —35 °C gekdiihlt.
AnschlieBend wurde liber einen Zeitraum von 15 min eine Losung aus 180 uL (791 umol)
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TBDMSOTf und 170 pL (1.45 mmol) 2,6-Lutidin in 2 mL abs. DCM zugetropft. Nach
vollstandiger Zugabe wurde das Gemisch fiir 5 min bei dieser Temperatur nachgerihrt und
anschlielend mit ges. NaHCOs-Losung versetzt. Nach Erwdarmen auf Raumpemperatur wurde
mit DCM verdinnt und die organische Phase nacheinander mit 1 N KHSO4-Lésung und
Wasser gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO; und Entfernen des Losemittels am
Rotationsverdampfer wurde der Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
PE:EE 8:2). Es wurden 369 mg (629 umol, 87 %) des geschiitzten Alkohols 58 in
diastereomerenreiner Form als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE =9:1, Re(58) = 0.34]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = —0.18 (s, 3 H, 23-H), 0.06 (s, 3 H, 23-H'), 0.10 (s, 6 H, 20-H),
0.89 (s, 9 H, 25-H), 0.97 (s, 9 H, 22-H), 1.72 (s, 3 H, 4-H), 1.73 (s, 3 H, 4-H"), 3.63 (d,
3J15,14 = 6.2 Hz, 2 H, 15-H), 3.92 (m, 1 H, 14-H), 4.52 (d, ®J1715 = 5.4 Hz, 2 H, 17-H), 4.98-5.35
(sh, 5 H, 1-Ha, 1-Hb, NH, 19-Ha, 19-Hb), 5.38 (d, *J1314 = 3.7 Hz, 1 H, 13-H), 5.91 (m, 1 H,
18-H), 6.13 (dd, */5.12 = 17.4 Hz, *J, 1p = 10.7 Hz, 1 H, 2-H), 7.02-7.14 (sh, 1 H, 10-H, 11-H), 7.21
(s, 1 H, 5-H), 7.47 (d, *Jo,10 = 8.1 Hz, 1 H, 9-H), 7.65 (d, *J1211 = 7.4 Hz, 1 H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.4 (q, C-23), =5.3 (g, C-20), —4.6 (g, C-23'), 18.2 (s, C-24),
18.2 (s, C-21), 25.8 (q, C-25), 25.9 (q, C-22), 28.0 (q, C-4), 57.9 (d, C-14), 58.9 (s, C-3), 61.8 (t,
C-15), 65.3 (t, C-17), 66.6 (d, C-13), 113.4 (t, C-1), 113.7 (d, C-9), 115.3 (s, C-6), 117.5 (t,
C-19), 118.8 (d, C-11), 119.5 (d, C-12), 120.6 (d, C-10), 123.3 (d, C-5), 127.6 (s, C-7), 133.2 (d,
C-18), 135.6 (s, C-8), 144.1 (d, C-2), 156.0 (s, C-16).

Nebenrotamer (ausgewdahlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6§ = —0.14 (s, 3 H, 23-H), 0.05 (s, 3 H, 23-H'), 0.09 (s, 6 H, 20-H),
1.76 (s, 3 H, 4-H), 1.81 (s, 3 H, 4-H'), 3.85 (m, 1 H, 14-H), 4.39 (m, 2 H, 17-H), 5.42 (m, 1 H,
13-H), 5.65 (m, 1 H, 18-H), 6.13 (dd, */, 15 = 10.7 Hz, *J1, = 17.4 Hz, 1 H, 2-H), 7.24 (s, 1 H,
5-H), 7.59 (d, *J1211 = 6.8 Hz, 1 H, 12-H).

3C_NMR (100 MHz, CDCl3): & = —5.3 (g, C-20), 28.1 (g, C-4), 58.2 (d, C-14), 62.2 (t, C-15),
117.0 (t, C-19), 118.9 (d, C-11), 120.6 (d, C-10), 123.7 (d, C-5), 127.3 (d, C-18).

Optische Drehung: [a] SO =-54.3°(c=1.0, CHCI3)
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden

CagHasN204Si; [M—C4Ho]* 529.2912 529.2922

(2R,3R)-N-Alloc-N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanol
(59)

Zu einer Losung von 1.05 g (1.84 mmol) des vollstéandig geschiitzten Diols 58 in 20 mL MeOH
wurden bei 0 °C 683 mg (18.5 mmol) NH4F gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam
auf Raumtemperatur erwarmt und 48 h gerihrt. Es wurde mit EE verdinnt und
nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO, wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der Rickstand
sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 8:2). Es wurden 722 mg (1.53 mmol,
83 %) des primaren Alkohols 59 als farbloses Harzes erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(59) = 0.28]
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = -0.12 (g, 3 H, 20-H), 0.06 (g, 3 H, 20-H'), 0.89 (g, 9 H, 22-H),
1.72 (9, 3 H, 4-H), 1.72 (g, 3 H, 4-H'), 3.75 (m, 2 H, 15-H), 3.99 (m, 1 H, 14-H), 4.53 (m, 2 H,
17-H), 5.10 (d, */1,, = 17.4 Hz, 1 H, 1-Ha), 5.21 (d, *J1p,, = 10.7 Hz, 1 H, 1-Hb), 5.15-5.31 (sh,
4 H, NH, 13-H, 19-Ha, 19-Hb), 5.88 (m, 1 H, 18-H), 6.12 (dd, *J212 = 17.4 Hz, *J,1, = 10.7 Hz,
1H, 2-H), 7.07 (m, 1 H, 11-H), 7.11 (m, 1 H, 10-H), 7.25 (s, 1 H, 5-H), 7.48 (d, *J510 = 7.8 Hz,
1H, 9-H), 7.62 (d, *J1211 = 7.4 Hz, 1 H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & = =5.4 (q, C-20), =5.7 (q, C-20'), 18.1 (s, C-21), 25.8 (q, C-22),
28.0 (g, C-4), 58.1 (d, C-14), 59.1 (s, C-3), 63.2 (d, C-15), 65.6 (t, C-17), 68.6 (d, C-13), 113.6 (t,
C-1), 113.9 (d, C-9), 114.2 (s, C-6), 117.6 (t, C-19), 119.1 (d, C-11), 119.3 (d, C-12), 120.9 (d,
C-10), 123.6 (d, C-5), 127.5 (s, C-7), 132.8 (d, C-18), 135.6 (s, C-8), 143.9 (d, C-2), 156.7 (s,
C-16).

Optische Drehung: [a] SO =-34.5° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
Ca6H39N,03Si [M—OH]* 455.2724 455.2730
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(2S,3R)-N-Alloc-N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophan-
methylester (60)

Zu einer Lésung aus 300 mg (634 umol) des Alkohols 59 in 5 mL abs. DCM und 4 mL DMSO
wurden 450 pL (3.17 mmol) EtsN gegeben und auf 0 °C gekihlt. Zu dem Reaktionsgemisch
wurde Uber einen Zeitraum von 15 min eine Losung aus 403 mg (2.54 mmol) Pyridinium-SOs-
Komplex in 2.5 mL DMSO getropft und anschlieBend langsam auf Raumtemperatur erwarmt.
Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde EE zugegeben und nacheinander mit 1 N
KHSO,4, ges. NaHCOs-Lsg., 5 %-iger NayS,0s3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO, wurde das Losemittel bei 0 °C am Vakuum entfernt. Der hochst
sensible Aldehyd wurde sofort weiter umgesetzt.

Der Roh-Aldehyd wurde in 8 mL MeOH gel6st, mit 262 mg (1.90 mmol) K,CO;5 versetzt und
auf 0 °C geklhlt. Nach Zugabe von 1.0 mL 2-Methyl-2-buten wurden unter Lichtausschluss
428 mg (1.90 mmol) NIS zugegeben. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde mit
5 %-iger Na,S,05-Lsg gequencht und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden Uber Na,SO,; getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 9:1) wurden 286 mg (571 umol,
90 %) des Methylesters als gebliches Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R¢(60) = 0.34]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = —0.15 (s, 3 H, 20-H), 0.00 (s, 3 H, 20-H'), 0.88 (s, 9 H, 22-H),
1.72 (s, 3 H, 4-H), 1.73 (s, 3 H, 4-H"), 3.78 (s, 3 H, 23-H), 4.45 (m, 2 H, 17-H), 4.56 (dd, )11 =
9.4 Hz, *J14.13 = 2.3 Hz, 1 H, 14-H), 5.08 (d, *J1,> = 17.4 Hz, 1 H, 1-Ha), 5.13-5.27 (sh, 3 H, 1-Hb,
19-Ha, 19-Hb), 5.61 (d, *Jxu14 = 9.4 Hz, 1 H, NH), 5.66 (d, >/13.14 = 2.3 Hz, 1 H, 13-H), 5.85 (m,
1H, 18-H), 6.12 (dd, /1, = 17.4 Hz, *J51p = 10.7 Hz, 1 H, 2-H), 7.06-7.14 (sh, 2 H, 10-H, 11-H),
7.24 (s, 1 H, 5-H), 7.48 (m, 1 H, 9-H), 7.63 (m, 1 H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl;): 8 = -5.6 (g, C-20), —4.7 (g, C-20'), 18.1 (s, C-21), 25.6 (g, C-22),
28.0 (q, C-4), 28.1 (q, C-4'), 52.2 (q, C-23), 59.0 (s, C-3), 60.3 (d, C-14), 65.6 (t, C-17), 69.6 (d,
C-13), 113.5 (t, C-1), 113.8 (s, C-6), 113.9 (d, C-9), 117.6 (t, C-19), 118.8 (d, C-12), 119.1 (d,
C-11), 120.8 (d, C-10), 123.6 (d, C-5), 127.1 (s, C-7), 132.8 (d, C-18), 135.5 (s, C-8), 143.9 (d,
C-2), 156.0 (s, C-16), 171.2 (s, C-23).
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Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6§ = —0.12 (s, 3 H, 20-H), 0.06 (s, 3 H, 20-H'), 0.90 (s, 9 H, 22-H),
1.76 (s, 3 H, 4-H), 1.80 (s, 3 H, 4-H'), 3.81 (s, 3 H, 23-H), 4.02 (dd, *J1717 = 13.4 Hz, *J1715 =
5.4 Hz, 1 H, 17-H), 4.30 (dd, %J1717 = 13.4 Hz, *J1715 = 5.1 Hz, 1 H, 17-H), 4.53 (m, 1 H, 14-H),
4.84 (d, *J19318 = 17.2 Hz, 1 H, 19-Ha), 4.90 (d, /10515 = 10.3 Hz, 1 H, 19-Hb), 5.36 (m, 1 H,
18-H), 5.41 (d, *Jun14 = 9.9 Hz, 1 H, NH).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): § = —5.4 (g, C-20), —4.7 (q, C-20'), 25.7 (q, C-22), 27.8 (q, C-4),
51.8 (g, C-23), 60.4 (d, C-14), 65.4 (t, C-17), 69.7 (d, C-13), 113.6 (t, C-1), 116.9 (t, C-19),
118.3 (d, C-12), 124.1 (d, C-5), 126.8 (s, C-7), 132.1 (d, C-18), 155.6 (s, C-16), 171.1 (s, C-23).

Optische Drehung: [o] SO =-63.8 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C12H2oNO, [M+H]* 244.1543 244.1560

(S)-N-Fmoc-N'-tert-prenyl--tryptophanmethylester (63d)

In einem Schlenkkolben wurden 484 mg (2.20 mmol) AgTFA und 400 mg (2.20 mmol)
Cu(OAc); in 10 mL abs. MeCN gel6st und anschliefend mit 440 mg (1.00 mmol) (S)-Fmoc-
tryptophanmethylester, 3.2 mL (30 mmol) 2-Methyl-2-buten und 90.0 mg (0.40 mmol)
Pd(OAc), versetzt. Das ReaktionsgefdR wurde verschlossen und fir 18 h vorsichtig auf 35—
40 °C Badtemperatur erwdarmt. Nach vollstaindigem Umsatz wurde das Reaktionsgemisch
direkt zweifach sdaulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 7:3). Es wurden 310 mg
(610 umol, 61 %) des tert-prenylierten Indols 63d als gebliches Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(63d) = 0.35]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.74 (s, 6 H, 12-H), 3.33 (d, *J3, = 5.5 Hz, 2 H, 3-H), 3.71 (s,
3 H, 25-H), 4.22 (t, *)1517 = 7.2 Hz, 1 H, 18-H), 4.38 (m, 2 H, 17-H), 4.76 (dt, *J,ny = 8.2 Hz,
*Jy3=5.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.14 (d, *J15414 = 17.4 Hz, 1 H, 15-Ha), 5.22 (d, */15p14 = 10.6 Hz, 1 H,
15-Hb), 5.39 (d, *Jn2= 8.2 Hz, 1 H, NH), 6.14 (dd, *J1415.= 17.4 Hz, *J1415p = 10.6 Hz, 1 H,
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14-H), 7.09-7.16 (sh, 3 H, 5-H, 9-H, 10-H), 7.30 (m, 2 H, 23-H), 7.40 (m, 2 H, 22-H), 7.51 (d,
3Jg9=7.3 Hz, 1 H, 8-H), 7.55-7.59 (sh, 2 H, 11-H, 24-H), 7.77 (d, *Jr122= 7.6 Hz, 2 H, 21-H).

13C_NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 27.9 (q, C-12), 28.2 (t, C-3), 47.1 (d, C-18), 52.3 (g, C-25), 54.8
(d, C-2), 59.0 (s, C-13), 67.1 (t, C-17), 107.8 (s, C-4), 113.5 (t, C-15), 113.9 (d, C-8), 118.6 (d,
C-11), 119.1 (d, C-9), 119.9 (d, C-21), 121.0 (d, C-10), 123.9 (d, C-5), 125.1 (d, C-24), 127.0 (d,
C-23), 127.7 (d, C-22), 129.5 (s, C-7), 135.6 (s, C-6), 141.2 (s, C-20), 143.8 (s, C-19), 144.0 (d,
C-14), 155.7 (s, C-16), 172.5 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 3.16 (bs, 2 H, 3-H), 3.67 (s, 3 H, 25-H), 4.12 (bs, 1 H, 18-H),
4.52 (bs, 1 H, 2-H).

Optische Drehung: [a] SO =+24.9° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CszH32N,04 [M]* 508.2357 508.2331

(S)-N-Alloc-N'-tert-prenyl-tryptophanmethylester (63e)

266 mg (523 pumol) des Fmoc-geschiitzten Tryptophans 63d wurden in 5 mL DCM geldst und
bei Raumtemperatur mit 1.0 mL (6.7 mmol) Tri-(aminoethyl)-amin versetzt. Nach 30 min
wurde das Gemisch mit EE verdiinnt und zweimal mit ges. NaHCOs-L6sung gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO; wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
Rickstand un 1 mL abs. Pyridin gelost. Anschliefend wurden bei 0 °C 120 pL (1.15 mmol)
AllocCl langsam zugetropft. Nach vollstaindigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde die
Reaktionslosung mit EE verdiinnt und nacheinander mit 1 N KHSO4-L6sung, zweimal mit ges.
NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Das Losemittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, PE:EE 3:1). Es wurden 173 mg (468 umol, 89 %) des Alloc-geschiitzen Tryptophans
63e als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(63e) = 0.34]

Hauptrotamer:
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.73 (s, 6 H, 12-H), 3.30 (d, *)3, = 5.5 Hz, 2 H, 3-H), 3.69 (s,
3 H, 20-H), 4.58 (m, 2 H, 18-H), 4.71 (dt, *Jonu = 8.0 Hz, *Jo3 = 5.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.14 (d,
*J15a14 = 17.4 Hz, 1 H, 15-Ha), 5.21 (m, 1 H, 16-Hb), 5.22 (d, */15514 = 10.7 Hz, 1 H, 15-Hb),
5.26-5.32 (sh, 1 H, 16-Ha, NH), 5.91 (m, 1 H, 17-H), 6.13 (dd, *J1415.= 17.4 Hz, *J1415p =
10.7 Hz, 1 H, 14-H), 7.06-7.14 (sh, 3 H, 5-H, 9-H, 10-H), 7.49 (dd, *Jgs = 7.4 Hz, *J310= 1.5 Hz,
1H, 8-H), 7.53 (dd, *J11.10= 6.5 Hz, *J116= 1.5 Hz, 1 H, 11-H).

13C_NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 27.9 (q, C-12), 28.0 (t, C-3), 52.2 (g, C-20), 54.6 (d, C-2), 58.9
(s, C-13), 65.7 (t, C-18), 107.7 (s, C-4), 113.5 (t, C-15), 113.8 (d, C-8), 117.7 (d, C-11), 118.6 (d,
C-9), 119.0 (d, C-10), 120.9 (t, C-16), 123.8 (d, C-5), 129.4 (s, C-7), 132.7 (d, C-17), 135.5 (s,
C-6), 144.9 (d, C-14), 155.6 (s, C-19), 172.5 (s, C-1).

Optische Drehung: [a] SO =+32.2 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Ca1H26N204 [M]* 370.1887 370.1893

N-Alloc-N'-tert-prenyl-(L)-tryptophan (64e)

167 mg (451 umol) des Methylesters 63e wurden in 5 mL MeOH geldst und bei 0 °C mit
540 uL (540 pmol) 1 M NaOH versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde (ber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt und mit 1 N KHSO4-Losung angesduert. Nach dreimaliger
Extraktion mit EE wurden die vereinigten organischen Phasen tber Na,SO, getrocknet und
das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurden 161 mg (451 umol, quant.) der
Saure 64e erhalten, welche keiner weiteren Reingung bedurfte.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(64e) = 0.25]
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.73 (s, 6 H, 12-H), 3.29 (dd, *J33 = 14.8 Hz,%J5, = 6.1 Hz, 1 H,
3-H), 3.37 (dd, %J53 = 14.8 Hz, *J3, = 5.2 Hz, 1 H, 3-H), 4.56 (m, 2 H, 18-H), 4.72 (m, 1 H, 2-H),
5.14 (d, *Jisa1s = 17.4 Hz, 1 H, 15-Ha), 5.18-5.32 (sh, 3 H, 16-Ha, 16-Hb, NH), 5.21 (d,
*J1sp,14 = 10.6 Hz, 1 H, 15-Hb), 5.88 (m, 1 H, 17-H), 6.12 (dd, *J14 15p = 10.6 Hz, *J1415.= 17.4 Hz,
1 H, 14-H), 7.06-7.14 (sh, 2 H, 9-H, 10-H), 7.15 (s, 1 H, 5-H), 7.50 (dd, “Js10 = 1.3 Hz,
*Jgo=7.5Hz, 1 H, 8-H), 7.57 (dd, */11 10= 6.8 Hz, *J11 9= 1.4 Hz, 1 H, 11-H).
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3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 27.8 (t, g, C-3, C-12), 54.5 (d, C-2), 59.0 (s, C-13), 65.8 (t,
C-18), 107.5 (s, C-4), 113.5 (t, C-15), 113.8 (d, C-8), 117.8 (d, C-11), 118.6 (d, C-9), 119.1 (d,
C-10), 120.9 (t, C-16), 124.0 (d, C-5), 129.5 (s, C-7), 132.5 (d, C-17), 135.5 (s, C-6), 144.0 (d,
C-14), 155.9 (s, C-19), 177.0 (s, C-1).

Optische Drehung: [a] 2 = +27.7 ° (c = 1.0, CHCl5)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Ca0H24N204 [M]* 356.1731 356.1756

N-Cbz-(S)-valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester (65)

Zu einer Losung aus 3.00 g (12.0 mmol) N-Boc-N-methyl-(L)-leucinmethylester in 50 mL DCM
wurden bei —20 °C 9.2 mL (120 mmol) Trifluoressigsaure getropft. Das Gemisch wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und fiir zwei Stunden bei dieser Temperatur gerihrt. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das Gemisch mit DCM verdiinnt und vorsichtig
mit ges. NaHCOs-Losung neutralisiert. Anschliefend wurde die wassrige Phase zweimal mit
DCM extrahiert und die vereinten organischen Phasen liber Na,SO,4 getrocknet.

Das Amin wurde in 50 mL abs. DCM aufgenommen und mit 3.32 g (13.2 mmol) N-Cbz-(L)-
Valin und 4.1 mL (24.0 mmol) DIPEA versetzt. AnschlieBend wurde portionsweise 3.61 g
(13.2 mmol) BEP zugegeben, woraufhin sich eine Gelbfarbung einstellte. Das Gemisch wurde
Uber Nacht gerihrt, mit DCM verdinnt und anschlieBend mit 1 N KHSO4-Losung, ges.
NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen lber Na,SO, wurde das
Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand sdaulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, PE:EE 8:2). Es wurden 4.08 g (10.4 mmol, 87 %) des Dipeptids 65 als
farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 4:1, Re(65) = 0.25]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.88 (d, *Jg5 = 6.5 Hz, 3 H, 6-H), 0.92 (d, /65 = 6.7 Hz, 3 H,
6-H') ,0.92 (d, *J111, = 6.7 Hz, 3 H, 11-H), 1.02 (d, */11:12 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'"), 1.46 (m, 1 H,
5-H), 1.72 (m, 2 H, 4-H), 2.05 (m, 1 H, 10-H), 3.00 (s, 3 H, 7-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H), 4.54 (dd,
*Jonn = 9.2 Hz,%Jg10 = 6.2 Hz, 1 H, 9-H), 5.09 (s, 2 H, 13-H), 5.33 (dd, */5,=10.5 Hz, /3, =
5.3 Hz, 1 H, 3-H), 5.53 (d, *Jn,e = 9.2 Hz, 1 H, NH), 7.27-7.37 (sh, 5 H, 15-H, 16-H, 17-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): 6 = 17.2 (g, C-11), 19.4 (q, C-11'), 21.3 (g, C-6), 23.2 (g, C-6'), 24.8
(d, C-5), 31.1 (g, C-7), 31.2 (d, C-10), 36.9 (t, C-4), 52.1 (g, C-1), 54.5 (d, C-3), 55.9 (d, C-9),
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66.8 (t, C-13), 127.9 (d, C-15), 128.0 (d, C-17), 128.5 (d, C-16), 136.4 (s, C-14), 156.4 (s, C-12),
172.0 (s, C-8), 172.8 (s, C-2).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 2.83 (s, 3 H, 7-H), 3.61 (s, 3 H, 1-H), 4.63 (m, 1 H, 9-H), 5.43 (d,
*Jume = 9.5 Hz, 1 H, NH).

Optische Drehung: [o] SO =-18.2 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C,1H33N,05 [M+H]* 393.2384 393.2378

N-Boc-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methyl-leucin-
methylester (67)

1.40 g (3.58 mmol) des Dipeptids 65 wurden in 15 mL MeOH gelost und mit 1.80 mL
(7.20 mmol) einer HCI-Lésung (4 M in Dioxan) versetzt. Das Gemisch wurde in einer Parr-
Apparatur unter einer H,-Atmosphdre bei 4 bar zwei Stunden bei Raumtemperatur
geschittelt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum
entfernt und das kristalline Hydrochlorid 66 in 5 mL abs. DCM geldst.

880 mg (2.98 mmol) der Saure 30 wurden in 30 mL abs. THF gelost und auf —20 °C gekiihlt.
AnschlieBend wurden nacheinander 820 pL (7.45 mmol) NMM und 390 puL (2.99 mmol) IBCF
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 min bei dieser Temperatur gerihrt und
anschlieffend mit der Losung des Dipeptid-Hydrochlorids 66 versetzt. Das Kiihlbad wurde
entfernt und nach 2 h Riihren bei Raumtemperatur wurde mit EE verdiinnt. AnschlieBend
wurde nacheinander mit 1 N KHSO4-Losung, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Lésung
gewaschen. Nach Trocknen lGber Na,SO4 wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der
Rickstand sdaulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 6:4). Es wurden 1.53 g (2.86
mmol, 96 %) des Tripeptids 67 als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 3:2, R¢(67) = 0.28]

Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.89 (d, *Jg5 = 6.5 Hz, 3 H, 6-H), 0.92 (d, /65 = 6.6 Hz, 3 H,
6-H'), 0.93 (d, *1112 = 6.7 Hz, 3 H, 11-H), 1.00 (d, */11:12 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'), 1.31 (s, 9 H,
22-H), 1.47 (m, 1 H, 5-H), 1.72 (m, 2 H, 4-H), 2.11 (m, 1 H, 10-H), 3.00 (s, 3 H, 7-H), 3.29 (s,
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3 H, 19-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H), 4.39 (dd, */13nn = 8.3 Hz,*J1314 = 2.7 Hz, 1 H, 13-H), 4.85 (dd,
*Jonn = 8.9 Hz, *Jg10 = 6.4 Hz, 1 H, 9-H), 4.89 (d, *Jis13 = 2.7 Hz, 1 H, 14-H), 5.24 (d,
*Jumas = 8.3 Hz, 1 H, NH-c), 5.31 (,*/34 = 5.3 Hz, *J34 = 10.3 Hz, 1 H, 3-H), 7.22-7.32 (sh, 6 H,
NH-b, 16-H, 17-H, 18-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 15.4 (q, C-11), 17.6 (g, C-11'), 19.5 (g, C-6), 21.3 (g, C-6'), 23.0
(d, C-5), 26.3 (g, C-22), 29.5 (g, C-7), 29.8 (d, C-10), 35.3 (t, C-4), 50.3 (q, C-1), 52.1 (d, C-9),
52.7 (d, C-3), 55.6 (q, C-19), 58.0 (d, C-13), 78.2 (s, C-21), 80.0 (g, C-19), 124.8 (d, C-16), 126.1
(d, C-18), 126.6 (d, C-17), 135.5 (s, C-15), 153.5 (s, C-20), 167.5 (s, C-2), 170.2, 170.3 (2 s,
C-8/C-12).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.27 (s, 9 H, 22-H), 2.80 (s, 3 H, 7-H), 3.61 (s, 3 H, 1-H), 4.31
(m, 1 H, 13-H), 4.70 (m, 1 H, 9-H), 5.19 (d, */un13 = 9.2 Hz, 1 H, NH-c).

3c-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 15.6 (q, C-11), 18.0 (q, C-11'), 20.7 (q, C-6'), 22.9 (d, C-5), 26.0
(g, C-22), 55.7 (q, C-19), 124.7 (d, C-16), 126.0 (d, C-18), 126.6 (d, C-17), 167.5 (s, C-2).

Optische Drehung: [o] SO =-47.2 ° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CagHagN307 [M+H]" 536.3330 536.3334

N-Boc-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)- N-methyl-
leucinmethylester (68)

1.42 g (2.65 mmol) des Tripeptids 67 wurden in 10 mL abs. DCM geldst und bei 0 °C mit
6.60 mL (26.5 mmol) einer HCI-Lésung (4 M in Dioxan) versetzt. Das Gemisch wurde auf
Raumtemperatur erwdarmt und nach vollstaindigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das
Losemittel am Vakuum entfernt und das kristalline Hydrochlorid in 10 mL abs. DCM
aufgenommen.

Eine Losung aus 552 mg (2.92 mmol) (L)-N-Boc-Alanin in 30 mL THF wurde bei —20 °C mit
730 uL (6.63 mmol) NMM und 380 uL (2.92 mmol) IBCF versetzt. Nach 20 min Rihren bei
dieser Temperatur wurde die Lésung des Tripeptid-Hydrochlorids langsam zugetropft. Das
Gemisch wurde (ber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt, mit EE verdiinnt und
nacheinander mit 1 N KHSO4-Losung, ges. NaHCOs-Lésung und ges. NaCl-Losung gewaschen.
Nach Trocknen Uber Na,SO,; wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der Rickstand
sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 1:1). Es wurden 1.49 g (2.46 mmol,
93 %) des Tetrapeptids 68 als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 1:1, Rf(68) = 0.33]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.92-0.93 (sh, 6 H, 6-H, 11-H), 0.95 (d, *Jg.5 = 6.7 Hz, 3 H,
6-H'), 0.99 (d, */11:12 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'), 1.29 (d, *J2221 = 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.45 (s, 9 H,
25-H), 1.49 (m, 1 H, 5-H), 1.74 (m, 2 H, 4-H), 2.13 (m, 1 H, 10-H), 2.99 (s, 3 H, 7-H), 3.32 (s,
3 H, 19-H), 3.69 (s, 3 H, 1-H), 4.12 (m, 1 H, 21-H), 4.68 (dd, *J13nn = 7.3 Hz,%J1314 = 3.2 Hz, 1 H,
13-H), 4.82 (dd, *Jonn = 8.7 Hz, *Jg10 = 6.1 Hz, 1 H, 9-H), 4.84 (d, *J1413 = 3.2 Hz, 1 H, 14-H),
4.93 (bs, 1 H, NH-c), 5.36 (dd, *J54 = 10.3 Hz,*)34 = 5.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.79 (d, *Jyn13 = 7.3 Hz,
1 H, NH-c), 7.19-7.30 (sh, 5 H, 16-H, 17-H, 18-H), 7.35 (d, *Ju, = 8.7 Hz, 1 H, NH-b).

3C_NMR (100 MHz, CDCl5): & = 17.2 (g, C-11), 18.4 (q, C-22), 19.5 (g, C-11'), 21.4 (g, C-6),
23.3 (q, C-6'), 24.8 (d, C-5), 28.3 (q, C-22), 31-2 (g, C-7), 31.4 (d, C-10), 36.9 (t, C-4), 50.4 (d,
C-21), 52.1 (g, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 57.5 (q, C-19), 57.7 (d, C-13), 80.1 (s, C-24),
80.2 (d, C-14), 126.9 (d, C-16), 128.0 (d, C-18), 128.3 (d, C-17), 136.8 (S, C-15), 155.4 (s, C-23),
168.4 (s, C-2), 171.9, 172, 172.4 (3 s, C-8/C-12/C-20).

Nebenrotamer (ausgewdahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.27 (d, *J»221 = 6.9 Hz, 3 H, 22-H), 1.48 (s, 9 H, 25-H), 2.84 (s,
3 H, 7-H), 3.62 (s, 3 H, 1-H), 4.62 (m, 1 H, 13-H), 6.86 (d, *Jui113 = 8.1 Hz, 1 H, NH-c).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 19.9 (g, C-11'), 22.7 (q, C-6'), 29.0 (q, C-22), 38.5 (t, C-4),
126.7 (d, C-16).

Optische Drehung: [o] SO =-71.2 ° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
C31H51N4Og [M+H]* 607.3701 607.3706

N-Cbz-N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-
(25,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester
(62)

Eine Losung aus 667 mg (1.10 mmol) des Tetrapeptids 68 in 5 mL abs. DCM wurde bei
Raumtemperatur mit 2.5 mL (10.0 mmol) einer HCI-Losung (4 M in Dioxan) versetzt. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der
Rickstand in 10 mL abs. DCM aufgenommen. Zu dieser Losung wurden 450 mg (1.10 mmol)
der Saure 23 gegeben und das Gemisch anschlieBend auf 0 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur
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wurden nacheinander 242 plL (2.20 mmol) NMM, 17.0 mg (0.11 mmol) HOBt und 232 mg
(1.21 mmol) EDC*HCl hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt, mit EE verdiinnt und nacheinander mit 1 N KHSO4-L6sung, ges.
NaHCO3-L6sung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen liber Na,SO, wurde das
Losemittel am Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, PE:EE 1:1). Es wurden 880 mg (980 umol, 89 %) des Pentapeptids 62 als farbloses
Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 1:1, Rr(62) = 0.29]

37

38
Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.03 (s, 6 H, 30-H), 0.88 (s, 9 H, 31-H), 0.91-0.97 (sh, 12 H,
6-H, 6-H', 11-H, 27-H), 1.00 (d, /1112 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'), 1.24 (d, *J2521 = 7.0 Hz, 3 H, 22-H),
1.50 (m, 1 H, 5-H), 1.57-1.63 (sh, 2 H, 25-H, 26-H), 1.74 (m, 2 H, 4-H), 1.97 (m, 1 H, 25-H),
2.13 (m, 1 H, 10-H), 2.85 (s, 3 H, 7-H), 2.99 (s, 3 H, 32-H), 3.33 (s, 3 H, 19-H), 3.43 (m, 1 H,
28-H), 3.53 (m, 1 H, 28-H), 3.70 (s, 3 H, 1-H), 4.34 (m, 1 H, 21-H), 4.67 (dd, *J13ny = 7.4 Hz,
*J1314 = 3.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.73 (m, 1 H, 24-H), 4.80-4.83 (sh, 2 H, 9-H, 14-H), 5.14 (d, *J3434 =
12.4 Hz, 1 H, 34-H), 5.19 (d, %3434 = 12.4 Hz, 1 H, 34-H), 5.36 (dd, *J54 = 10.3 Hz,*/34 = 5.3 Hz,
1 H, 3-H), 6.48 (bs, 1 H, NH-d), 6.66 (bs, 1 H, NH-c), 7.17-7.37 (sh, 11 H, 16-H, 17-H, 18-H,
NH-b, 36-H, 37-H, 38-H).

3Cc-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = -5.5 (g, C-30), 17.2 (g, C-11), 17.4 (g, C-27), 17.9 (g, C-22),
18.3 (s, C-29), 19.5 (q, C-11'), 21.1 (q, C-6), 23.2 (g, C-6'), 24.7 (d, C-5), 25.9 (g, C-31), 29.8 (q,
C-7), 31.0 (t, C-25), 31.2 (q, C-32), 31.3 (d, C-10), 32.1 (d, C-26), 36.8 (g, C-4), 49.1 (d, C-21),
52.1 (q, C-1), 54.0 (d, C-9), 54.4 (d, C-3), 56.7 (d, C-24), 57.5 (q, C-19), 57.7 (d, C-13), 67.0 (t,
C-28), 67.6 (t, C-34), 81.1 (d, C-14), 126.7 (d, C-16), 127.7 (d, C-36), 128.1 (d, C-38), 128.1 (d,
C-18), 128.3 (d, C-17), 128.5 (d, C-37), 136.4 (s, C-35), 136.7 (s, C-15), 157.2 (s, C-33), 168.2
(s, C-2), 170.7,171.4,171.9, 172.0 (4 s, C-8/C-12/C-20/C-23).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 2.86 (s, 3 H, 7-H), 3.62 (s, 3 H, 1-H), 4.60 (m, 1 H, 24-H), 6.18
(bs, 1 H, NH-d), 6.58 (bs, 1 H, NH-c).

Optische Drehung: [a] SO =—66.2 ° (c = 1.0, CHCls)
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HRMS (ESI) Berechnet Gefunden

Ca7H76N5010Si [M+H]* 898.5356 898.5438

N-Alloc-(S)-[N'-(tert-prenyl)-tryptophanyl]-N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-
butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-
valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester (69b)

Eine Losung aus 312 mg (348 mmol) des Pentapepdids 62 in 5 mL MeOH wurde unter
Stickstoffatmosphare mit 30 mg 10 % Pd/C versetzt. Das Inertgas wurde durch Wasserstoff
ersetzt und das Gemisch wurde fiir 2-3 h bei Raumtemperatur bis zum vollstandigen Umsatz
(DC-Kontrolle) geriihrt. AnschlieBend wurde der Katalysator tber Celite abfiltriert und das
Losemittel des Filtrats am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde in 5 mL abs.
DCM aufgenommen, mit 130 mg (365 mmol) der Sdure 64e versetzt. Daraufhin wurden bei -
20 °C 62 pL (365 umol) DIPEA und 105 mg (383 umol) BEP zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde langsam auf 0 °C erwdarmt und nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) mit Wasser,
ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber
Na,SO, getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer enfernt. Durch
saulenchromatopgraphische Reinigung des Rickstandes (Kieselgel, EE:DCM 1:1) konnten
247 mg (224 umol) des Hexapeptids 69b als farbloses Harz erhalten werden.

[DC: DCM/EE = 1:1, Ri(69b) = 0.46]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 0.03 (s, 3 H, 30-H), 0.04 (s, 3 H, 30-H'), 0.88 (s, 9 H, 31-H),
0.87-0.99 (sh, 15-H, 6-H, 6-H', 11-H, 11-H', 27-H), 1.24 (d, *J22,,1 = 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.50 (sh,
3 H, 5-H, 25-H, 26-H), 1.68-1.79 (sh, 8 H, 4-H, 47-H, 47-H'), 2.01 (m, 1 H, 25-H), 2.11 (m, 1 H,
10-H), 2.75 (s, 3 H, 7-H), 2.97 (s, 3 H, 32-H), 3.16 (m, 2 H, 35-H), 3.33 (s, 3 H, 19-H), 3.42 (dd,
%Jag28 = 9.8 Hz, *Jag 26 = 5.4 Hz, 1 H, 28-H), 3.46 (dd, *Jog 25 = 9.8 Hz, >Jr526 = 4.7 Hz, 1 H, 28-H),
3.69 (s, 3 H, 1-H), 4.27 (m, 1 H, 21-H), 4.45-4.52 (sh, 2 H, 49-H), 4.70 (dd, *Ji3n4 = 7.6 Hz,
3J13.14 = 3.7 Hz, 1 H, 13-H), 4.76-4.83 (sh, 3 H, 9-H, 14-H, 24-H), 4.95 (m, 1 H, 34-H), 5.11-5.23
(sh, 4 H, 44-Ha, 44-Hb, 51-Ha, 51-Hb), 5.37 (dd, *J54 = 10.6 Hz, *J34 = 5.3 Hz, 1 H, 3-H), 5.52
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(d, *Jume = 7.5 Hz, 1 H, NH-b), 5.86 (m, 1 H, 50-H), 6.11 (dd, *Jas 442 = 17.4 Hz, *J45 44 = 10.7 Hz,
1 H, 45-H), 6.80 (d, *Jyp,13 = 7.6 Hz, 1 H, NH-c), 7.05-7.13 (sh, 2 H, 41-H, 42-H), 7.16-7.31 (sh,
6 H, 16-H, 17-H, 18-H, 37-H), 7.35 (d, *Jny 34 = 8.7 Hz, 1 H, NH-f), 7.47 (m, 1 H, 43-H), 7.63 (m,
1 H, 40-H), 7.85 (d, *Jxn 21 = 6.6 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.4 (g, C-30), 17.2 (q, C-11'), 17.3 (q, C-27), 17.7 (g, C-22),
18.3 (s, C-29), 19.4 (q, C-11), 21.3 (q, C-6), 23.2 (g, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.9 (q, C-31), 27.8 (q,
C-47), 27.9 (q, C-47'), 28.3 (t, C-35), 29.1 (q, C-7), 31.1 (g, C-32), 31.3 (d, C-10), 31.3 (t, C-25),
32.2 (d, C-26), 36.9 (d, C-4), 49.7 (d, C-21), 51.7 (d, C-34), 52.1 (q, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.2 (d,
C-24),54.4 (d, C-3), 57.5 (g, C-19), 57.7 (d, C-13), 58.9 (s, C-46), 65.6 (t, C-49), 67.3 (t, C-28),
81.1 (d, C-14), 108.0 (s, C-36), 113.4 (t, C-44), 113.9 (d, C-40), 117.4 (t, C-51), 118.2 (d, C-43),
119.0 (d, C-42), 120.9 (d, C-41), 124.1 (d, C-37), 126.8 (d, C-16), 128.0 (d, C-18), 128.3 (d,
C-17), 128.9 (s, C-38), 132.1 (d, C-51), 135.3 (s, C-39), 136.9 (s, C-15), 144.0 (d, C-45), 156.6
(s, C-48), 168.5 (s, C-2), 170.3, 171.5, 171.6, 171.9, 172., 172.1, 172.5, 173.4, 173.7 (9 s,
Carbonyl-C's).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = —0.49 (m, 1 H, 25-H), —0.06 (s, 3 H, 30-H), —0.04 (s, 3 H, 30-H'),
0.35 (d, /57,26 = 6.6 Hz, 3 H, 27-H), 0.82 (s, 9 H, 31-H), 1.24 (d, *J2521 = 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.41
(m, 1 H, 26-H), 1.85 (m, 1 H, 25-H), 2.17 (m, 1 H, 10-H), 2.61 (m, 1 H, 28-H), 2.82 (s, 3 H, 7-H),
3.00 (s, 3 H, 32-H), 3.02 (m, 1 H, 28-H), 3.12 (m, 1 H, 35-H), 3.28 (s, 3 H, 19-H), 3.30 (m, 1 H,
35-H), 3.69 (s, 3 H, 1-H), 4.18 (m, 1 H, 21-H), 4.55-4.60 (m, 2 H, 49-H), 4.62 (dd, *J13nn =
7.4 Hz, *J1314 = 3.4 Hz, 1 H, 13-H), 4.66 (dd, *Jas 25 = 11.2 Hz,*/5455 = 4.1 Hz, 1 H, 24-H), 4.83
(m, 1 H, 34-H), 4.85 (d, *J1413= 3.5 Hz, 1 H, 14-H), 5.25-5.32 (sh, 2 H, 51-Ha, 51-Hb), 5.36 (dd,
*J34=10.5 Hz,%J34 = 5.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.08 (dd, *J4s 420 = 17.4 Hz, *Jss aap = 10.7 Hz, 1 H, 45-H),
6.44 (d, *Jnna1 = 6.9 Hz, 1 H, NH-d), 6.74 (d, *Jxn1s = 7.5 Hz, 1 H, NH-c), 7.43-7.51 (sh, 2 H,
43-H, NH-f), 7.57 (m, 1 H, 40-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 15.3 (g, C-27), 18.2 (s, C-29), 19.5 (g, C-11), 24.7 (d, C-5), 25.9
(g, C-31), 27.9 (q, C-47), 28.0 (g, C-47'), 28.8 (t, C-35), 31.5 (d, C-26), 31.8 (t, C-25), 32.1 (q,
C-7), 49.7 (d, C-21), 50.8 (d, C-24), 54.0 (d, C-9), 54.4 (d, C-3), 56.4 (d, C-34), 57.4 (q, C-19),
57.7 (d, C-13), 60.3 (s, C-46), 66.2 (t, C-49), 68.2 (t, C-28), 81.4 (d, C-14), 107.4 (s, C-36), 113.5
(t, C-44), 118.3 (t, C-51), 118.5 (d, C-43), 119.3 (d, C-42), 121.2 (d, C-41), 123.9 (d, C-37),
126.9 (d, C-16), 128.1 (d, C-18), 128.2 (d, C-17), 129.3 (s, C-38), 132.7 (d, C-51), 135.4 (s,
C-39), 136.8 (s, C-15), 143.9 (d, C-45), 155.9 (s, C-48), 168.6 (s, C-2).

Anmerkung: Die Signale der Amid-Kohlenstoffe sind im BC-.NMR nicht von den
Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, MeCN fir 15 min, tg (69b) = 10.77 min

Optische Drehung: (o] SO =—-45.9 ° (c = 1.0, CHCls)
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HRMS (ESI) Berechnet Gefunden

Cs9H92N7011Si [M+H]" 1102.6619 1102.6604

(2S,3R)-N-Alloc-2-amino-3,5-dimethylhex-4-ensauremethylester (70)

Zu einer Losung aus 230 mg (849 umol) des Boc-geschiitzten Esters 5 in 2 mL abs. DCM
wurden bei =20 °C 600 pL Trifluoressigsdure gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde lber
Nacht bei dieser Temperatur gerihrt und nach vollstindigem Umsatz mit ges. NaHCOs-
Losung versetzt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit DCM
extrahiert. Nach Trocknen der vereinten organischen Phasen lber Na,SO, wurde die Losung
am Rotationsverdampfer eingeengt und erneut in 2 mL DCM aufgenommen. Die
entstandene Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und nacheinander tropfenweise mit 82 pulL
(1.02 mmol) Pyridin und 109 uL (1.02 mmol) Allylchloroformiat versetzt. Nach 30 min Riihren
bei dieser Temperatur wurde das Gemisch mit DCM verdiinnt und ges. NaHCOs-Ldsung
zugesetzt. Nach 10 min Rihren bei Raumtemperatur wurden die Phasen getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
nacheinander mit 1 N KHSO4-Lésung und ges. NaHCOs-Losung gewaschen. Nach Trocknen
iber Na,SO; wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der Rickstand
sdulenchromatografisch gereiningt (Kieselgel, PE:EE 85:15). Es wurden 184 mg (721 umol,
84 %) des Alloc-geschiitzten Esters 70 als farbloses Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 8:2, R¢(70) = 0.38]

(25,3R)-70

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.98 (d, /43 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H), 1.60 (d, “Js5 = 1.2 Hz, 3 H,
8-H), 1.68 (d, “J75 = 1.2 Hz, 3 H, 7-H), 2.83 (m, 1 H, 3-H), 3.70 (s, 3 H, 13-H), 4.24 (dd, *Jonn =
9.1 Hz, 3,3 =5.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.55 (m, 2 H, 10-H), 4.91 (m, 1 H, 5-H), 5.19-5.24 (sh, 2 H,
12-Ha, NH), 5.30 (m, 1 H, 12-Hb), 5.90 (m, 1 H, 11-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 17.1 (g, C-4), 17.9 (q, C-8), 25.8 (q, C-7), 35.5 (d, C-3), 51.9 (q,
C-13), 58.3 (d, C-2), 65.8 (t, C-10), 117.8 (t, C-12), 124.4 (d, C-5), 132.6 (d, C-11), 134.2 (s,
C-6), 155.8 (s, C-9), 172.2 (s, C-1).

(2S,35)-70 (ausgewahlte Signale):

*H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.00 (s, >Js3 = 7.0 Hz, 3 H, 4-H), 1.59 (d, “Jg 5 = 1.3 Hz, 3 H, 8-H),
1.67 (d, *J75 = 1.1 Hz, 3 H, 7-H), 2.94 (m, 1 H, 3-H), 3.70 (s, 3 H, 13-H), 4.88 (m, 1 H, 5-H).
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13C-NMR (100 MHz, CDCI3): & = 35.4 (d, C-3), 52.0 (g, C-13), 58.7 (d, C-2), 123.9 (d, C-5),
134.2 (s, C-6), 156.0 (s, C-9), 172.3 (s, C-1).

Optische Drehung: [a] SO =+12.3°(c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H2oNO4 [M+H]* 256.1543 256.1549

(2S5,3R)-N-Alloc-2-amino-3,5-dimethylhex-4-ensdure (71)

Zu einer Losung von 148 mg (580 umol) des Esters 70 in 5 mL Methanol wurden bei 0 °C
640 pL (640 umol) einer 1 M NaOH-Losung zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde Gber
Nacht auf Raumtemperatur erwarmt und mit Wasser verdiinnt. Dann wurde mit wenig DCM
gewaschen und die wassrige Phase anschlieBend mit 1 N KHSO,4-L6sung angesduert. Nach
dreimaliger Extraktion mit DCM wurden die so erhaltenen organischen Phasen vereinigt, mit
ges. NaCl-Losung gewaschen und lber Na,SO, getrocknet. Es wurden 140 mg (580 umol,
guant.) der Sdure 71 erhalten, welche ohne weitere Reinigung umgesetzt wurde.

(25,3R)-71

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.04 (d, *Js3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H), 1.63 (s, 3 H, 8-H), 1.70 (s, 3 H,
7-H), 2.92 (m, 1 H, 3-H), 3.70 (s, 3 H, 13-H), 4.29 (dd, *Jn = 9.1 Hz,%),53 = 5.3 Hz, 1 H, 2-H),
4.57 (d, *J1011 = 5.5 Hz, 2 H, 10-H), 4.96 (d, *Js 3 = 9.8 Hz, 1 H, 5-H), 5.19-5.26 (sh, 2 H, 12-Ha,
NH), 5.31 (m, 1 H, 12-Hb), 5.91 (m, 1 H, 11-H), 8.91 (bs, 1 H, OH).

13c-NMR (100 MHz, CDCl;): 6 = 17.0 (q, C-4), 18.0 (q, C-8), 25.8 (g, C-7), 35.2 (d, C-3), 58.3 (d,
C-2), 67.0 (t, C-10), 118.0 (t, C-12), 124.2 (d, C-5), 132.5 (d, C-11), 134.6 (s, C-6), 155.8 (s,
C-9), 176.5 (s, C-1).

(25,35)-71 (ausgewahlte Signale)
'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 3.02 (m, 1 H, 3-H), 4.16 (m, 1 H, 2-H).

Optische Drehung: [a] 2 = +23.1° (c = 1.0, CHC5)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
C12H20NO4 [M+H]" 242.1387 242.1389
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N-Alloc-(2S,3R)-(2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoyl)- (S)-[N'-(tert-prenyl)-
tryptophanyl]-N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-
alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methyl-
leucinmethylester (72)

Eine Losung aus 58.0 mg (52.6 umol) des Hexapeptids 72 in 0.5 mL Acetonitril und 200 pL
Wasser wurde bei Raumtemperatur nacheinander mit 1.3 mg (2 umol) TPPTS, 50 uL (1 pmol)
einer Pd(OAc),-Losung (20 mM in MeCN) und 27 ulL (263 pumol) Et,NH versetzt. Nach 30 min
Rihren (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
600 pL abs. DCM aufgenommen. Zu der entstandenen Losung wurden bei 0 °C 13.8 mg
(57.2 umol) der Sdure 71 und anschlieRend 7.1 mg (52.6 umol) HOBt, sowie 11.1 mg
(58.0 umol) EDC*HCI gegeben. Nach 3-4 h Riihren bei Raumtemperatur wurde nach
vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) mit EE verdliinnt und nacheinander mit Wasser, ges.
NaHCO3-L6sung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde iber Na,SO,
getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt. Flash-Chromatographie (RP-Kieselgel,
H,O/MeCN Gradientenprogramm) lieferte 58.0 mg (46.7 umol, 89 %) des linearen
Heptapeptids 72 als farbloses Harz.

[DC: EE, Ri(72) = 0.78]

Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.02 (s, 3 H, 30-H), 0.04 (s, 3 H, 30-H'), 0.87 (s, 9 H, 31-H),
0.85-0.99 (sh, 18-H, 6-H, 6-H', 11-H, 11-H', 27-H, 51-H), 1.25 (d, *J2521 = 7.0 Hz, 3 H, 22-H),
1.40 (m, 1 H, 25-H), 1.50 (sh, 2 H, 5-H, 26-H), 1.56 (s, 3 H, 55-H), 1.65-1.80 (sh, 11 H, 4-H,
47-H, 47-H', 54-H), 2.05 (m, 1 H, 25-H), 2.12 (m, 1 H, 10-H), 2.80 (s, 3 H, 7-H), 2.82 (m, 1 H,
50-H), 2.98 (s, 3 H, 32-H), 3.14 (m, 2 H, 35-H), 3.33 (s, 3 H, 19-H), 3.42 (dd, *J,525 = 9.9 Hz,
*Jag26 = 4.8 Hz, 1 H, 28-H), 3.45 (dd, “as258 = 9.9 Hz, >Jr526 = 5.3 Hz, 1 H, 28-H), 3.69 (s, 3 H,
1-H), 4.09 (m, 1 H, 49-H), 4.26 (m, 1 H, 21-H), 4.47-4.60 (m, 2 H, 57-H), 4.69 (dd, *J13ny =
7.4 Hz,J1314 = 4.1 Hz, 1 H, 13-H), 4.77-4.83 (sh, 2 H, 9-H, 14-H), 4.89-4.96 (sh, 3 H, 24-H,
34-H, 52-H), 5.10-5.23 (sh, 4 H, 44-Ha, 44-Hb, 59-Ha, 59-Hb), 5.27-5.37 (sh, 2 H, 3-H, NH-g),
5.90 (m, 1 H, 58-H), 6.08 (dd, *J4s44a= 17.4 Hz, *J45 44 = 10.7 Hz, 1 H, 45-H), 6.47 (d, *Jxn34 =
7.9 Hz, 1 H, NH-c), 6.86 (bs, 1H, NH-f), 7.04=7.12 (sh, 2 H, 41-H, 42-H), 7.15-7.28 (sh, 6 H,
166



Experimenteller Teil

16-H, 17-H, 18-H, 37-H), 7.34 (d, *Jnne = 8.7 Hz, 1 H, NH-b), 7.45 (m, 1 H, 40-H), 7.63 (m, 1 H,
43-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = —5.4 (g, C-30), -5.4 (g, C-30'), 16.9 (g, C-11'), 17.2 (g, C-27),
17.3 (q, C-51), 17.6 (q, C-22), 18.0 (g, C-55), 18.3 (s, C-29), 19.5 (q, C-11), 21.4 (q, C-6), 23.2
(g, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.9 (q, C-54), 25.9 (q, C-31), 27.7 (q, C-47), 27.9 (q, C-47'"), 28.0 (t,
C-35), 31.2 (t, C-25), 31.2 (q, C-32), 31.4 (d, C-10), 31.6 (q, C-7), 32.2 (d, C-26), 35.5 (d, C-50),
36.9 (d, C-4), 49.0 (d, C-21), 49.2 (d, C-24), 50.0 (d, C-34), 52.1 (q, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.5 (d,
C-3), 57.5 (g, C-19), 57.7 (d, C-13), 58.9 (d, C-49), 59.0 (s, C-46), 66.0 (t, C-57), 67.2 (t, C-28),
81.3 (d, C-14), 107.4 (s, C-36), 113.4 (t, C-44), 113.9 (d, C-40), 117.7 (t, C-59), 118.6 (d, C-43),
119.1 (d, C-42), 121.0 (d, C-41), 124.1 (d, C-37), 124.6 (d, C-52), 127.0 (d, C-16), 128.1 (d,
C-18), 128.2 (d, C-17), 129.4 (s, C-38), 132.7 (d, C-58), 134.7 (s, C-53), 135.5 (s, C-39), 136.7
(s, C-15), 144.1 (d, C-45), 155.7 (s, C-56), 168.3, 168.5, 168.8, 170.0, 170.1, 171.2, 171.5,
171.5,171.7,171.9, 171.9, 172.0, 172.1, 172.7 (14 s, Carbonyl-C's).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = -0.42 (m, 1 H, 25-H), —0.06 (s, 3 H, 30-H), —0.04 (s, 3 H, 30-H"),
0.37 (d, *J2726 = 6.1 Hz, 3 H, 27-H), 0.82 (s, 9 H, 31-H), 1.54 (s, 3 H, 55-H), 1.63 (s, 3 H, 54-H),
1.85 (m, 1 H, 25-H), 2.64 (m, 1 H, 28-H), 2.73 (s, 3 H, 7-H), 2.75 (m, 1 H, 50-H), 2.97 (s, 3 H,
32-H), 3.05 (m, 1 H, 28-H), 3.12 (m, 1 H, 35-H), 3.28 (s, 3 H, 19-H), 3.31 (m, 2 H, 35), 3.68 (s,
3 H, 1-H), 4.65 (dd, *J13nn = 7.5 Hz,*J1314 = 3.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.73 (m, 1 H, 24-H), 5.50 (d,
*Jumas = 5.5 Hz, 1 H, 3-H), 6.08 (dd, *J4s 44a= 17.4 Hz, /45 44 = 10.7 Hz, 1 H, 45-H), 6.73-6.74
(sh, 2 H, NH-c, NH-f), 7.38 (d, */xue = 7.5 Hz, 1 H, NH-b), 7.49 (m, 21 H, 43-H), 7.55 (m, 1 H,
43-H), 8.05 (d, *Jni21 = 6.4 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = —5.4 (g, C-30), 15.5 (g, C-27), 18.1 (d, C-55), 18.2 (s, C-29),
19.5 (g, C-11), 21.4 (q, C-6), 23.3 (q, C-6'), 24.6 (d, C-5), 25.9 (q, C-31), 28.9 (t, C-35), 28.1 (q,
C-7), 32.0 (d, C-26), 49.8 (d, C-21), 52.1 (q, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.4 (d, C-3), 55.9 (d, C-24),
57.4 (q, C-19), 57.8 (d, C-13), 66.0 (t, C-57), 68.3 (t, C-28), 81.1 (d, C-14), 108.0 (s, C-36),
113.4 (t, C-44), 113.9 (d, C-40), 118.9 (t, C-59), 118.3 (d, C-43), 119.3 (d, C-42), 121.3 (d,
C-41), 123.8 (d, C-37), 125.0 (d, C-52), 126.9 (d, C-16), 128.3 (d, C-17), 129.0 (s, C-38), 132.6
(d, C-58), 133.9 (s, C-53), 135.4 (s, C-39), 136.9 (s, C-15), 144.0 (d, C-45), 156.1 (s, C-56).

Anmerkung: Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffe sind im BC-NMR nicht von den

Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf 100%
MeCN in 5 min, MeCN fiir 15 min, tg (72) = 11.50 min, m/z = 1264 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [a] SO =-34.2 ° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
Ce7H10sN3015Si [M+H]" 1241.7616 1241.7592
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N-Alloc-(2S,3R)-(2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoyl)- (S)-[N'-(tert-prenyl)-
tryptophanyl]- N-methyl-(2S5,4R)-(5-hydroxyleucyl)-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-
methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester (75)

Zu einer Losung aus 67.0 mg (53.9 umol) des geschiitzten Heptapeptids 72 in 600 uL THF
wurden bei Raumtemperatur tropfenweise 68 uL (68 pumol) einer TBAF-L6sung (1M in THF)
zugegeben. Nach 18 h Riihren (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum entfernt
und der Rickstand durch Flash-Chromatographie gereinigt (RP-Kieselgel, H,0/MeCN
Gradientenprogramm). Es wurden 57.5 mg (51.0 mmol, 95 %) des entschiitzten
Heptapeptids 75 erhalten.

[DC: EE, Ri(75) = 0.48]

Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.85-0.99 (sh, 18-H, 6-H, 6-H', 11-H, 11-H', 27-H, 48-H), 1.22
(d, *J3221 = 7.3 Hz, 3 H, 22-H), 1.40-1.59 (sh, 6 H, 5-H, 25-H, 26-H, 52-H), 1.65-1.80 (sh, 11 H,
4-H, 44-H, 44-H', 51-H), 2.01 (m, 1 H, 25-H), 2.10 (m, 1 H, 10-H), 2.81 (s, 3 H, 7-H), 2.82 (m,
1H, 47-H), 2.95 (s, 3 H, 29-H), 3.12 (m, 2 H, 32-H), 3.33 (s, 3 H, 19-H), 3.42 (m, 2 H, 28-H),
3.68 (s, 3 H, 1-H), 4.12 (m, 1 H, 46-H), 4.23 (m, 1 H, 21-H), 4.47-4.60 (m, 2 H, 54-H), 4.64-
4.82 (sh, 3 H, 9-H, 13-H, 14-H), 4.97 (d, *Jsg47 = 9.7 Hz, 2 H, 49-H), 4.88-5.38 (sh, 8 H, 3-H,
24-H, 31-H, 41-H, 56-H, NH-g), 5.90 (m, 1 H, 55-H), 6.08 (dd, *Js241a= 17.2 Hz, *Jsza1p =
10.7 Hz, 1 H, 42-H), 6.81-6.88 (sh, 2 H, NH-c, NH-f), 7.04-7.12 (sh, 2 H, 38-H, 39-H), 7.15-
7.33 (sh, 6 H, 16-H, 17-H, 18-H, 34-H), 7.42 (d, *Jyus = 8.3 Hz, 1 H, NH-b), 7.49 (m, 1 H, 37-H),
7.61 (m, 1 H, 40-H), 8.06 (d, *Jut21 = 6.1 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 16.8 (g, C-27), 17.2 (q, C-11'), 17.4 (q, C-48), 17.8 (q, C-22),
18.0 (g, C-52), 19.5 (q, C-11), 21.4 (g, C-6), 23.3 (g, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.9 (g, C-51), 27.9 (q,
C-44), 27.9 (g, C-44'), 28.8 (t, C-32), 31.0 (g, C-7), 31.3 (g, C-29), 31.4 (d, C-10), 32.1 (t, C-25),
33.0 (d, C-26), 35.2 (d, C-47), 37.0 (d, C-4), 49.3 (d, C-21), 49.7 (d, C-24), 50.0 (d, C-31), 52.1
(g, C-1), 54.2 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 57.4 (d, C-13), 57.5 (q, C-19), 59.0 (d, C-46), 59.1 (s, C-43),
66.0 (t, C-57), 67.2 (t, C-28), 81.5 (d, C-14), 107.3 (s, C-33), 113.5 (t, C-41), 113.6 (d, C-37),
118.1 (t, C-56), 118.4 (d, C-40), 119.4 (d, C-39), 121.2 (d, C-38), 124.3 (d, C-34), 124.5 (d,
C-49), 127.0 (d, C-16), 128.2 (d, C-18), 128.2 (d, C-17), 129.3 (s, C-35), 132.6 (d, C-55), 134.8
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(s, C-50), 135.4 (s, C-36), 136.6 (s, C-15), 144.4 (d, C-42), 156.0 (s, C-53), 168.5 (s, C-2), 169.8,
170.3,170.5,170.4,171.6,171.7,171.8,171.9, 171.9, 172.0, 172.0 (11 s, Carbonyl-C).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = —0.31 (m, 1 H, 25-Ha), 0.18 (d, >/»72¢ = 6.5 Hz, 3 H, 27-H), 1.24
(d, 32221 = 7.3 Hz, 3 H, 22-H), 1.62 (s, 3 H, 51-H), 2.70 (s, 3 H, 7-H), 2.98 (s, 3 H, 29-H), 3.30 (s,
3 H, 19-H), 3.69 (s, 3 H, 1-H), 4.05 (m, 1 H, 46-H), 4.90 (d, *Jse.47 = 10.8 Hz, 2 H, 49-H), 7.35 (d,
3Jums = 8.5 Hz, 1 H, NH-b), 7.46 (m, 1 H, 37-H), 7.57 (m, 1 H, 40-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 16.8 (g, C-27), 17.7 (g, C-22), 18.0 (q, C-52), 19.7 (g, C-11),
21.4 (q, C-6), 23.3 (q, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.8 (q, C-51), 27.7 (g, C-44), 29.0 (g, C-7), 31.2 (q,
C-29), 33.3 (t, C-25), 36.9 (d, C-4), 50.1 (d, C-21), 52.1 (q, C-1), 54.2 (d, C-9), 54.6 (d, C-3),
55.4 (d, C-24), 58.6 (s, C-43), 58.8 (d, C-46), 66.1 (t, C-57), 67.4 (t, C-28), 81.4 (d, C-14), 107.8
(s, C-33), 114.0 (t, C-41), 114.1 (d, C-37), 117.9 (t, C-56), 118.3 (d, C-40), 119.1 (d, C-39),
121.1 (d, C-38), 123.8 (d, C-34), 124.8 (d, C-49), 127.0 (d, C-16), 128.3 (d, C-18), 128.3 (d,
C-17), 129.0 (s, C-35), 132.5 (d, C-55), 134.1 (s, C-50), 135.5 (s, C-36), 143.9 (d, C-42), 155.1
(s, C-53), 168.4 (s, C-2).

Anmerkung: Die Signale der Amid-Kohlenstoffe sind im BC-.NMR nicht von den
Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf 100
% MeCN in 5 min, MeCN fiir 15 min, tg (75) = 8.80 min, m/z = 1150 ([M+Nal").

Optische Drehung: [a] SO =-59.2 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
Ce1H91NgO1, [M+H]" 1127.6751 1127.6745

Deoxycyclomarin C (DeoxyC)

53.0 mg (47.0 umol) des linearen Heptapeptids 75 wurden in 500 uL MeOH gel6st und mit
56 pL (56 pmol) einer NaOH-Losung (1 M in Wasser) versetzt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurden weitere 12 pL (12 umol) 1 M NaOH
hinzugefligt und das Reaktionsgemisch fiir eine Stunde auf 40 °C erwarmt. Nach Entfernen
des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Riickstand in 400 pL MeCN und 200 pL
eines Phosphat-Puffers (1 mM, pH 6.4) aufgenommen.

Zur erhaltenen Lésung wurden nacheinander 1.3 mg (2 umol) TPPTS, 50 uL (1 umol) einer
Pd(OAc),-Losung (20 mM in MeCN) und 24 pL (235 umol) Et,NH gegeben. Nach 45-60 min
Rihren bei Raumtemperatur (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel durch Gefriertrocknung
entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in 25 mL abs. DCM gelGst.

In einem Dreihalskolben mit Druckausgleich wurden 49.0 mg (94.2 umol) PyBOP und 16 plL
(94 umol) DIPEA gel6st. Mittels einer Spritzenpumpe wurde die Peptid-Losung innerhalb von
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12 h in den Dreihalskolben Uberfiihrt. Nach insgesamt 18 h Riihren bei Raumtemperatur
wurde das Losemittel am Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde zundchst mit EE tGber eine
kurze Kieselgel-Saule filtriert und anschlieRend durch praparative HPLC (Luna, 100mm/
10mm/5y, 5mL/min, Gradientenprogramm H,0/MeCN) gereinigt. Auf diese Weise konnten
25.4 mg (25.1 umol, 53 %) des cyclischen Peptids DeoxyC sowie 5.4 mg (5.3 umol, 11 %) des
epimerisierten cyclischen Peptids erhalten werden.

[DC: EE, Ri(DeoxyC) = 0.31]

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = —0.58 (ddd, *J24.24 = 13.5 Hz, *Ja4 25 = 7.0 Hz, *J2423 = 2.7 Hz, 1 H,
24-H), 0.06 (d, *J2725 = 6.8 Hz, 3 H, 27-H), 0.65 (d, *J4746 = 6.5 Hz, 3 H, 47-H), 0-85 (m, 1 H,
25-H), 0.96-0.99 (sh, 9 H, 5-H, 5-H', 10-H), 1.09 (d, */106 = 6.7 Hz, 3 H, 10-H), 1.10 (m, 1 H,
3-H), 1.25 (s, 3 H, 51-H), 1.26 (d, */2120 = 7.3 Hz, 3 H, 21-H), 1.56 (m, 1 H, 4-H), 1.76 (s, 6 H,
43-H, 43-H'), 1.71 (m, 1 H, 46-H), 1.74 (s, 3 H, 50-H), 1.90 (ddd, %424 = 13.5 Hz,
*Jaa23= 9.5 Hz, > Jas 25 = 6.2 Hz, 1 H, 24-H), 2.25 (m, 1 H, 9-H), 2.36 (ddd, *J53 = 14.7 Hz,%J34=
10.7 Hz,%J55 = 4.2 Hz, 1 H, 3-H), 2.37 (bs, 1 H, OH), 2.63 (s, 3 H, 6-H), 2.85 (s, 3 H, 28-H), 2.87
(m, 1 H, 26-H), 2.97 (dd, %J26,26 = 11.0 Hz, *J2625 = 3.9 Hz, 1 H, 26-H), 3.09 (dd, %3131 = 13.3 Hz,
*Ja130 = 4.8 Hz, 1 H, 31-Ha), 3.29 (dd, *J3131 = 13.3 Hz, *J3130 = 10.4 Hz, 1 H, 31-H), 3.37 (s, 3 H,
18-H), 4.06 (dd, *Jasas = *Jasnn = 9.9 Hz, 1 H, 45-H), 4.45 (m, 1 H, 8-H), 4.48 (dd, */324=
13.5 Hz, *Ja324 = 2.7 Hz, 1 H, 23-H), 4.63 (ddd, *J3031 = 10.4Hz, *J3031 = *Jsonn = 4.8 Hz, 1 H,
30-H), 4.74 (d, *J4g.46 = 9.8 Hz, 1 H, 48-H), 4.85 (da, *Joonn = 10.3 Hz, >Jo021 = 7.3 Hz, 1 H, 20-H),
4.90 (dd, *J53, = 10.6 Hz,%J» 3= 4.2 Hz, 1 H, 2-H), 4.94 (dd, *J1213 = >J1ann = 5.1 Hz, 1 H, 12-H),
5.05 (d, *J1312 = 5.1 Hz, 1 H, 13-H), 5.18 (d, *J40a41 = 17.4 Hz, 1 H, 40-Ha), 5.21 (d, *Jagpa1 =
10.8 Hz, 1 H, 40-Hb), 6.05 (dd, */41 402 = 17.4 Hz, *Ja1.400 = 10.8 Hz, 1 H, 41-H), 6.23 (d, *Jup,30 =
4.8 Hz, 1 H, NH-f), 7.04 (s, 1 H, 33-H), 7.04-7.10 (sh, 2 H, 37-H, 38-H), 7.16 (d, *Jx1 20 = 5.1 Hz,
1 H, NH-c), 7.19-7.27 (sh, 5 H, 15-H, 16-H, 17-H), 7.44 (d, *J330 = 7.5 Hz, 1 H, 36-H), 7.48 (d,
*J39.36 = 7.5 Hz, 1 H, 39-H), 8.00 (d, *Jns =7.6 Hz, 1 H, NH-b), 8.18 (d, *Ju20 = 10.3 Hz, 1 H,
NH-d), 8.22 (d, *Jnras = 9.9 Hz, 1 H, NH-g).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 16.7 (q, C-27), 18.5 (q, C-47), 19.0 (q, C-51), 19.4 (g, C-10),
20.0 (g, C-10'), 20.8 (g, C-21), 22.5 (q, C-5), 23.6 (q, C-5'), 25.2 (d, C-4), 25.8 (g, C-50), 27.9 (q,
C-43), 28.0 (q, C-43'), 28.2 (t, C-31), 29.0 (g, C-6), 29.6 (g, C-28), 30.9 (d, C-9), 32.1 (t, C-24),
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32.9 (d, C-25), 35.5 (d, C-46), 39.1 (t, C-3), 50.0 (d, C-30), 50.8 (d, C-20), 55.3 (d, C-8), 56.0 (d,
C-12), 57.8 (q, C-18), 58.2 (d, C-45), 58.8 (d, C-23), 59.0 (s, C-42), 59.0 (d, C-2), 66.4 (t, C-26),
80.0 (d, C-13), 106.7 (s, C-32), 113.7 (t, C-40), 114.2 (d, C-39), 118.1 (d, C-36), 119.4 (d, C-38),
121.4 (d, C-37), 124.4 (d, C-48), 124.6 (d, C-33), 127.9 (d, C-15), 128.4 (d, C-16), 128.7 (d,
C-17), 128.8 (s, C-34), 134.6 (s, C-49), 135.1 (s, C-35), 135.4 (s, C-14), 143.8 (d, C-41), 168.7,
169.2,169.3, 170.6, 170.7, 171.5, 172.0 (7 s, Carbonyl-C's).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, MeCN fiir 15 min, tR (DeoxyC) = 6.42 min, m/z = 1034 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [a] SO =-80.2 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CseHgsNgOg [M+H]* 1011.6278 1011.6295

N-Alloc-(2S,3R)-{N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-
tryptophanyl}-N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-
alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methyl-leucin-
methylester (76)

Zu einer Losung aus 34.2 mg (68.0 umol) des Methylesters 60 wurden bei 0 °C 125 puL
(125 pumol) 1 M NaOH getropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt
und fiir 48 h bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieRend wurde die Rohsdure 61 mit einem
pH-Puffer (pH 6.4) versetzt und das Losemittel am Vakuum entfernt.

67 mg (75.1 umol) des Pentapeptids 62 wurden in 1 mL MeOH geldst, mit 7 mg 10 % Pd/C
versetzt und analog zur Synthese von 69b entschiitzt und aufgearbeitet. Das so erhaltene
Amin wurde gemeinsam mit dem Puffer-Salz der Sdure 61 in 1 mL abs. DCM aufgenommen
und auf —20 °C gekihlt. AnschlieBend wurden 12 pL (71 pmol) DIPEA und 21.0 mg
(76.7 pumol) BEP zugegeben. Das Gemisch wurde tiber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt,
nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde mit EE verdinnt und nacheinander mit
1 KHSO4-Losung, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen (iber
Na,SO, wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch
Flash-Chromatographie gereinigt (RP-Kieselgel, H,O/MeCN Gradientenprogramm). Es
konnten 46.1 mg (37.4 umol, 55 %) des Hexapeptids als farbloses Harz erhalten werden.

[DC: DCM/Et,0 = 1:1, Ri(76) = 0.77]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = —0.26 (s, 3 H, 48-H), 0.00 (s, 3 H, 29-H), 0.01 (s, 3 H, 29-H'),
0.10 (s, 3 H, 48-H'), 0.73 (d, /27,26 = 6.6 Hz, 3 H, 27-H), 0.86 (s, 9 H, 31-H), 0.91 (s, 9 H, 50-H),
0.86-0.96 (sh, 12 H, 6-H, 6-H', 11-H, 11-H'), 1.19 (m, 1 H, 25-H), 1.21 (d, */,5,1 = 7.1 Hz, 3 H,
22-H), 1.35 (m, 1 H, 26-H), 1.48 (m, 1 H, 5-H), 1.68 (s, 3 H, 47-H), 1.69 (s, 3 H, 47-H'), 1.72 (m,
2 H, 4-H), 1.91 (m, 1 H, 25-H), 2.10 (m, 1 H, 10-H), 2.60 (s, 3 H, 7-H), 2.96 (s, 3 H, 32-H), 3.30
(s, 3 H, 19-H), 3.31 (m, 1 H, 28-H), 3.37 (dd, *J2g25 = 9.9 Hz, *J25.26= 4.9 Hz, 1 H, 28-H), 3.68 (s,
3 H, 1-H), 4.26 (m, 1 H, 21-H), 4.45-4.57 (sh, 3 H, 24-H, 52-H), 4.65 (dd, */13nn = 7.6 Hz,
3J1314= 3.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.74-4.83 (sh, 3 H, 9-H, 14-H, 34-H), 5.03-5.38 (sh, 6 H, 3-H, 35-H,
44-H, 54-H), 5.65 (d, *Jxn,0= 5.3 Hz, 1 H, NH-b), 5.89 (m, 1 H, 59-H), 6.08 (dd, */45 442 = 17.4 Hz,
*Jas,aap= 10.5 Hz, 1 H, 45-H), 6.84 (d, *Jxi13= 7.6 Hz, 1 H, NH-c), 7.00-7.09 (sh, 3 H, 41-H,
42-H, 37-H), 7.15-7.29 (sh, 5 H, 16-H, 17-H, 18-H), 7.39 (d, */xy,34= 8.7 Hz, 1 H, NH-f), 7.44 (d,
*Jaza2= 8.3 Hz, 1 H, 43-H), 7.70 (d, *Jaoa1= 7.2 Hz, 1 H, 40-H), 7.93 (d, *Jyn21= 6.5 Hz, 1 H,
NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = =5.4 (g, C-29/C-29'/C-48/C-48'), =5.4 (q, C-29/C-29'/C-48/
C-48'), -5.3 (4 q, C-29/C-29'/C-48/C-48'), 17.2 (q, C-27), 17.2 (q, C-22), 17.3 (q, C-11"), 18.2 (s,
C-30/C-49), 18.3 (s, C-30/C-49), 19.5 (q, C-11), 21.4 (q, C-6), 23.3 (g, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.8
(g, C-50), 25.9 (g, C-31), 28.0 (q, C-47), 28.2 (q, C-47'), 29.1 (q, C-7), 31.2 (g, C-32), 31.4 (d,
C-10), 32.2 (t, C-25), 36.9 (t, C-4), 49.7 (d, C-21), 52.0 (q, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 56.9
(d, C-34), 57.4 (g, C-19), 57.5 (d, C-24), 57.8 (d, C-13), 59.1 (s, C-46), 66.1 (t, C-52), 67.4 (t,
C-28), 71.8 (d, C-35), 81.0 (d, C-14), 113.5 (s, C-36), 113.6 (t, C-44), 113.9 (d, C-43), 117.8 (t,
C-54), 119.4 (d, C-41), 121.3 (d, C-42), 121.5 (d, C-40), 123.2 (d, C-37), 126.8 (d, C-16), 127.5
(s, C-38), 128.2 (d, C-18), 128.2 (d, C-17), 132.3 (d, C-53), 135.9 (s, C-39), 137.0 (s, C-15),
143.7 (d, C-45), 156.7 (s, C-51), 168.5, 168.6, 168.6, 170.4, 170.6, 171.6, 171.6, 171.6, 171.9,
172.1,172.1 (11 s, Carbonyl-C's).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):
'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 =—-0.97 (m, 1 H, 25-H), -0.34 (s, 3 H, 48-H), —0.05 (s, 3 H, 29-H),
—-0.04 (s, 3 H, 29-H"), 0.32 (d, 3J27,26 =6.6 Hz, 3 H, 27-H), 0.79 (s, 9 H, 31-H), 0.83 (s, 9 H, 50-H),
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0.98 (d, *J11.10 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'), 1.05 (d, 3521 = 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.61-1.66 (sh, 4 H,
25-H, 47-H), 2.19 (m, 1 H, 10-H), 2.49 (m, 1 H, 28-H), 2.73 (s, 3 H, 7-H), 2.86 (dd, *Jog 25 =
7.3 Hz, )25 6= 3.5 Hz, 1 H, 28-H), 3.01 (s, 3 H, 32-H), 3.27 (s, 3 H, 19-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H),
3.87 (m, 1 H, 21-H), 4.59 (dd, *J13nn = 7.2 Hz, ¥J1314= 3.5 Hz, 1 H, 13-H), 5.04 (m, 1 H, 34-H),
6.00-6.07 (sh, 2 H, NH-d, 45-H), 6.72 (d, *Jxu13= 7.4 Hz, 1 H, NH-c), 7.35 (d, *Jus= 8.8 Hz,
1 H, NH-b), 7.85 (d, /4941 = 7.1 Hz, 1 H, 40-H).

3C_NMR (125 MHz, CDCl;): & = -4.9, —4.7 (4 g, C-29/C-29'/C-48/ C-48'), 14.9 (q, C-27), 17.3
(g, C-11'), 18.0, 18.2 (2 s, C-30/C-49), 19.4 (q, C-11), 21.3 (q, C-6), 23.3 (g, C-6'), 24.7 (d, C-5),
25.6 (q, C-50), 25.9 (q, C-31), 27.9 (q, C-47), 28.2 (q, C-47"), 29.7 (q, C-7), 31.2 (q, C-32), 31.8
(t, C-25), 50.0 (d, C-21), 54.2 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 57.2 (d, C-34), 59.0 (s, C-46), 65.6 (t, C-52),
68.3 (t, C-28), 69.3 (d, C-35), 81.4 (d, C-14), 112.3 (s, C-36), 114.0 (d, C-43), 117.4 (t, C-54),
119.6 (d, C-40), 121.1 (d, C-42), 124.2 (d, C-37), 126.9 (d, C-16), 127.7 (s, C-38), 132.8 (d,
C-53), 135.3 (s, C-39), 136.9 (s, C-15), 143.8 (d, C-45), 156.4 (s, C-51).

Anmerkung: Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffe sind im *3C-NMR nicht von den
Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, MeCN fiir 15 min, tg (76) = 14.19 min, m/z = 1255 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [o] SO =-62.8° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CesH106N7015Si> [M+H]* 1232.7433 1232.7359

N-Alloc-(2S,3R)-(2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoyl)- (2S,3R)-(2-amino-3,5-
dimethylhex-4-enoyl)-(2S,3R)-{N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanyl}- N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-
butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-
valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester (77)

Zu einer Losung aus 101 mg (81.9 umol) des Hexapeptids 76 in 500 pL Acetonitril und 400 L
Wasser wurden bei Raumtemperatur nacheinander mit 1.9 mg (3.2 umol) TPPTS, 80 uL
(1.6 umol) einer Pd(OAc),-Lésung (20 mM in MeCN) und 42 pL (410 umol) Et,NH gegeben.
Nach 90 min Riihren (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum entfernt. Der
Rickstand wurde in 1.2 mL abs. DCM aufgenommen. Zu der entstandenen Losung wurden
bei 0 °C 21.7 mg (90.0 umol) der Sdure 71 und anschlieRend 11.7 mg (34.0 umol) HOBt,
sowie 18.9 mg (98.6 umol) EDC*HCI gegeben. Das Gemisch wurde auf langsam auf
Raumtemperatur erwdarmt, nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) mit EE verdiinnt
und nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-L6sung und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Na,SO,4 getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt.
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Flash-Chromatographie (RP-Kieselgel, H,0/MeCN Gradientenprogramm) lieferte 100 mg
(72.9 umol, 89 %) des linearen Heptapeptids 77 als farbloses Harz.

[DC: DCM/Et,0 = 1:1, Ri(77) = 0.60]

Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = —0.26 (s, 3 H, 48-H), —0.05 (s, 3 H, 29-H), —0.03 (s, 3 H, 29-H"),
0.10 (s, 3 H, 48-H'), 0.83 (s, 9 H, 31-H), 0.93 (s, 9 H, 50-H), 0.77-0.99 (sh, 15 H, 6-H, 6-H',
11-H, 11-H', 27-H), 1.07 (d, *Jsas3 = 6.3 Hz, 3 H, 54-H), 1.19 (m, 1 H, 25-H), 1.23 (d,
3Ja221= 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.40 (m, 1 H, 26-H), 1.48 (m, 1 H, 5-H), 1.56 (s, 3 H, 56-H), 1.65 (s,
3 H, 58-H), 1.68 (s, 3 H, 47-H), 1.68 (s, 3 H, 47-H'), 1.73 (m, 2 H, 4-H), 1.96 (m, 1 H, 25-H), 2.12
(m, 1 H, 10-H), 2.57 (s, 3 H, 7-H), 2.86 (m, 1 H, 35-H), 2.97 (s, 3 H, 32-H), 3.27 (s, 3 H, 19-H),
3.31 (m, 2 H, 28-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H), 4.16 (m, 1 H, 52-H), 4.26 (m, 1 H, 21-H), 4.51-4.68 (sh,
4 H, 13-H, 24-H, 60-H), 4.73-4.82 (sh, 3 H, 9-H, 14-H, 34-H), 4.94 (d, *Jss53 = 11.0 Hz, 1 H,
55-H), 5.05-5.40 (sh, 6 H, 3-H, 35-H, 44-H, 62-H), 5.53 (d, *Jyy,52= 10.0 Hz, 1 H, NH-g), 5.92
(m, 1 H, 59-H), 6.07 (m, 1 H, 45-H), 6.68 (bs, 1 H, NH-b), 6.76 (d, *Jx.13= 7.5 Hz, 1 H, NH-c),
7.00-7.09 (sh, 3 H, 41-H, 42-H, 37-H), 7.13-7.27 (sh, 5 H, 16-H, 17-H, 18-H), 7.35 (d, *Jni34=
8.6 Hz, 1 H, NH-f), 7.45 (d, *Js342= 8.2 Hz, 1 H, 43-H), 7.82 (d, *Ja0.41= 7.6 Hz, 1 H, 40-H), 8.34
(d, *Jn21= 5.9 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl,): 6 = -5.4, -5.4, -5.3, 5.2 (4 q, C-29/C-29'/C-48/C-48'), 17.2, 17.2,
17.3 (3 q, C 11'/C 27/C-54), 17.4 (q, C-22), 18.0, 18.0 (2 s, C-30/C-49), 18.2 (g, C-56), 19.5 (q,
C-11), 21.4 (q, C-6), 23.3 (g, C-6'), 24.7 (d, C-5), 25.7 (g, C-50), 25.8 (g, C-58), 25.9 (q, C-31),
28.0 (q, C-47), 28.2 (q, C-47'), 29.2 (q, C-7), 21.2 (d, C-26), 31.2 (q, C-32), 31.4 (d, C-10), 32.2
(t, C-25), 35.8 (d, C-53), 37.0 (t, C-4), 49.9 (d, C-21), 52.1 (g, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.4 (d, C-3),
56.5 (d, C-34), 57.4 (q, C-19), 57.5 (d, C-24), 57.8 (d, C-13), 59.0 (d, C-52), 59.1 (s, C-46), 65.9
(t, C-60), 67.1 (t, C-28), 72.0 (d, C-35), 81.1 (d, C-14), 112.2 (s, C-36), 113.7 (t, C-44), 114.0 (d,
C-43), 117.9 (t, C-62), 119.4 (d, C-41), 121.1 (d, C-42), 121.4 (d, C-40), 123.2 (d, C-37), 124.5
(d, C-55), 126.8 (d, C-16), 127.4 (s, C-38), 128.2 (d, C-18), 128.2 (d, C-17), 132.7 (d, C-61),
134.6 (s, C-57), 135.9 (s, C-39), 137.0 (s, C-15), 143.7 (d, C-45), 155.6 (s, C-59), 168.3, 168.5,
168.9, 169.7, 170.1, 170.2, 170.4, 171.1, 171.4, 171.5, 171.6, 171.9, 172.0, 172.1 (14 s,
Carbonyl-C's).
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Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = —1.05 (m, 1 H, 25-H), =0.34 (s, 3 H, 48-H), —0.02 (s, 3 H, 48-H"),
0.00 (s, 3 H, 29-H), 0.01 (s, 3 H, 29-H'), 0.32 (d, */27.26 = 6.6 Hz, 3 H, 27-H), 0.80 (s, 9 H, 31-H),
0.86 (s, 9 H, 50-H), 1.12 (d, *J2221 = 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.60 (m, 1 H, 25-Hb), 2.44 (m, 1 H,
28-H), 2.78 (s, 3 H, 7-H), 2.86 (m, 1 H, 28-H), 2.99 (s, 3 H, 32-H), 3.32 (s, 3 H, 19-H), 3.69 (s, 3
H, 1-H), 3.87 (m, 1 H, 52), 4.02 (m, 1 H, 21-H), 4.59 (dd, */13nn = 7.2 Hz,%)1314= 3.5 Hz, 1 H,
13-H), 4.97 (d, *Jss53 = 9.4 Hz, 1 H, 55-H), 7.32 (d, *Jano= 8.1 Hz, 1 H, NH-f), 7.44 (d, *Js342=
8.5 Hz, 1 H, 43-H), 7.68 (d, *Jag41= 8.5 Hz, 1 H, 40-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = —4.9, —4.8 (4 q, C-29/C-29'/C-48/C-48'"), 15.0 (g, C-27), 19.5
(g, C-11), 24.8 (d, C-5), 25.7 (2 g, C-31/C-50), 28.2 (2 g, C-47/C-47"), 31.8 (t, C-25), 49.4 (d,
C-21), 52.1 (g, C-1), 54.0 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 55.6 (d, C-34), 65.6 (t, C-60), 68.3 (t, C-28),
69.2 (d, C-35), 81.4 (d, C-14), 113.6 (s, C-44), 114.0 (d, C-43), 117.9 (t, C-62), 119.4 (d, C-41),
119.5 (d, C-40), 124.2 (d, C-37), 124.9 (d, C-55), 127.0 (d, C-16), 127.6 (s, C-38), 128.1 (d,
C-17), 128.3 (d, C-18), 132.8 (d, C-61), 133.8 (s, C-57), 135.4 (s, C-39), 136.8 (s, C-15), 143.8
(d, C-45), 155.8 (s, C-59).

Anmerkung: Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffe sind im BC-NMR nicht von den
Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, MeCN fiir 15 min, tg (77) = 15.57 min, m/z = 1394 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [a] 2 =-47.0° (c = 1.0, CHC5)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
C73H11sNgO13SiNa [M+Na]* 1393.8249 1393.8240

O-0'-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-Cyclomarin C (79)

97.0 mg (70.7 umol) des linearen Heptapeptids 77 wurden in 1 mL MeOH gel6st und mit
80 pL (80 umol) einer NaOH-Losung (1 M in Wasser) versetzt und 2 d bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Riickstand in
400 pL MeCN und 350 pL eines Phosphat-Puffers (1 mM, pH 6.4) aufgenommen.

Zur erhaltenen Lésung wurden nacheinander 1.6 mg (2.8 umol) TPPTS, 70 uL (1.4 umol)
einer Pd(OAc),-L6sung (20 mM in MeCN) und 37 pL (359 umol) Et,NH gegeben. Nach 2 h
Rihren bei Raumtemperatur (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel durch Gefriertrocknung
entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in 25 mL abs. DCM gelost.

In einem Dreihalskolben mit Druckausgleich wurden 73.9 mg (140 umol) PyBOP und 24 uL
(140 umol) DIPEA gelost. Mittels einer Spritzenpumpe wurde die Peptid-Losung innerhalb
von 12 h in den Dreihalskolben tberfiihrt. Nach insgesamt 18 h Riihren bei Raumtemperatur
wurde das Loésemittel am Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde anschlieBend durch Flash-
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Chromatographie (RP-Kieselgel, H,0/MeCN Gradientenprogramm) gereinigt. Auf diese
Weise wurden 67.2 mg (53.5 umol, 76 %) des cyclischen Peptids 79 erhalten.

[DC: DCM/EL,0 = 3:2, Re(79) = 0.60]

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = =1.02 (ddd, *J2424 = 13.0 Hz, *Ja425= 10.1 Hz, *J2423 = 2.8 Hz,
1 H, 24-H), —0.30 (s, 3 H, 52), —0.07 (s, 3 H, 55-H), —0.05 (s, 3 H, 55-H'), 0.13 (s, 3 H, 52-H'),
0.16 (d, */725 = 6.6 Hz, 3 H, 27-H), 0.67 (d, *J4746 = 6.5 Hz, 3 H, 47-H), 0.81 (s, 9 H, 56-H), 0.92
(s, 9 H, 54-H), 0.96 (d, *J10¢ = 6.7 Hz, 3 H, 10-H), 0.98 (d, *Js4 = 5.7 Hz, 3 H, 5-H), 0.99 (d,
*Js4= 5.8 Hz, 3 H, 5-H'), 1.01 (m, 1 H, 3-H), 1.08 (d, *J19s = 6.6 Hz, 3 H, 10-H'), 1.19 (m, 1 H,
25-H), 1.26 (d, *J120= 7.5 Hz, 3 H, 21-H), 1.28 (s, 3 H, 51-H), 1.54 (ddd, *J2s25= 22424 =
13.0 Hz, *J24.23 = 4.5 Hz, 1 H, 24-H), 1.62 (s, 3 H, 43-H), 1.63-1.73 (sh, 3 H, 4-H, 46-H), 1.65 (s,
3 H, 43-H'), 1.74 (s, 3 H, 50-H), 2.26 (m, 1 H, 9-H), 2.41 (ddd, *J35 = 13.1 Hz, *J35= 11.7 Hz,
3J32=4.3 Hz, 1 H, 3-H), 2.47 (m, 1 H, 26-H), 2.49 (s, 3 H, 6-H), 2.84 (m, 1 H, 26-H), 2.87 (s, 3 H,
28-H), 3.36 (s, 3 H, 18-H), 4.06 (dd, *Jasnn = 10.6 Hz, *J4s,46 = 9.5 Hz, 1 H, 45-H), 4.34 (dd, *Jg0 =
*Jgnn= 9.1 Hz, 1 H, 8-H), 4.40 (dd, *J3031= 9.1 Hz, *Jsonn = 1.7 Hz, 1 H, 30-H), 4.52 (dd, */324=
11.9 Hz,J5324 = 2.6 Hz, 1 H, 23-H), 4.69-4.77 (sh, 2 H, 20-H, 48-H), 4.81 (dd, /1213 = J1onn =
4.8 Hz, 1 H, 12-H), 5.01-5.08 (sh, 2 H, 2-H, 40-Ha), 5.09 (d, /1312 = 4.8 Hz, 1 H, 13-H), 5.18 (d,
*Jaob,a1 = 10.7 Hz, 1 H, 40-Hb), 5.21 (d, *J3130 = 9.1 Hz, 1 H, 31-H), 6.03 (dd, *Js140. = 17.4 Hz,
*Jara00 = 10.7 Hz, 1 H, 41-H), 6.45 (d, *Ju30 = 1.7 Hz, 1 H, NH-f), 6.98-7.02 (sh, 2 H, 33-H, 38-
H), 7.06 (m, 1 H, 37-H), 7.17-7.19 (sh, 3 H, NH-c, 15-H), 7.21-7.27 (sh, 3 H, 16-H, 17-H), 7.43
(d, ®J30,38 = 8.4 Hz, 1 H, 39-H), 7.71 (d, *J3637 = 7.8 Hz, 1 H, 36-H), 7.87 (d, *Jxns = 9.1 Hz, 1 H,
NH-b), 7.98 (d, *Jnt20 = 9.4 Hz, 1 H, NH-g), 8.18 (d, *Jup45 = 10.6 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCls): 8§ = —5.4, =5.4, =5.3, —4.9 (4 s, C-52/C-52'/C-55/C-55'), 15.3 (q,
C-27), 18.1, 18.3 (2 s, C-53/C-56), 18.4 (q, C-47), 18.8 (g, C-51), 19.5 (g, C-10'), 20.0 (g, C-10),
20.5 (q, C-21), 22.1 (q, C-5), 23.6 (q, C-5'), 25.4 (d, C-4), 25.8 (q, C-54), 25.9 (2 q, C-50/C-56),
28.0 (g, C-43), 28.2 (q, C-43'), 29.2 (q, C-6), 29.4 (q, C-28), 30.9 (d, C-9), 31.7 (t, C-24), 32.0 (d,
C-25), 35.1 (d, C-46), 39.0 (t, C-3), 50.1 (d, C-20), 55.7 (d, C-8), 55.9 (d, C-12), 56.5 (d, C-30),
57.7 (g, C-18), 57.8 (d, C-23), 58.6 (d, C-2), 58.7 (s, C-42), 59.0 (d, C-45), 68.2 (t, C-26), 72.1
(d, C-31), 79.8 (d, C-13), 112.0 (s, C-32), 113.7 (t, C-40), 114.1 (d, C-39), 118.1 (d, C-38), 119.3
(d, C-36), 121.3 (d, C-37), 123.0 (d, C-33), 124.8 (d, C-48), 127.4 (d, C-17), 127.8 (d, C-15),
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128.2 (d, C-16), 128.6 (s, C-34), 134.6 (s, C-49), 135.2 (s, C-35), 135.9 (s, C-14), 143.6 (d,
C-41), 168.0 (s, C-1), 168.2 (s, C-22), 169.1 (s, C-11), 169.5 (s, C-29), 170.6 (s, C-7), 171.4 (s,
C-19), 172.4 (s, C-44).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, 100 % MeCN fir 20 min, tg (79) = 14.50 min,
m/z = 1278 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [o] SO =-70.1° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CegH111NgO010Si> [M+H]* 1255.7956 1255.7938

Cyclomarin C (CycloC)

Zu einer Losung aus 50.0 mg (39.8 umol) des geschiitzten, cyclischen Heptapeptids 79 in
400 uL MeOH wurden bei 0 °C 14.8 mg (400 umol) NH4F gegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde Uber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. AnschlieBend wurde es in einer
geschlossenen Apparatur flir weitere 18 h vorsichtig auf 40 °C (Badtemperatur) erhitzt. Nach
vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakkuum entfernt. Der
Rickstand wurde bei 0 °C in 400 pL THF gelést und anschlieend tropfenweise mit 44 plL
(44 umol) einer TBAF-Losung (1M in THF) versetzt. Nach 30 min Rihren bei dieser
Temperatur wurde das Losemittel im Eisbad am Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde
durch praperative HPLC (Luna, 100mm/10mm/5u, 5 mL/min, H,O/MeCN 45:55) gereinigt. So
konnten 27.2 mg (26.5 umol, 67 %) Cyclomarin C (CycloC) als farbloser Feststoff erhalten
werden.

[DC: EE, Rf(CycloC) = 0.42]

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 0.56 (ddd, *J24 24 = 13.8 Hz, J24.25= 6.4 Hz, *J5423 = 3.1 Hz, 1 H,
24-H), 0.64 (d, *Ja746 = 6.5 Hz, 3 H, 47-H), 0.70 (d, */57,5 = 6.8 Hz, 3 H, 27-H), 0.84 (d,
*Js4=6.6Hz, 3 H, 5-H), 0.89 (d, *J5.4 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H'), 0.94 (d, /100 = 6.7 Hz, 3 H, 10-H),
1.04 (m, 1 H, 3-H), 1.06 (d, *s0s = 6.7 Hz, 3 H, 10-H'), 1.25 (s, 3 H, 51-H), 1.29 (d,
*Ja120 = 7.3 Hz, 3 H, 21-H), 1.38-1.44 (sh, 2 H, 4-H, 25-H), 1.68 (m, 1 H, 46-H), 1.70 (s, 6 H,
43-H), 1.72 (s, 3 H, 50-H), 2.18-2.32 (sh, 4 H, 3-H, 9-H, 24-H, OH), 2.70 (s, 3 H, 6-H), 2.82 (s,
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3 H, 28-H), 2.47 (dd, *Ja626= 11.1 Hz, *Jr625 = 5.6 Hz, 1 H, 26-H), 2.84 (dd, *J2324= 11.1 Hz,
*Ja6.25 = 4.3 Hz, 1 H, 26-H), 3.36 (s, 3 H, 18-H), 4.10 (dd, *Jssnu= 10.5 Hz, *Jss 46 = 9.8 Hz, 1 H,
45-H), 4.38 (dd, *Jg0 = *Jgnn= 8.7 Hz, 1 H, 8-H), 4.57 (dd, *Jsonn = *J3031= 4.9 Hz, 1 H, 30-H),
4.74-4.79 (sh, 2 H, 23-H, 48-H), 4.80-4.87 (sh, 1 H, 2-H, 20-H), 4.89 (dd, */1213= *J1onn=
4.8 Hz, 1 H, 12-H), 5.07 (d, *J1312 = 5.4 Hz, 1 H, 13-H), 5.16 (d, *Js0s41 = 17.4 Hz, 1 H, 40-Ha),
5.21 (d, *Jaob41 = 10.7 Hz, 1 H, 40-Hb), 5.30 (d, *J3130 = 4.9 Hz, 1 H, 31-H), 6.06 (dd, */41 40
17.4 Hz,%J41 400 = 10.7 Hz, 1 H, 41-H), 6.85 (d, *Jnn30 = 4.9 Hz, 1 H, NH-f), 7.04 (ddd, */3537
*Jag 30 = 7.2 Hz, /3536 = 0.8 Hz, 1 H, 38-H), 7.08=7.13 (sh, 2 H, 37-H, NH-c), 7.19 (m, 2 H, 15-H),
7.22-7.26 (sh, 3 H, 16-H, 17-H), 7.29 (s, 1 H, 33-H), 7.49 (d, *J3935 = 7.2 Hz, 1 H, 39-H), 7.56 (d,
*J3637 = 7.9 Hz, 1 H, 36-H), 7.94 (d, *Juug = 8.7 Hz, 1 H, NH-b), 8.06 (d, */xu20 = 9.5 Hz, 1 H,
NH-g), 8.18 (d, *Jnn4s = 10.5 Hz, 1 H, NH-d).

B3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 17.6 (g, C-27), 18.5 (q, C-47), 18.9 (q, C-51), 19.3 (g, C-10'),
20.0 (g, C-10), 20.8 (q, C-21), 22.4 (q, C-5), 23.4 (q, C-5'), 25.0 (d, C-4), 25.7 (g, C-50), 27.8 (q,
C-43), 27.9 (q, C-43'), 29.3 (q, C-6), 29.6 (q, C-28), 30.8 (d, C-9), 33.0 (t, C-24), 33.3 (d, C-25),
35.5 (d, C-46), 38.9 (t, C-3), 50.6 (d, C-20), 53.0 (d, C-30), 55.3 (d, C-8), 55.9 (d, C-12), 57.7 (q,
C-18), 58.1 (d, C-45), 58.6 (d, C-2), 59.2 (d, C-23), 59.2 (s, C-42), 66.3 (t, C-26), 68.6 (d, C-31),
80.0 (d, C-13), 111.3 (s, C-32), 113.8 (t, C-40), 114.3 (d, C-39), 118.9 (d, C-36), 119.5 (d, C-38),
121.5 (d, C-37), 123.1 (d, C-33), 124.8 (d, C-48), 126.8 (d, C-17), 127.8 (d, C-15), 128.3 (d,
C-16), 128.7 (s, C-34), 134.4 (s, C-49), 135.1 (s, C-35), 135.8 (s, C-14), 143.7 (d, C-41), 168.4 (s,
C-1), 168.9 (s, C-22), 169.6 (s, C-11), 170.6 (s, C-29), 170.9 (s, C-7), 171.6 (s, C-19), 172.5 (s,
C-44).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H,0 1:1 fiir 20 min, tg (CycloC) = 7.12
min, m/z = 1050 ([M+Na]*), 1010 ([M—OH]").
Optische Drehung: [o] SO =-30.4° (c=1.0, CHCl3)

Ref®!: [a] 2’ =-19.7 ° (c = 1.0, CHCl3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden

Cs6Hg3NgO19 [M+H]" 1027.6227 1027.6242

N-Cbz-(2S,4R)-[5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-
methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methylleucinmethylester (80)

Zu 118 mg (194 umol) des Tetrapeptids 68 wurden bei Raumtemperatur 500 pL (2.0 mmol)
einer HCI-Losung (4 M in Dioxan) gegeben. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde
das Losemittel am Vakuum entfernt. Das erhaltene Hydrochlorid wurde zusammen mit
70.0 mg (177 umol) der Saure 22 in 3.0 mL abs. DCM geldst und auf 0 °C gekihlt. Zu dieser
Losung wurden nacheinander 37.1 mg (194 umol) EDC*HCI, 22 uL (0.19 mmol) NMM und
34mg (22 umol) HOBt gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt, mit EE verdinnt und nacheinander mit 1 N KHSO,4-Lsg., ges.
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NaCHOs-Lsg und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO, wurde das
Losemittel am Vakuum entfernt und der Riickstand mittels Flash-Chromatographie (RP-
Kieselgel, H,0/MeCN Gradientenprogramm) gereinigt. Es konnten 123 mg (139 umol, 79 %)
des Pentapeptids 80 als farbloses Harz erhalten werden

[DC: PE/EE = 1:1, Rr(80) = 0.34]

37

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 0.04 (s, 3 H, 29-H), 0.05 (s, 3 H, 29-H'), 0.87 (s, 9 H, 31-H), 0.89
(d, *J2726 = 6.8 Hz, 3 H, 27-H), 0.91 (d, *Jg5 = 6.4 Hz, 3 H, 6-H), 0.94 (d, *J111, = 6.7 Hz, 3 H,
11-H), 0.95 (d, *Jg.s = 6.6 Hz, 3 H, 6-H"), 1.00 (d, *J11r1, = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'), 1.23 (d,
3Ja221=7.0 Hz, 3 H, 22-H), 1.49 (m, 1 H, 5-H), 1.64-1.85 (sh, 5 H, 4-H, 25-H, 26-H), 2.14 (m,
1H, 10-H), 2.99 (s, 3 H, 7-H), 3.32 (s, 3 H, 19-H), 3.40 (dd, *Jag2s= 10.1 Hz, *Jog26 = 6.4 Hz, 1 H,
28-H), 3.53 (dd, 2Jag25= 10.1 Hz,Jo526 = 4.7 Hz, 1 H, 28-H), 3.69 (s, 3 H, 1-H), 4.33 (m, 1 H,
24-H), 4.34 (m, 1 H, 21-H), 4.69 (dd, *J33n1 = 7.7 Hz, *J1314 = 3.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.80-4.84 (sh,
2 H, 9-H, 14-H), 5.11 (s, 1 H, 33-H), 5.35 (dd, */34 = 10.5 Hz,J34 = 5.3 Hz, 1 H, 3-H), 5.95 (d,
*Jun,24 = 6.7 Hz, 1 H, NH-e), 6.67 (d, *Jy,21 = 5.9 Hz, 1 H, NH-d), 6.78 (d, *Jp13 = 7.7 Hz, 1 H,
NH-c), 7.19-7.36 (sh, 11 H, 16-H, 17-H, 18-H, NH-b, 35-H, 36-H, 37-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = =5.5 (g, C-29), =5.4 (g, C-29'), 17.3 (g, C-11), 17.7 (g, C-27),
18.2 (s, C-30), 18.4 (q, C-22), 19.5 (q, C-11'), 21.4 (g, C-6), 23.3 (g, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.9 (q,
C-31), 31.2 (q, C-7), 31.4 (d, C-10), 32.2 (d, C-26), 36.1 (t, C-25), 36.9 (q, C-4), 49.4 (d, C-21),
52.1 (q, C-1), 53.4 (d, C-24), 54.1 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 57.5 (g, C-19), 57.8 (d, C-13), 67.0 (t,
C-33), 67.7 (t, C-28), 81.3 (d, C-14), 126.8 (d, C-16), 128.1 (d, C-35), 128.1 (d, C-18), 128.2 (d,
C-37), 128.3 (d, C-36), 128.5 (d, C-17), 136.2 (s, C-34), 136.8 (s, C-15), 156.5 (s, C-32), 168.4
(s, C-2), 171.5,172.0, 172.0, 172.1 (4 s, C-8/C-12/C-20/C-24).

Optische Drehung: [o] SO =-52.3°(c=1.0, CHCI3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CagH7aN5010Si [M+H]" 884.5199 884.5206
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N-Alloc-(2S,3R)-{N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-
tryptophanyl}-(2S,4R)-[5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-
(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)- N-methyl-leucinmethylester
(81)

Analog zur Synthese von 76 wurden zu einer Losung aus 65.0 mg (130 umol) des
Methylesters 60 bei 0 °C 150 pL (150 umol) 1 M NaOH getropft. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Raumtemperatur erwarmt und fiir 48 h bei dieser Temperatur gerihrt.
AnschlieBend wurde die Rohsdure 61 mit einem pH-Puffer (pH 6.4) versetzt und das
Loésemittel am Vakuum entfernt.

117 mg (132 umol) des Pentapeptids 80 wurden in 1.5 mL MeOH geldst, mit 7.0 mg 10 %
Pd/C versetzt und analog zur Synthese von 76 entschitzt und aufgearbeitet. Das so
erhaltene Amin wurde gemeinsam mit dem zuvor erhaltenen Puffer-Salz der Sdure in 1.5 mL
abs. DCM aufgenommen und auf —20 °C gekihlt. Anschliefend wurden 3.5 mg (24 umol)
HOBt und 25.0 mg (132 umol) EDC*HCI zugegeben. Das Gemisch wurde Ulber Nacht auf
Raumtemperatur erwarmt, nach vollstindigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde mit EE
verdiinnt und nacheinander mit 1 KHSO4-Losung, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknen lber Na,SO, wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand durch Flash-Chromatographie gereinigt (RP-Kieselgel,
H,O/MeCN Gradientenprogramm). Es konnten 85.2 mg (69.9 umol, 54 %) des Hexapeptids
als farbloses Harz erhalten werden.

[DC: PE/EE = 1:1, Ri(81) = 0.42]

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = —0.07 (s, 3 H, 47-H), 0.05 (s, 6 H, 29-H), 0.07 (s, 3 H, 47-H"),
0.86-0.98 (sh, 12 H, 6-H, 6-H', 27-H, 11-H), 0.89 (s, 9 H, 31-H), 0.92 (s, 9-H, 49-H), 1.00 (d,
*Ji112 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H'), 1.17 (d, *J2221 = 7.1 Hz, 3 H, 22-H), 1.46-1.53 (sh, 2 H, 5-H, 25-H),
1.66 (s, 3 H, 46-H), 1.68 (s, 3 H, 46-H'), 1.68-1.79 (sh, 3 H, 4-H, 26-H), 1.95 (m, 1 H, 25-H),
2.17 (m, 1 H, 10-H), 3.01 (s, 3 H, 7-H), 3.35 (s, 3 H, 19-H), 3.45 (dd, *J2525= 10.0 Hz, >J2526 = 5.6
Hz, 1 H, 28-H), 3.50 (dd, %J25 8= 10.0 Hz, *J55 26 = 5.5 Hz, 1 H, 28-H), 3.69 (s, 3 H, 1-H), 4.23 (m,
1 H, 21-H), 4.40 (m, 1 H, 24-H), 4.51-4.54 (sh, 3 H, 33-H, 51-H), 4.69 (dd, *Ji3ny = 7.7 Hz,
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*J1314 = 3.5 Hz, 1 H, 13-H), 4.81 (dd, *Jony = 8.8 Hz,Jg10= 6.3 Hz, 1 H, 9-H), 4.89 (d, *J1413 =
3.5Hz, 1 H, 14-H), 5.08 (d, /43044 =17.4 Hz, 1 H, 43-Ha), 5.19 (d, */s3p4s = 10.7 Hz, 1 H,
43-Hb), 5.20 (m, 1 H, 53-Ha), 5.27 (m, 1 H, 53-Hb), 5.37 (dd, *J34 = 10.5 Hz,%J54 = 5.3 Hz, 1 H,
3-H), 5.58 (d, *Jn3s = 6.3 Hz, 1 H, NH-f), 5.70 (d, *J3433 = 2.7 Hz, 1 H, 34-H), 5.88 (m, 1 H,
52-H), 6.10 (dd, *Jas432= 17.4 Hz, *Jaga3p= 10.7 Hz, 1 H, 44-H), 6.71 (d, *Jxn21 = 6.7 Hz, 1 H,
NH-d), 6.78 (d, *Jn13 = 7.6 Hz, 1 H, NH-c), 7.02 (dd, *Js140= *Jar4a2 = 7.3 Hz, 1 H, 41-H), 7.08
(dd, *Ja030= *Jaoa1= 7.3 Hz, 1 H, 40-H), 7.20-7.30 (sh, 6 H, 16-H, 17-H, 18-H, NH-e), 7.34 (s,
1H, 36-H), 7.36 (d, *Jyno= 8.8 Hz, 1 H, NH-b), 7.46 (d, /4241 = 7.3 Hz, 1 H, 42-H), 7.56 (d,
*J39.40= 7.3 Hz, 1 H, 39-H).

B3C-NMR (125 MHz, CDCl3): § = -5.3 (q, C-47), =5.4 (q, C-29), —4.8 (q, C-47'), 17.1 (q, C-27),
17.4 (q, C-11), 17.8 (s, C-48), 18.2 (q, C-22), 18.3 (s, C-30), 19.5 (g, C-11'), 21.4 (q, C-6), 23.3
(g, C-6'), 24.8 (d, C-5), 25.7 (q, C-49), 26.0 (q, C-31), 28.0 (q, C-46), 31.2 (d, C-10), 31.3 (q,
C-7), 32.2 (d, C-26), 36.1 (t, C-25), 37.0 (q, C-4), 49.5 (d, C-21), 51.9 (d, C-24), 52.1 (g, C-1),
54.3 (d, C-9), 54.5 (d, C-3), 57.5 (q, C-19), 57.8 (d, C-13), 59.2 (s, C-45), 61.0 (t, C-33), 66.0 (t,
C-51), 67.6 (t, C-28), 68.6 (d, C-34), 81.2 (d, C-14), 113.1 (s, C-35), 113.5 (t, C-43), 113.9 (d,
C-42), 118.0 (t, C-53), 119.0 (d, C-39), 119.2 (d, C-41), 120.9 (d, C-40), 124.0 (d, C-36), 126.8
(s, C-37), 126.9 (d, C-16), 128.1 (d, C-18), 128.3 (d, C-17), 132.5 (d, C-52), 135.5 (s, C-38),
137.1 (s, C-15), 143.9 (d, C-44), 156.5 (s, C-50), 168.6 (s, C-2), 168.9, 171.4, 171.7, 172.0,
172.2 (5s, C-8/C-12/C-20/C-24/C-32).

Optische Drehung: [a] SO =—62.8 ° (c = 1.0, CHCls)

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, tg (81) = 13.76 min, m/z = 1241 ([M+Nal").

HRMS (ESI) Berechnet Gefunden

Co4H10aN701,Si; [M+H]* 1218.7276 1218.7254

N-Alloc-(2S,3R)-(2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoyl)- (2S,3R)-(2-amino-3,5-
dimethylhex-4-enoyl)- (2S,3R)-{N'-(tert-prenyl)-3-[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanyl}-(25,4R)-[5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy-
leucyl]-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-valyl-(S)-N-methyl-
leucinmethylester (82)

Analog zur Synthese von 77 wurden 75.0 mg (61.6 umol) des Hexapeptids 81 in 500 plL
Acetonitril und 300 puL Wasser bei Raumtemperatur nacheinander mit 2.3 mg (4 umol)
TPPTS, 100 pL (2.0 umol) einer Pd(OAc),-Losung (20 mM in MeCN) und 32 pL (310 umol)
Et,NH versetzt. Nach 90 min Riihren (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum
entfernt. Der Rickstand wurde in 0.8 mL abs. DCM aufgenommen. Zu der entstandenen
Losung wurden bei 0 °C 16.4 mg (68.2 umol) der Sdure 71 und anschlieRend 8.4 mg
(62.2 umol) HOBt, sowie 13.1 mg (68.2 umol) EDC*HCI gegeben. Das Gemisch wurde auf
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langsam auf Raumtemperatur erwarmt, nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) mit EE
verdiinnt und nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOsz-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und das Losemittel am
Vakuum entfernt. Flash-Chromatographie (RP-Kieselgel, H,0/MeCN Gradientenprogramm)
lieferte 65.1 mg (47.9 umol, 78 %) des linearen Heptapeptids 82 als farbloses Harz.

[DC: PE/EE = 1:1, Rf(82) = 0.56]

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = =0.09 (s, 3 H, 47-H), 0.03 (s, 3 H, 29-H), 0.04 (s, 3 H, 29-H),
0.06 (s, 3 H, 47-H'"), 0.56 (d, *Js352 = 6.8 Hz, 1 H, 53-H), 0.86-0.94 (sh, 6 H, 6-H), 0.88 (s, 9 H,
31-H), 0.92 (s, 9-H, 49-H), 0.98 (d, */111, = 6.4 Hz, 3 H, 11-H), 1.01 (d, */11:1, = 6.8 Hz, 3 H,
11-H'), 1.06 (d, *J2726 = 6.6 Hz, 3 H, 27-H), 1.19 (d, *J2521 = 7.2 Hz, 3 H, 22-H), 1.48 (s, 3 H,
55-H), 1.49-1.58 (sh, 2 H, 5-H, 25-H), 1.59 (s, 3 H, 57-H), 1.68 (s, 3 H, 46-H), 1.70 (s, 3 H,
46-H'), 1.74 (m, 2 H, 4-H), 1.90-1.99 (sh, 2 H, 25-H, 26-H), 2.30 (m, 1 H, 10-H), 2.77 (m, 1 H,
52-H), 3.03 (s, 3 H, 7-H), 3.35 (s, 3 H, 19-H), 3.36 (m, 1 H, 28-H), 3.60 (dd, */,526 = 4.2 Hz,
%Jog28= 9.8 Hz, 1 H, 28-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H), 3.86 (m, 1 H, 51-H), 4.15 (m, 1 H, 21-H), 4.40 (m,
1 H, 24-H), 4.54 (dd, *Jsgs50= 13.0 Hz,*Jso60 = 5.9 Hz, 1 H, 59-H), 4.62 (dd, /331 = 6.1 Hz,
*J3334 = 1.6 Hz, 1 H, 33-H), 4.66-4.70 (sh, 2 H, 13-H, 59-H), 4.79 (dd, *Jo = 8.8 Hz, *Jg 10= 7.5
Hz, 1 H, 9-H), 4.82 (d, *Js4 52 = 9.3 Hz, 1 H, 54-H), 5.03 (d, *J1413 = 2.2 Hz, 1 H, 14-H), 5.09 (d,
*Jazasa = 17.3 Hz, 1 H, 43-Ha), 5.11 (bs, 1 H, NH-g), 5.19 (d, *Ja3p,44 = 10.7 Hz, 1 H, 43-Hb),
5.30-5.40 (sh, 3 H, 3-H, 61-Ha, 61-Hb), 5.82 (d, *J3433 = 1.6 Hz, 1 H, 34-H), 5.96 (m, 1 H, 60-H),
6.06 (dd, *Jag43.= 17.3 Hz, *Jag 430 = 10.7 Hz, 1 H, 44-H), 6.99 (m, 1 H, 41-H), 7.05-7.12 (sh, 4 H,
40-H, NH-c, NH-d, NH-F), 7.18-7.28 (sh, 5 H, 16-H, 17-H, 18-H), 7.36 (s, 1 H, 36-H), 7.43-7.46
(sh, 3 H, 42-H, NH-b, NH-e), 7.70 (d, */35,40= 7.8 Hz, 1 H, 39-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCls): & = —5.4 (g, C-47), =5.4 (g, C-29), 5.0 (q, C-47'), 15.7 (q, C-53),
17.0 (q, C-22), 17.5 (g, C-11), 17.8 (s, C-48), 18.0 (s, C-30), 18.1 (q, C-55), 18.3 (q, C-27), 19.5
(g, C-11'), 21.5 (q, C-6), 23.3 (q, C-6), 24.7 (d, C-5), 25.8 (q, C-57), 25.9 (g, C-49), 26.0 (q,
C-31), 27.9 (q, C-46), 28.0 (q, C-46'), 30.7 (d, C-10), 31.3 (g, C-7), 32.1 (d, C-26), 33.3 (d, C-52),
36.1 (t, C-25), 37.2 (g, C-4), 49.5 (d, C-21), 52.0 (g, C-1), 52.7 (d, C-24), 54.5 (d, C-9), 54.7 (d,
C-3), 57.5 (g, C-19), 58.2 (d, C-13), 59.1 (s, C-45), 61.0 (t, C-33), 61.2 (d, C-51), 66.7 (t, C-59),
67.3 (t, C-28), 68.5 (d, C-34), 81.3 (d, C-14), 113.7 (t, C-43), 114.0 (d, C-42), 114.2 (s, C-35),
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119.0 (t, C-61), 119.2 (d, C-39), 119.4 (d, C-41), 121.2 (d, C-40), 122.8 (d, C-36), 123.9 (d,
C-54), 127.0 (d, C-16), 127.0 (s, C-37), 127.7 (d, C-18), 128.2 (d, C-17), 131.9 (d, C-60), 135.3
(s, C-56), 135.8 (s, C-38), 138.0 (s, C-15), 143.7 (d, C-44), 157.3 (s, C-58), 169.4 (s, C-2), 170.2,
171.6,171.9, 172.1, 172.4, 172.6 (6 s, C-8/C-12/C-20/C-24/C-32/C-50).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, MeCN fiir 15 min, t (82) = 15.42 min, m/z = 1383 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [o] SO =-73.5°(c=1.0, CHCI3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
C72H117Ng013Si, [M+H]* 1357.8273 1357.8279

O-0'-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-Cyclomarin D (83)

Analog zur Synthese von 79 wurden 58.0 mg (42.7 umol) des linearen Heptapepdids 82 in
0.5 mL MeOH geldst und bei Raumtemperatur mit 50 pL (50 umol) einer 1 M NaOH-Lésung
versetzt und 2 d bei dieser Temperatur gerihrt. Nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle)
wurde das Reaktionsgemisch analog zur Synthese von 79 aufgearbeitet.

Die N-terminale Entschiitzung erfolgte entsprechend mit 50 pL (1 pmol) einer Pd(OAc),-
Losung (20 mM in MeCN), 1.2 mg (2 umol) TPPTS und 22 plL (214 mmol) Et;NH in einer
Mischung aus 200 uL Pufferlosung (pH 6.4) und 300 puL MeCN.

Der Riickstand wurde in 10 mL abs. DCM aufgenommen und mittels einer Spritzenpumpe
innerhalb von 12 h zu einer Lésung aus 47.0 mg (90.3 umol) PyBOP und 16 pL (92 pumol)
DIPEA in 30 mL abs DCM gegeben. Nach insgesamt 18 h wurde das Losemittel am Vakuum
entfernt und der Riickstand durch Flash-Chromatographie (RP-Kieselgel, H,O0/MeCN Gradien-
tenprogramm) gereinigt. Es konnten 24.3 mg (19.6 umol, 46 %) des cyclischen Peptids
erhalten werden.

[DC: EE, Re(83) = 0.71]
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = —=0.30 (s, 3 H, 51-H), =0.16 (s, 3 H, 51-H'), 0.02 (s, 3 H, 54-H),
0.03 (s, 3 H, 54-H'), 0.79-1.00 (sh, 18 H, 5-H, 5-H', 10-H, 10-H', 27-H, 46-H), 0.88 (s, 9 H,
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53-H), 0.90 (s, 9 H, 56-H), 1.24-1.34 (sh, 9 H, 3-H, 4-H, 6-H, 24-H, 50-H), 1.37 (d,
3J2120= 7.2 Hz, 3 H, 21-H), 1.59 (s, 3 H, 49-H), 1.67 (m, 1 H, 3-H), 1.76 (s, 3 H, 42-H), 1.81 (s,
3 H, 42-H'), 1.82-1.93 (sh, 3 H, 24-H, 25-H, 45-H), 2.03 (m, 1 H, 9-H), 3.29 (s, 3 H, 18-H), 3.42
(dd, *Ja626= 10.0 Hz, *J2625 = 5.1 Hz, 1 H, 26-H), 3.48 (dd, *J2626= 10.0 Hz,%/5625 = 4.9 Hz, 1 H,
26-H), 3.86 (m, 1 H, 8-H), 3.94 (m, 1 H, 44-H), 4.34 (dd, /2930 = *Joonn = 2.4 Hz, 1 H, 29-H),
4.36 (m, 1 H, 23-H), 4.51-4.72 (sh, 2 H, 12-H, 20-H), 4.77 (d, 4745 = 9.6 Hz, 1 H, 47-H), 4.96
(d, */1312 = 4.8 Hz, 1 H, 13-H), 4.98 (m, 1 H, 2-H), 5.21 (d, *J39240 = 17.6 Hz, 1 H, 40-Ha), 5.25
(d, *Jasb40 = 10.7 Hz, 1 H, 40-Hb), 5.66 (d, *J3929 = 2.4 Hz, 1 H, 30-H), 5.90 (bs, 1 H, NH-g), 6.17
(dd, *Ja0,30a= 17.6 H, *Jag3ep= 10.7 Hz, 1 H, 40-H), 7.07 (m, 1 H, 37-H), 7.12 (m, 1 H, 36-H),
7.17-7.49 (sh, 11 H, 15-H, 16-H, 17-H, 32-H, 38-H, NH-a, NH-b, NH-c, NH-e), 7.60 (d,
*J35,36= 7.9 Hz, 1 H, 35-H), 7.78 (bs, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = =5.5 (q, C-51), =5.4 (2 q, C-54), —4.9 (g, C-51'), 16.8 (g, C-10),
17.2 (g, C-46), 18.2 (q, C-50), 18.3 (2 g, C-10', C-27), 18.9 (s, C-52/C-55), 18.9 (s, C-52/C-55),
21.6 (g, C-5), 23.4 (q, C-5'), 24.6 (d, C-4), 25.8 (q, C-53), 25.9 (q, C-49), 25.9 (g, C-56), 27.7 (q,
C-42), 27.9 (q, C-42"), 29.7 (q, C-6), 30.2 (d, C-9), 32.5 (d, C-25), 33.2 (s, C-41), 35.8 (t, C-24),
36.2 (t, C-3), 50.4 (d, C-20), 52.7 (d, C-2), 54.9 (d, C-23), 55.8 (d, C-8), 57.5 (q, C-18), 59.0 (d,
C-12), 59.2 (d, C-44), 62.3 (d, C-29), 67.9 (t, C-28), 68.7 (d, C-30), 80.5 (d, C-13), 113.6 (s,
C-31), 113.7 (t, C-39), 113.8 (d, C-38), 119.2 (d, C-35), 119.4 (d, C-37), 121.4 (d, C-36), 123.7
(d, C-32), 125.8 (d, C-47), 126.5 (s, C-33), 127.9 (d, C-17), 128.3 (2 s, C-15, C-16), 133.9 (s,
C-48), 136.0 (s, C-34), 136.8 (s, C-14), 143.9 (d, C-40), 168.8, 169.0, 170.6, 171.3, 171.5,
171.9,172.6 (7 s, C-1/C-7/C-11/C-19/C-22/C-28/C-43).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, 100 % MeCN fiir 25 min, tR (83) = 9.87 min,
m/z = 1264 ([M+Nal®).

Optische Drehung: [o] SO =-83.2 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
Ce7H109Ng010Si, [M+H]* 1241.7800 1241.7739

Cyclomarin D (CycloD)

Analog zur Synthese von CycloC wurden 21.0 mg (16.9 umol) des geschiitzten cyclischen
Peptids 83 in 200 pL MeOH geldst und bei Raumtemperatur mit 6.6 mg (170 umol) NH4F
versetzt. Die Losung wurde behutsam auf 40 °C (Badtemperatur) erwdarmt und Gber Nacht
geruhrt. Nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel entfernt und der
Rickstand bei 0 °C in 200 pL abs. THF geldst. AnschlieBend wurden tropfenweise 20 plL
(20 umol) einer TBAF-Losung (1 M in THF) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir
45 min bei dieser Temperatur gerihrt und nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle)
wurde das Losemittel bei 0 °C am Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde durch praparative
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HPLC (Luna, 100mm/10mm/5y, 5 mL/min, H,0/MeCN 45:55) gereinigt. Es wurden 11.0 mg
(10.9 umol, 64 %) Cyclomarin D (CycloD) als farbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.66 (d, /45,45 = 6.6 Hz, 3 H, 46-H), 0.86-0.90 (sh, 6 H, 27-H,
10-H), 0.91 (d, *Js 6= 6.6 Hz, 3 H, 5-H), 0.94 (d, *J5:6= 6.5 Hz, 3 H, 5-H'), 1.01 (d, *J10:6 = 6.6 Hz,
3 H, 10-H'), 1.26 (s, 3 H, 50-H), 1.35 (m, 1 H, 4-H), 1.39 (d, /1 50= 7.2 Hz, 3 H, 21-H), 1.50 (m,
1 H, 24-H), 1.55 (s, 3 H, 49-H), 1.62 (m, 1 H, 24-H), 1.76 (s, 3 H, 42-H), 1.78 (m, 3 H, 42-H'),
1.79-1.84 (sh, 4 H, 3-H, 25-H, OH), 2.08 (m, 1 H, 9-H), 2.39 (s, 3 H, 6-H), 2.69 (m, 1 H, 45-H),
3.28 (s, 3 H, 18-H), 3.34 (m, 1 H, 26-H), 3.54 (m, 1 H, 26-H), 3.91 (m, 1 H, 44-H), 4.12 (bs, 1 H,
OH), 4.19-4.25 (sh, 2 H, 8-H, 20-H), 4.40 (bs, 1 H, 29-H), 4.52-4.61 (sh, 2 H, 2-H, 12-H), 4.74
(d, *Ja745 = 9.3 Hz, 1 H, 47-H), 4.93 (d, *J1312= 4.0 Hz, 1 H, 13-H), 5.00 (m, 1 H, 23-H), 5.20-
5.23 (sh, 2 H, 39-Ha, 39-Hb), 5.61 (bs, 1 H, 30-H), 6.15 (dd, *Ja039a= 17.6 Hz, *J4039p= 10.7 Hz,
1 H, 40-H), 6.32 (bs, 1 H, NH-g), 7.03-7.15 (sh, 3 H, 36-H, 37-H, NH-e), 7.24-7.39 (sh, 5 H,
15-H, 16-H, 17-H), 7.44-7.50 (sh, 3 H, 38-H, NH-a, NH-b, NH-c), 7.66 (d, */35,36= 7.7 Hz, 1 H,
35-H), 7.79 (d, *Jxn20= 7.4 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 17.0 (g, C-46), 17.9 (g, C-27), 18.0 (2 q, C-21, C-50), 18.6 (q,
C-10), 19.2 (g, C-10"), 21.4 (g, C-5), 23.3 (q, C-5'), 25.8 (d, C-4), 25.8 (q, C-49), 27.7 (q, C-42),
27.8 (q, C-42'), 30.3 (q, C-6), 30.5 (g, C-9), 32.3 (d, C-25), 33.0 (d, C-45), 36.0 (t, C-3), 36.4 (t,
C-24), 36.5 (s, C-41), 51.5 (d, C-20), 52.2 (d, C-2), 55.3 (d, C-23), 55.8 (d, C-8), 57.4 (q, C-18),
59.2 (2 d, C-12, C-44), 67.3 (t, C-26), 68.2 (d, C-30), 81.0 (d, C-13), 112.6 (s, C-31), 113.5 (t,
C-39), 114.0 (d, C-38), 119.1 (d, C-35), 119.3 (d, C-37), 121.3 (d, C-35), 123.3 (d, C-32), 125.4
(d, C-47), 127.0 (s, C-33), 127.6 (d, C-15), 128.4 (d, C-17), 128.4 (d, C-16), 133.9 (s, C-48),
136.0 (s, C-34), 136.6 (s, C-14), 144.1 (d, C-40), 169.7, 170.3, 171.1, 172.2, 172.6, 172.8,
173.3 (7 s, C-1/C-7/C-11/C-19/C-22/C-28/C-43).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, tg (CycloD) = 7.75 min, m/z = 1026 ([M+Na]®), m/z = 966 ([M—OH]").

Optische Drehung: [o] SO =-24.4° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CssHg1NgO10 [M+H]* 1013.6070 1013.6022
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(R)-3-(3-lodo-1H-indol-1-yl)-3-methylbutan-1,2-diol (86)

In 50 mL Wasser wurden 8.50 g (25.9 mmol) K3[Fe(CN)g], 3.57 g (25.9 mmol) K,CO3, 31.0 mg
(86.1 umol) K,[0sO,(0OH)4] und 99.0 mg (112 umol) (DHQD),Pyr gel6st. AnschlieRend wurden
2.68 g (8.62 mmol) des lodindols 53 in 50 mL tert-Butanol gelost und bei Raumtemperatur
zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach vollstindigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde dem
Gemisch 13.0 g Na,S5,03*5 H,0 zugesetzt und fiir 30 min gerihrt. AnschlieRend wurde mit
Wasser verdinnt und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Na,SO4 getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung des Riickstandes (Kieselgel, PE:EE 1:1) wurden 2.47 g
(7.15 mmol, 83 %, 76 % ee) des Diols als gelbes Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 1:1, Rf(86) = 0.46]
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.72 (s, 3 H, 4-H), 1.73 (s, 3 H, 4-H'), 1.94 (bs, 1 H, OH), 2.38
(bs, 1 H, OH), 3.42 (m, 2 H, 1-H), 4.38 (m, 1 H, 2-H), 7.17 (m, 1 H, 11-H), 7.20 (m, 1 H, 10-H),
7.34 (s, 1 H, 5-H), 7.45 (m, 1 H, 9-H), 7.59 (m, 1 H, 12-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = 24.2 (q, C-4), 24.4 (q, C-4'), 56.0 (s, C-6), 62.0 (s, C-3), 62.4 (t,
C-1), 75.5 (d, C-2), 113.4 (d, C-9), 120.4 (d, C-11), 121.8 (d, C-10), 122.3 (d, C-12), 130.4 (d,
C-5),132.0 (s, C-7), 134.9 (s, C-8).

HPLC: OD-H, Hexan:iPrOH, 8:2 auf 1:1 in 24 min, 1.5 mL/min, 40 °C.
(R)-86: tg = 4.85 min,
(5)-86: tg = 5.68 min.

Optische Drehung: [a] SO =+8.3 ° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H16INO; [M]* 345.0220 345.0227

(R)-3-lod-N-[2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-1H-indol (85)

2.35 g (6.81 mmol) des Diols 86 wurden in 14 mL abs. DCM geldst und auf 0 °C gekihlt. Dann

wurden 1.27 g (6.68 mmol) p-Toluolsulfochlorid, 65.0 mg (0.68 mmol) Triethylaminhydro-

chlorid und 1.90 mL (13.6 mmol) Triethylamin zugegeben. Nach 30 min Riihren bei dieser

Temperatur (DC-Kontrolle) wurde das Reaktionsgemischmit 14 mL Methanol verdiinnt und

1.88 g (13.6 mmol) K,CO3; wurden zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde lber Nacht auf

Raumtemperatur erwarmt und anschlieBend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
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Rickstand wurde in Diethylether und Wasser aufgenommen und die wassrige Phase
anschlieRend dreimal mit Diethylether extrahiert. Nach Trocknen (iber Na,SO,4 und Entfernen
des Losemittels am Rotationsverdampfer wurde der Rickstand sdulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, PE:EE 7:3). Es wurden 1.91 g (5.84 mmol, 87 %) des Epoxids als farbloses
Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, R(85) = 0.51]
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.61 (s, 3 H, 4-H), 1.69 (s, 3 H, 4-H'), 2.78 (dd, %J11 = 4.4 Hz,
*Ji2=2.7 Hz, 1 H, 1-H), 2.91 (dd, *J12 = %11 = 4.4 Hz, 1 H, 1-H), 3.28 (dd, /1 = 4.4 Hz, 1 H,
*Jy1= 2.7 Hz, 2-H), 7.20 (ddd, /1110 = *1112 = 7.1 Hz, *116 = 1.2 Hz, 1 H, 11-H), 7.24 (m, 1 H,

11-H), 7.40 (s, 1 H, 5-H), 7.46 (m, 1 H, 9-H), 7.72 (m, 1 H, 12-H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 23.1 (q, C-4), 24.4 (q, C-4'), 45.4 (t, C-1), 56.0 (s, C-6), 57.7 (d,
C-2), 58.6 (s, C-3), 113.1 (d, C-9), 120.4 (d, C-11), 121.5 (d, C-10), 122-4 (d, C-10), 129.4 (d,
C-5), 131.7 (s, C-7), 135.5 (s, C-8).

Optische Drehung: [a] SO =-3.4°(c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H14INO [M]* 327.0115 327.0119

(2R,3R)-N-Alloc-N'-[(R)-2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-1-O-(tert-
butyldimethylsillyl)-3-hydroxytryptophanol (87)
DIBAL-H-Reduktion Zu einer Losung aus 152 mg (0,48 mmol) 55 in 5 mL abs. Toluol wurden

bei —78 °C innerhalb von 30 min 0.50 mL (0.50 mmol) einer DIBAL-H-L6sung (1 M in Hexan)
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fir 2-3 h bei dieser Temperatur gerihrt und nach

vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurden 10 mL DCM und 5 mL 1 M HCI zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C erwarmt und bei dieser Temperatur gerihrt bis sich eine
klare Losung bildete. Nach dreimaliger Extraktion mit DCM wurden die vereinigten
organischen Phasen mit ges. NaHCOs-L6sung gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet und das
Losemittel am Vakuum entfernt. Der Aldehyd 56 wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Generierung des Zink-Reagenzes: 314 mg (0.96 mmol) des lodindols 85 wurden in 6 mL abs

THF gelost und auf =78 °C gekihlt. Zu dieser Losung wurden 0.60 mL (0.96 mmol) einer
n-BulLi-Losung (1.6 M in Hexan) zugetropft und fir 45 min bei dieser Temperatur gerihrt.
AnschlieBend wurden 239 mg (1.06 mmol) wasserfreies Zinkbromid am Hochvakuum
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ausgeheizt und nach Abkihlen in 2 mL abs. THF gel6st. Daraufhin wurde die Zinkbromid-
Losung zur Substratlosung gegeben und fiir eine weitere Stunde bei —78 °C geriihrt.

Reaktionsdurchfiihrung: Der Aldehyd wurde in 2 mL abs. THF aufgenommen und bei —78 °C

langsam zur LOosung des Zinkreagenzes getropft. Das Reaktionsgemisch wurde iber Nacht
langsam auf Raumtemperatur erwarmt und anschlieBend mit ges. NH4Cl-Lésung versetzt.
Das Gemisch wurde dreimal mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen anschlieBend nacheinander mit ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknen lber Na,SO, wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 1:1). Es
wurden 110 mg (225 umol, 47 %) des Alkohols 87 als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(87) = 0.14]

Hauptdiastereomer (2R,R)-87:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 0.08 (s, 6 H, 20-H), 0.94 (s, 9 H, 22-H), 1.62 (s, 3 H, 4-H), 1.65
(s, 3 H, 4-H'), 2.78 (dd, )11 = 4.3 Hz,J1, = 2.6 Hz, 1 H, 1-H), 2.90 (dd, *)15 = %J11 = 4.3 Hz, 1 H,
1-H), 3.26 (dd, /o1 = 4.3 Hz, *Jo1 = 2.6 Hz, 1 H, 2-H), 3.30 (bs, 1 H, OH), 3.80 (m, 1 H, 15-H),
3.88 (dd, %1515 = 10.0 Hz, *J3514 = 4.2 Hz, 1 H, 15-H), 4.13 (m, 1 H, 14-H), 4.57 (m, 2 H, 17-H),
5.17-5.31 (sh, 2 H, 19-Ha, 19-Hb), 5.52 (d, */uu,14 = 8.2 Hz, 1 H, NH), 5.91 (m, 1 H, 18-H), 7.11
(m, 1H, 11-H), 7.18 (m, 1 H, 10-H), 7.35 (s, 1 H, 5-H), 7.61-7.74 (sh, 2 H, 9-H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = =5.6 (g, C-20), =5.5 (g, C-20'), 18.2 (s, C-21), 23.5 (q, C-4),
24.1 (q, C-4'), 25.9 (q, C-22), 45.6 (t, C-1), 55.7 (d, C-14), 57.9 (s, C-3), 57.9 (d, C-2), 64.8 (t,
C-15), 65.6 (t, C-17), 69.1 (d, C-13), 113.2 (d, C-9), 114.5 (s, C-6), 117.6 (t, C-19), 119.5 (2 d,
C11, C12), 121.6 (d, C-10), 123.3 (d, C-5), 127.7 (s, C-7), 132.9 (d, C-18), 136.0 (s, C-8), 156.6
(s, C-16).

Nebendiastereomer (2R,S)-87 (ausgewdhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.02 (s, 6 H, 20-H), 0.90 (s, 9 H, 22-H), 2.73 (m, 1 H, 1-H), 2.87
(m, 1 H, 1-H), 3.71 (m, 1 H, 15-H), 6.91-7.06 (sh, 2 H, 10-H, 11-H), 7.61-7.67 (sh, 2 H, 9-H,
12-H).

13c_NMR (100 MHz, CDCl3): & = 26.0 (q, C-22), 57.9 (d, C-2), 117.8 (t, C-19).

Optische Drehung: [o] SO =-36.4° (c=1.0, CHCI3)
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden

Ca2H32N,05Si [M—C4Hg]” 432.2075 432.2061

(2R,3R)-N-Alloc-N'-[(R)-2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-1-O-(tert-
butyldimethylsillyl)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanol (88)

112 mg (229 umol) des Alkohols 87 wurden in 3 mL abs. DCM gel6st und auf —40 °C gekiihlt.
AnschlieBend wurde (ber einen Zeitraum von 15 min eine Losung aus 58 pL (252 umol)
TBDMSOTf und 53 pL (458 mmol) 2,6-Lutidin in 700 uL abs. DCM zugetropft. Nach
vollstandiger Zugabe wurde das Gemisch fiir 5 min bei dieser Temperatur nachgerihrt und
anschlielend mit ges. NaHCOs-Losung versetzt. Nach Erwdarmen auf Raumpemperatur wurde
mit DCM verdinnt und die organische Phase nacheinander mit 1 N KHSO4-L6sung und
Wasser gewaschen. Nach Trocknen Uber Na,SO; und Entfernen des Losemittels am
Rotationsverdampfer wurde der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
PE:EE 7:3). Es wurden 103 mg (171 pumol, 75 %) des geschiitzten Alkohols 88 in
diastereomerenreiner Form als farbloses Harz erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, R¢(88) = 0.51]
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Hauptrotamer:

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = —0.17 (s, 3 H, 23-H), 0.06 (s, 3 H, 23-H'), 0.10 (s, 6 H, 20-H),
0.89 (s, 9 H, 25-H), 0.96 (s, 9 H, 22-H), 1.62 (s, 3 H, 4-H), 1.65 (s, 3 H, 4-H'), 2.75 (m, 1 H, 1-H),
2.89 (dd, ®J12 = %11 = 4.3 Hz, 1 H, 1-H), 3.26 (dd, *J,1 = 4.3 Hz,%/1 = 2.8 Hz, 1 H, 2-H), 6.62
(d, *J1514 = 5.9 Hz, 2 H, 15-H), 3.90 (m, 1 H, 14-H), 4.51 (d, */17.15 = 5.5 Hz, 2 H, 17-H), 4.95-
5.30 (sh, 3 H, NH, 19-Ha, 19-Hb), 5.39 (d, *J1314 = 3.4 Hz, 1 H, 13-H), 5.90 (m, 1 H, 18-H), 7.09
(dd, *J1110 = *h112 = 7.4 Hz, 1 H, 11-H), 7.16 (dd, *J1911 = >J100 = 7.4 Hz, 1 H, 10-H), 7.23 (s, 1 H,
5-H), 7.62=7.73 (sh, 2 H, 9-H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3): & = =5.3 (q, C-23'), =5.3 (g, C-20), —4.6 (g, C-23), 18.2 (s, C-24),
18.2 (s, C-21), 23.7 (q, C-4), 24.1 (q, C-4'), 25.8 (q, C-25), 25.9 (q, C-22), 45.5 (t, C-1), 57.8 (d,
C-14), 57.7 (s, C-6), 58.0 (d, C-2), 61.8 (t, C-15), 65.3 (t, C-17), 66.4 (d, C-13), 112.9 (d, C-9),
115.9 (s, C-6), 117.5 (t, C-19), 119.1 (d, C-11), 119.6 (d, C-12), 121.2 (d, C-10), 123.5 (d, C-5),
127.6 (s, C-7), 133.2 (d, C-18), 135.8 (s, C-8), 156.0 (s, C-16).
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Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = —0.12 (s, 3 H, 23-H), 0.09 (s, 6 H, 20-H), 3.83 (m, 1 H, 14-H),
4.29 (m, 1 H, 17-H), 4.44 (m, 1 H, 17-H), 5.42 (m, 1 H, 13-H), 5.63 (m, 1 H, 18-H), 7.26 (s, 1 H,
5-H).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 =-5.4 (q, C-20), 18.2 (s, C-24), 58.0 (d, C-2), 62.1 (t, C-15), 66.4
(d, C-13),113.1 (d, C-9), 117.0 (t, C-19), 123.9 (d, C-5), 132.5 (d, C-18), 156.4 (s, C-16).

Optische Drehung: [o] SO =-62.2 ° (c=1.0, CHCI3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CagHasN»04Si; [M—CyHo] 545.2862 545.2879

(2R,3R)-N-Alloc-N'-[(R)-2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-3-[(tert-butyldimethyl-
silyl)oxy]-tryptophanol (89)

Zu einer Lésung von 103 mg (171 umol) des vollstandig geschiitzten Diols 88 in 2 mL MeOH
wurden bei 0 °C 63.1 mg (1.71 mmol) NH4F gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde langsam
auf Raumtemperatur erwarmt und 48 h gerihrt. Es wurde mit EE verdinnt und
nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknen Uber Na,SO, wurde das Losemittel am Vakuum entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, PE:EE 7:3 — 1:1). Es wurden 59.0 mg
(121 pumol, 71 %) des primaren Alkohols 89 als farbloses Harzes erhalten. Auerdem konnten
17 mg (17 %) des Eduktes reisoliert werden.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(89) = 0.17]
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = —0.18 (s, 3 H, 20-H), 0.06 (s, 3 H, 20-H'), 0.89 (s, 9 H, 22-H),
1.61 (s, 3 H, 4-H), 1.67 (s, 3 H, 4-H'"), 2.64 (bs, 1 H, OH), 2.74 (dd, %11 = 4.3 Hz,%J15 = 2.7 Hz,
1H, 1-H), 2.89 (dd, /1, = %J11 = 4.3 Hz, 1 H, 1-H), 3.26 (dd, /51 = 4.3 Hz,J51 = 2.9 Hz, 1 H,
2-H), 3.74 (m, 2 H, 15-H), 3.98 (m, 1 H, 14-H), 4.52 (m, 1 H, 17-H), 4.89-5.35 (sh, 4 H, NH,
13-H, 19-H), 5.89 (m, 1 H, 18-H), 7.10 (m, 1 H, 11-H), 7.17 (ddd, *J10.11 = *J100 = 7.5 Hz, "J1912 =
1.1 Hz, 1 H, 10-H), 7.28 (s, 1 H, 5-H), 7.64 (d, *J1211 = 7.7 Hz, 1 H, 12-H), 7.69 (d, Js,10 = 7.5 Hz,
1 H, 9-H).
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3C-NMR (100 MHz, CDCl): 6 = =5.4 (q, C-20'), —=4.7 (q, C-20), 18.1 (s, C-21), 23.4 (q, C-4),
42.4 (q, C-4"), 25.8 (q, C-22), 45.4 (t, C-1), 57.9 (s, C-3), 58.0 (d, C-2), 58.1 (d, C-14), 63.1 (t,
C-15), 65.6 (t, C-17), 68.4 (d, C-13), 113.1 (d, C-9), 114.9 (s, C-6), 117.6 (t, C-19), 119.4 (d,
C-11), 119.5 (d, C-12), 121.5 (d, C-10), 123.7 (d, C-5), 123.7 (s, C-7), 132.8 (d, C-18), 135.9 (s,
C-8), 156.6 (s, C-16).

Optische Drehung: [o] SO =-57.0° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C22H31N,05Si [M—CsHo]* 431.1997 431.2037

(2S,3R)-N-Alloc-N'-[(R)-2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-3-[(tert-butyldimethyl-
silyl)oxy]-tryptophanmethylester (90)

Zu einer Losung aus 59.0 mg (121 umol) des Alkohols 89 in 800 uL abs. DCM und 700 uL
DMSO wurden 85 pL (605 pumol) EtsN gegeben und auf 0 °C gekiihlt. Zu dem Reaktions-
gemisch wurde Uber einen Zeitraum von 15 min eine Losung aus 77 mg (484 umol)
Pyridinium-SOs-Komplex in 500 pL DMSO getropft und anschlieBend langsam auf
Raumtemperatur erwdarmt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde EE zugegeben
und nacheinander mit 1 N KHSO,4, ges. NaHCOs-Lsg., 5 %-iger Na,S,0s-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen. Nach Trocknen iber Na,SO4 wurde das Losemittel bei 0 °C am Vakuum entfernt.
Der hochst sensible Aldehyd wurde sofort weiter umgesetzt.

Der Roh-Aldehyd wurde in 2 mL MeOH geldst, mit 82.0 mg (363 umol) K,COs versetzt und
auf 0 °C gekiihlt. Daraufhin wurden unter Lichtausschluss 82.1 mg (363 mumol) NIS
zugegeben. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde mit 5 %-iger Na,S;03-Lsg
gequencht und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tber
Na,SO; getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt. Nach saulen-
chromatographischer Reinigung (Kieselgel, PE:EE 7:3) wurden 50.0 mg (96.7 umol, 80 %) des
Methylesters 90 als gebliches Ol erhalten.

[DC: PE/EE = 7:3, Rf(90) = 0.33]
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Hauptrotamer:
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6§ = —0.14 (s, 3 H, 20-H), 0.00 (s, 3 H, 20-H'), 0.88 (s, 9 H, 22-H),
1.62 (s, 3 H, 4-H), 1.66 (s, 3 H, 4-H') ,2.73 (dd, °J11 = 4.4 Hz,?J1, = 2.8 Hz, 1 H, 1-Ha), 2.89 (dd,
*J12="2J11=4.3 Hz, 1 H, 1-Hb), 3.26 (m, 1 H, 2-H), 3.79 (s, 3 H, 23-H), 4.45 (m, 2 H, 17-H), 4.55
(dd, *J1ann = 9.4 Hz,%J1413 = 2.0 Hz, 1 H, 14-H), 5.16 (d, *J100,15 = 10.3 Hz, 1 H, 19-Hb), 5.24 (d,
*J19a18 = 17.2 Hz, 1 H, 19-Ha), 5.59 (d, *Jnt14 = 9.4 Hz, 1 H, NH), 5.65 (d, *J3314 = 2.0 Hz, 1 H,
13-H), 5.85 (m, 1 H, 18-H), 7.08-7.20 (sh, 2 H, 10-H, 11-H), 7.27 (s, 1 H, 5-H), 7.62-7.69 (sh,
2 H, 9-H, 12-H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = =5.6 (q, C-20'), —=4.7 (q, C-20), 18.1 (s, C-21), 23.5 (q, C-4),
24.3 (g, C-4'), 25.6 (g, C-22), 45.5 (t, C-1), 52.3 (g, C-23), 57.8 (s, C-3), 58.0 (d, C-2), 60.2 (d,
C-14), 65.7 (t, C-17), 69.5 (d, C-13), 113.1 (d, C-9), 114.4 (s, C-6), 117.7 (t, C-19), 119.0 (d,
C-12), 119.4 (d, C-11), 121.5 (d, C-10), 123.8 (d, C-5), 127.2 (s, C-7), 132.8 (d, C-18), 135.8 (s,
C-8), 156.0 (s, C-16), 171.2 (s, C-15).

Nebenrotamer (ausgewadhlte Signale):

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & =—0.11 (s, 3 H, 20-H), 0.06 (s, 3 H, 20-H'), 1.60 (s, 3 H, 4-H), 1.67
(s, 3 H, 4-H'"), 3.81 (s, 3 H, 23-H), 4.00 (dd, *J1717 = 13.4 Hz,%J1715 = 4.9 Hz, 1 H, 17-H), 4.28
(dd, %1717 = 13.4 Hz,J1715 = 5.1 Hz, 1 H, 17-H), 4.83 (d, *J192 15 = 17.4 Hz, 1 H, 19-Ha), 4.89 (d,
*Jiob,18 = 10.4 Hz, 1 H, 19-Hb), 5.33 (m, 1 H, 18-H), 5.39 (d, */xn14 = 9.7 Hz, 1 H, NH), 7.31 (s,
1 H, 5-H).

13C_NMR (100 MHz, CDCl5): & = 23.1 (q, C-4), 24.5 (q, C-4'), 25.8 (g, C-22), 45.3 (t, C-1), 55.9
(d, C-2), 60.4 (d, C-14), 65.4 (t, C-17), 69.6 (d, C-13), 113.3 (d, C-9), 114.2 (s, C-6), 116.9 (t,
C-19), 118.5 (d, C-12), 124.4 (d, C-5), 126.7 (s, C-7), 132.1 (d, C-18), 171.0 (s, C-15).

Optische Drehung: [o] SO =-53.0° (c=1.0, CHCl3)
HRMS (Cl) Berechnet Gefunden
Cy1H25N,05 [M-TBDMSO]* 385.1758 385.1767

N-Alloc-(25,3R)-{N'-[(R)-2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-3-[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanyl}-N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-
butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-
valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester (91)

Analog zur Synthese von 76 wurden zu einer Losung aus 71.0 mg (137 pmol) des
Methylesters 90 bei 0 °C 150 pL (150 pmol) 1 M NaOH getropft. Das Reaktionsgemisch
wurde auf Raumtemperatur erwarmt und fiir 48 h bei dieser Temperatur gerihrt.

AnschlieBend wurde die Rohsdure 84 mit einem pH-Puffer (pH 6.4) versetzt und das
Losemittel am Vakuum entfernt.

135 mg (151 pumol) des Pentapeptids 62 wurden in 1.5 mL MeOH geldst, mit 15.0 mg 10 %
Pd/C versetzt und analog zur Synthese von 76 entschitzt und aufgearbeitet. Das so
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erhaltene Amin wurde gemeinsam mit dem zuvor erhaltenen Puffer-Salz der Sdure in 1.5 mL
abs. DCM aufgenommen und auf —20 °C gekihlt. AnschlieBend wurden 26 pL (151 pmol)
DIPEA und 41.0 mg (151 umol) BEP zugegeben. Das Gemisch wurde Uber Nacht auf
Raumtemperatur erwdarmt, nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde mit EE
verdinnt und nacheinander mit 1 KHSO,4-L6sung, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Lésung
gewaschen. Nach Trocknen lber Na,SO; wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand durch Flash-Chromatographie gereinigt (RP-Kieselgel,
H,O/MeCN Gradientenprogramm). Es konnten 99.2 mg (79.4 umol, 58 %) des Hexapeptids
als farbloses Harz erhalten werden.

[DC: PE/EE = 1:1, Rf(91) = 0.15]

Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = —0.24 (s, 3 H, 48-H), 0.00 (s, 3 H, 29-H), 0.01 (s, 3 H, 29-H"),
0.11 (s, 3 H, 48-H'"), 0.74 (d, /27,6 = 6.6 Hz, 3 H, 27-H), 0.86 (s, 9 H, 31-H), 0.89-0.95 (sh, 12-H,
6-H, 6-H'. 11-H, 11-H'), 0.92 (s, 9 H, 50-H), 1.20 (m, 1 H, 25-H), 1.21 (d, */5221= 7.1 Hz, 3 H,
22-H), 1.34 (m, 1 H, 26-H), 1.49 (m, 1 H, 5-H), 1.55 (s, 3 H, 47-H), 1.65 (s, 3 H, 47-H'), 1.73 (m,
2 H, 4-H), 1.90 (m, 1 H, 25-H), 2.10 (m, 1 H, 10-H), 2.62 (s, 3 H, 7-H), 2.72 (m, 1 H, 44-H), 2.86
(dd, *Jas 45 = “Jagas = 4.3 Hz, 1 H, 44-H), 2.96 (s, 3 H, 32-H), 3.25 (m, 1 H, 45-H), 3.30 (m, 1 H,
28-H), 3.31 (s, 3 H, 19-H), 3.37 (dd, *Jag2s = 9.9 Hz,*/25,6 = 4.8 Hz, 1 H, 28-H), 3.69 (s, 3 H,
1-H), 4.22 (m, 1 H, 21-H), 4.48-4.59 (sh, 3 H, 24-H, 52-H), 4.64 (dd, %13 = 7.6 Hz, *J1314 =
3.6 Hz, 1 H, 13-H), 4.74-4.84 (sh, 3 H, 9-H, 14-H, 34-H), 5.16-5.39 (sh, 4-H, 3-H, 35-H, 54-Ha,
54-Hb), 5.63 (d, *Jxnoe= 5.3 Hz, 1 H, NH-b), 5.90 (m, 1 H, 53-H), 6.82 (d, *Jn13= 7.6 Hz, 1 H,
NH-c), 7.05-7.29 (sh, 8 H, 16-H, 17-H, 18-H, 37-H, 41-H, 42-H), 7.39 (d, */yn3s= 9.0 Hz, 1 H,
NH-f), 7.68 (d, *Ja342= 5.7 Hz, 1 H, 43-H), 7.88 (d, *Js041= 7.7 Hz, 1 H, 40-H), 7.92 (d, *Jxp 21 =
6.5 Hz, 1 H, NH-d).

3C_NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 5.4, 5.4, 5.3, —4.7 (4 q, C-29, C-29'. C-48, C-48'), 17.2 (q,
C-22), 17.3 (q, C-27), 17.4 (q, C-11), 18.2, 18.3 (2 s, C-30/C-49), 19.5 (g, C-11') ,21.3 (q, C-6),
23.3 (g, C-47), 23.3 (g, C-6'), 24.4 (q, C-47'), 24.8 (q, C-5), 25.8 (q, C-50), 25.9 (g, C-31), 29.1
(g, C-7), 31.2 (g, C-32), 31.3 (d, C-10), 31.7 (d, C-26), 32.2 (t, C-25), 36.9 (t, C-4), 45.3 (t, C-44),
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49.7 (d, C-21), 52.1 (q, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.4 (d, C-3), 56.9 (d, C-34), 57.4 (d, C-19), 57.5 (d,
C-24), 57.8, 57.8, 57.9 (s, 2 d, C-13/C-45/C-46), 66.1 (t, C-52), 67.2 (t, C-28), 71.7 (d, C-35),
81.0 (d, C-14), 113.2 (s, C-36), 113.2 (d, C-43), 117.4 (s, C-54), 119.7 (d, C-41), 121.6 (d, C-42),
121.8 (d, C-40), 124.4 (d, C-37), 126.8 (d, C-16), 127.5 (s, C-38), 128.0 (d, C-18), 128.2 (d,
C-17), 132.2 (d, C-53), 136.1 (s, C-39), 136.9 (s, C-15), 156.7 (s, C-51), 168.4, 168.5, 168.5,
170.4,170.5,171.5,171.5, 171.8, 172.1, 172.1 (10 s, Carbonyl-C's).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = —1.00 (m, 1 H, 25-H), =0.33 (s, 3 H, 48-H), —0.05 (s, 3 H, 29-H),
—0.03 (s, 3 H, 29-H'), 0.00 (s, 3 H, 48-H'"), 0.28 (d, /2726 = 6.7 Hz, 3 H, 27-H), 0.80 (s, 9 H,
31-H), 0.82 (s, 9 H, 50-H), 0.99 (d, *J1110= 6.8 Hz, 3 H, 11-H), 1.07 (d, *J2321= 7.1 Hz, 3 H,
22-H), 1.56 (s, 3 H, 47-H), 1.60 (s, 3 H, 47-H'), 2.19 (m, 1 H, 10-H), 2.52 (dd,
*Jag 26 = “ag 28 = 8.7 Hz, 1 H, 28-H), 2.71-2.74 (sh, 4 H, 7-H, 44-H), 2.82 (m, 1 H, 28-H), 2.89
(dd, *Jasss = “asas = 4.3 Hz, 1 H, 44-H), 3.01 (s, 3 H, 32-H), 3.18 (dd, *Jss4s = 2.6 Hz
*Jas,aa= 3.8 Hz, 1 H, 45-H), 3.27 (s, 3 H, 19-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H), 3.90 (m, 1 H, 21-H), 4.60 (dd,
?Jisnn = 7.4 Hz, %1314 = 3.4 Hz, 1 H, 13-H), 5.05 (dd, *J3435= *J3ann = 8.2 Hz , 1 H, 34-H), 6.70
(d, *Jn13= 7.4 Hz, 1 H, NH-c), 7.37 (d, *Jnse= 8.9 Hz, 1 H, NH-b), 7.66 (d, */4342= 5.9 Hz, 1 H,
43-H), 7.73 (d, *Js041 = 7.8 Hz, 1 H, 40-H).

3C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 14.8 (g, C-27), 17.1 (g, C-22), 17.3 (q, C-11), 19.4 (g, C-11'),
21.3 (q, C-6), 23.2 (g, C-47), 23.4 (q, C-6'), 24.7 (q, C-47'), 31.1 (g, C-32), 31.4 (d, C-10), 32.1
(t, C-25), 32.5 (q, C-7), 45.4 (t, C-44), 49.9 (d, C-21), 54.2 (d, C-9), 57.1 (d, C-34), 57.4 (d,
C-19), 57.5 (d, C-24), 56.6 (t, C-52), 68.3 (t, C-28), 69.3 (d, C-35), 81.3 (d, C-14), 112.9 (s,
C-36), 113.9 (d, C-43), 117.8 (s, C-54), 119.7 (d, C-41), 119.8 (d, C-40), 123.4 (d, C-37), 127.0
(d, C-16), 127.7 (s, C-38), 128.0 (d, C-18), 132.8 (d, C-53), 135.6 (s, C-39), 136.8 (s, C-15),
156.3 (s, C-51).

Anmerkung: Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffe sind im BC-NMR nicht von den
Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, tg (91) = 12.34 min, m/z = 1270 ([M+Nal").

Optische Drehung: [a] SO =-50.3 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CosH106N7013Si> [M+H]" 1248.7382 1248.7329

194



Experimenteller Teil

N-Alloc-(2S,3R)-(2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoyl)- (2S,3R)-(2-amino-3,5-
dimethylhex-4-enoyl)-(2S,3R)-{N'-[(R)-2-(oxiran-2-yl)propan-2-yl]-3-[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]-tryptophanyl}-N-methyl-(2S,4R)-[5-(tert-
butyldimethylsilyl)oxy-leucyl]-(S)-alanyl-(2S,3R)-(3-methoxyphenylalanyl)-(S)-
valyl-(S)-N-methyl-leucinmethylester (92)

Analog zur Synthese von 77 wurden 88.0 mg (70.5 umol) des Hexapeptids 91 in 400 plL
Acetonitril und 300 puL Wasser bei Raumtemperatur nacheinander mit 2.3 mg (4 umol)
TPPTS, 100 pL (2 umol) einer Pd(OAc),-Lésung (20 mM in MeCN) und 36 pL (350 umol) Et,NH
versetzt. Nach 60 min Rihren (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel am Vakuum entfernt.
Der Rickstand wurde in 1.0 mL abs. DCM aufgenommen. Zu der entstandenen Ldsung
wurden bei 0 °C 18.7 mg (78.0 umol) der Sdure 71 und anschlieRend 9.5 mg (70.5 umol)
HOBt, sowie 16.3 mg (81.0 umol) EDC*HCI gegeben. Das Gemisch wurde auf langsam auf
Raumtemperatur erwarmt, nach vollstdandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) mit EE verdinnt
und nacheinander mit Wasser, ges. NaHCOs-L6sung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die
organische Phase wurde (Gber Na,SO,4 getrocknet und das Losemittel am Vakuum entfernt.
Flash-Chromatographie (RP-Kieselgel, H,0/MeCN Gradientenprogramm) lieferte 83.4 mg
(60.1 umol, 85 %) des linearen Heptapeptids 92 als farbloses Harz.

[DC: EE, R(92) = 0.69]

Hb

-

Hauptrotamer:

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = —0.26 (s, 3 H, 48-H), —0.06 (s, 3 H, 29-H), —0.04 (s, 3 H, 29-H'),
0.10 (s, 3 H, 48-H'), 0.77-0.98 (sh, 15 H, 6-H, 6-H', 11-H, 11-H', 27-H), 0.85 (s, 9 H, 31-H), 0.93
(s, 9 H, 50-H), 1.07 (d, *Jsas3= 6.5 Hz, 3 H, 54-H), 1.20 (m, 1 H, 25-H), 1.23 (d, */22,01= 7.2 Hz,
3 H, 22-H), 1.39 (m, 1 H, 26-H), 1.48 (m, 1 H, 5-H), 1.51-1.80 (sh, 14 H, 4-H, 47-H, 47-H', 56-H,
58-H), 1.95 (m, 1 H, 25-H), 2.11 (m, 1 H, 10-H), 2.58 (s, 3 H, 7-H), 2.72 (m, 1 H, 44-H), 2.85 (m,
1 H, 44-H), 2.96 (s, 3 H, 32-H), 3.25 (m, 1 H, 45-H), 3.31 (m, 1 H, 28-H), 3.31 (s, 3 H, 19-H),
3.35 (m, 1 H, 28-H), 3.68 (s, 3 H, 1-H), 4.15 (m, 1 H, 52-H), 4.22 (m, 1 H, 21-H), 4.50-4.67 (sh,
4 H, 13-H, 24-H, 60-H), 4.72—4.85 (sh, 3 H, 9-H, 14-H, 34-H), 4.94 (m, 1 H, 55-H), 5.17-5.43
(sh, 4-H, 3-H, 35-H, 62-Ha, 62-Hb), 5.54 (d, *Jxs2= 8.7 Hz, 1 H, NH-b), 5.92 (m, 1 H, 61-H),
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6.62—6.79 (sh, 2 H, NH-c, NH-f), 7.04-7.27 (sh, 8 H, 16-H, 17-H, 18-H, 37-H, 41-H, 42-H), 7.39
(d, >/xwe= 7.7 Hz, 1 H, NH-b), 7.67 (d, *J43428.5 Hz, 1 H, 43-H), 7.84 (d, *Jag41= 7.9 Hz, 1 H, 40-
H), 8.33 (d, *Jni21= 6.0 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = —5.4, -5.4, —5.2, —4.8 (4 q, C-29, C-29', C-48, C-48'), 17.2 (q,
C-22),17.3 (g, C-27), 17.4 (q, C-11), 18.0, 18.0 (2 s, C-30/C-49), 18.2 (q, C-56), 19.5 (g, C-11'),
21.3 (g, C-6), 23.4 (g, C-47), 23.3 (q, C-6'), 24.4 (q, C-47"), 24.7 (q, C-5), 25.7 (q, C-50), 25.9 (q,
C-31), 25.9 (g, C-58), 29.2 (q, C-7), 31.2 (q, C-32), 31.3 (d, C-10), 31.7 (d, C-26), 32.2 (t, C-25),
35.8 (d, C-53), 36.9 (t, C-4), 45.4 (t, C-44), 49.9 (d, C-21), 52.1 (q, C-1), 54.1 (d, C-9), 54.4 (d,
C-3), 56.4 (d, C-34), 57.5 (d, C-19), 57.6 (d, C-24), 57.8 (d, C-13), 57.8 (d, C-45), 58.0 (s, C-46),
58.9 (d, C-52), 65.9 (t, C-60), 67.0 (t, C-28), 71.8 (d, C-35), 81.1 (d, C-14), 112.8 (s, C-36),
113.3 (d, C-43), 117.9 (s, C-62), 119.8 (d, C-41), 121.6 (d, C-42), 122.0 (d, C-40), 123.3 (d,
C-37), 124.6 (d, C-55), 126.8 (d, C-16), 127.5 (s, C-38), 128.1 (d, C-18), 128.2 (d, C-17), 132.7
(d, C-61), 134.7 (s, C-57), 136.1 (s, C-39), 136.9 (s, C-15), 155.8 (s, C-59), 168.2, 168.5, 168.8,
169.6, 170.1, 170.7, 171.1, 171.4, 171.5, 171.9, 172.0, 172. (12 s, Carbonyl-C's).

Nebenrotamer (ausgewahlte Signale):

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = —1.08 (m, 1 H, 25-H), —0.33 (s, 3 H, 48-H), —0.02 (s, 3 H, 48-H),
—0.01 (s, 3 H, 29-H), 0.00 (s, 3 H, 29-H'), 0.28 (d, /2726 = 6.7 Hz, 3 H, 27-H), 0.80 (s, 9 H, 31-H),
0.82 (s, 9 H, 50-H), 1.23 (d, *J2221= 7.2 Hz, 3 H, 22-H), 2.47 (dd, /2526 = *J2825 = 8.8 Hz, 1 H,
28-H), 2.79 (s, 3 H, 7-H), 2.83 (m, 1 H, 28-H), 2.88 (dd, *Jag a5 = “Jasas = 4.3 Hz, 1 H, 44-H), 2.98
(s, 3 H, 32-H), 3.17 (dd, *J4s,44= 3.8 Hz, *Jys,44= 2.6 Hz, 1 H, 45-H), 3.31 (s, 3 H, 19-H), 3.69 (s,
3 H, 1-H), 4.00 (m, 1 H, 52-H), 4.05 (m, 1 H, 21-H), 6.07 (d, *Jx121= 6.3 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 15.0 (g, C-27), 17.0 (g, C-22), 17.5 (g, C-11), 18.3 (g, C-56),
19.5 (q, C-11'), 23.2 (g, C-6'), 24.4 (q, C-47'), 24.8 (q, C-5), 25.9 (q, C-58), 32.8 (g, C-7), 35.8
(d, C-53), 36.9 (t, C-4), 45.4 (t, C-44), 49.9 (d, C-21), 52.1 (g, C-1), 54.0 (d, C-9), 54.4 (d, C-3),
55.5 (d, C-34), 58.8 (d, C-52), 65.6 (t, C-60), 68.3 (t, C-28), 69.2 (d, C-35), 81.3 (d, C-14), 113.8
(d, C-43), 117.6 (s, C-62), 119.7 (d, C-40), 121.6 (d, C-42), 124.4 (d, C-37), 124.9 (d, C-55),
127.0 (d, C-16), 127.7 (s, C-38), 128.2 (d, C-18), 128.3 (d, C-17), 132.8 (d, C-61), 134.7 (s,
C-57), 135.6 (s, C-39), 136.5 (s, C-15), 155.6 (s, C-59).

Anmerkung: Die Signale der Carbonyl-Kohlenstoffe sind im BC-NMR nicht von den
Rotamerensignalen zu unterscheiden.

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, tg (92) = 13.48 min, m/z = 1410 ([M+Nal").

Optische Drehung: [a] SO =-39.1° (c=1.0, CHCls)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
C73H119Ng014Si; [M+H]" 1387.8379 1387.8361

196



Experimenteller Teil

O-0'-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-Cyclomarin A (93)

Analog zur Synthese von 79 wurden 79.0 mg (56.9 umol) des linearen Heptapepdids 92 in
0.7 mL MeOH gel6st und bei Raumtemperatur mit 80 pL (80 pumol) einer 1 M NaOH-Lésung
versetzt und 2 d bei dieser Temperatur geriihrt. Nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle)
wurde das Reaktionsgemisch analog zu 79 aufgearbeitet.

Die N-terminale Entschiitzung erfolgte entsprechend mit 100 pL (2 umol) einer Pd(OAc),-
Losung (20 mM in MeCN), 2.4 mg (4 umol) TPPTS und 30 plL (285 mmol) Et,NH in einer
Mischung aus 250 pL Pufferlésung (pH 6.4) und 400 uL MeCN.

Der Riickstand wurde in 10 mL abs. DCM aufgenommen und mittels einer Spritzenpumpe
innerhalb von 12 h zu einer Losung aus 57.0 mg (110 pmol) PyBOP und 19 pL (110 umol)
DIPEA in 50 mL abs DCM gegeben. Nach insgesamt 18 h wurde das Losemittel am Vakuum
entfernt und der Rickstand durch Flash-Chromatographie (RP-Kieselgel, H,O/MeCN Gradien-
tenprogramm) gereinigt. Es konnten 42.3 mg (33.3 umol, 59 %) des cyclischen Peptids 93 als
farbloses Harz erhalten werden

[DC: EE, Re(93) = 0.63]

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = —1.03 (m, 1 H, 24-H), =0.29 (s, 3 H, 52-H), —0.08 (s, 3 H, 55-H),
—0.05 (s, 3 H, 55-H'), 0.13-0.15 (sh, 6 H, 27-H', 52-H'), 0.67 (d, *J4746 = 6.5 Hz, 3 H, 47-H), 0.80
(s, 9 H, 57-H), 0.92 (s, 9 H, 54-H), 0.93-1.00 (sh, 9 H, 5-H, 5-H', 10-H), 1.06 (m, 1 H, 3-H), 1.08
(d, *J10.0 = 6.6 Hz, 3 H, 10-H'), 1.16 (m, 1 H, 25-H), 1.26-1.28 (sh, 6 H, 21-H, 51-H), 1.53 (s,
3 H, 43-H), 1.55 (m, 1 H, 24-H), 1.57 (s, 3 H, 43-H'), 1.59-1.72 (sh, 2 H, 4-H, 46-H), 1.74 (s,
3 H, 50-H), 2.26 (m, 1 H, 9-H), 2.41 (m, 1 H, 3-H), 2.49 (m, 1 H, 26-H), 2.50 (s, 3 H, 6-H), 2.70
(dd, %40 = 4.6 Hz, *Jaga1 = 2.7 Hz, 1 H, 40-H), 2.81 (dd, *Jag26 = 9.6 Hz, *J2625 = 5.9 Hz, 1 H,
26-H), 2.85 (m, 1 H, 40-H), 2.86 (s, 3 H, 28-H), 3.16 (dd, *Js140 = 3.9 Hz,J4140 = 2.7 Hz, 1 H,
41-H), 3.36 (s, 3 H, 18-H), 4.02 (dd, *Jass = >Jasnn = 9.8 Hz, 1 H, 45-H), 4.35 (dd,
*Jgo = Jgnn = 8.7 Hz, 1 H, 8-H), 4.39 (dd, *J3onn = 9.0 Hz, *J30.31 = 1.6 Hz, 1 H, 30-H), 4.51 (dd,
*Ja324 = 11.6 Hz, *Jp324 = 2.5 Hz, 1 H, 23-H), 4.70 (m, 1 H, 48-H), 4.73 (m, 1 H, 20-H), 4.81 (dd,
*J1213 = J1ann = 4.7 Hz, 1 H, 12-H), 5.02 (dd, */,5 = 11.2 Hz,%),5 = 2.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.08 (d,
*J1312 = 4.7 Hz, 1 H, 13-H), 5.22 (d, /3130 = 9.0 Hz, 1 H, 31-H), 6.44 (bs, 1 H, NH-f), 7.01-7.05
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(sh, 2 H, 33-H, 38-H), 7.13 (m, 1 H, 37-H), 7.17-7.25 (sh, 6 H, 15-H, 16-H, 17-H, NH-c), 7.64 (d,
*J39.38 = 8.5 Hz, 1 H, 39-H), 7.74 (d, /3637 = 7.9 Hz, 1 H, 36-H), 7.87 (d, *Juns = 8.7 Hz, 1 H,
NH-b), 7.78 (d, *Jntas = 9.8 Hz, 1 H, NH-h), 8.16 (d, *Jni20 = 10.2 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = =5.5 (q, C-52), =5.4 (2 q, C-55, C-55'), —4.9 (q, C-52'), 15.4 (q,
C-27), 18.1, 18.3 (2 s, C-53, C-56), 18.4 (g, C-47), 18.8 (g, C-51), 19.5 (g, C-10), 20.0 (g, C-10"),
20.5 (g, C-21), 22.2 (q, C-5), 23.4 (q, C-43), 23.6 (q, C-5'), 24.5 (q, C-43'),25.4 (d, C-4), 25.6 (q,
C-56), 25.8 (q, C-50), 25.8 (g, C-54), 29.2 (q, C-6), 29.4 (q, C-28), 30.9 (d, C-9), 31.8 (t, C-24),
31.9 (d, C-25), 35.1 (d, C-46), 39.0 (t, C-3), 45.4 (t, C-40), 50.1 (d, C-20), 55.6 (d, C-8), 55.9 (d,
C-12), 56.4 (d, C-30), 57.7 (q, C-1), 57.8 (d, C-41), 57.9 (d, s, C-23, C-42), 58.6 (d, C-2), 58.7 (d,
C-45), 68.2 (t, C-26), 72.0 (d, C-31), 79.8 (d, C-13), 112.6 (s, C-32), 113.3 (d, C-39), 119.6 (d,
C-38), 121.5 (d, C-36), 121.9 (d, C-37), 123.2 (d, C-33), 124.8 (d, C-48), 127.5 (d, C-17), 127.8
(d, C-15), 128.2 (d, C-16), 128.6 (s, C-34), 134.6 (s, C-49), 135.2 (s, C-35), 136.1 (s, C-14),
167.9 (s, C-1), 168.2 (s, C-22), 169.0 (s, C-17), 169.5 (s, C-29), 170.6 (s, C-7), 171.3 (s, C-19),
172.3 (s, C-44).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN/H20 Gradient von 10 % MeCN auf
100 % MeCN in 5 min, tg (93) = 18.17 min, m/z = 1294 ([M+Na]®).

Optische Drehung: [a] SO =-78.7 ° (c = 1.0, CHCls)
HRMS (ESI) Berechnet Gefunden
CesH111Ng011Si> [M+H]" 1271.7905 1271.7935

Cyclomarin A (CycloA)

Analog zur Synthese von CycloC wurden 38.5 mg (30.3 umol) des geschiitzten cyclischen
Peptids 93 in 300 uL MeOH gel6st und bei Raumtemperatur mit 11.1 mg (300 pmol) NH4F
versetzt. Die Losung wurde vorsichtig auf 40 °C (Badtemperatur) erwarmt und ber Nacht
gerthrt. Nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle) wurde das Losemittel entfernt und der
Rickstand bei 0 °C in 300 pL abs. THF gelost. AnschlieBend wurden tropfenweise 31 plL
(31 umol) einer TBAF-Losung (1 M in THF) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir
30 min bei dieser Temperatur gerihrt und nach vollstandigem Umsatz (HPLC-Kontrolle)
wurde das Losemittel bei 0 °C am Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde durch praparative
HPLC (Luna, 100mm/10mm/5u, 5 mL/min, H,0/MeCN 45:55) gereinigt. Es wurden 16.2 mg
(15.5 umol, 51 %) Cyclomarin A (CycloA) als farbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 0.60 (m, 1 H, 24-H), 0.64 (d, *J4746 = 6.5 Hz, 3 H, 47-H), 0.72 (d,
*J725 = 6.7 Hz, 3 H, 27-H), 0.82 (d, )54 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H), 0.88 (d, *J54 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H'),
0.93 (d, *J196 = 6.7 Hz, 3 H, 10-H), 1.03 (m, 1 H, 3-H), 1.05 (d, */10'6 = 6.7 Hz, 3 H, 10-H'), 1.24
(s, 3 H, 51-H), 1.29 (d, *J2120 = 7.3 Hz, 3 H, 21-H), 1.37-1.44 (sh, 2 H, 3-H, 25-H, ), 1.54 (s, 3 H,
43-H), 1.62 (m, 1 H, 46-H), 1.63 (s, 3 H, 43-H'),1.72 (s, 3 H, 50-H), 2.17-2.32 (sh, 3 H, 3-H, 9-H,
24-H), 2.55 (dd, *Jou 26 = 6.9 Hz, *Jon 26 = 5.2 Hz, 1 H, OH), 2.71 (s, 3 H, 6-H), 2.78 (dd, *Jag 40 =
4.5 Hz,*Js041 = 2.7 Hz, 1 H, 40-H), 2.82 (s, 3 H, 28-H), 2.90 (dd, *Jaga1 = “Jaga0 = 4.5 Hz, 1 H,
40-H), 3.15 (m, 1 H, 26-H), 3.21 (dd, *Js1.40 = 4.5 Hz, *Jaz 40 = 2.7 Hz, 1 H, 41-H), 3.28 (m, 1 H,
26-H), 3.36 (s, 3 H, 18-H), 4.08 (dd, /45,46 = *Jasnn = 10.3 Hz, 1 H, 45-H), 4.36 (dd, *Jzo = *Jgnn =
8.6 Hz, 1 H, 8-H), 4.47 (bs, 1 H, OH), 4.55 (dd, *J3031 = *Jsonn = 3.8 Hz, 1 H, 30-H), 4.75-4.81
(sh, 3 H, 2-H, 23-H, 48-H), 4.86 (m, 1 H, 20-H), 4.89 (dd, *J1213 = “J1onn= 4.8 Hz, 1 H, 12-H),
5.06 (d, */131 = 4.8 Hz, 1 H, 13-H), 5.30 (d, */31.30 = 3.8 Hz, 1 H, 31-H), 6.84 (d, >/ .30 = 3.8 Hz,
1 H, NH-f), 7.08 (dd, /3537 = *J3g30= 7.4 Hz, 1 H, 38-H), 7.12 (d, *Jun12 = 4.8 Hz, 1 H, NH-c),
7.16-7.20 (sh, 3 H, 15-H, 37-H), 7.22-7.27 (sh, 3 H, 16-H, 17-H), 7.32 (s, 1 H, 33-H), 7.58 (d,
*J3938 = 7.4 Hz, 1 H, 39-H), 7.71 (d, *J3637 = 8.5 Hz, 1 H, 36-H), 7.94 (d, *J\ns=8.6 Hz, 1 H,
NH-b), 8.05 (d, *Jnts = 10.3 Hz, 1 H, NH-g), 8.16 (d, *Jni 20 = 10.3 Hz, 1 H, NH-d).

3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 17.7 (g, C-27), 18.5 (g, C-47), 18.9 (g, C-51), 19.3 (g, C-10),
20.0 (g, C-10'), 20.8 (q, C-21), 22.4 (g, C-5), 22.8 (g, C-43), 23.5 (g, C-5'), 24.5 (q, C-43'), 25.0
(d, C-4), 25.7 (g, C-50), 29.3 (g, C-6), 29.6 (g, C-28), 30.8 (d, C-9), 33.0 (t, C-24), 33.2 (d, C-25),
35.5 (d, C-46), 38.9 (t, C-3), 45.4 (t, C-40), 50.6 (d, C-20), 52.8 (d, C-30), 55.2 (d, C-8), 55.9 (d,
C-12), 57.7 (q, C-1), 57.8 (d, C-41), 58.0 (d, C-45), 58.1 (s, C-42), 58.6 (d, C-2), 59.3 (s, C-23),
66.3 (t, C-26), 68.5 (d, C-31), 79.9 (d, C-13), 111.9 (s, C-32), 113.6 (d, C-39), 119.1 (d, C-36),
119.8 (d, C-38), 122.1 (d, C-37), 123.3 (d, C-33), 124.7 (d, C-48), 126.9 (d, C-17), 127.8 (d,
C-15), 128.3 (d, C-16), 128.7 (s, C-34), 134.5 (s, C-49), 135.1 (s, C-35), 136.0 (s, C-14), 168.4 (s,
C-1), 168.8 (s, C-22), 169.6 (s, C-17), 170.5 (s, C-29), 170.9 (s, C-7), 171.5 (s, C-19), 172.5 (s,
C-44).

LC-MS: Luna 3u C18, 50x4.6 mm, 0.9 ml/min, MeCN:H20 1:1 isokratisch, tz (CycloA) =
10.86 min, m/z = 1066 ([M+Na]").

Optische Drehung: [o] SO =-146.9 ° (c=1.2, CHCl3)
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Refl?”): [o] 2 = =51.7 ° (c = 0.48, CHCl5)

HRMS (ESI) Berechnet Gefunden

Cs6Hg3NgO11 [M+H]" 1043.6176 1043.6124
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6. Zusammenfassung

Cyclomarine sind marine Naturstoffe, die 1999 von Renner et al. isoliert wurden. Es
handelt sich dabei um cyclische Heptapeptide, die vier unnatirliche Aminosduren enthalten,
von denen zwei ausschlielllich in dieser Familie vorkommen. Neben ihrer moderaten
Cytotoxicitat gegenliber einigen Krebszelllinien rickten sie vor allem wegen ihrer
antituberkulotischen Aktivitdat in den Fokus der Pharmaindustrie. Daraufhin wurde der
einzigartige Wirkmechanismus untersucht und entschlisselt. Auch die Biosynthese dieser
Naturstoffe ist gewissermallen einzigartig. Neben den cyclischen Heptapeptiden produziert
der NRPS-Komplex noch weitere Cyclen, zwei Diketopiperazine aus je zwei Aminosauren.
Zuvor war keine NRPS bekannt, die verschieden groRe Cyclen produziert. Aufgrund der
komplexen Strucktur ist diese Stoffklasse auch fiir Synthesechemiker von groRem Interesse,
allerdings gelang erst einer Arbeitsgruppe eine Totalsynthese eines Derivates.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer neuen Totalsynthese fir Cyclomarin C. Dazu
mussten zundchst effektive Routen zur Sythese der einzelnen unnatirlichen
Aminosaurefragmente entwickelt werden und schliefllich der komplexe Cyclus durch
schrittweisen Aufbau aus den einzelnen Bausteinen aufgebaut werden. Die Synthese begann
mit der ersten einzigartigen Aminosdure 5 (s. Schema 6.1). Der Schllsselschritt war dabei
eine Esterenolat-Claisen-Umlagerung, welche den Aufbau des zweiten Stereozentrums in
perfekter Diasteroselektivitat induzierte. Die anschlieRende Ozonolyse-Olefinierungssequenz
bereitete zunachst Probleme, da Ubliche Methoden stets zu einer Epimerisierung des B-
Stereozentrums fiihrten. Mit Hilfe eines Julia-Kocienski-Protokolls konnte eine
Epimerisierung fast vollstandig unterdrickt, und der gewilinschte Baustein in guten
Ausbeuten erhalten werden.

1) 3.0 Aq.LDA,
1.2 Aq. ZnClj, 1.) a) O3, DCM, —90 °C
SN o : 3 , ,
7" THF,-78°C > RT b) PPhs, -78 °C — RT
0 - -
BocHN/\[( 2) KoCO3, Mel, SooHN O 2.)6 (2.3 Aq.),
o DMF, RT LHMDS (2.3 Aq.),
O _ )
) 3 THF, -78 °C
78 %, 99 % ee, 98 % ds
'?PN\N
| N-¢
0 (D o<
BocHN ~ o)
o) 6

5 59 %,dr=95:5

Schema 6.1:  Synthese der ersten unnatirlichen Aminosdure 5.
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Die zweite der unnatirlichen Aminosduren, das Hydroxyleucin (Baustein B), sollte
zunachst Uber die Hydroborierung/Oxidation einer ungesattigten Aminosdure erhalten
werden (s. Schema 6.2). Der dafiir benotigte Baustein (S)-13 konnte durch eine Esterenolat-
Claisen-Umlagerung des achiralen Gylcinesters 9 und anschlieBender kinetisch
enzymatischer Racematspaltung in einer exzellenten Enantioselektivitdt erhalten werden.
Die darauf folgende Hydroborierungs-Oxidationssequenz lieferte leider die falsche
Konfiguration am generierten Stereozentrum als bevorzugtes (Diastereomer 14a). In einem
neuen Ansatz bestand der Schliisselschritt in einer asymmetrischen, Rhodium-katalysierten
Hydrierung. Die daflir bendétigte Dehydroaminosdure 20b war aus kommerziellem Roche-
Ester B9 leicht zuganglich. Die Hydrierung lieferte den gewiinschten Baustein 21b in sehr
guter Ausbeute und Diastereoselektivitat.

OH
JJ\ 1.) 9-BBN, THF, 0 °C
O > o
AcHN™ ™ T BocHN O 2)) Hy0, H;0, oo
0] o Puffer (pH 7) BocHN
9
(5)-13 14a ©
98 % ee 60 %, dr ca. 3:1
HO : OMe TBDMSO : (R)-MONOPHOS TBDMSO R
, Rh(COD),BF
\/\H/ —_ | OMe [Rh( )2 4] S OMe
B9 0] CbzHN H, (20 bar) CbzHN
0]
O
20b 21b de = 98 %,

86 % Ausbeute

Schema 6.2:  Synthese des Hydroxyleucins 21b.

Die beiden verbleibenden Aminosauren sollten aufgrund ihrer dhnlichen Struktur tber
den gleichen Reaktionsweg aufgebaut werden. Die B-Hydroxy-Aminosdauren waren durch
diastereoselektive Additionen eines Aryl-Metall-Reagenz an einen chiralen Serinaldehyd
zuganglich. Zur Synthese des Methoxyphenylalanins wurden sowohl Grignard- als auch
Titanreagentien hinsichtlich Diastereoselektivitdt und Ausbeute untersucht (s. Schema 6.3).
Die besten Ergebnisse lieferte ein aus Titantetraisopropoxid und Phenylmagnesiumchlorid
hergestelltes Zinkreagenz. Der sekundare Alkohol konnte auf diese Weise in einer perfekten
Diastereo- und Enatiomerenreinheit erhalten werden. Die anschlieBende Bildung des
Methylethers erfolgte nach Standardprotokollen lediglich in unbefriedigenden Ausbeuten,
sodass eine ungewdhnliche Methode mit LHDMS als Base gewdhlt werden musste. Die
abschlieffenden Stufen, Entschitzung und Oxidation zur Sadure, verliefen in quantitativer
Ausbeute, sodass der fertige Baustein im Gramm-Malstab erhalten werden konnte.
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OTBDMS
OTBDMS " in
PhTi L .OH
- _0 DCM BocHN
BocHN
25 26

71 %, >99 % de,
>98 % ee
Schema 6.3.: Aufbau des Methoxyphenylalanins 30 durch eine diastereoselektive
nukleophile Addition eines Phenyltitan-Reagenzes.

Die Synthese des letzten Bausteins, des prenylierten Hydroxytryptophans (Baustein D)
erwies sich als erheblich komplizierter als gedacht. Nachdem die erste Route bei der
basischen Entschitzung der verwendeten indolischen Boc-Gruppe scheiterte, wurde im
nachsten Ansatz eine Benzylgruppe am Indol verwendet. Der Baustein erwies sich leider
auch als extrem saurelabil, sodass die Boc-Gruppe nicht als Schutzgruppe verwendet werden
konnte. Die dritte Route ging von einem bereits tert-prenyliertem lodindol 54 zur
Generierung eines Metallorganischen Reagenzes aus (s. Schema 6.4). Wie bei den vorherigen
Routen konnte der Alloc-geschiitzte Alkohol 90 in einer sehr guten Diastereoselektivitat
erhalten werden. Zusatzlich wurde auf analoge Weise die fiir die Herstellung Cyclomarin A
bendtigte Aminosdure 90 hergestellt. Bei dieser Synthese kam ein chirales, epoxidiertes
Zinkreagenz zum Einsatz, welches aus 85 zugdnglich war.

Nﬁ
)ﬁ - HO,, — TBDMSO,,
N —_— R —
YA E—
|
54

AllocHN

OTBDMS
57 90 % ds

- - TBDMSO,,,
N —_—
— o)
[ AllocHN
85

Schema 6.4: Synthesen der tert-prenylierten, bzw. epoxidierten Hydroxytryptophanbau-
steine 60 und 90, ausgehend von den entsprechenden lodindolen 54 bzw. 85.

Nachdem alle Teilbausteine zuganglich waren, konnte mit der Synthese der Peptide
begonnen werden. Als erstes wurde ein vereinfachtes Derivat synthetisiert, bei dem die
Hydroxygruppe am Tryptophan fehlte (DesoxyC, s. Tabelle 6.1). Die Peptidknipfungen
verliefen durchweg in sehr guten bis ausgezeichneten Ausbeuten. Im Gegensatz zum
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vereinfachten Derivat konnten bei CycloC die TBDMS-Gruppen erst nach der Cyclisierung
abgespalten werden. Dies wurde durch eine Kombination von zwei verschiedenen
Methoden erreicht. Uber die Zielsetzung hinaus konnten auf analoge Weise die Naturstoffe
Cyclomarin D und A (CycloD und CycloA) erstmals totalsynthetisiert werden. Bei allen
Synthesen wurden vergleichbare Ausbeuten erreicht. Die Totalsynthesen der Naturstoffe
erforderten zwischen 44 und 47 Einzelschritte, wobei die ldngste lineare Sequenz jeweils
lediglich 19-20 Stufen betrug (s. Tabelle 6.1).

Tabelle 6.1: Strukturen der hergestellten Endprodukte und Ubersicht iiber die Anzahl der
bendtigten Stufen.

: DesoxyC: R'=H, R?= Me, R®= ?L*

0 \
“NH - N CycloC: R' = OH, R? = Me, R3= %%
HN |
\ @] HN
o CycloD: R'=0OH, R?=H, R%= %%
HN -
CycloA: R'= OH, R?=Me, R3= f%
N—" 0OQq 0
HO Hoz
. Lanagste lineare Ausbeute der langsten
Derivat Gesamtzahl an Stufen ]
Sequenz [Stufen] linearen Sequenz [%]
DeoxyC 37 18 15.6
CycloC 45 19 15.4
CycloD 44 19 7.5
CycloA 47 20° 3.4

® Durch die langere Synthese des Tryptophanbausteins verlief die langste Sequenz bei diesem Beispiel

liber einen anderen Weg als bei den anderen Derivaten.

Erste Untersuchungen zur biologischen Aktivitat der hergestellten Substanzen ergaben,
dass alle Stoffe im unteren mikromolaren Bereich gegen MTB aktiv sind. Wahrend der MICsq-
Wert von CycloD zwischen 8 und 32 pg/mL betragt, sind die beiden anderen Naturstoffe
CycloA und CycloC in einer Konzentration von < 2 ug/mL aktiv. Erstaunlicherweise besitzt
das vereinfachte Derivat DesoxyC die gleiche Aktivitdt. Somit ist die Hydroxygruppe am
Tryptophan nicht wesentlich an der Bindung am Target beteiligt. Dieser strukturelle
Unterschied bedeutet jedoch eine erhebliche Vereinfachung der Synthese. So waren
insgesamt acht Synthesestufen weniger erforderlich als zur Synthese des gleichermalien
wirksamen CycloC.
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8. Anhang

8.1. Ausgewadhlte Chromatogramme
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Gaschromatogramm von 21b
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8.2 Ausgewdhlte NMR-Spektren

'H-NMR-Spektrum von DeocyC
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'H-NMR-Spektrum von CycloC
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'H-NMR-Spektrum von CycloD
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'H-NMR-Spektrum von CycloA

CycloA
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