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Zusammenfassung

In vorliegender Dissertation konnten erfolgreich verschiedene neuartige Muraymycin-
Analoga synthetisiert und biologischen Tests unterzogen werden. Die Darstellung der
Verbindungen erfolgte auf der Basis stereoselektiver, mehrstufiger und modular gestalteter
Syntheserouten.

Dabei wurden neuartige Muraymycin-Prodrugs entwickelt, da viele Muraymycin-Antibiotika,
wahrscheinlich aufgrund schlechter Zellgangigkeit, eine eher geringe antibakterielle Aktivitat
aufweisen. Da die dargestellten Verbindungen eine Aktivitat gegen E.coli zeigten, konnte der
genutzte Prodrug-Ansatz als erfolgreich angesehen werden.

Um die Rolle und Signifikanz der Position einer Aminoribose-Funktion im Muraymycin-
Grundgerust eingehender zu untersuchen, wurden erfolgreich Muraymycin-Analoga
dargestellt, in denen diese Funktion tber Propyllinker an verschiedene Positionen im Molekiil
verknUpft ist. Biologische Tests zeigten, dass die Verbindungen inaktiv waren und somit eine
Madglichkeit zur Variation der Position der Aminoribose nicht gegeben ist. Offensichtlich
tragt diese Funktion in ihrer nativen 5'-Position am meisten zu einer biologischen Aktivitat
bei.

Aus diesem Grund wurde nach umfangreichen  Glycosylierungsstudien ein
5'-aminoribosyliertes Muraymycin-Analogon erfolgreich synthetisiert, welches sowohl eine
sehr gute inhibitorische in vitro-Aktivitdt gegen das Zielprotein MraY als auch eine
antibakterielle Aktivitat gegen E.coli aufwies.
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Abstract

During this PhD-project different new muraymycin analogues were successfully synthesised
and biologically tested. The syntheses were based on stereoselective multistep modular
structured synthetic routes.

New muraymycin prodrugs were synthesised as many naturally occurring muraymycins show
limited antibacterial activity. This might be owed to poor uptake into the bacterial cell. The
prodrugs showed good activity against E.coli, implying that the prodrug concept worked as
anticipated.

To elucidate the role and the significance of the position of an aminoribose motif which is
part of most naturally occurring muraymycins, muraymycin analogues with propyl-linked
aminoribose motifs in different positions in the backbone were synthesised. The biological
evaluation showed that these compounds were inactive, leading to the conclusion that there is
no option to alter the position of the aminoribose motif in the muraymycin scaffold.
Apparently, the best position to achieve good activity is the native 5'-position.

Based on these results a 5'-aminoribosylated muraymycin analogue was synthesised after a
suitable glycosylation method had been established. This compound showed strong inhibitory
potency against MraY as well as good antibacterial activity against E.coli in comparison to

previously synthesised muraymycin analogues.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Antibiotika - Allgemeine Betrachtung

"The time may come when penicillin can be bought by anyone in the shops. Then there is the
danger that the ignorant man may easily underdose himself and by exposing his microbes to
non-lethal quantities of the drug make them resistant."™

Die Zeit wird kommen, in der Penicillin von jedermann in Geschéften gekauft werden kann.
Dadurch besteht die Gefahr, dass der Unwissende das Penicillin in zu niedrigen Dosen
verwendet. Indem er die Mikroben nun nicht-tddlichen Mengen aussetzt, macht er sie
resistent. Wie Recht Alexander Fleming mit dieser Aussage in seiner Rede anlasslich der
Nobelpreisverleihung im Jahre 1945 hatte. Als einer von wenigen erkannte er, dass die
Menschheit nur wenige Jahrzehnte spater einer Problematik gegentiberstehen wirde, deren
Ausmal auch Alexander Fleming nicht erahnt hétte.

1941, nur vier Jahre zuvor, wurde das Wort Antibiotika von einem anderen Nobelpreistréger,
Selman A. Waksman, als Substanzklasse etabliert.® Hierbei setzt sich das Wort Antibiotika
aus den altgriechischen Wortern "anti” (gegen) und "bios" (Leben) zusammen. Diese
Substanzklasse umfasst niedermolekulare von Mikroorganismen gebildete
Sekundarmetabolite, die imstande sind andere Mikroorganismen im Wachstum zu hindern
oder diese sogar abzutsten.[! Das Konzept der "Antibiose", auf das sich Waksman bezog
wurde schon frither im Jahre 1889 von Paul Vuillemin gepragt,'® wobei die heutige Definition
des Wortes Antibiotikum sich mehr auf einen Verwendungszweck als auf den eigentlichen
Ursprung bezieht. Aus medizinischer und pharmazeutischer Sicht schlief3t sie Naturstoffe und
synthetische Verbindungen ein, die zur Behandlung bakterieller Infektionen zum Einsatz
kommen.®!

Die friheste Dokumentation der Heilung bei Hautinfektionen, die als eine der ersten
humanmedizinischen Anwendungen von Antibiotika gesehen werden kann, stammt bereits
aus dem Jahre 1000 v. Chr., als in China fauliger Sojabohnenquark eingesetzt wurde.
Nachdem Louis Pasteur 1877 in der frihen Neuzeit dieselbe Beobachtung wie spéter
Waksman machte, dass sich Mikroorganismen in ihrem Wachstum gegenseitig
beeinflussen,™™ wurden in der Folgezeit einige antibiotisch wirksame Substanzen identifiziert,
doch fanden weder diese, noch Alexander Flemings Entdeckung aus dem Jahre 1928, dass das
Wachstum von Staphylococcus aureus durch den Schimmelpilz Penicillium notatum

gehemmt wird,® angemessene Anerkennung.
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Im Verlauf des Zweiten Weltkrieges stieg die Zahl der Infektionserkrankungen, speziell der
Wundinfektionen, rapide an und die Nachfrage nach neuen Medikamenten wurde groRer.
Jedoch ohne Kausalzusammenhang zum Zweiten Weltkrieg wurde der Wirkstoff, dem
Fleming bereits den Namen Penicillin gegeben hatte, 1940 schlieBlich aus besagtem
Schimmelpilz von Florey, Chain und Mitarbeitern als erstes Antibiotikum isoliert.”’ Damit
war der Grundstein fiir eine grof3technische fermentative Produktion gelegt und die Folgejahre
wurden als sogenannte ,,Goldene Ara“ der antibiotischen Wirkstoffforschung bekannt, in der
weltweit zahlreiche neue antibakteriell aktive Substanzen entwickelt beziehungsweise
entdeckt wurden (Abb. 1.1). Bei der Erforschung und Etablierung neuer Antibiotika wurden
im Allgemeinen zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt. Einerseits wurde ein rein
biologischer Ansatz gewdhlt, in dem Methoden entwickelt wurden, um biologisch aktive
Naturstoffe zu isolieren und zu charakterisieren. Andererseits wurde auf eine rein chemische
Methodik zuriickgegriffen, um auch zahlreiche Antibiotika, die in der Natur nicht auftreten,
auf vollstandig synthetischem Wege herzustellen.% In einem spater genutzten dritten Ansatz
konnten Naturstoffe chemisch modifiziert werden um deren antibiotische Aktivitat zu
verbessern und das komplexe Anforderungsprofil zur Zulassung als Medikament zu

[l Dijese Methodik bildet den Ubergang zwischen Naturstoffisolierung und

erfullen.
vollsynthetischer Herstellung und wird daher auch als semisynthetischer Ansatz bezeichnet.
Die Gefahr durch bakterielle Infektionen schien auf Dauer abgewendet. Bis in die 60er Jahre
hinein gelangten schnell viele neue Antibiotika zur medizinischen Reife. Niemand dachte in
dieser Zeit noch an die mahnenden Worte Alexander Flemings und so kam es haufig zu sehr
verschwenderischem Einsatz von Antibiotika. Der Grundstein fir das nahende Problem war
jedoch bereits gelegt und die Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber vielen
Antibiotika hatte bereits begonnen (Abb. 1.1).

Unter Antibiotika-Resistenz wird im Allgemeinen die natirlich vorhandene oder erworbene
Unempfindlichkeit von Mikroorganismen gegeniiber antibiotisch aktiven Substanzen
verstanden.!® Ende 2011 wurde belegt, dass kein Antibiotikum dauerhaft unempfanglich fiir
diesen natlrlichen Prozess der Resistenzbildung ist, der einen bereits tiber 30000 Jahren alten
Vorgang beschreibt.*? Durch direkten Kontakt des Antibiotikums mit dem Bakterium wird
ein Selektionsdruck ausgetbt und es entwickeln sich auf diese Weise resistente
Organismen.**!

Diese Resistenzbildung schreitet immer weiter voran, was zu einer stdndig steigenden
Nachfrage nach neuen Antibiotika fuhrt. Gleichzeitig hat die Pharmaindustrie zur

momentanen Problematik einer Entwicklungsliicke in den letzten Jahrzehnten beigetragen, da



1. Einleitung

sie die Forschungsbemiihungen auf dem Gebiet der Antibiotika zunehmend reduzierte.[”
Schon mit Beginn der 70er Jahre, Alexander Flemings Mahnung auller Acht lassend, kamen
immer weniger neue Antibiotika auf den Markt (Abb. 1.1). Dabei spielten nicht ausschlief3lich
okonomische Faktoren, sondern mdglicherweise auch die ausschlieBliche Fokussierung auf
chemische Modifikationen bereits bekannter Antibiotika anstatt einer Entwicklung vollig
neuartiger antibiotisch aktiver Substanzen und der Suche nach neuen Leitstrukturen zur
Adressierung neuer Targets eine Rolle.™ So wurden zwischen 1983 und 1987 von der FDA
noch 16 antibiotisch aktive Substanzen als Medikamente neu zugelassen, wohingegen es von
2004 bis 2008 nur noch fiinf waren.*®! Und so verschérft sich die Problematik, da aus der
Entwicklungsliicke langsam eine Versorgungsliicke entsteht und die Nachfrage nach neuen
Antibiotika nicht gedeckt werden kann.[*

Antibiotic deployment

Tetracycline

Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin | Ampicillin
Sulfonamides Erythromycin | Cephalosporins Daptomycin

/\ Mej% Linezolid

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

A | H |

Sulfonamides Chloramphenicol Ampicillin Vancomycin Linezolid
I I
Streptomycin

Erythromycin

Daptomycin
Tetracycline Methicillin
Cephalosporins

Antibiotic resistance observed

Abb. 1.1: Zeitstrahl der Antibiotika-Entwicklung und beobachteter Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen
(aus: Clatworthy et al., Nat. Chem. Biol. 2007, 3, 541.1*¢)),

Auf welche Weise Bakterien in der Lage sind, Resistenzen gegenlber Antibiotika zu
entwickeln, wurde anhand von zahlreichen mechanistischen Konzepten erarbeitet. Dazu
gehoren eine Modifizierung des Targetproteins,™® eine enzymatische Inaktivierung des
Antibiotikums,!** eine Erhéhung der Penetrationsbarrieren,'® eine Verstarkung des Efflux®!!
und die Bildung von Ersatzenzymen fiir die entsprechend blockierte Stoffwechselreaktion.!??
Des Weiteren kénnen Mikroorganismen Resistenzen durch Konjugation ubertragen, wenn die
entsprechenden Gene auf mobilen Plasmiden lokalisiert sind, wodurch ein resistenter Erreger

keinen Kontakt zum Antibiotikum benétigt.[??
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Wie beschrieben ist bisher kein Antibiotikum dauerhaft vor Resistenzbildung sicher. Jedoch
wird dieser Prozess durch die aktuelle Medizin und Landwirtschaft aktiv beschleunigt. Der
Einsatz von Antibiotika kann in der Landwirtschaft zu Resistenzbildungen fihren, die durch
natiirliche Prozesse auf fiir den Menschen pathogene Stamme weiter gegeben werden.?®! Eine
weitere Ursache stellt ein verschwenderischer Umgang mit Ressourcen an antibiotisch aktiven
Substanzen in  der Humanmedizin dar, wodurch schneller und gehdufter
Antibiotikaresistenzen auftreten konnen.[?"

Die prominentesten resistenten, auch als Krankenhauskeime bekannten, Bakterien-Stdimme
sind Carbapenem-resistente  Enterobakterien (CRE),”®  B-Lactamase produzierende
Enterobakterien (ESBL),’?® Vancomycin-resistente Enterococcus faecium (VRE),??%! und
der wohl bekannteste Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA),**2"1 wobei der
Name historisch begriindet ist, diese Keime aber heutzutage Resistenzen gegen viele weitere
Klassen von Antibiotika ausgebildet haben und somit als multiresistent betrachtet werden
konnen.™ Laut einer Statistik von 2008 infizieren sich in den USA pro Jahr 100000
Menschen mit MRSA-Keimen. Dabei verlaufen 19% der Erkrankungen todlich, was derzeit
mehr Todesfallen entspricht, als durch das HI-Virus pro Jahr in den USA herbeigefuhrt
werden.™ Diese Zahlen kénnten sich in den letzten Jahren noch weitaus verschlimmert
haben, da eine Langzeitstudie zeigt, dass die Methicillin-Resistenzen beobachteter
Staphylococcus-aureus-Stamme von 2% im Jahr 1992 (ber mehr als 40% Anfang des
Jahrtausends auf bis zu 60-70% angestiegen sind.!*62¢]

Des Weiteren wurde in Indien Anfang 2012 ein Tuberculose-Stamm gefunden, der gegen alle
verfiighbaren Medikamente resistent war und daher totally drug-resistant tuberculosis genannt
wurde.[?!

Die Existenz dieser Stamme in Verbindung mit dem Fakt, dass die Entdeckung neuer Klassen
von Antibiotika und die Entwicklung neuer Antibiotika in den letzten Jahren und Jahrzehnten
stark zuriick gegangen ist,"™ veranlasst zahlreiche Experten zu dem Glauben, dass die
Katastrophe einer nicht schlieBbaren Versorgungsliicke bereits nicht mehr aufzuhalten ist.
Dabei wird vor dem realen Risiko einer Pandemie bakterieller Infektionen und dem Ende der
Wirksamkeit von Reserve-Antibiotika gewarnt.!” Die Angst vor den in den Medien als
"Superbugs" bezeichneten Bakterien ist allgegenwartig und wird mit Schlagzeilen wie "Drug-
Resistant Superbugs are a 'Fundamental Threat’, WHO says" (NBC News)E? weiter
angefacht.

Als Reaktion wurde die FDA Anfang des Jahres 2012 aktiv und schrankte nach europdischem

Vorbild den Gebrauch von Antibiotika in der Landwirtschaft deutlich ein. Ein im November



1. Einleitung

2011 durch die EU verabschiedetes 350 Millionen Euro teures Forschungsprojekt sollte
zudem in einer effektiven Strategie zur Bek&mpfung von Antibiotika-Resistenzen
resultieren.®™ AuBer Frage steht, dass die Erarbeitung innovativer Strategien zur Entdeckung
von antibiotisch aktiven Substanzen, mit im besten Fall neuen Wirkmechanismen niemals
wichtiger war,®® wobei auch das bessere Verstandnis der Resistenzentwicklung neue
Méglichkeiten erschlieRen kann.®®' Auch die Zellwand-Biosynthese bietet in diesem
Zusammenhang als klassisches Target klinisch bisher nicht genutzte Enzyme und damit
groRes Potential beztiglich einer antibakteriellen Therapie.*

Aufgrund der beschriebenen aktuellen und brisanten Entwicklungslage sollte heutzutage jeder
begriffen haben, dass die Gefahr besteht, dass die Gesundheitsversorgung in Zukunft massiv
beeintrachtigt sein kénnte. Denn sollten sich vor allem Erreger wie der totally drug-resistant
tuberculosis weiter ausbreiten, konnte sich die Menschheit bald auf einen Stand von vor 100
Jahren zurtickgeworfen sehen. Eine zukinftige Fokussierung der Anstrengungen und
Ressourcen auf die Entwicklung antibiotischer Wirkstoffe auf der Grundlage neuer
Leitstrukturen zur Adressierung neuer Targets ist also unabdingbar. Das Wichtigste ist jedoch,
dass mit neuen medizinisch zugelassenen Antibiotika in Zukunft wesentlich bewusster und
verantwortungsvoller in Landwirtschaft und Medizin umgegangen werden muss. Auf diese
Weise konnte die Versorgungslicke geschlossen und die Gefahr einer Pandemie letztendlich

abgewendet werden.



2. Kenntnisstand

2. Kenntnisstand

2.1 Klassifizierung der verschiedenen Antibiotika

Eine zweifelsfreie Einordnung einzelner Antibiotika anhand der Wirkweise in
bakteriostatische Substanzen, welche die Vermehrung und das Wachstum von Bakterien
behindern, und bakteriozide Verbindungen, die zum Zelltod der Bakterien fuhren, ist nicht
immer maoglich. Anhand ihrer Wirkorte sowie ihrer Wirkmechanismen stellt sich eine
Klassifizierung von Antibiotika wesentlich eindeutiger dar. Dabei sind vier sogenannte
klassische Targets zu betrachten, die bakterielle Zellwand-Biosynthese (Abb. 2.1a), die
bakterielle Protein-Biosynthese (Abb. 2.1b), die bakterielle Replikation der DNA oder RNA
(Abb. 2.1¢) und der bakterielle Folat-Metabolismus (Abb. 2.1d)."% Der GroBteil der

Wirkmechanismen antibiotisch aktiver Substanzen adressiert eines dieser vier Targets.

a Cell wall biosynthesis b Protein biosynthesis ¢ DNA and RNA replication
~ - Macrolides » Rifampin
ucp)q) ® L Fcosamides |- Rifampin] o
- >4 = Streptograming ANA %
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«0%"“ sl .
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Abb. 2.1 Vier der klassischen Targets antibiotisch aktiver Substanzen

(aus: C. Walsh, Nat. Rev. Microbiol. 2003, 1, 65-70.1%).
Die bakterielle Zellwand-Biosynthese findet in eukaryotischen Zellen keine Entsprechung, da
dort keine Zellwand existiert und stellt damit ein attraktives Target dar.®® Sie beinhaltet
hauptsachlich eine Sequenz von chemischen Reaktionen (Schritt 1-7 (Abb. 2.1a)), wobei die
Synthese der Disaccharid-Intermediate innerhalb der Bakterienzelle und deren Verbindung
und Quervernetzung auBerhalb dieser ablaufen. Dabei spielen verschiedene essentielle

Enzyme eine Rolle, die durch spezifische Antibiotika inhibiert werden kodnnen, was im
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Folgenden zum Absterben der Bakterienzelle fuhrt. Dabei fallt auf, dass die intrazelluldren
Syntheseschritte bisher noch sehr sparlich adressiert sind (Abb. 2.1a, violett).

Bakterielle Ribosome stellen ebenfalls ein hochspezifisches Target fur antibiotisch aktive
Substanzen dar, da signifikante strukturelle Unterschiede zu eukaryotischen Ribosomen

[36]

bekannt sind. Eine Bindung von spezifischen Antibiotika an die entsprechende

Untereinheit  bakterieller Ribosomen konnte in diesem Zusammenhang mittels
réntgenkristallographischer Untersuchungen nachgewiesen werden. "%

Enzyme wie die DNA-Gyrase oder die RNA-Polymerase stellen bei der wirkungsvollen
Inhibierung der bakteriellen DNA- und RNA-Replikation wichtige Targets fiir antibiotische

aktive Substanzen dar.[*"!

Tab. 2.1 Entwicklungsgeschichte und Klassifizierung von Antibiotika
(hach: Butler und Buss, Biochem. Pharmacol. 2006, 71, 919-929.1%).

Klasse .Jah.r der Herkunft Beispiel Wirkmechanismus
Einfuhrung
Sulfonamide 1935 synthetisch Sulfapyridin Folat-Biosynthese (d)
Penicilline 1941 Naturstoff Penicillin Zellwand-Biosynthese (a)
Bakterielle Peptide 1942 Naturstoff Bacitracin Zellwand-Biosynthese (a)
Aminoglycoside 1944 Naturstoff Streptomycin Protein-Biosynthese (b)
Cephalosporine 1945 Naturstoff Cephalosporin Zellwand-Biosynthese (a)
Chloramphenicole 1949 Naturstoff ~ Chloramphenicol ~ Protein-Biosynthese (b)
Tetracycline 1950 Naturstoff  Chlortetracyclin Protein-Biosynthese (b)
Viomycine 1951 Naturstoff Viomycin Protein-Biosynthese (b)
Macrolide 1952 Naturstoff Erythromycin Protein-Biosynthese (b)
Lincosamide 1952 Naturstoff Lincomycin Protein-Biosynthese (b)
Streptogramine 1952 Naturstoff Virginiamycin Protein-Biosynthese (b)
Cycloserine 1955 Naturstoff Cycloserin Zellwand-Biosynthese (a)
Glycopeptide 1956 Naturstoff Vancomycin Zellwand-Biosynthese (a)
Novobiocine 1956 Naturstoff Novobiocin DNA-Replikation (c)
Ansamycine 1957 Naturstoff Rifamycin RNA-Replikation (c)
Nitroimidazole 1959 synthetisch Tinidazol DNA-Replikation (c)
Ethambutole 1962 synthetisch Ethambutol Zellwand-Biosynthese (a)
Chinoline 1962 synthetisch Ciprofloxacin DNA-Replikation (c)
Fusidane 1963 Naturstoff Fusidinsaure Protein-Biosynthese (b)
Diaminopyrimidine 1968 synthetisch Trimethoprim Folat-Biosynthese (d)
Phosphonate 1969 Naturstoff Fosfomycin Zellwand-Biosynthese (a)
Pseudominsaure 1985 Naturstoff Mupirocin Protein-Biosynthese (b)
Oxazolidine 2000 synthetisch Linezolid Protein-Biosynthese (b)
Lipopeptide 2003 Naturstoff Daptomycin Zellmembran-Biosynthese
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Da Bakterien, anders als Saugetiere, Folsaure nicht mit der Nahrung aufnehmen kénnen und
Folséure als unverzichtbares Intermediat in der Thymidylat-Biosynthese generieren mussen,
bedeutet die Inhibierung des bakteriellen Folat-Metabolismus ein Erliegen der DNA-Synthese
und somit das Absterben des Bakteriums.[*"

Neben der Wirkweise und der Wirkorte ist eine weitere systematische Einteilung der
Antibiotika anhand ihrer chemischen Struktur méglich. Tabelle 2.1 stellt die Entwicklung in

der Antibiotika-Forschung sowie die Klassifizierung von Antibiotika noch einmal dar.!%

2.2 Nucleosid-Antibiotika

Die Nucleosid-Antibiotika sind eine Klasse von antibiotisch aktiven Naturstoffen, die einen
nucleosidischen Grundkdrper aufweisen. Davon abgesehen kdnnen diese aber strukturell sehr
verschieden und vielfaltig sein.>*2*®! Die Tunicamycine wurden als erste Wirkstoffe dieser
Antibiotika-Klasse bereits 1971 isoliert (Abb. 2.2).4*! Dije den Tunicamycinen sehr
ahnlichen Streptoviridine* ! und Corynetoxine®™ folgten 1975 und 1981. Sie bestehen aus
einer Uridin-Kernstruktur sowie zwei O-glycosidisch verknupften Zuckern, dem sogenannten
Tunicamin, und einem meist ungesattigten Fettsaurerest. Die Mureidomycine®® > und
Pacidamycine®°® welche 1989 entdeckt wurden, sowie die Napsamycine®” (1994) und die
Sansanmycine®®*% (2007) sind einander strukturell eng verwandt und bestehen aus einer 3'-
Desoxy-Uridineinheit mit einzigartiger Enamid-Bindung und einer nicht-proteinogenen
Aminosaure, der N-Methyl-2,3-diaminobuttersaure. An diese schlieRen sich zwei aromatische
Aminosauren an (Abb. 2.2, AA) die je nach Substanzklasse variieren. Diese Wirkstoffe sind
hauptsachlich gegen Gram-negative Bakterien aktiv, was sie von anderen Nucleosid-
Antibiotika unterscheidet. Ebenfalls aus einem Uridin-Grundkdrper aufgebaut sind die
Liposidomycine (1985)°! und die Caprazamycine (2003)1**2 (Abb. 2.2), die eine lipidische
Seitenkette aufweisen, welche ber einen Diazepanon-Ring an den Uridin-Grundkdrper
bindet. Dabei beinhalten die Caprazamycine noch eine methylierte Rhamnose und sind gegen
die meisten Gram-positiven Bakterien sowie gegen M. tuberculosis aktiv. Diese Klasse, sowie
das wesentlich einfacher aufgebaute Antibiotikum FR-900493!%3%4 (1990) (Abb. 2.2), weisen
einige  Gemeinsamkeiten mit einer weiteren Gruppe von Nucleosid-Antibiotika, den
Muraymycinen, auf.’® Diese enthalten einen O-glycosidisch gebundenen Aminoribose-Rest
an der 5'-Hydroxy-Funktion sowie ein (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminoséure-Motiv. Auf die
Muraymycine, die 2002 von McDonald und Mitarbeitern isoliert wurden,® wird im

Folgenden naher eingegangen, weshalb an dieser Stelle auf eine Abbildung verzichtet wurde.
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Genau wie die verwandten Capuramycinel®®®! (1986) (Abb.2.2) haben alle Uridin-
abgeleiteten Nucleosid-Antibiotika das gleiche biologische Target und weisen den gleichen
Wirkmechanismus auf, wobei es sich um die Inhibierung des bakteriellen Membranproteins
Translocase | (MraY)®*®7% handelt. Trotz seines fiir die Peptidoglycan-Biosynthese von
Bakterien essentiellen Charakters und des potentiell breiten Spektrums an Substanzen, die es
inhibieren, wird es bis heute noch von keinem kommerziell erhéltlichen Medikament
adressiert. Nach welchem konkreten Mechanismus die Inhibierung des Enzyms erfolgt,

konnte bisher jedoch nicht ganzlich aufgeklart werden.

2.3 Bakterielle Zellwand und Peptidoglycan-Biosynthese

Alle Bakterienzellen werden von einer widerstandsfahigen duBeren Schicht, der Zellwand,
umgeben. Diese dient den inneren Bestandteilen als Schutz vor mechanischer Beschadigung
oder osmotischer Lyse und gibt dem Bakterium die duRere Gestalt." Anhand des Aufbaus
der Zellwand lassen sich Bakterien ph&nomenologisch klassifizieren und mithilfe der
sogenannten Gram-Farbung unterscheiden.’? Gram-positive Bakterien sind von einer
30-100 nm dicken Polymerschicht umgeben, die aus linearen Heteropolysaccharidketten aus
N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) und N-Acetylglucosamin (GIcNAc) aufgebaut ist, welche
quervernetzt eine dreidimensionale Struktur ergeben, das sogenannte Peptidoglycan. Bei
Gram-negativen Bakterien hingegen ist die Zellwand mit 15 nm um ein Vielfaches diinner.
Dafiir dient eine zusatzliche &uflere Lipid-Doppelschicht als Diffusionsbarriere, welche
beispielsweise fir hydrophile Antibiotika-Molekile wenig bis gar nicht durchlassig ist.”Y) Die
Zellwand besteht auch bei den Gram-negativen Vertretern und somit bei allen Bakterien aus
Peptidoglycan, was die fir das bakterielle Zellwachstum essentielle Peptidoglycan-
Biosynthese zu einem interessanten Target fur antibiotische Therapie-Ansatze macht.

Die Peptidoglycan-Biosynthese wurde in der Literatur bereits detailliert in verschiedenen
Ubersichtsartikeln beschrieben,”* "8 und wird daher im Rahmen dieser Arbeite nur grob unter
Angabe der entsprechenden Enzyme, die die Biosynthese katalysieren, erldutert. Dabei l4sst
sie sich primér in drei Hauptschritte einteilen. Die Synthese der Vorstufen erfolgt zundchst im
Cytosol, im zweiten Schritt gefolgt von einer membranstandigen Synthesesequenz und
Transport der membrangebundenen Monomereinheiten auf die Aufenseite der Lipid-
Doppelschicht. AbschlieBend werden die Monomereinheiten dort im dritten Schritt
polymerisiert und quervernetzt (Abb. 2.3)

10
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Abb. 2.3 Schematische Biosynthese von Peptidoglycan
(nach: S. Koppermann, aus: Wiegmann et al., Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 769-795."%)).,

Das elementare Substrat fir die Peptidoglycan-Biosynthese ist das Uridindiphosphat-
N-acetylglycosamin (UDP-GIcNAC),[™® dessen Synthese ausgehend von Fructose-6-phosphat
tiber vier Stufen mithilfe der Enzyme GImS®Y?, GImMEY und GImU®? verlauft.

Die Generierung des Uridindiphosphat-N-acetylmuraminséaure-pentapeptids (UDP-MurNAc-
pentapeptid), auch Park's Nucleotid genannt, stellt den Abschluss der Reaktionsschritte im
Cytosol dar (Abb. 2.3, A). Dabei variiert diese Peptidkette in ihrer Zusammensetzung je nach
betrachtetem Organismus (L-Ala-y-D-Glu-X-D-Ala-D-Ala, X = L-Lys oder meso-DAP), wobei
die Aminosdure X bei Gram-positiven Bakterien vorwiegend durch L-Lysin (L-Lys) und bei
Gram-negativen meistens durch meso-2,6-Diaminopimelinsdure (DAP) repréasentiert wird.
Einige wenige Bakterienstamme koénnen weitere Variationen aufweisen.®>"! Zuerst
katalysiert das Enzym MurAP?! die reversible Ubertragung einer Phosphoenolpyruvat-Einheit
in 3-Postion auf das UDP-GIcNAc. Nachfolgend wird in einer irreversiblen Reduktion durch
die Reduktase MurB™®* ein weiterer essentieller Baustein der Peptidoglycan-Biosynthese, die
Uridindiphosphat-N-acetylmuraminsaure (UDP-MurNAc), gebildet. Abschliefend wird in
vier ATP-abhangigen Stufen, katalysiert durch die Enzyme MurC bis MurF,%8 das UDP-
MurNAc-Pentapeptid generiert (Abb. 2.3, A), wobei die beiden D-Alanin-Reste (D-Ala) als

11
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Dipeptid eingefithrt werden.®*®*™ Die folgende Ubertragung dieses Bausteins auf den
Membran-gebundenen Undecaprenylphosphat-Lipidcarrier ist der Beginn des zweiten
membranstédndigen Hauptschrittes der Peptidoglycon-Biosynthese und wird durch das Enzym
Translocase | (MraY), unter der Bildung von Lipid 1, katalysiert (Abb. 2.3, B). Die
anschlieRende B-selektive Ubertragung eines GlcNAc-Molekiils aus UDP-GICNAC unter
Abspaltung von Uridindiphosphat (UDP) auf das Lipid I wird unter Katalyse durch
N-Acetylglucosaminyl-Transferase (MurG) vollzogen.®™ Daraus resultiert ein 1,4-
Disaccharid, das sogenannte Lipid 11 (Abb. 2.3, C).[”

Der konkrete Mechanismus fiir den nachfolgenden Transport von Lipid Il durch die Membran
konnte bisher noch nicht aufgeklart werden. Es wird allerdings gemutmalft, dass eine Flippase
dabei eine Rolle spielen konnte.l'® An der AuBenseite der Membran werden nun die
vorliegenden Disaccharid-Derivate mithilfe von Transglycosylasen (Abb. 2.3, D) zu

Polysaccharid-Ketten verknupft, wobei der Lipidcarrier Undecaprenylphosphat durch

AcHN AcHN
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Q NH NH
NH HN NH HN
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Abb. 2.4 Struktur von Peptidoglycan mit den am haufigsten auftretenden Aminosduren des Pentapeptids
(nach: S. Koppermann, aus: D. Wiegmann et al., Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 769-795.17°).
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Pyrophosphatasen wieder freigesetzt wird (Abb. 2.3, E). AbschlieBend werden die
B-1,4-verknlpften Polysaccharid-Ketten tiber die Ausbildung von Amidbindungen zwischen
den einzelnen Pentapeptid-Seitenketten unter der Katalyse von Transpeptidasen (Abb. 2.3, F)
zur  dreidimensionalen  Peptidoglycan-Struktur  quervernetzt  (Abb. 2.4).B%  Da die
Aminosauren in der Zusammensetzung des UDP-MurNAc-pentapeptids wie beschrieben
variieren ist in Abbildung 2.4 die am hé&ufigsten auftretende Kombination aus Aminoséuren
als Beispiel aufgefihrt.

2.4 Translocase | (MraY)

Es gibt eine Reihe von antibiotisch aktiven Arzneistoffen, die einen Schritt der Peptidoglycan-
Biosynthese adressieren. Neben den Penicillinen sind die Cephalosporine, die Cycloserine,
Vancomycin, Fosfomycin und Daptomycin prominente Beispiele.[4°] Dabei werden, mit

Ausnahme von Fosfomycin und der Cycloserine,

OH UDP-MurNAc-

_ ausschlieBlich spate extrazellulare Schritte der
o pentapeptid

o HOO Peptidoglycan-Biosynthese  adressiert.  Daraus
M AcHN UDP resultiert, dass es noch einiges an Potential in der
R-NH *
o Inhibierung der frihen intrazellularen
O Undecaprenyl- . .. . . .
p:o phosphat Syntheseschritte flr neuartige Wirkstoffe gibt.
0 Nucleosid-Antibiotika, die Muraymycine
eingeschlossen, inhibieren  das  Enzym
Wra¥ | -UMP Uridindiphosphat-N-acetylmuramoyl-pentapeptid:
Undecaprenylphosphat Phospho-N-acetyl-
HO o muramoyl-pentapeptid Transferase (Translocase I,
0 o) Lipid | MraY). Von Struve und Neuhaus wurde 1965
" AcHN P
R-NH = J (F.?_O berichtet, dass dieses Enzym die
C:) Bindungsknipfung zwischen dem cytosolischen
O-P=0 monomeren UDP-MurNAc-pentapeptid und dem
o]

membransténdigen Css-Isoprenoid-Lipidcarrier

Undecaprenylphosphat katalysiert, wobei unter

R = L-Ala-y-p-Glu-X-p-Ala-p-Ala-OH . . . . : .
mit ; = L- Jyz oder mDeso DDAP Bildung einer Diphosphat-Bindung ein Uridylat-

Rest (UMP) abgespalten und das Lipid I gebildet
AbD. 2.5 MraY katalysierte Reaktion wird (Abb. 2.5).2° Obwohl lange bekannt war,
(nach: S. Koppermann, aus: Wiegmann et al.,

Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12,769-795.7°1).  dass diese reversible Reaktion durch das Enzym
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MraY katalysiert wird, blieb die Proteinstruktur fir lange Zeit unaufgeklért.

1991 konnte von lkeda und Coautoren gezeigt werden, dass eine Uberexpression des mraY-
Gens, dessen Name sich von dem umgebenden Gencluster murein region A (mra) ableitet, zu
einer erhohten Translocase I-(MraY)-Aktivitat in der Membran fihrt.®? Boyle und Donachie,
sowie andere Arbeitsgruppen, brachten durch die Inaktivierung des Gens mraY den Beweis,
dass eine Verringerung der MraY-Konzentration den gegenteiligen Effekt und damit das
Anschwellen und die spatere Lyse der Zelle bedeutete, woraufhin sie schlossen, dass dieses
Gen ein fiir die Peptidoglycan-Biosynthese essentielles Protein kodieren muss.*** 2004
gelang es Bouhss und Mitarbeitern das Protein aus B. subtilis im Milligramm-Malistab zu
isolieren,®™ eine zellfreie Methode zur Expression und Reinigung des Membranproteins
Translocase | aus B. subtilis und E. coli wurde 2011 von Bernhard, Détsch und Mitarbeitern
entwickelt.!*"!

Nach Identifizierung des mraY-Gens lieR sich aus der Nucleotidsequenz auf die Reihenfolge
der einzelnen Aminoséuren schlieflen. Daraus folgte eine hohe Hydrophobizitét des Proteins,
woraus abgeleitet wurde, dass es sich bei MraY um ein Membranprotein handeln musste.*”
Diese These wurde durch die von Neuhaus und Mitarbeitern 1969 beobachtete Abhéangigkeit

[101  Ays  diesen

der MraY-Aktivitit von einer lipidischen Umgebung untermauert.
Erkenntnissen wurde 1999 von van Heijenoort und Mitarbeitern ein zweidimensionales
Topologiemodell entworfen, das fiir das MraY-Protein aus E. coli anhand der Primarstruktur
erarbeitet wurde. Demzufolge existieren, basierend auf der alternierenden Abfolge von
hydrophoben und hydrophilen Domaénen, zehn transmembrane Segmente, funf
cytoplasmatische Loops und einschliel3lich des N- und C-Terminus sechs Domanen auf der
AuRenseite der Membran.%

Auf dieser Grundlage wurde ein Modell des aktiven Zentrums von MraY aus E. coli von
Bugg und Mitarbeitern entwickelt.!’%? Dabei wurden drei konservierte Aspartat-Reste
(Asp115, Aspl116 und Asp267) mit nucleophilen Seitenketten innerhalb der Superfamilie der
Polyisoprenylphosphat-N-acetyl-hexosamin-1-phosphattransferase (PNPT) identifiziert. Bei
Mutation dieser Aminosduren ging die katalytische Aktivitat verloren. Diese Beobachtung
fihrte zu der These, dass Aspl15 und Aspl16 sowie das UDP-MurNAc-pentapeptid von
Magnesium (Mg®") als Cofaktor gebunden werden und dass Asp267 dabei als Nucleophil
dient. Aufgrund dieser Befunde wurde ein zweistufiger Mechanismus der katalysierten
Reaktion nahegelegt, was bereits in den 1960er Jahren von Heydanek, Neuhaus und
Mitarbeitern postuliert worden war (Abb. 2.6).11%! Diese These stiitzten sie auf zahlreiche

Experimente mithilfe von Isotopenmarkierungen und Kkinetischen Untersuchungen. Der
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Abb. 2.6 Zweistufiger Mechanismus nach Heydanek et al. (A)[1% und einstufiger Mechanismus nach Bouhss et al. (B).[1%%]
(nach: S. Koppermann, aus: Wiegmann et al., Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 769-795.17)),

Mechanismus sollte basierend auf diesem ph&nomenologischen Befund Uber ein MraY-
Phospho-MurNAc-pentapeptid-Intermediat als Zwischenstufe verlaufen (Abb. 2.6, A). Durch
die Nutzung verunreinigter MraY -Praparationen aufgrund fehlender Methodik zur Isolierung
und Reinigung dieses Proteins in der damaligen Zeit, konnte jedoch eine Verfalschung der
Messdaten nicht ausgeschlossen werden. 2008 kam es zu einer Revision des Mechanismus
von Bouhss und Mitarbeitern, die noch Restaktivitdt in einer Asp231N-Mutante mit
gereinigtem MraY aus B. subtilis (korrespondierend zu Asp267 aus E. coli) feststellen
konnten.’®! Sie stuften dies als Widerspruch zum postulierten zweistufigen Mechanismus
ein, da fir diesen eine nucleophiler Rest unabdingbar ist und postulierten einen einstufigen
Mechanismus (Abb. 2.6, B) mit direktem nucleophilen Angriff des deprotonierten
Undecaprenylphosphats auf das UDP-MurNAc-pentapeptid unter Abspaltung des Uridylat-
Restes (UMP).

2013 wurde schlieRlich die erste Rontgen-Kristallstruktur als Dimer (Auflésung 3.3 A) des
schwer zu kristallisierenden Transmembranproteins MraY aus Aquifex aeolicus als erste
Verbindung aus der PNPT-Superfamilie von Lee und Mitarbeitern verdffentlicht.l'* Diese
Ligand-freie Struktur bestatigte die zuvor gemachten Uberlegungen zum generellen Aufbau
des Membranproteins und zum aktiven Zentrum. Die Postulierung des zweistufigen
Mechanismus (Abb. 2.6, A) der durch MraY katalysierten Reaktion wurde durch Lage und
Bindungsart des Mg?*-Cofaktors nicht unterstiitzt. Zum einstufigen Mechanismus (Abb. 2.6,
B) konnte zumindest kein Widerspruch gefunden werden. 1202

Von derselben Arbeitsgruppe konnte 2016 ein Cokristall von MraY mit Muraymycin D2,
einem Inhibitor aus der Reihe der Nucleosid-Antibiotika, erhalten  und
rontgenkristallographisch untersucht werden.'® Dabei kristallisierte der MraY-MD2-
Komplex als Dimer genau wie das Enzym ohne Ligand. Aus dieser Arbeit konnten

verbllffende neue Erkenntnisse gezogen werden. So befindet sich das aktive Zentrum von
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MraY aus Aquifex aeolicus auf der cytosolischen Seite der Zellmembran, wobei keiner der
drei flr die katalytische Aktivitat als wichtig identifizierten Aspartat-Reste mit dem
Muraymycin D2 interagiert. Vielmehr durchlauft das Protein durch die Ligandenbindung eine
erhebliche Konformationsanderung, bei der einzelne Reste, vor allem die Uracil-bindenden
Gruppen, groRe Distanzen zwischen 5und 17 A zuriicklegen. Dabei entsteht eine offene
Struktur, die es erméglicht den Peptidteil des Inhibitors zu binden (Abb. 2.7, A).[*%]

NHz
o)

A A @“

HOOC S TNo

{ HN/\/\N
HO
B \“/ OH OH

Muraymycin D2

£
‘)

&

Abb. 2.7 A) Cokristall von MraY mit Muraymycin D2 (gelb),"® B) Rontgen-Kristallstruktur des Ligand-freien
Apoproteins,™® C) Cokristall ohne Ligand (alle Ansichten von der cytosolischen Seite aus)
(nach: Koppermann und Ducho, Angew.Chem. 2016, 128, 11896-11898.1°¢)).

Zusammenfassend werden sich diese Erkenntnisse als &ulerst wichtig fur die Forschung an
diesem membranstdndigen Enzym und seinen natirlichen Inhibitoren darstellen. Die
Erkenntnisse zur konformativen Plastizitdt von MraY sowie zu den molekularen Details der
Wechselwirkung mit Muraymycin D2 werden das Design neuer MraY -Inhibitoren in Zukunft
vereinfachen, was zu dem Schluss fuhrt, dass die Entwicklung neuer potentieller
Wirkstoffkandidaten in hohem MaRe von dieser Arbeit profitieren wird.!*%! Das Modelling in
Docking-Experimenten wird jedoch auch in Zukunft fur dieses membranstdndige Protein
schwierig bleiben, da die relativ groRen Ligand-Molekile viele Bewegungs-Freiheitsgrade

besitzen und das Enzym, wie beschrieben, sehr flexibel ist. Der grolRe Unterschied in der
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Konformation der beiden Kiristallstrukturen von MraY mit und ohne Ligand (Abb. 2.7,
B und C)™® verdeutlicht dies noch einmal.

Die Untersuchung von potentiellen Inhibitoren auf ihre antibiotische Potenz I&sst sich mithilfe
diverser MraY-Assays durchfiihren. Ein weit verbreitetes Verfahren ist dabei die Bestimmung
der Minimalen Inhibitorischen Konzentration (MIC), die als Basis fiir Struktur-Aktivitats-
Beziehungs-Studien (SAR) dient. Der MIC-Wert ist als geringste Konzentration, bei welcher
der Wirkstoff das sichtbare Wachstum von Mikroorganismen hemmt, definiert.'%1 Er ist
relativ leicht zu bestimmen und liefert dabei indirekt Informationen iber die Wechselwirkung
mit dem Target und die Zellgangigkeit.

Da dieses Verfahren jedoch nicht direkt die inhibitorische Potenz des Wirkstoffes gegeniiber
dem Target-Protein MraY als solches widerspiegelt, sind drei verschiedene in vitro-Assays
verfugbar um die inhibitorische Aktivitat zu bestimmen. Der erste, ein Fluoreszenz-basierter
Assay, wurde von Bugg und Mitarbeitern entwickelt®®®! und nutzt ein Fluoreszenz-
markiertes Substrat-Analogon des UDP-MurNAc-pentapeptids, das sogenannte dansylierte
Park-Nucleotid, welches von Ducho und Mitarbeitern synthetisch dargestellt werden
konnte.['® Ein weiterer, von Bouhss und Mitarbeiteren etablierter, Assay nutzt radioaktiv
markiertes UDP-MurNAc-pentapeptid und dinnschichtchromatographische Trennung von
Undecaprenyl-verlinktem UDP-MurNAc-pentapeptid und unreagiertem Substrat.”®! Ein
dritter relativ neuer Assay basiert auf Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) und wurde
2012 von Shapiro und Mitarbeitern eingefiihrt.'®®! Dabei wird ein FRET-Donor mit dem
UDP-MurNAc-pentapeptid verkniipft und ein FRET-Akzeptor in einer Detergenz-Micelle, die

auch MraY beinhaltet, eingesetzt.

2.5 Muraymycine

2.5.1 Naturlich vorkommende Muraymycine

Muraymycine (Abb. 2.8) wurden erstmals 2002 von McDonald und Mitarbeitern aus einem
Stamm einer Streptomyces sp. isoliert und gehoren zur Klasse der Nucleosid-Lipopeptid-
Antibiotika.[®** Mithilfe NMR-spektroskopischer und massenspektrometrischer Methoden
konnten 19 Verbindungen identifiziert und charakterisiert und auf Basis ihres strukturellen
Aufbaus in vier Gruppen A-D unterteilt werden. Durch die chemische Uberfilhrung einiger
Derivate ineinander wurde sowohl die strukturelle Verwandtschaft als auch die Identitat der

einzelnen Vertreter eindeutig belegt. Wie bereits beschrieben représentiert das Nucleosid
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Abb. 2.8 Die natiirlich vorkommenden Muraymycine
(nach: G. Niro, aus: Wiegmann et al.,Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 769-795.17%}).

Uridin in Form eines (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosaure-Motives den Kernbaustein aller
Muraymycine, der auBer bei den zwei Vertretern A5 und C4 O-glycosidisch Gber die

5'-Hydroxy-Funktion mit einer Aminoribose-Gruppe verknupft ist (Abb. 2.8, Arib).
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Des Weiteren ist die (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminoséure-Einheit am 6'-Stickstoffatom Uiber einen
Propylamin-Linker mit drei weiteren Aminoséauren verkn(pft. Dabei beginnt diese Peptidkette
in den ersten drei Gruppen A-C mit (3S)-3-Hydroxy-L-leucin und in der D-Gruppe mit
L-Leucin. Die sekundare Alkohol-Funktion des Hydroxyleucin-Restes ist zudem in der
Gruppe A mit einer guanidinylierten oder N-Hydroxy-guanidinylierten Fettsdure und in der
Gruppe B mit einer verzweigten Alkyl-Fettsaure verestert (Abb. 2.8).°°! Die zwei weiteren
Aminosduren der Peptidkette, die nicht-proteinogene Aminosaure L-Epicapreomycidin und
die proteinogene Aminosaure L-Valin, sind Uber ein Harnstoff-Motiv miteinander verknipft,
wodurch sich die effektive Richtung der Peptidkette umkehrt.

Die durch das Enzym MraY katalysierte Transfer-Reaktion (vgl. Kapitel 2.4) wird durch die
Muraymycine effizient inhibiert, was durch Messungen der Minimalen Inhibitorischen
Konzentrationen (MIC) unter Verwendung verschiedener Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterienstamme sowie mithilfe von Peptidoglycan-Bildungs-Assays bewiesen werden
konnte.[¢5110]

Muraymycin Al ist einer der antibiotisch aktivsten Vertreter dieser Klasse und weist
hauptsachlich Aktivitat gegen Gram-positive Bakterien (Staphylococcus MIC: 2-16 ug/mL,
Enterococcus MIC: 16-64 ug/mL) sowie gegen wenige Gram-negative Bakterien
(E. coli MIC: 0.003 pg/mL, Wildtyp E. coli MIC > 128 pg/mL)!®***”! auf. Das Muraymycin
A5 ohne Aminoribose-Einheit ist ebenfalls noch sehr aktiv (Staphylococcus MIC: 8 ug/mL).
Dagegen sind die Muraymycine C4 und D2 beispielsweise weitgehend inaktiv
(Staphylococcus MIC: > 32 ug/mL), was am Fehlen der lipophilen Fetssdure-Ketten liegen
konnte. Ob damit eine schlechtere Zellgéngigkeit einhergeht oder ob ein aktiver Transport,
sowie Efflux und Abbau, eine Rolle spielen konnte bisher noch nicht geklart werden. Zuletzt
konnte 2016 interessanterweise eine antibakterielle Aktivitat von Muraymycin D1 gegen
M. tuberculosis (MIC: 1.56 pg/mL) festgestellt werden.

In die Biosynthese von Muraymycinen gibt es bisher nur begrenzte Einblicke. Der
biosynthetische Gencluster wurde 2011 von Chen, Deng und Mitarbeitern identifiziert.*?
Basierend darauf wurde ein moglicher Reaktionsweg der Biosynthese postuliert, an dessen
Ende Muraymycin C2 als spekulatives Intermediat hin zu weiteren Muraymycinen der A- und
der B-Reihe steht. Auch fir die Bildung des Harnstofftripeptids wurde die Biosynthese
vorhergesagt.["***? Der exakte stereochemische Verlauf der Epicapreomycidin-Bildung bleibt
jedoch weiter unklar. Es konnten aber bereits Syntheserouten von Epimeren des 3-Hydroxy-L-
arginins etabliert werden, die auch Isotopen-Markierungen fiir weitere biosynthetische

Studien erlauben.!*** Dje Bijosynthese eines durch die aminoribosylierte Nucleosid-
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Struktur verwandten A-90289 Nucleosid-Antibiotikums wurde von Van Lanen und
Mitarbeitern eingehend untersucht.**®! Diese Arbeiten legen nahe, dass die Biosynthesen in
diesen Unterklassen moglicherweise sehr dhnlich sind. Es konnten jedoch auch Unterschiede

zu Chens und Dengs Modell gezeigt werden. 2!

2.5.2 Semisynthetische Muraymycin-Analoga

Um dezidierte Einblicke in die Struktur-Aktivitats-Beziehungen der Muraymycine zu
erlangen, wurden von einer Gruppe von Wissenschaftlern von Wyeth 16 semisynthetische
Analoga ausgehend vom natiirlich vorkommenden Muraymycin C1 dargestellt.™" Hierbei
wurde in erster Linie das Augenmerk auf Derivatisierungen des primdren Amins der
Aminoribose-Einheit und des sekundaren Amins in 6'-Position der (5'S,6'S)-Nucleosyl-
Aminoséure-Einheit gelegt, wobei Isocyanate und Aldehyde mit diesen Stickstoffatomen
verknulpft wurden. Dabei fuhrte eine Modifikation des Aminozuckers zu einem vollstandigen
Verlust der antibiotischen Aktivitat. Ein partieller Erhalt der biologischen Aktivitéat korrelierte
mit der Lipophilie der an das sekundare Amin gebundenen Reste. Eine signifikante
Verbesserung der antibiotischen Potenz der semisynthetischen Analoga im Vergleich zu den

Naturstoffen konnte jedoch nicht beobachtet werden.*”!

2.5.3 Synthetische Muraymycin-Analoga

Zur gleichen Zeit leisteten Yamashita und Mitarbeiter 2003 erste Arbeiten zu vereinfachten
vollstandig synthetischen Muraymycin-Analoga.8***l Beginnend mit Uridin 1 wurde der
PMB-geschiitzte Uridin-5'-Aldehyd 2 tber vier Stufen generiert.*?*2!) Dieser wurde in einer
Aldolreaktion mit dem Enolat des N,N-Dibenzyl-glycin-tert-butylesters 31?21 als
Schlisselschritt umgesetzt (Abb. 2.9). Die beiden entstandenen Epimere 4 und 5 konnten
saulenchromatographisch getrennt und hydrogenolytisch Benzyl-entschiitzt werden. Die
primaren Amine wurden in reduktiven Aminierungen mit Amino-Aldehyden 6 umgesetzt,
wobei R eine Hydroxy-Gruppe oder ein Proton und R" Alkyl-, Allyl-, Ester- oder geschitzte
Aminosdure-Reste darstellten (ohne Abbildung). Mit den Verbindungen des Typs 7 und 8
resultierten dabei verschiedene verkirzte Muraymycin-Analoga. Cbz-Entschiitzung und
anschlieBende Peptidkupplung mit dem L-Arginin-, L-Valin-abgeleiteten Harnstoffdipeptid 9
ergaben eine Reihe von Muraymycin-Analoga des Typs 10 und 11 in vollstandiger Lange.

Sich an die Synthese anschlielende Tests bezuglich der biologischen Aktivitat zeigten, dass
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Abb. 2.9 Erste Synthese vereinfachter Muraymycin-Analoga von Yamashita und Mitarbeitern. !
(nach: Wiegmann et al., Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 769-795.17}).

vollstdndig geschiitzte sowie vollstandig entschiitzte Analoga inaktiv waren. Verbindungen
mit intaktem tert-Butylester und TBDMS-Ethern zeigten signifikant bessere biologische
Aktivitaten. In fast allen Fallen wiesen die 5'-epimeren Analoga eine deutlich hdhere
antibiotische Potenz auf als die entsprechenden Derivate mit der nativen (5'S,6'S)-
Konfiguration. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass auch stark vereinfachte
Muraymycin-Analoga substanzielles Potential fur die Entwicklung neuer Antibiotika
besitzen. 118119

Nachdem Ichikawa, Matsuda und Mitarbeiter 2005 die Synthese von (+)-Caprazol
berichteten,*>1%! welches dieselbe Uridin-abgeleitete Grundstruktur wie die Muraymycine
besitzt (ohne Abbildung), stellten sie darauf aufbauend im Jahre 2010 auch das erste

totalsynthetische Muraymycin, das Muraymycin D2 dar.[*?6%"]
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Abb. 2.10 Synthese von Muraymycin D2 22 von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern,!126-127]
(nach: Wiegmann et al., Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 769-795.17°1,
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In diesem Zuge wurde zunéchst Isopropyliden-geschiitztes Uridin 12 oxidiert und der
resultierende Aldehyd mit einem stabilisierten Phosphor-Ylid in einer Wittig-Reaktion™?!
zum Olefin 13 umgesetzt. Der folgende Schlisselschritt, eine asymmetrische
Aminohydroxylierung nach Sharpless,*®! wurde zum diastereoselektiven Aufbau der
stereogenen Zentren verwendet (Abb. 2.10), wobei die (5'S,6'S)-konfigurierte Nucleosyl-
Aminosaure 14 resultierte.'*** Eine neu entwickelte B-selektive Glycosylierung der

5'-Hydroxy-Funktion mit einem Fluorid-Donor 15, 1124124

gefolgt von einer Umschutzung und
einer reduktiven Aminierung zum lIsonitril 17, fuhrte zum ersten von vier Bausteinen fiir eine
Ugi-Vier-Komponenten-Reaktion, in der Muraymycin D2 aufgebaut werden sollte.

Die Carbonséure 18, durch welche die nicht-proteinogene Aminosaure Epicapreomycidin in
einem Harnstoffdipeptid eingefiihrt wurde, konnte zuvor in einer neuen Route von Ichikawa,
Matsuda und Mitarbeitern Gber eine C-H-Aktivierung als Schlisselschritt dargestellt werden
(ohne Abbildung).??"! Dije Umsetzung dieser beiden Bausteine mit dem Aldehyd 19 und
dem Amin 20 in besagter Ugi-Reaktion lieferte ein Epimerengemisch 21 (1:1), welches aber
nach abschlieRender Entschiitzung mittels HPLC getrennt wurde und auf diese Weise sowohl
Muraymycin D2 22 als auch das entsprechende Epimer lieferte (Abb. 2.10).[126:127]

Kurosu und Mitarbeiter berichteten 2012 die Synthese eines weiteren potentiellen
Schliisselintermediats fiir die Totalsynthese von Muraymycinen.™® Dabei wurde ein
vollstandig geschitztes Ureidomuraymycidin-Tripeptid 23 generiert (ohne Abbildung). 2016
gelang Kurosu und Mitarbeitern schlieBlich die totalsynthetische Darstellung von
Muraymycin D1 30 (Abb. 2.11) und dessen Amid-Analoga 31 und 32, in der beschriebenes
Ureidomuraymycidin 23 als einer von zwei Bausteinen in Kurosus stereoselektiver Synthese
fungierte.**] Dabei konnte neben einer Aktivitdt gegeniiber dem Target MraY auch eine
signifikante antibiotische Wirkung gegeniiber dem Mycobacterium tuberculosis beobachtet
werden. Als Nucleobasen-Schutzgruppe wurde in dieser Synthese das eigens entwickelte
Monomethoxytetrachlordiphenylmethoxymethyl (MTPM) als mild sauer spaltbare
Schutzgruppe gewéhlt und somit von Isopropyliden-geschitztem Uridin 24 ausgegangen.
Dieses wurde in einer modifizierten Swern-Oxidation mit dem entsprechenden Aldehyd und
einer anschlieBenden asymmetrischen Alkinylierung in sehr guter Diastereoselektivitat zum
Glycosyl-Akzeptor 25 umgesetzt. Eine B-selektive Glycosylierung uber das zuvor generierte
Thioglycosid 26 unter NIS-AgBF,-Aktivierung resultierte im aminoribosylierten Nucleosid
27 (Abb. 2.11). Azid-Reduktion mit Zink und Boc-Schiitzung des Ribosyl-Restes gefolgt von
einer dreistufigen Sequenz aus Reduktion mit Lindlars Katalysator, Bishydroxylierung und

oxidativer Spaltung mittels Bleiacetat ergaben den entsprechenden Uridin-Aldehyd, der in
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Abb. 2.11 Synthese von Muraymycin D1 30 und seinen Amid-Analoga 31 und 32 von Kurosu und Mitarbeitern.!'!!]

einer Thioharnstoff-katalysierten Strecker-Reaktion mit Cbz-geschutztem 1,3-Aminopropan
zum Nitril 28 umgesetzt wurde. Die Nitril-Gruppe wurde oxymercuriert und nach Abspaltung
der Schutzgruppen der zweite Baustein 29 der stereoselektiven Darstellung von Muraymycin
D1 erhalten.!*) peptidkupplung mit dem Ureidomuraymycidin 23 und abschlieBende saure
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2. Kenntnisstand

Entschiitzung resultierten schlieBlich im anvisierten Muraymycin D1 30 und dem Mono-
Amid 31. Das Amid-Analogon 32 konnte mit einem Uberschuss an Ammoniumchlorid unter
Peptidkupplungsbedingungen mit EDCI und Natriumhydrogencarbonat dargestellt werden
(Abb. 2.11).1114

2010 veroffentlichten Ducho und Mitarbeiter eine alternative Route zur Darstellung einer
naturlich vorkommenden Uridin-abgeleiteten Muraymycin-Kernstruktur, namentlich der
(5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 33 (Abb. 2.12).132%33 Der Schliisselschritt in
dieser Synthese war eine Schwefel-Ylid-Reaktion!******! zur Substrat-kontrollierten
diastereoselektiven Darstellung eines trans-Epoxids 34 ohne Zuhilfenahme von chiralen
Hilfsreagenzien aus dem Uridin-5'-Aldehyd 35 und einem in situ aus einem Sulfonium-
Salz 36 generierten Schwefel-Ylid, die urspriunglich von Sarabia und Mitarbeitern entwickelt

worden war.[*%1%7]

Anféanglich postulierten Sarabia und Mitarbeiter eine (5'S,6'R)-
stereochemische Konfiguration des Epoxids, wobei sie ihre Annahmen auf theoretische
Berechnungen, die eine konformationelle Bevorzugung eines re-Seiten-Angriffs mit
resultierender (5'S)-Konfiguration postulierten, sowie auf den stereochemischen Verlauf der
Schwefel-Ylid-Reaktion, den sie mit dem einer Sharpless-Epoxidierung verglichen, stutzten.
Mit der rontgenkristallographischen  Untersuchung eines  geeigneten  Epoxid-
Offnungsproduktes konnten Ducho und Mitarbeiter 2010 eindeutig Sarabias Zuordnung
widerlegen. Bei dem gebildeten Epoxid handelte es sich um das (5'R,6'S)-Diastereomer 34

und nicht um das (5'S,6'R)-Diastereomer (Abb. 2.12).[*]

o NaOH
N o CH,Cl,, H,0 _
92% -
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
35 34
d.r.> 955
S O, o
N '
N WOH .
Ng© Y CbzHN" &

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
37 33

Abb. 2.12 Synthese der (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosiure 33 von Ducho und Mitarbeitern.[132:133]
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2. Kenntnisstand

Das Epoxid 34 konnte in den folgenden Schritten regioselektiv mit Tetrabutylammonium-
bromid geodffnet und das Stereozentrum anschlieBend in 6'-Position erfolgreich nach
transienter Schitzung der 5'-Hydroxy-Funktion mit Lavulinséure in einer Sy-Reaktion mit
Natriumazid invertiert werden. Das resultierende Indolin-Amid 37 mit naturstoffanaloger
(5'S,6'S)-Konfiguration wurde daraufhin zum entsprechenden Indol-Amid mithilfe von DDQ
oxidiert. Die anschlielende Umschiitzung auf den tert-Butylester gelang nach Verseifung mit
Lithiumhydroxid und anschlielender tert-Butylester-Schitzung mit tert-Butyl-2,2,2-
trichloracetimidat. AbschlieRende hydrogenolytische Azid-Reduktion mit folgender N-Chz-
Schiitzung ergab die (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosaure 33 (Abb. 2.12).[%%213 Basjerend auf
dieser Arbeit konnten in der Arbeitsgruppe Ducho in den Folgejahren auch weitere 5'- und 6'-
epi-Analoga dieser Nucleosyl-Aminosaure 33 generiert werden (ohne Abbildung).™**®]

In der Arbeitsgruppe Ducho wurden auch bis dahin unbekannte und nicht natlrliche
5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga synthetisiert. Der Grund fur diesen Ansatz war, dass der
5-Aminoribose-Rest nicht essentiell fur die biologische Aktivitat der natiurlich
vorkommenden Muraymycine zu sein schien, da die Aktivitdten gegen das Gram-positive
Bakterium S. aureus beispielsweise von Muraymycin Al und A5 ahnlich gut waren.®% Ein
weiterer Grund war, dass mit dem von Ducho und Mitarbeitern entwickelten Ansatz eine
wesentlich leichtere synthetische Zugénglichkeit der 5'-Desoxy-Analoga einherging. Ferner
wurde von Yamashita und Mitarbeitern beobachtet, dass die 5'-epimeren vereinfachten
Analoga im Vergleich zu den entsprechenden Derivaten mit der naturstoffanalogen
Konfiguration deutlich aktiver waren.'® \or diesem Hintergrund sollten Struktur-
Aktivitats-Beziehungs-Studien (SAR-Studien) sowohl der (6'S)- als auch der (6'R)-
konfigurierten 5'-Desoxy-Epimere Aufschluss uber die Notwendigkeit der 5'-Hydroxy-
Gruppe und den Einfluss der Konfiguration in 6'-Position geben. Da eine Nucleobasen-
Schutzgruppe fir die Synthese aufgrund basischer Reaktionsschritte unabdingbar schien,
wurden zundchst die PMB-geschitzten verkdrzten epimeren 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga
38 und 39 dargestellt (Abb. 2.13).%! Diese wiesen jedoch wenig bis gar keine biologische
Aktivitat auf.

In der Folgezeit wurde herausgefunden, dass die Synthese auch in gleicher Weise ohne
Nucleobasen-Schutzgruppe méglich war.™*% Daher wurde von Ducho und Mitarbeitern ein

dreiteiliger Ansatz!”**

zur stereoselektiven Darstellung von Muraymycin-Analoga
entwickelt und dazu genutzt ein 5'-Desoxy-Muraymycin C4 40 zu synthetisieren
(Abb. 2.13).*?1 Fir den zweiten und dritten Teil dieser stereoselektiven Synthese wurden

dafir in der Arbeitsgruppe Ducho Strategien zur Darstellung eines L-Hydroxyleucin-
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2. Kenntnisstand

abgeleiteten Aldehyds 41! und eines Epicapreomycidin-haltigen Harnstoffdipeptids 422
entwickelt. Bei der Synthese des Aldehyds 41 wurde sich an einer Strategie von Zhu und
Mitarbeitern ausgehend von D-Serin, orientiert, welches stereoselektiv in einen geschiitzten
Aminoalkohol tiberfiihrt wurde.[** Dieses Schliisselintermediat wurde in den gewiinschten
Aldehyd 41 (iberfilhrt (ohne Abbildung).'Y) Das Harnstoffdipeptid 42 wurde tber den
Garner-Aldehyd mit einer diastereoselektiven Grignard-Reaktion und unter Cyclisierung der

o}
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> o  H.N H
0
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(6'S) 38
(6'R) 39
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o N O 44 )-Me-DuPHOS-Rh
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o KHMDS, THF CbzHN™ ™% 46
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o \OH
N (o]
e} | NH CbzHN Nz
, o}
S 41 _
NaBHOAc; CbzHN
Amberlyst® 15
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o] HoH o]
t-BuOJ:(\n/ “¢” “OH
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H ® H H
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- N.__N,
SN es
o .
HN\\ OH OH
40
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Abb. 2.13 Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin C4 40 von Ducho und Mitarbeitern.[!32.141]
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Guanidin-Funktion mit einem neuartigen Guanidinylierungsreagenz als Schlisselschritte
dargestellt (ohne Abbildung).[**?

Fiar den noch fehlenden ersten Teil, die 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 43, des dreiteiligen
Ansatzes der stereoselektiven Darstellung von 5'-Desoxy-Muraymycin C4 40 stellte eine (2)-
selektive Wittig-Horner-Reaktiont***'*!" ausgehend vom Uridin-5'-Aldehyd 35 mit dem
Phosphonat 4415'%81 den ersten Schliisselschritt dar (Abb. 2.12). Die resultierende
Didehydroaminosaure 45 wurde in einer homogenen asymmetrischen Hydrierung™°% mit
dem chiralen Rhodium(l)-DuPHOS-Katalysator 46 und anschlieRender hydrogenolytischer
Cbz-Entschitzung in  die (6'S)-konfigurierte  5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosdure 43
tiberfithrt.*213% Mit dem Verlauf der Reaktion in einer Diastereoselektivitat von > 98:2 fiel
hier besonders auf, dass die Katalysatorkontrolle eine mdgliche Substratkontrolle des chiralen
nucleosidischen Substrates dominierte. Eine stereoselektive Darstellung hochkomplexer
L-und auch D-Aminosduren ausgehend von Carbamat-geschutzten Z-konfigurierten
Didehydro-Aminosauren ist mit dieser Methode moglich.4**%) Die Verknipfung dieses
Bausteins 43 mit dem zweiten Teil, dem L-Hydroxyleucin-abgeleiteten Aldehyd 41, erfolgte
uber eine reduktive Aminierung, woraufhin das Verknlpfungsprodukt 47 entschitzt und mit
dem Harnstoffdipeptid 42 als drittem Baustein gekuppelt wurde. Eine abschliefende globale
saure Entschutzung resultierte schlussendlich im 5'-Desoxy-Muraymycin  C4 40
(Abb. 2.13).113

In der biologischen Evaluierung des rein synthetischen 5'-Desoxy-Muraymycins C4 40 konnte
gezeigt werden, dass es eine inhibitorische Aktivitit gegen MraY aus S. aureus
(ICs0 = 95 £ 19 nM) ca. halb so gut wie die von Tunicamycin (ICsp =42 + 16 nM) aufwies.
Im Gegensatz zu dem von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern synthetisierten Muraymycin
D2 22, konnte auch eine moderate antibakterielle Aktivitat gegeniiber E.coli DH5a
(MIC = 15 pg/mL) festgestellt werden.[**?

2.6 Das Prodrug-Konzept

Bekannte prominente Beispiele fur die Anwendung des Prodrug-Konzeptes im antiviralen
Bereich sind die Bis-Pivaloyloxymethyl-(POM)-Nucleotide,™ % wie zum Beispiel das als
anti-Hepatitis B Arzneistoff zugelassene Bis-POM-Prodrug des Adefovirs 48, das
Adefovirdipivoxil 49. Als anti-HIV Arzneistoff existiert ein Bis-iso-Propyloxycarbonyl-
oxymethyl-(POC)-Nucleotid,** das Tenofovirdisoproxil 50, ein Bis-POC-Prodrug des

Tenofovirs 51, welches als Tenofovirdisoproxilfumarat zugelassen ist. Bei diesen
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sogenannten Pronucleotiden gilt es, zwei negativ geladene Sauerstoffatome als
Phosphonséureester zu maskieren. Es l&sst sich festhalten, dass beide Systeme prinzipiell auf
dem gleichen Spaltungsprinzip basieren, da sie eine Ester-Substruktur besitzen, die durch das
intrazellular vorkommende Enzym Carboxyesterase gespalten werden kann. Das verbleibende
Fragment zerfallt in einem oder mehreren Folgeschritten unter Freisetzung der gewiinschten
Stammverbindung (Abb. 2.14).[*7]

NH,
Adenin </N | >N
R N N/) Adenin Adenin
/_/%
O Carboxy-
0] (0] (0]
T o) esterase T 0O O T 0O
>H\o/\o—ﬁ>—/ ——— HO” ~Oo-h—~ —5 > O0°
OR! OR! ) JL OR!
Adefovirdipivoxil 49 52 H* H 53
Adenin Adenin Adenin
/s, / R%
0] (0]
i e) Q@ 1 e} @ 0 o)
HO™ ~0-P—~ —g > 0% T—>=» 0P
OR? - L OR? Oo
55 H H 56 Adefovir 48: R® = H
Tenofovir 51: R3 = Me
Adenin R2 Adenin
“, —_— /)
(0] : ,
X9 6 e N G
HO” ~0” N0-P—~ < =EEse o o No-p_©
OR2 (I)RZ
54 Tenofovirdisoproxil 50

Abb. 2.14 Enzymatische Spaltungsmechanismen von Adefovirdipivoxil 49 und Tenofovirdisoproxil 50.

Das Adefovirdipivoxil 49 liefert nach Spaltung der Ester-Funktion das instabile
halbacetalische Intermediat 52, welches unter Freisetzung von Formaldehyd zum
Phosphonatdiester 53 zerfallt. Die zweite POM-Modifikation (Rest R) wird analog gespalten,
was in der Freisetzung der biologisch aktiven Stammverbindung Adefovir 48 resultiert. Fir
Tenofovirdisoproxil 50 liefert die Esterase-vermittelte Reaktion zundchst den
Kohlensdurehalbester 54, welcher spontan unter Freisetzung von Kohlenstoffdioxid zum

ebenfalls instabilen Intermediat 55 zerfallt. Dieses Analogon der Verbindung 52 zerfallt
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schlielich, erneut unter Abspaltung von Formaldehyd, zu einem Phosphonatdiester 56,
welcher ein Analogon von 53 darstellt. AbschlieRend resultiert auch hier nach Abspaltung der
zweiten POC-Gruppe die Stammverbindung Tenofovir 51 (Abb. 2.14).

In der antibakteriellen Forschung gibt es aus der Reihe der Antibiotika ebenfalls einige
Vertreter von Prodrugs mit Acyloxymethylstrukturen, beispielsweise aus der Reihe der
B-Lactam-Antibiotika.**®! Der Zusammenhang an dieser Stelle ist jedoch, dass auf diese
Weise die Bioverfugbarkeit bei oraler Applikation durch eine erhthte Lipophilie verbessert
wird. Als gunstiger Nebeneffekt geht mit dieser Maskierung der Substanzen auch eine
verbesserte [-Lactamase-Stabilitait einher. Die Esterase-vermittelte Hydrolyse unter
Wirkstofffreisetzung erfolgt nach gastrointestinaler Absorption. Prominente Beispiele sind
das POM-Prodrug Cefditorenpivoxil 57 und das POC-analoge Prodrug Cefpodoxim-
proxetil 58 (Abb. 2.15).

0]

&

@]
Cefditorenpivoxil 57 Cefpodoximproxetil 58 41\ J\
) O

Abb. 2.15 Prominente Beispiele fiir Prodrugs der -Lactam-Antibiotika.

Eine ganz andere Mdglichkeit in der Antibiotika-Forschung im Kontrast dazu waére ein
Prodrug-Ansatz zur Verbesserung der Zellgangigkeit von Antibiotika, dahnlich wie im Bereich
der antiviralen Prodrugs. Um die bakterille Zellmembran zu Gberwinden kénnten bei solchen
Prodrug-Konzepten  polare ~ S&ure- und  Amino-Funktionen ~ mit  lipophilen
Maskierungsgruppen, wie beispielsweise Estern und Carbamaten, versehen werden. Diese
Gruppen werden nach Eintritt in die Bakterienzellen von Enzymen wie zum Beispiel
Esterasen gespalten und die biologisch aktiven Stammverbindungen auf diese Weise
freigesetzt. Als Sdure-Maskierungsgruppen wéren wie beim antiviralen Ansatz
Pivaloyloxymethyl-(POM)- oder iso-Propyloxycarbonyloxymethyl-(POC)-ester maglich.™
Fur primare Amino-Funktionen wéren verschiedene Methoden wie Amide und Carbamate
oder alternative Methoden wie Lacton- oder Redox-Systeme denkbar.[**

Ein solcher Ansatz wére vor dem Hintergrund der Inhibierung der frihen intrazellularen

Reaktionsschritte der Peptidoglycan-Biosynthese (vgl. Kapitel 2.3) &uf3erst interessant, da die
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Wirkstoffe in die Bakterienzelle hinein gelangen miussen. Dennoch gibt es fur einen solchen

Ansatz bisher noch keine etablierten Beispiele.

2.7 Ribosylierungs-Reaktionen

Wie beschrieben unterscheiden sich die ahnlich antibakteriell aktiven Muraymycine Al und
A5 nur durch eine Aminoribose in 5'-Position (vgl. Kapitel 2.5.1). Die Einfiihrung einer
solchen Funktion sollte sich mithilfe einer geeigneten Glycosylierungsmethode durchfiihren
lassen. Aus einem grofRen Repertoire solcher Methoden und Reaktionen stellt der Bereich der
Ribosylierungen einen vergleichsweise kleinen Teil dar. Auf eine Auswahl fir die Einfliihrung
einer Aminoribose in 5'-Position mdglicherweise relevanter Methoden wird im Folgenden
eingegangen. Pentosen fanden in  Glycosylierungen mit  Thioglycosiden und
Pentenylglycosiden bisher kaum Entsprechungen, weshalb an dieser Stelle literaturbekannte
Beispiele mit einer Octose (Thioglycoside) und einer Hexose (Pentenylglycoside) dargestellt
wurden.

Eine  effektive  Synthesestrategie  zur  stereoselektiven Ribosylierung  von
N-Benzyloxycarbonyl-L-serin-tert-butylester 59 mit 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzyl-p-D-
ribofuranose 60 Uber das instabile Bromid 61 wurde 2003 von Gravier-Pelletier und
Mitarbeitern beschrieben (Abb. 2.16).'%Y Bei dieser konnte das B-Anomer 62 erhalten

HO COZt-BU
NHCbz
BzO BzO 59 BzO NHCbz
—_— —_— CO,t-Bu
75%
OBz OBz OBz OBz OBz OBz
60 61 62

Abb. 2.16 Glycosylierungsmethode nach Gravier-Pelletier und Mitarbeitern.!'¢!]

werden, wobei dies einem Nachbargruppeneffekt der Benzoylgruppe zuzuschreiben war. Zur
Darstellung des 1-Brom-Derivats 61 wurde Trimethylsilyloromid genutzt. Im Anschluss
erfolgte die Kupplungsreaktion zwischen dem Ribosyl-Donor und dem Ribosyl-Akzeptor
unter Verwendung von Silbertrifluormethansulfonat (AgOTf), um das austretende Bromid
abzufangen. Die Verwendung von AgOTT stellte sich als am Geeignetsten heraus, da die N-
Boc-Schutzgruppe an der Amino-Funktion des L-Serin-tert-butylesters 54 bei der

Kupplungsreaktion nicht stabil gegeniiber anderen verwendeten Lewis-Sauren war.*®!
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Eine alternative Ribosylierungsmethode wurde von Richard R. Schmidt etabliert. Hier wird
der Glycosyl-Donor zundchst in eine aktivierte Trichloracetimidat-Spezies Uberflhrt (ohne
Abbildung). Zundchst wurde von Schmidt eine Aktivierung der Alkoholfunktion mit der Base
Natriumhydrid ~ etabliert.%?
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU)™®! oder mit Polymer-Supported-DBU (PS-DBU)!%4

genutzt. Im letztgenannten Fall konnte auf eine sdulenchromatographische Reinigung des

cO
OAc
0 )K’< . oM TMSOTf 0 9A ODPS
cl
5%
OAc

64 63

Spéater wurde eine mildere Aktivierung mit 1,8-

DPSO

Abb. 2.17 Glycosylierungsmethode mit Trichloracetimidaten nach R. R. Schmidt.[1%]

instabilen Trichloracetimidats verzichtet ~ werden. In der nachfolgenden
Glycosylierungsreaktion des Alkohols 63 mit dem Trichloracetimidat 64 wurde mit
katalytischen Mengen der Lewis-Saure Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTT)
gearbeitet, um Nebenprodukte zu vermeiden und das Glycosylierungsprodukt 65 zu erhalten,
wobei in diesem Fall erneut ein Nachbargruppeneffekt eine Rolle spielte (Abb. 2.17).1%"]
Dabei muss generell betont werden, dass diese Reaktion mit Trichloracetimidaten nach R. R.
Schmidt teilweise Sy2-artig verlaufen kdnnen.

Eine weitere Mdoglichkeit bietet eine Glycosylierungsmethode mit Thioglycosiden als
Donoren. Dabei konnte das Thioglycosid aus dem entsprechenden 1-O-Acetyl-Glycosid
mithilfe der Lewis-Saure Bortrifluorid-Diethyletherkomplex (BF3Et,O) dargestellt
werden.*®! Die weitere Umsetzung in einer Glycosylierung war mit N-lodsuccinimid (N1S)
in Acetonitril mit Trifluormethansulfonsdure (TfOH) mdglich. Eine mildere Methode war
durch den Einsatz von Dimethyl(methylthio)-sulfoniumtrifluormethansulfonat (DMTST)
beschrieben (Abb. 2.18). Dabei wurden Thioglycoside des Typs der Verbindung 66 mit
Alkohol 67 (SpOH) bei tiefen Temperaturen zum Glycosylierungsprodukt des Typs 68

umgesetzt.'* Dass eine Aktivierung der Thioglycoside auch auf noch mildere Weise mit
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Abb. 2.18 Glycosylierungsmethode mit Thioglycosiden.!'®7]
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Tetrabutylammoniumbromid und Kupfer(Il)bromid mdoglich war, wurde von Thiem und
Ludewig berichtet (ohne Abbildung).!¢®!

Eine weitere effektive Glycosylierungsmethode, die sich wie die vorherigen Methoden zur
Einfihrung des Aminoribose-Motives in Muraymycin-Analoga eignen kénnte wurde von Bert
Fraser-Reid beschrieben.!**¥ Dabei nutzt eine Variante wiederum Trifluormethansulfonsaure
(TfOH) als Aktivator. In einer zweiten wesentlich milderen Abwandlung wurde das
Pentenylglycosid 69 mit dem Alkohol 70 unter Zugabe der wesentlich milderen Lewis-S&ure
Triethylsilyltrifluormethansulfonat (TESOTf) und N-lodsuccinimid (NIS) als Aktivatoren
zum Glycosylierungsprodukt 71 umgesetzt (Abb. 2.19).%! Dabei verlauft die Reaktion
mechanistisch betrachtet Uber ein lodonium-lon mit anschlieender Abspaltung eines
Tetrahydrofuran-Derivates. Der Glycosyl-Akzeptor greift anschliefend das entstandene
Carbokation an. Der Ausgang der Reaktion ist jeweils von der Gruppe X abhangig. Mit Estern
kann ein Nachbargruppeneffekt erzeugt werden, der im 1,2-trans-Produkt resultiert. Mit
Ethern entsteht bevorzugt das 1,2-cis-Produkt (Abb. 2.19).17
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O  + BnO 0O — > o O
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Abb. 2.19 Glycosylierungsmethode nach Bert Fraser-Reid[!%*) und der Mechanismus der Umsetzung.[!7"]
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3. Aufgabenstellung und Planung der Arbeit

Neue Strategien zur Entwicklung von Derivaten der Muraymycin-Antibiotika mit

verbesserter biologischer Aktivitat

3.1 Neuartige Muraymycin-Prodrugs

3.1.1 Aufgabenstellung

Viele der bisher synthetisch dargestellten Muraymycine und deren vereinfachte Analoga, wie
das von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern generierte Muraymycin D2 22 und das in der
Arbeitsgruppe Ducho synthetisierte 5'-Desoxy-Muraymycin C4 40, zeigten inhibitorische
in vitro-Aktivitat gegentiber MraY aus B. subtilis beziehungsweise S. aureus. Fir 40 konnte
eine moderate antibakterielle Aktivitat gegen E. coli DH5a festgestellt werden, wobei fur das
Muraymycin D2 22 kaum antibakterielle Aktivitat gegen S. aureus, E. faecalis und E. faecium
gezeigt werden konnte (MIC > 64 pg/mL).*™ Dies legt die Vermutung nahe, dass diese
Nucleosid-Antibiotika durch ihre Polaritét eine limitierte Zellgangigkeit aufweisen und nicht
in die Bakterien-Zelle gelangen konnen, um am aktivem Zentrum des Membranproteins
MraY auf der cytosolischen Seite zu binden. Muraymycin-Derivate mit erhohter Lipophilie
sollten die Zellmembran, bestehend aus einer lipophilen Lipid-Doppelschicht, besser
uberwinden koénnen und somit eine hohere antibiotische Aktivitat aufweisen. Um dies zu
uberprifen nahmen Ichikawa, Matsuda und Mitarbeiter Modifikationen mit lipophilen Resten
anstelle des Leucin- beziehungsweise Hydroxy-Leucin-Restes am Muraymycin-Gerust vor.
Dies verbesserte zwar die Minimale Inhibitorische Konzentration, beispielsweise fir eine
eingefiihrte Cis-Alkylkette (MIC =0.25-4 ug/mL gegen die oben genannten Stamme),
beeintrachtigte jedoch die inhibitorische in vitro-Aktivitat gegentber dem Zielprotein MraY
(ICso = 330 nM aus B. subtilis, vgl. ICsp (22) = 10 nM aus B. subtilis).'"*! Somit scheint die
Zellgangigkeit beziglich der antibiotischen Potenz der Muraymycine eine nicht
vernachlassigbare Rolle zu spielen. Die von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern erarbeitete
Strategie zur Erhohung der Lipophilie resultierte jedoch offensichtlich in einer schlechteren
Bindung des Wirkstoffes an das Enzym MraY. Mithilfe des Prodrug-Konzeptes sollte sich
dieses Problem umgehen lassen, da durch lipophile Maskierungen von polaren funktionellen
Gruppen derselbe Effekt einer besseren Aufnahme der Verbindung in die Bakterienzelle
hervorgerufen werden konnte. Nach Freisetzung des Muraymycin-Antibiotikums durch die
Abspaltung der Maskierungsgruppen von zelleigenen Enzymen sollte dieses anschliefend an
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das Target MraY binden konnen, ohne dass die inhibitorische in vitro-Aktivitat verringert
wird. Dieser Ansatz steht im Kontrast zur bisherigen Anwendung von Prodrug-Konzepten bei
antimikrobiellen Wirkstoffen, wo der Prodrug-Ansatz meist der Verbesserung oraler
Bioverfugbarkeit (Cefditorenpivoxil, Cefpodoximproxetil, vgl. Kapitel 2.6) aber nicht der
bakteriellen Zellaufnahme diente.

Daher sollte die Aufgabe in diesem Teilprojekt vorliegender Dissertation die Darstellung
neuartiger Muraymycin-Prodrugs sein. In dieser konzeptionellen Studie war es zundchst nicht
das Ziel beispielsweise oral applizierbare Wirkstoffe als Antibiotikum zu generieren.
Vielmehr sollte Gberpriuft werden, ob generell eine verminderte Zellgangigkeit der
Muraymycin-Stammverbindungen die schlechte antibiotische Aktivitat hervorrief und sich
diese durch Einfihrung von Maskierungsgruppen und damit erhohter Lipophilie verbessern
lieR. Zudem sollten erste Stabiltatstests dieser Verbindungen durchgefuhrt werden. Der
Ansatz einer Synthese sollte in einen von Ducho und Mitarbeitern erarbeiteten dreiteiligen
Ansatz!"*** zur stereoselektiven Darstellung von Muraymycin-Analoga eingebaut und somit
modular gestaltet werden. Als S&ure-Maskierungsgruppen wurden Pivaloyloxymethyl-
(POM)-Gruppen  verwendet, da eine Einfuhrung auf einfachem Wege (ber
Alkylierungsreaktionen gelingen und diese Gruppe auch eine gewisse Sdure- und Base-
Stabilitdt gegenuber den entsprechenden Reaktionsbedingungen aufweisen sollte. Als
Verbindung einer ersten Generation sollte zundchst ein verkirztes Muraymycin-Prodrug 72

dargestellt werden, welches durch eine abschlieBende Acetyl-Gruppe nachahmen sollte, dass

OH OH

73: R' = POM, R? = POM
74:R'=POM, R?=H
75:R'=H, R2= POM
76:R'=H,R?=H

NH,

Abb. 3.1 Die Zielverbindungen vorliegender Arbeit: Das Bis-POM-Prodrug 73, die Mono-POM-Prodrugs 74
und 75, die freizusetzende Stammverbindung 76 sowie das verkiirzte Muraymycin-Prodrug 72.
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in Muraymycinen vollstdndiger Lange weitere Aminoséduren folgen (Abb. 3.1). Basierend auf
dieser Verbindung 72 sollte der generelle Einfluss eines POM-Esters im Molekil in
Stabilitatstests geklart werden, da es in der Literatur auch Prazedenz fir die biologische
Aktivitat verkiirzter Muraymycin-Analoga gibt.[*® Entgegen dieser Feststellung wurde in den
letzten Jahren in der Arbeitsgruppe Ducho festgestellt, dass solche Analoga nur sehr
schwache bis keine antibakterielle Aktivitat aufweisen. Aus diesem Grunde sollten in
vorliegender Arbeit weitere Muraymycin-Prodrugs, sowie die Muraymycin-Analoga in den
anderen beiden Teilprojekten dieser Dissertation (vgl. Kapitel 3.2 und Kapitel 3.3) mit
vollstandiger Peptidkettenlange dargestellt werden.

Die Darstellung einer Reihe von POM-maskierten Prodrugs der zweiten Generation basierend
auf Muraymycinen in voller Lange sollte drei verschiedene Wirkstoffe 73, 74 und 75
beinhalten (Abb. 3.1), die sich in der Art und Weise der POM-Maskierung unterscheiden
sollten. Aufgrund der leichteren synthetischen Zuganglichkeit wurde die nicht-proteinogene
Aminosaure Epicapreomycidin durch L-Lysin ersetzt, Leucin anstelle von Hydroxy-Leucin
genutzt, sowie auf die 5'-Desoxy-Modifizierung zuruckgegriffen. Fur die Stammverbindung
76, die bereits erfolgreich in der Arbeitsgruppe Ducho dargestellt werden konnte und diese
Modifikationen aufwies, war zuvor bereits eine inhibitorische in vitro-Aktivitat gegen MraY
bestimmt worden (ICsp = 2.5 £ 0.6 uM, MraY aus S. aureus). Die POM-Maskierungsgruppen
sollten nach Eintritt in die Bakterienzelle von zelleigenen Esterasen gespalten und die
biologisch aktive Stammverbindung 76 auf diese Weise freigesetzt werden. Die Synthese
dieser Referenzverbindung 76 sollte nachvollzogen werden um die Reihe zu vervollstandigen
(Abb. 3.1). Auf diese Weise sollte in anschlieBenden Aktivitats- (ICs, MIC) und
Stabilitatstests (Puffer, Plasma, Serum, N&hrmedium, Zelllysat, Esterase) uberpruft werden,
inwiefern eine Maskierung im Allgemeinen sowie eine Maskierung an unterschiedlichen

Stellen im Molekdl zu einer verbesserten Zellgangigkeit beitragen konnte.

3.1.2 Planung und retrosynthetische Betrachtungen

Aus retrosynthetischer Sicht sollte lediglich der letzte Teil des dreiteiligen Syntheseansatzes
fehlen und sich das verkiirzte Prodrug 72 mithilfe einer reduktiven Aminierung aus dem
primaren Amin 77 und dem neuartigen L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 78 und anschlieender
globaler saurer Entschiitzung darstellen lassen (Abb. 3.2). Die Nucleosyl-Aminosaure 77

[143,144]

sollte mithilfe einer Wittig-Horner-Reaktion gefolgt von einer homogenen

asymmetrische Hydrierung™9*® mittels eines chiralen Katalysators aus dem Uridin-5"-
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Abb. 3.2 Retrosynthese des verkiirzten Muraymycin-Prodrugs 72.

Aldehyd 35 und einem neuartigen N-Cbz-geschutzten POM-Ester-Phosphonat 79 aufgebaut
werden. Die Bedingungen dieser Reaktionen waren bereits in der Arbeitsgruppe Ducho
etabliert.*>*%  Einen Schliisselschritt dieser Synthese sollte die anschlieBende

hydrogenolytische Cbz-Entschitzung darstellen, die das Amin 77 liefern wirde, da nicht
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vorhergesagt werden konnte, wie sich ein primares Amin mit der POM-Gruppe im Molekiil
verhalten wirde (Abb. 3.2).
Das neuartige POM-Ester-Phosphonat 79 sollte aus dem bereits in der Arbeitsgruppe Ducho

dargestellten korrespondierenden Methylester-Phosphonat 80 generiert werden, indem dieses

o]

o) o) /g
R2 N ‘
0 ,
OH OH
73: R' = POM, R? = POM
74:R"'=POM, R?=H

75:R'=H, R2 = POM
76:R'=H,R?=H

H H
R\O N\[]/N//' OH
o) + H5N
83: R = POM TBDMSO OTBDMS
86: R = Bn 84: R =POM
85: R =t-Bu NHBoc 87: R =t-Bu

H
N (0] +
CbzHN ~NF
(0]
88 TBDMSO OTBDMS
77: R = POM
43: R =t-Bu
U (@]
O f‘\NH
CbZHN\§)J\O,R N/go
(@]
O—-P=0 + AN
/] O
O\
79: R = POM TBDMSO OTBDMS
44: R ={-Bu 35

Abb. 3.3 Retrosynthese der Muraymycin-Prodrugs 73, 74 und 75 sowie der freizusetzenden
Stammverbindung 76.
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nach Verseifung mit Pivaloyloxymethylchlorid oder Pivaloyloxymethyliodid umgesetzt
werden sollte. Der neuartige Aldehyd 78 sollte sich ausgehend von N-Acetyl-L-leucin 81 und
Amin 82 darstellen lassen (Abb. 3.2).

Der benétigte Uridin-5'-Aldehyd 35 sollte ausgehend von Uridin 1 nach einer bekannten
Strategie mittels Tris-TBDMS-Schitzung, selektiver 5'-Entschitzung und Oxidation
dargestellt werden (ohne Abbildung).™3!"? Dieser sollte nachfolgend fiir alle dieser Arbeit
zugrunde liegenden Darstellungen von Muraymycinen genutzt werden.

Die POM-Ester-Muraymycin-Prodrugs 73, 74 und 75, sowie die freizusetzende
Stammverbindung 76 sollten in einer Peptidkupplung mit anschlieBender globaler saurer
Entschiitzung dargestellt werden (Abb. 3.3).*% Fiir das Bis-POM-Prodrug 73 sollten dazu
das neuartige POM-modifizierte Harnstoffdipeptid 83 und das primére Amin 84 zum Einsatz
kommen. 83 sollte ausgehend von L-Valin und L-Lysin in einer Harnstoffkupplung als
Schlisselsschritt dargestellt werden (ohne Abbildung). Fur das Mono-POM-Prodrug 74, bei
dem die Carboxyl-Gruppe am Nucleosyl-Aminosaure-Motiv POM-maskiert ist, sollte das
primare Amin 84 und als Harnstoffdipeptid Verbindung 85 genutzt werden, welches in der
Arbeitsgruppe Ducho bereitgestellt wurde. Je nach Stabilitat des eingebauten POM-Esters
konnte auch das Benzylester-Harnstoffdipeptid 86 flr die Peptidkupplung genutzt werden,
welches sich auf analoge Weise wie Verbindung 83 darstellen lassen sollte. Dabei kann in
einer zweistufigen Entschitzung die Benzylgruppe hydrogenolytisch gespalten und bei der
sauren Entschutzung auf wesentlich mildere saure Bedingungen zuriickgegriffen werden. Flr
das Mono-POM-Prodrug 75 mit einer an der Peptidkette terminalen POM-Maskierung sollten
das Harnstoffdipeptid 83 und das primare Amin 87 Anwendungen finden. Die freizusetzende
Referenzverbindung 76 sollte aus den jeweils tert-Butyester-geschiitzten Vorlaufern 87 und
85 generiert werden (Abb. 3.3). Ob die POM-Ester den sauren Bedingungen der globalen
Entschiitzung standhalten wirden, sollte im Verlauf dieser Arbeit geklart werden. Sollte dies
nicht der Fall sein, missten die Bedingungen hin zu einer milderen Entschitzung optimiert
werden.

Die weitere Synthese sollte analog zum verkirzten Muraymycin-Prodrug realisiert werden,
wobei anstelle des Aldehyds 78 der Aldehyd 88 genutzt werden sollte, der in der
Arbeitsgruppe Ducho bereitgestellt wurde. Fur die Generierung der tert-Butylester-
geschiitzten Nucleosyl-Aminosaure 43M% konnte in der Wittig-Horner Reaktiont***** das
Phosphonat 445148 genutzt werden, dessen Synthese bereits in der Arbeitsgruppe Ducho
etabliert war. (Abb. 3.3).
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3.2 Propylverlinkte aminoribosylierte Muraymycin-Analoga

3.2.1 Aufgabenstellung

Wie beschrieben wurden in der Arbeitsgruppe Ducho Synthesestrategien zu vereinfachten
5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga wie dem 5'-Desoxy-Muraymycin C4 40 etabliert.'*4
Ausgangspunkt der Entwicklung dieser synthetisch leichter zugénglichen Analoga war die
Erkenntnis, dass die Aminoribose-Einheit an der 5'-Position nicht in allen biologisch aktiven
Muraymycinen vorhanden ist und dass auch die 5'-Hydroxy-Funktion nicht essentiell fiir die
Bindung an MraY zu sein schien.''] 5-Desoxy-Muraymycin C4 40 weist eine deutliche
inhibitorische Aktivitat gegeniiber MraY aus S. aureus (ICsp = 95 = 19 nM) auf, die ca. halb
so gut wie die des Nucleosid-Antibiotikums Tunicamycin (ICso =42 =16 nM, MraY aus
S. aureus) ist. Die Aminoribose leistet jedoch offensichtlich einen Beitrag zur Bindung an
MraY, da die inhibitorische Aktivitat fir Muraymycin D2 22 hoher ist, wobei die Werte auf
der Grundlage unterschiedlicher Assays nur schwer vergleichbar sind.[*"!

In diesem Teilprojekt vorliegender Dissertation sollten daher stereoselektive und effiziente
Darstellungen des (6'S)-konfigurierten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogons 89 und des (6'S)-konfigurierten N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogons 90 mit neuen Gerdiststrukturen entwickelt werden (Abb. 3.4), um weitere
Einblicke in die Rolle der Aminoribose und in die Signifikanz ihrer Position innerhalb des
Molekils zu erlangen. Diese Verbindungen sollten synthetisch leichter zuganglich sein als
naturstoffanaloge aminoribosylierte Muraymycine. Fur die Positionierung der Aminoribose-
Einheit in 89 spricht die Cokristall-Struktur von MraY mit Muraymycin D2 22, die

0]
L
N
0._0 |
N

H
O . 4 O NS S
HO NN N 51
Al N R
o} o}
OH OH
NH,

89:R'"=X R?=H
91:R'=Y, R?2=H
90: R'=H,R2=X

92:R'=H,R2=Y
H2N O ’
o W
OH OH Y= Ho Y

Abb. 3.4 Synthese der propylverlinkten aminoribosylierten Muraymycin-Analoga.
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hinreichenden Platz in der Umgebung des 6'-Amins suggeriert.l'®! Fur die Struktur von 90
spricht die berichtete biologische Aktivitat einiger Uracil-modifizierter Muraymycin-
Analoga.®  Analog zu den Prodrugs (vgl. Kapitel 3.1.1) sollten auch hier die
Vereinfachungen des Analogons 76 angewendet werden. Das Aminoribose-Motiv sollte Gber
einen Propylrest als Spacer an das Molekil gebunden werden, um eine Beweglichkeit der
Aminoribose-Einheit und eine gewisse konformationelle Flexibilitat der Muraymycin-
Analoga fir die Bindung an das Enzym zu gewahrleisten. Da zum Zeitpunkt des Designs der
Verbindungen keine Information Uber die Lage des Inhibitors im aktiven Zentrum von MraY
vorlag, sollte auf diese Weise sichergestellt werden, dass der Aminoribose-Rest eine optimale
Position im aktiven Zentrum des Enzyms einnehmen kann. Als Referenzverbindungen sollten
zusétzlich die desaminoribosylierten Muraymycin-Analoga 91 und 92 dargestellt werden, die
nur den Propyllinker mit primérer Hydroxy-Funktion beinhalten sollten, um den Einfluss der
Aminoribose genauer einzugrenzen und den generellen Einfluss von Substituenten in 6'-N-
und N3-Position zu evaluieren (Abb. 3.4).

3.2.2 Planung und retrosynthetische Betrachtungen

Dem etablierten stereoselektiven Syntheseansatz folgend (vgl. Kapitel 3.1.2) sollten auch im
zweiten Teilprojekt der Dissertation die aminoribosylierten und desaminoribosylierten
Verbindungen 89, 90, 91 und 92 retrosynthetisch betrachtet tber eine Peptidkupplung mit
dem Harnstoffdipeptid 85 mit anschlieRender globaler saurer Entschiitzung erhalten werden
(Abb. 3.5).%2 Dabei war man sich bereits der Labilitat der acetalisch-glycosidischen
Bindung aufgrund der besonderen Exponiertheit der Aminoribose am Propyllinker aus
Vorarbeiten bewusst.*”® In zu entwickelnden mild sauren Bedingungen sollten dabei die
aminoribosylierten  Zielverbindungen 89 und 90  dargestellt  werden. Die
desaminoribosylierten Referenzverbindungen 91 und 92 sollten Uber harschere saure
Entschitzungsbedingungen unter Spaltung der glycosidischen Bindung zugénglich gemacht
werden.

Die entsprechend verkiirzten 6'-N- und N3-aminoribosylierten Vorldufer 93 und 94 sollten
ausgehend von der Nucleosyl-Aminosaure 43 dargestellt werden (Abb. 3.5). Fur das 6'-N-
modifizierte Analogon 93 sollten dabei zwei aufeinander folgende reduktive Aminierungen
mit dem in der Arbeitsgruppe Ducho bereitgestellten Aldehyd 88 und dem Aminoribose-
abgeleiteten Aldehyd 95 nach den etablierten Reaktionsbedingungen zum Einsatz

kommen.[*? Dabei war aus Vorarbeiten bekannt, dass die Umsetzung nur gelang, wenn eine
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Reaktion zuerst mit 95 und anschlieRend mit 88 erfolgte.*”® Fur den N3-modifizierten
Vorlaufer 94 sollte ebenfalls die reduktive Aminierung mit Aldehyd 88 erfolgen, die
Nucleobase jedoch anschliefend in einer Alkylierung mit Tosylat 96, das sich aus dem
Aminoribose-abgeleiteten Aldehyd 95 darstellen lassen sollte, aminoribosyliert werden
(Abb. 3.5). Der Aldehyd 95 sollte sich wiederum ausgehend von D-Ribose in einer einfachen
etablierten Schutzgruppenstrategie™! gefolgt von einer Glycosylierung mit anschlieRender
Ozonolyse als Schlisselschritte darstellen lassen (ohne Abbildung). Die Darstellung der
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Abb. 3.5 Retrosynthese der aminoribosylierten Muraymycin-Analoga 89 und 90
sowie der desaminoribosylierten Referenzverbindungen 91 und 92.
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Nucleosyl-Aminosiaure 43 sollte auf bekannte Weise!™*” und unter analogen
Reaktionsbedingungen wie in der Synthese der Muraymycin-Prodrugs erfolgen
(vgl. Kapitel 3.1.2).

3.3 Das (5'S,6'S)-konfigurierte 5'-aminoribosylierte Muraymycin-
Analogon 97

3.3.1 Aufgabenstellung

Da die 5-Aminoribose in den meisten biologisch aktiven Muraymycin-Naturstoffen
vorhanden ist, sollte im dritten Teilprojekt vorliegender Dissertation das (5'S,6'S)-
konfigurierte 5'-aminoribosylierte  Muraymycin-Analogon 97, ein Lysin-Analogon von
Muraymycin D2 22, synthetisiert werden (Abb. 3.6). In anschliefenden Tests sollte die

NH, Struktur-Aktivitats-Beziehung

O sich nur durch die fehlende

HO Q durch  Vergleich mit der

HO OO fj\/tl Referenzverbindung 76, die

HO)O‘:LH\H/H/" O)NjWHN/\/\HM Aminoribose von Verbindung
0 H o OH OH 97 unterscheiden sollte, weiter

erforscht werden. An dieser

Stelle erhoffte man sich

Abb. 3.6 (5'S,6'S)-5"-aminoribosyliertes Muraymycin-Analogon 97. weitere  Einblicke i die
Relevanz der Aminoribose in

Muraymycin-Antibiotika. Erste Versuche zur Glycosylierung von 5'-B-Hydroxy-Nucleosyl-
Aminosauren wurden in Grundziigen bereits in der Arbeitsgruppe Ducho durchgefiihrt. Die
gewahlten Bedingungen stellten sich jedoch als ungeeignet fir die Glycosylierung bei
vorliegendem Schutzgruppenmuster aus tert-Butylestern und TBDMS-Ethern heraus.[*"”
Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte daher eine Glycosylierungsstrategie erarbeitet
werden, wobei verschiedene im Kenntnisstand beschriebene Glycosylierungsmethoden

(vgl. Kapitel 2.7) Anwendung finden kénnten.
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3.3.2 Planung und retrosynthetische Betrachtungen

Auch im letzten Teilprojekt sollte die im Zuge der Retrosynthese der Muraymycin-Prodrugs
(vgl. Kapitel 3.1.2) beschriebene, etablierte Strategie aus Peptidkupplung von Amin 98 mit
Harnstoffdipeptid 85 und reduktiver Aminierung der (5'S,6'S)-aminoribosylierten Nucleosyl-
Aminosaure 99 mit dem Aldehyd 88 zum Einsatz kommen (Abb. 3.7).%2

Die (5'S,6'R)-Nucleosyl-Aminoséure 100 sowie das Threonin-Derivat 101, welches die
(5'S,6'S)-Stereochemie des Naturstoffes widerspiegelt, sind an dieser Stelle ebenfalls
abbgebildet. Die zu entwickelnde Glycosylierung sollte anhand dieser synthetisch einfacher
zuganglichen Derivate etabliert werden, was fur 100 in der (5'S,6'R)-5-aminoribosylierten
Nucleosyl-Aminoséure 102 resultieren sollte. Aufgrund der zum damaligen Zeitpunkt nicht
bekannten Glycosylierungsmethode von Kurosu und Mitarbeitern aus dem Jahr 2016 in der
Syntese des Muraymycin D1 30,1 konnte nicht auf diese zuriickgegriffen werden. Eine von
Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern genutzte Methode in der Generierung des Muraymycin
D2 22124127 erforderte in der Synthese der aminoribosylierten Nucleosyl-Aminoséure eine
hohe Anzahl von Stufen. Nach Studien in der Arbeitsgruppe Ducho verlief eine
asymmetrische Aminohydroxylierung nach Sharpless in maRigen Ausbeuten und nicht
vollstandig diastereoselektiv. Der Schutzgruppentausch nach der Glycosylierung vom
Methylester auf den tert-Butylester, welcher in der Glycosylierung nicht toleriert wurde,
lieferte ebenfalls nur moderate Ausbeuten.*”™ Aus diesem Grund sollte auch diese Methode
umgangen werden und eine neu erarbeitete Glycosylierungsmethode schlieBlich auf die
(5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 33 Ubertragen werden (Abb. 3.7). Dabei ist die zu kuppelnde
Aminoribose an dieser Stelle noch unbeziffert und am anomeren Zentrum mit einem X
versehen, da verschiedene Glycosylierungsmethoden getestet werden sollten. Das
Aminoribose-Derivat sollte sich in einer einfachen etablierten Schutzgruppenstrategie
ausgehend von D-Ribose 103 aufbauen lassen (Abb. 3.7).122%

Die beiden Nucleosyl-Aminoséuren 33 und 100 sollten sich anhand von bereits in der
Arbeitsgruppe Ducho etablierten Synthesesequenzen ausgehend von den trans-Epoxiden 34
und 104 darstellen lassen.™®21% AbschlieBend sollten diese beiden Schliisselverbindungen
wiederum vom Uridin-5'-Aldehyd 33 ausgehend uber stereoselektive Schwefel-Ylid-
Reaktionen zuganglich sein (Abb. 3.7).1%
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Abb. 3.7 Retrosynthese des (5'S,6'S)-5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 97 sowie
der (5'S,6'R)-Nucleosyl-Aminosdure 100 und Threonin-Derivat 101 als Testverbindungen.
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4. Resultate und Diskussion

Fur die Darstellung der Ergebnisse ist das folgende Kapitel in der Form gegliedert, dass
zundchst die Einzelbausteine nach Substanzklassen hin zu komplexeren Intermediaten und
Referenzverbindungen abgehandelt werden (Kapitel 4.1 - 4.9). Anschliefend werden die
einzelnen Teilbereiche der Aufgabenstellung behandelt, namentlich die Muraymycin-
Prodrugs (Kapitel 4.10), die propylverlinkten aminoribosylierten Muraymycin-Analoga
(Kapitel 4.11), sowie das 5'-aminoribosylierte Muraymycin-Analogon 97 inklusive
Glycosylierungsstudien  (Kapitel 4.12), jeweils mit biologischer Evaluierung der
Zielverbindungen. Einige Ergebnisse wurden im Rahmen der von mir betreuten

Bachelorarbeiten von Mengxi Shi und Marcel-André Cassano erarbeitet.!'"®*""]

4.1 Synthese von Reagenzien und Bausteinen

4.1.1 Synthese von Reagenzien

Bei der literaturbekannten Synthese von 2-lodoxybenzoesaure (IBX) 105, eines milden
und etablierten Oxidationsmittels zur Herstellung von Aldehyden, (Abb. 4.1) wurde aufgrund
des explosiven Verhaltens des weilRen Feststoffes mit &ulerster Vorsicht gearbeitet. Eine
waéssrige Schwefelséure-haltige Losung von Kaliumbromat wurde portionsweise mit
2-lodbenzoesdure 106 versetzt, was als deutlich sicherer galt als eine umgekehrte
Vorgehensweise. Nach Filtration und mehrtagiger Trocknung konnte auf diese Weise das IBX
105 in einer Ausbeute von 94% in exzellenter Reinheit dargestellt werden, wobei der genaue
Mechanismus der Umsetzung bis heute nicht bekannt ist.

Als Feststoff-gestutzte Base wurde aus 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) 107 das
Polymer-Supported 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (PS-DBU) 108 generiert (Abb. 4.1).

KBrO3, HZSO4 HO /S
I Hzo \|//O \S ~
©i 2h, 65 °C @O "o
COOH A10 MeOTf
94% o
106 105 CH,Cl,
Et,0
G@ﬂu 48 h, Rt
n-BuLi quant.
THF
® ©
R/ N— \S/S\ OTf
ey N |
2.5d, Rt
108 109

Abb. 4.1 Synthese der Reagenzien IBX 105, PS-DBU 108 und DMTST 109.
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Dabei wurde eine publizierte Vorschrift verwendet,:’® in der DBU 107 bei -78 °C mit
n-Butyllithium versetzt, Merrifield-Harz hinzugegeben und nach langsamem Auftauen 3 d
geriihrt wurde. Um die Beladung zu bestimmen wurde das PS-DBU mit Bromthymolblau als
Indikator titriert.

Als Aktivierungsreagenz von Glycosyl-Donoren flr Glycosylierungsreaktionen —mit
Thioglycosiden wurde Dimethyl(methylthio)sulfoniumtrifluormethansulfonat (DMTST) 109
nach einer literaturbekannten Methode synthetisiert.**"! Dabei wurde Dimethyldisulfid 110
mit Methyltriflat versetzt, das DMTST 109 nach 48 h mit Diethylether ausgefallt und in
quantitativer Ausbeute erhalten. Da DMTST 109 zum Zerfall neigt und einen Schmelzpunkt
nur knapp Uber der Raumtemperatur aufweist, wurde es meist frisch vor jeder Reaktion

dargestellt oder nur wenige Tage unter Inertgas bei -26 °C gelagert.

4.1.2. Synthese von Bausteinen

4.1.2.1. Synthese von Pivaloyloxymethyliodid (POM-I)

Zur Veresterung von Carbonsduren zu diversen Pivaloyloxymethyl-(POM)-estern wurde das
weniger reaktive Pivaloyloxymethylchlorid (POM-CI) 111 mittels einer Finkelstein-Reaktion,
in der POM-CI 111 mit Natriumiodid umgesetzt wurde, in das &uferst reaktive
Pivaloyloxymethyliodid (POM-I) 112 tiberfiihrt.™®! Nach Destillation wurde das gewiinschte

0] Nal 0]
CHZCN
>Hko/\c:| — o
20 h, Rt
111 63% 112

Abb. 4.2 Synthese von Pivaloyloxymethyliodid (POM-I) 112.

POM-I 112 in einer moderaten Ausbeute von 63% erhalten (Abb. 4.2). Da die Zielverbindung
zu Zerfall und Radikalbildung neigt, wurde unter Lichtausschluss gearbeitet und das Produkt
unter Inertgas bei -26 °C gelagert. Die moderate Ausbeute liel sich durch Verluste bei der
Vakuumdestillation erklaren, aufgrund ausreichender Substanzmengen wurde jedoch auf eine

Optimierung verzichtet.

4.1.2.2. Synthese von 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113

Zur Alkylierung von Nucleosyl-Aminosdure-Spezies mit kurzkettigen Aziden wurde das

3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113 von Acrolein 114 ausgehend aufgebaut. Dieses wurde
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nach einer publizierten Synthese mit einer waéssrigen Natriumazidlésung in Essigsaure
umgesetzt.['®*? Das 3-Azidopropanal 115 konnte in einer diirftigen Ausbeute von 17% als
leichtflichtige und instabile Flussigkeit erhalten werden, die umgehend in den

korrespondierenden Alkohol, das 3-Azidopropanol 116, umgewandelt wurde (Abb. 4.3).

NaN3 NaBH4
H,0, AcOH MeOH
NO I N3Mo — > Ng/\/\OH
1h,0°C 1.5h,0°C->Rt
114 17% 115 40% 116
p-TosCl 00
CH,Cl, \\S//
. N3/\/\O/
12d, Rt
62% 13

Abb. 4.3 Synthese von 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113.

Hierzu wurde bei 0 °C mit Natriumborhydrid versetzt und innerhalb von 1 h 15 min auf
Raumtemperatur erwdrmt. Der ebenfalls flichtige Alkohol 115 wurde in einer Ausbeute von
40% erhalten, NMR-spektroskopisch identifiziert und ebenfalls ohne Verzdgerung in das
entsprechende 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113 Gberflhrt. Dabei wurde mit einem leichten
Uberschuss an p-Toluolsulfonsaurechlorid (1.1 Aq.) in Dichlormethan gearbeitet und 12 d
geriihrt, wobei die Ausbeute 62% betrug. Die schlechte Gesamtausbeute der Synthesesequenz
von 4% ist der Instabilitdit der Zwischenstufen in Verbindung mit den wassrigen
Aufarbeitungen und chromatographischen Reinigungen zuzuschreiben, die jedoch eine
Reinheit >95% gewaéhrleisteten. Aufgrund glnstiger kommerziell bezogener Chemikalien und
entsprechender AnsatzgroRen konnte somit auf genug synthetisiertes Material des

3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113 zurtickgegriffen werden (Abb. 4.3).

4.1.2.3 Synthese der L-Threonin-Derivate 101 und 117

Als synthetisch einfach zugéngliche Modellbausteine wurden der N-Cbz-L-Threonin-tert-
butylester 101 flr Glycosylierungsreaktionen und der L-Threonin-tert-butylester 117 fur
reduktive Aminierungen ausgehend von kommerziell erhaltlichem N-Cbz-L-Threonin 118
dargestellt. Das Substrat 118 wurde zunachst in einer Veresterung nach Eschenmoser™®! in
Toluol mit tert-Butanol auf 110 °C erhitzt und anschliefend mit N,N-Dimethylformamid-
dineopentylacetal 119 tber 5.5 h bei dieser Temperatur umgesetzt um die Zielverbindung 101
in einer Ausbeute von 72% zu erhalten (Abb. 4.4). Zur Synthese des L-Threonin-tert-
butylesters 117 wurde die Carbamat-Schutzgruppe in 1 h unter einer Wasserstoffatmosphare
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119 \‘/ H, \‘/ OA>L

HO.__O tert-Butanol 0.0 10% Pd/C 0._0 \N_<
OH Toluol OH MeOH OH / 0
ChzHNY N T CpzHNY N T N N _>T

HoN
5.5h, 110 °C 1h, Rt
72% 97%
118 101 17 119

Abb. 4.4 Synthese der L-Threonin-Derivate 101 und 117.

(1 bar) mit 10% Palladium auf Aktivkohle abgespalten und so die Zielverbindung 117 in einer
exzellenten Ausbeute von 97% erhalten. An dieser Stelle muss jedoch festgehalten werden,
dass erste Versuche dieser Entschutzungsreaktion aufgrund einer tberraschenden Flichtigkeit
und Instabilitat der Zielverbindung 117 mit deutlich niedrigeren Ausbeuten verliefen, sodass
diese zligig umgesetzt oder unter Inertgas und tiefen Temperaturen von -26 °C gelagert wurde
(Abb. 4.4).

4.1.2.4 Weitere wichtige Bausteine

Die fir den Aufbau verschiedener Nucleosyl-Aminosauren wichtigen Sulfonium-Salze, das
tert-Butylester-Sulfonium-Salz 120 und das Indolinamid-Sulfonium-Salz 36 (Abb. 4.5),
wurden durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho in groRen Mengen bereitgestellt™*"”

und mussten nicht erneut synthetisiert werden.

0 o)

’ o ’ o

>‘\O/U\/S§ Br N/lk/sg) Cl
120 36

Abb. 4.5 Die Sulfonium-Salze 120 und 36.

4.2. Synthese von Phosphonaten fir Wittig-Horner-Reaktionen
mit dem Uridin-5'-Aldehyd 35

Die 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosauren in der Synthese vereinfachter 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analoga wurden ausnahmslos unter Zuhilfenahme der bereits in der
Arbeitsgruppe Ducho etablierten Wittig-Horner-Reaktion!****% entsprechender Phosphonate
mit dem Uridin-5'-Aldehyd 35 dargestellt. Neben dem bereits in der Arbeitsgruppe Ducho
synthetisierten tert-Butylester-Phosphonat 44 sollte bei den Muraymycin-Prodrugs das

Phosphonat als Baustein zur Einfuhrung einer Esterase-spaltbaren Pivaloyloxymethyl-
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(POM)-Gruppe als Maskierung der Carboxyl-Funktion dienen. Daraus resultierte das POM-

Ester-Phosphonat 79. Die Synthesen sind im Folgenden dargestellt und erl&utert.

4.2.1 Synthese des N-Cbz-geschltzten tert-Butylester-Phosphonats 44

Das N-Chz-geschiitzte tert-Butylester-Phosphonat 44 wurde einer literaturbekannten
Syntheseroute folgend dargestellt (Abb. 4.6).4*® Da das racemische N-Cbz-geschiitzte
2-Methoxyglycin-Derivat 121 bereits durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho
bereitgestellt worden war, konnte die Synthese von diesem aus begonnen werden. Der

Vollstandigkeit halber ist der erste Schritt der Synthesesequenz, die Umsetzung des

1) CbzNH, PCl,
0 Et,0 o P(OMe)s o
15h, Rt Toluol
HZO.OQJ\OH - CszN\gJ\O/ . CszN\;)ko/
2) HyS0Oq4 6 h, 110 °C 0-P=0
122 MeOH o< 78% S
6 d, Rt O
75% 121 5

0-P=0 2) EEDQ
78 t-BuOH
> MS(4A)

44 CH,Cl,
20 h, Rt

78%

Abb. 4.6 Synthese des N-Cbz-geschiitzten tert-Butylester-Phosphonats 44.

Glyoxylsaure-Monohydrats 122, hier noch einmal in der Abbildung 4.6 aufgefiihrt. Das
2-Methoxyglycin-Derivat 121 wurde in Toluol mit Phosphortrichlorid versetzt, 4 h am
Rickfluss erhitzt, Trimethylphosphit hinzugegeben und weitere 2 h am Ruckfluss geruhrt,
wobei der Methylester 80 in einer Ausbeute von 78% isoliert wurde. AbschlieRend konnte das
Phosphonat 44 in 78% Ausbeute Uber zwei Stufen generiert werden. Dabei wurde der
Methylester 80 zuné&chst bei 15 °C basisch mit Natriumhydroxid in Dioxan innerhalb eines
Zeitraums von 1 h hydrolysiert. Die entstandene freie Carbonséure wurde anschliefend mit
EEDQ in tert-Butanol und Dichlormethan als Cosolvens bei Raumtemperatur aktiviert, um
die tert-Butyl-Schutzgruppe einzufiihren. Ausgehend von Glyoxylsaure-Monohydrat 122
konnte somit das N-Cbz-geschiitzte tert-Butylester-Phosphonat 44 in einer Gesamtausbeute
von 46% Uber 4 Stufen dargestellt werden (Abb. 4.6).
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4.2.2 Synthese des N-Cbz-geschiitzten POM-Ester-Phosphonats 79

Ausgehend von bereits zuvor synthetisiertem Methylester-Phosphonat 80 konnte das N-Cbz-
geschiitzte POM-Ester-Phosphonat 79 in einer zweistufigen Sequenz erhalten werden. Im
ersten Schritt wurde analog zur Synthese des Phosphonats 44 (vgl. Kapitel 4.2.1) der
Methylester 80 verseift. Anschlielend wurde die POM-Gruppe entweder mithilfe von POM-
Chlorid (POM-CI) 111 oder POM-lodid (POM-I) 112 und N,N-Diisopropylethylamin
(DIPEA\) in Acetonitril eingefiihrt.™!

Zunéchst wurde eine Umsetzung des Verseifungsproduktes 123 mit POM-CI 111 angestrebt,
wobei nach 18 d und saulenchromatographischer Reinigung nur eine Ausbeute von 17%
erzielt werden konnte (Abb. 4.7). Dies wurde der schwachen Reaktivitdt des POM-CI 111
zugeschrieben, weshalb daraufhin in einem zweiten Versuch das wesentlich reaktivere POM-I
112 eingesetzt wurde. Dieses wurde in d&quimolaren Mengen mit der Sdure 123 unter Zugabe

von DIPEA zur Reaktion gebracht. Dabei verkirzte sich die Reaktionszeit signifikant, wobei

POM-I 112
DIPEA
CH,CN
’ 1 h, Rt l
63%
O ) (0] O
CbzHN _ NaOH, H,0 CszN\é)J\ ChzHN ~
\ﬁ)J\O Dioxan OH o o
O0-P=0 _  » O0-P=0 0-P=0
/] . . /¢
(ONQ 30 min, 15 °C O\ O
0,
80 96% 123 79
POM-CI 111
DIPEA
CH5CN
18 d, Rt
17%

Abb. 4.7 Synthese des N-Cbz geschiitzten POM-Ester-Phosphonats 79.

nach 2 h eine Ausbeute von 36% erhalten werden konnte. Da noch Reste der eingesetzten
Saure 123 vorhanden waren, wurde in einem dritten Versuch mit Uberschiissen (2.0 Ag.) von
POM-1 112 und DIPEA gearbeitet. Nach 1 h konnte ein vollstdndiger Umsatz beobachtet
werden, jedoch war nach der wassrigen Aufarbeitung eine weitere Verbindung zu sehen, die
auf eine Weiterreaktion des gewinschten Produktes mit den Resten des POM-I 112 beim
Einengen der Reaktionsmischung im Vakuum hinwies. Dies spiegelte sich auch in der
geringeren Ausbeute als zuvor von 29% wider. Diesem Problem sollte auf zwei Arten

entgegengewirkt werden. In einem weiteren Versuch wurde zunéchst am Reaktionsende ein
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Uberschuss an Ammoniumacetat (5.0 Ag.) hinzugefiigt um die Reste des POM-I 112 zu
deaktivieren. Dies fihrte jedoch zu einer Ausbeute von lediglich 13%. Weiterhin wurde in
einem letzten Versuch auf eine Entfernung des Losungsmittels im Vakuum und eine wéssrige
Aufarbeitung verzichtet und das Reaktionsgemisch direkt sdulenchromatographisch gereinigt,
woraus eine verbesserte Ausbeute von 63% resultierte.

Um die Ausbeute weiter zu steigern wurde zudem die Verseifungsreaktion des Methylester-
Phosphonats 80 genauer beleuchtet. Dabei konnte herausgefunden werden, dass eine geringe
Losungsmittelmenge an Dioxan der Ausbeute der freien Sdure zutraglich war. Wichtiger war
jedoch, dass bei der wassrigen Aufarbeitung genauestens auf die korrekte Einstellung des pH-
Wertes auf ein leicht saures Milieu geachtet wurde. Somit konnte fir die Verseifungsreaktion
des Methylesters 80 eine Ausbeute von 96% erzielt werden und das N-Cbz-geschiitzte POM-
Ester-Phosphonat 79 in einer Gesamtausbeute von 60% Uber zwei Stufen dargestellt werden
(Abb. 4.7).

4.3 Synthese von L-Leucin-abgeleiteten Aldehyden fir die

reduktive Aminierung von Nucleosyl-Aminosauren

Fidr einen von Ducho und Mitarbeitern etablierten dreiteiligen Ansatz zur stereoselektiven
Darstellung von Muraymycinen (vgl. Kapitel 2.5.3 und Kapitel 3)[°**3 sollte der zweite Teil
eine reduktive Aminierung von Nucleosyl-Aminosauren mit L-Leucin-abgeleiteten Aldehyden
sein. Dabei sollte der N-Cbz-geschutzte Aldehyd 88 fir die Synthese aller Muraymycin-
Analoga vollstandiger Lange eingesetzt werden, da nach N-Cbz-Entschiitzung weitere
Bausteine an das primdare Amin angehangt werden konnten. Der N-Acetyl-L-Leucin-
abgeleitete Aldehyd 78 sollte in reduktiven Aminierungen mit Nucleosyl-Aminosauren zur
Darstellung von neuartigen Muraymycin-Prodrugs verknupft werden. Mit der Acetylgruppe
sollte in verkirzter Form nachgeahmt werden, dass bei den natirlich vorkommenden

Muraymycinen weitere Aminosauren in der Kette folgen.

4.3.1 Synthese des N-Cbz-geschtitzten L-Leucin-abgeleiteten Aldehyds 88

Der N-Cbz-geschutzte L-Leucin-abgeleitete Aldehyd 88 wurde in Anlehnung an eine
literaturbekannte Synthesesequenz dargestellt (Abb. 4.8)."9® Da das Diethoxopropyl-L-
Leucinamid-Derivat 124 bereits in Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho aus L-Leucin 125

Uber 126 dargestellt worden war, musste nur die letzte Stufe der der Vollstandigkeit halber
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CbzCl 82, HOBt
NagCO3 EDCI
Dioxan, H,0 DIPEA, THF H
B T N OEt
HN” SCOOH g1, 9o  CbzHN” "COOH .\ o " CbzHN ~Y
99% 86% (0] OEt
125 126 124
o7 HCI, H,0
H THF
HZN/\)\O/\ N._~_0
CbzHN
82 o) 45 min, Rt
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Abb. 4.8 Synthese des N-Cbz-geschiitzten L-Leucin-abgeleiteten Aldehyds 88.

abgebildeten Syntheseroute nachvollzogen werden. Im durchgeflhrten letzten Schritt der
Sequenz wurde das Acetal 124 in einer durch Salzséure vermittelten Hydrolyse-Reaktion fir
45 min bei Raumtemperatur in Tetrahydrofuran umgesetzt. Der N-Cbz-geschutzte L-Leucin-
abgeleitete Aldehyd 88 wurde dabei in einer exzellenten Ausbeute von 98% erhalten. Eine

Lagerung des Aldehyds 88 bei -26 °C war problemlos Gber mehrere Monate moglich.

4.3.2 Synthese des N-Acetyl-L-Leucin-abgeleiteten Aldehyds 78

Kommerziell erhaltliches N-Acetyl-L-Leucin 81 wurde zundchst mit 1-Amino-3,3-
diethoxypropan 82 in einer Peptidkupplungsreaktion mit 1-Hydroxybenzotriazol (HOBL),
N-(3-Dimethylamino-propyl)-N'-ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDCI) und
N,N-Diisopropylethlamin in Tetrahydrofuran umgesetzt.™°! Nach 15 h bei Raumtemperatur

konnte das Acetal 127 in zundchst verunreinigter Form erhalten werden. Bei genauerer

(0]
)J\)Njﬁ( H O\/ -
H 0] \/\O(v

o o HOB, EDCI
Pit L DIPEA, THF 127 26% HCI, H,0
N7 >COOH + H,N o —— > N THF
H 18 h, Rt 1h, Rt
81 82 83%
Q H
)J\N N~ -
H o
78 13%

Abb. 4.9 Synthese des N-Acetyl-L-Leucin-abgeleiteten Aldehyds 78.

53



4. Resultate und Diskussion

Analyse deuteten NMR-Spektren auf das Vorhandensein von Resten des 1-Amino-3,3-
diethoxypropans 82 in der Produktmischung hin. Um diesem Umstand vorzubeugen wurden
im Weiteren leichte Uberschiisse (1.05 Ag.) des N-Acetyl-L-Leucins 81 sowie der
Kupplungsreagenzien eingesetzt. Erneut konnte die Zielverbindung 127 nur verunreinigt
synthetisiert werden. In diesem Fall wiesen die *H-NMR-Spektren jedoch einen signifikanten
Aldehyd-Peak auf, was zeigte, dass es sich bei der Verunreinigung um das Zielmolekil der
vorliegenden Synthesesequenz, den Aldehyd 78 handelte. Betrachtete man die Aufarbeitung
der Peptidkupplung mit einem waéssrig sauren Waschschritt, ist dies nicht verwunderlich,
sodass auf diese Weise neben den 26% des Acetals 127 auch 13% des N-Acetyl-L-Leucin-
abgeleiteten Aldehyds 78 isoliert werden konnten. Die vermeintlich geringen Ausbeuten flr
diese Reaktion wurden damit begriindet, dass die Acetylgruppe im eingesetzten Substrat 81
im Vergleich zur N-Cbhz-Schutzgruppe in der Synthese des Aldehyds 88 (vgl. Kapitel 4.3.1)
einen starken Polaritatszuwachs zur Folge hatte. Aufgrund dieser Polaritat ware es einerseits
denkbar gewesen, dass sich die Reaktivitat der eingesetzten Reagenzien anderte, andererseits
konnte moglicherweise nicht die gesamte Menge der synthetisierten Verbindung beim
Extrahieren aus der wassrigen Phase entfernt werden. Auf eine Optimierung der Synthese
wurde jedoch verzichtet, da die erhaltene Substanzmenge fur die folgende Stufe ohne weiteres
ausreichte. AbschlieRend wurde das generierte Acetal 127 in einer Salzséure-vermittelten
Hydrolyse-Reaktion!*®! fiir 1 h bei Raumtemperatur in Tetrahydrofuran umgesetzt, wobei der
N-Acetyl-L-Leucin-abgeleitete Aldehyd 78 in einer guten Ausbeute von 83% erhalten wurde.

Eine Lagerung des Aldehyds 78 bei -26 °C war problemlos tGiber mehrere Monate mdglich.

4.4 Synthese von propylierten Aminoribose-Derivaten flur die

Synthese 6'-N- und N3-aminoribosylierter Muraymycin-Analoga

Die B-Aminoribose ist in einer Vielzahl von isolierten Muraymycin-Naturstoffen tber die
5'-Hydroxy-Funktion an das Muraymycin-Grundgerist gebunden. 2005 berichteten Ichikawa,
Matsuda und Mitarbeiter die Synthese des Ribosyl-Fluorids 15 (Abb. 4.10) als Glycosyl-
Donort*®!  zur  Einfuhrung dieses Aminoribose-Restes in  einer entsprechenden
Glycosylierungsreaktion mit der 5'-Hydroxy-Gruppe von geeigneten Nucleosyl-Aminosaure-
Bausteinen als Glycosyl-Akzeptoren. Vor dem Hintergrund des erheblichen sterischen
Anspruches der acetalischen Isopentyliden-Schutzgruppe erwies sich der Fluorid-Donor 15
zudem als besonders tauglich fir Syl-artige Glycosylierungsreaktionen mit hoher

B-Selektivitat, was Ichikawa, Matsuda und Mitarbeiter im Zuge weiterer Arbeiten zeigen
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konnten.**!  Dennoch erfordert diese Synthesestrategie glycosylierter Nucleosyl-
Aminoséuren eine hohe Anzahl von Syntheseschritten mit teilweise ernuchternden
Ausbeuten. Im vorliegenden Projekt sollte die Einfihrung der Aminoribose synthetisch
wesentlich einfacher Uber das 6'-N- (vgl. Kapitel 4.11.1) beziehungsweise das N3-Atom
(vgl. Kapitel 4.11.2) des Nucleosyl-Aminoséure-Motives zuganglich gemacht werden. Um
eine konformationelle Flexibilitdt dieses Strukturmotives zu gewahrleisten, wurde ein
Propylrest als Spacer eingefiihrt und zundchst das Butenylglycosid (-128 (Abb. 4.11)
generiert. Davon ausgehend konnten der Aminoribose-abgeleitete Aldehyd 95 (Abb. 4.11)
und das Aminoribose-abgeleitete Tosylat 96 (Abb. 4.12) synthetisiert werden. Ersteres wurde
bendtigt, um die Aminoribose in 6'-N-Position der Nucleosyl-Aminosdure im Rahmen einer
reduktiven Aminierung einfihren zu konnen, zweiteres, um eine Verknlpfung mittels

Alkylierung an das N3 der Nucleobase zu erreichen.

4.4.1 Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Aldehyds 95

Zunéchst wurde flr die Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Aldehyds 95 das Ribosyl-
Fluorid 15 einer publizierten Strategie folgend synthetisiert (Abb. 4.10).28] Dabei wurden die
Hydroxy-Funktionen in 2- und 3-Position von D-Ribose 103 mit katalytischen Mengen
Benzolsulfonsdure und 3-Pentanon, welches zugleich als Lésungsmittel diente, als Acetal
geschutzt. Als Cosolvens wurde aufgrund der schlechten Loslichkeit von D-Ribose 103
N,N-Dimethylformamid hinzugegeben. Das bei der Reaktion entstehende Wasser wurde durch
Zugabe von zuvor sorgféltig getrocknetem Magnesiumsulfat aus dem Gleichgewicht entfernt.
Nach einer Reaktionszeit von 12 d bei Raumtemperatur konnte das Acetal 129 in einer
moderaten Ausbeute von 44% erhalten werden. Eine langere Reaktionszeit war der Ausbeute
zutraglich, sodass die Ausbeute nach 19 d auf 57% gesteigert werden konnte. Angesichts der
eingesetzten kommerziell erhéltlichen Chemikalien und des Umstandes, dass es sich bei der
Reaktion um eine Gleichgewichtsreaktion handelte, wurde auf eine weitere Optimierung der
Reaktion verzichtet, da die isolierten Substanzmengen fiir die Folgestufen ausreichend waren.
Im néchsten Schritt erfolgte die Einflihrung einer Azid-Funktion in 5-Position. Dazu wurde
das dargestellte Acetal 129 in Pyridin als Loésungsmittel mit p-Toluolsulfonséurechlorid
versetzt und 18 h bei Raumtemperatur gertihrt. Dabei wurde die Hydroxy-Funktion in
5-Position in das entsprechende Tosylat und damit in eine erheblich bessere Abgangsgruppe
iberfiinrt. Ohne weitere Reinigung wurde das resultierende Ol direkt in der folgenden

Substitutionsreaktion in N,N-Dimethylformamid mit Natriumazid versetzt und fir 16 h auf
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50 °C erwéarmt. Auf diese Weise konnte das Azid 130 in einer Ausbeute von 73% (ber zwei
Stufen erhalten werden. An dieser Stelle muss jedoch festgehalten werden, dass die
Entstehung des cyclischen Nebenproduktes 131 nie ganz unterbunden werden konnte. Dabei
konnte dieses Nebenproduktes 131 je nach AnsatzgrofRe und Temperatur der zweiten Stufe
der Reaktion in unterschiedlichen Verhéltnissen zum Produkt 130, vereinzelt sogar als
saubere Hauptkomponente, erhalten werden. Inwiefern die verschiedenen Faktoren der
Tosylatbildung, der wadssrig sauren  Aufarbeitung und der anschlieRenden
Substitutionsreaktion mit dem Azid bei erhohter Temperatur im Zusammenspiel die Bildung
des cyclischen Nebenproduktes begunstigen konnte nicht abschlieBend gekléart werden. Eine
Generierung des bendtigten Azids 130 in ausreichend grof3en Mengen konnte jedoch mit der
dargestellten Reaktionsfiihrung problemlos sichergestellt werden (Abb. 4.10).

PhSO3H
MgSO, 1) TosCl
HO 3—Pglr\1/h§non HO Tgr;di;t N o
KO?MOH - KO?MOH T, KO?MOH . EO__\(J
SH oH 19d, Rt o 2) NaNj3 oo P
57% DMF
NP 16h,50°C SN NN
103 129 130: 73% 131: 4%
Deoxo-Fluor® 132
§F3 CH20|2
\O/\/N\/\O/ 1h,-30°C
®
Deoxo-Fluor N N .
132 o) (0]
+
(0] OF o.__0O
a-15: 23% B-15: 62%

Abb. 4.10 Synthese der Ribosyl-Fluoride a-15 und -15.

AbschlieBend wurde das Azid 130 mit Bis-(2-methoxyethyl)-aminoschwefeltrifluorid
versetzt, um das entsprechende Ribosyl-Fluorid B-15 zu erhalten. Das eingesetzte Reagenz ist
unter dem Handelsnamen Deoxo-Fluor® 132 als thermisch stabilere Variante des
normalerweise verwendeten Diethylaminoschwefeltrifluorids (DAST) kommerziell erhéltlich.
Nach einer Reaktionszeit von 1h bei -30°C in Dichlormethan konnte neben dem
gewiinschten B-Ribosyl-Fluorid B-15 in einer Ausbeute von 62% auch das entsprechende
a-Anomer o-15 in einer Ausbeute von 23% isoliert werden. Als eindeutiger Beleg flr die
Zuordnung der anomeren Konfiguration konnte die Kopplungskonstante der Protonen in
1- und 2-Position im *H-NMR-Spektrum der beiden Substanzen verwendet werden. Wahrend

beim B-Anomer B-15 flir das anomere Proton ein Dublett aufgrund der 2Jue-Kopplung
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beobachtet wurde, konnte dieses Signal im Spektrum des a-Anomers a-15 eindeutig als
Dublett vom Dublett aufgrund der 2J,=Kopplung und der 3Juu-Kopplung identifiziert
werden. !

Im Folgenden sollte das synthetisierte Ribosyl-Fluorid p-15 als Glycosyl-Donor mit
3-Buten-1-ol 133 als Glycosyl-Akzeptor umgesetzt werden. Die von Ichikawa, Matsuda und
Mitarbeitern  beschriebene B-Glycosylierung mit  Bortrifluorid-Diethylether-Komplex
(BF5Et,0)*? sollte auch hier das gewiinschte B-konfigurierte Olefin -128 als Hauptprodukt
liefern (Abb. 4.11).

In vorangegangenen Arbeiten konnte die Synthese von B-128 bereits optimiert werden.
Dabei wurde das Fluorid p-15 mit dem Alkohol 133 (1.5 Ag.) und Molekularsieb (4 A)
vorgelegt und bei 0 °C mit Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (BF3Et,0) (1.5 Aq.) fir 1.5 h

geruhrt. Mit dieser Methode konnte das gewlinschte Produkt $-128 in einer hervorragenden

[173]

B-Selektivitat und in einer guten Ausbeute von 65% erhalten werden. Die Entstehung des
a-Anomers a-128 konnte nicht beobachtet werden.

Um den Aminoribose-abgeleiteten Aldehyd 95 fir reduktive Aminierungen mit der
Nucleosid-Kernstruktur darzustellen, wurde im Folgenden eine Staudinger-Reduktion mit
anschlieRender N-Boc-Schiitzung durchgefihrt (Abb. 4.11).[*24%] Dag Butenylglycosid p-128
wurde hierfir in einer Mischung aus Toluol und Tetrahydrofuran (1:1) mit
Triphenylphosphan (3.0 Ag.) und Wasser (50 Aq.) versetzt und 13 h auf 50 °C erwarmt.
Unter diesen Bedingungen wurde das primére Amin generiert, das im Eintopfverfahren bei
Raumtemperatur durch die anschlieRende Zugabe von Di-tert-butyldicarbonat (2.0 Ag.) und
Natriumhydrogencarbonat (2.0 Ag.) unmittelbar weiter umgesetzt wurde. Auf diese Weise

133 Nj ~oX. 1)PPhs, Hy,0

o) X :
BF-Et,0 o) THF, Toluol
MS(4A), CH20|2 13 h, 50 °C

0.__0O A~

1 5h,0°C 2) (Boc),0

65% \></ NaHCO3

p-128 1.5 h, Rt

98%
BocHN X Os; BocHN X
o.© CH,Cl, MeOH 0% ©
Pyrdidin, Me,S
0.0 > 0.0
13 h, -78 °C -> Rt
< oo, P =
134 95

Abb. 4.11 Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Aldehyds 95.
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konnte das N-Boc-geschitzte Olefin 134 in einer exzellenten Ausbeute von 98% isoliert
werden.

Einen Schlisselschritt der Route zur Synthese des Aldehyds 95 sollte eine abschlie3ende
Ozonolyse darstellen.[*®® Dazu wurde das Olefin 134 in einer Mischung aus Methanol und
Dichlormethan gel6st und mit Pyridin versetzt. Anschlieend wurde unter Rihren bei -78 °C
fir 1 h Ozon durch die Losung geleitet, bis die Reaktionsmischung geséttigt war, was anhand
der charakteristischen Blaufarbung der Losung festzustellen war. Es wurde Argon eingeleitet,
bis die Losung wieder farblos war. Abschlielend wurde Dimethylsulfid hinzugegeben, um
das resultierende Sekunddrozonid reduktiv zu spalten und den entstandenen Aldehyd vor
weiterer Oxidation zu schitzen. Unter Rihren wurde diese Reaktionsmischung Uber einen
Zeitraum von 12 h langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Es zeigte sich nachfolgend, dass
die Zielverbindung 95 eine hinreichende Stabilitat fir eine séulenchromatographische
Reinigung aufwies und so in einer sehr guten Ausbeute von 86% erhalten werden konnte
(Abb. 4.11). Ausgehend von D-Ribose 103 konnte somit der Aminoribose-abgeleitete

Aldehyd 95 in einer Gesamtausbeute von 14% (ber 7 Stufen erhalten werden.

4.4.2 Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Tosylats 96

Als geeignetes Alkylierungs-Reagenz fir die Einfuhrung der Aminoribose (Uber die
N3-Position der Nucleobase wurde das Tosylat 96 dargestellt. In diesem Zusammenhang
wurde der Aldehyd 95 als Rohprodukt der Ozonolyse von Olefin 134 (vgl. Kapitel 4.4.1)
unverziglich mit Natriumborhydrid bei 0 °C in Methanol versetzt um den entstandenen

1) 03’ CH2C|2, MeOH

Pyridin, Me,S
BocHN » V€2 BocHN N
oc . o XX 13 h, -78 °C -> Rt o 0 OH
; 2) NaBH,; MeOH
0.__© 30 min, Rt 0 O
= 95%
134 135
TosCl
DCM, Pyridin
3d,0°C->Rt
79%
(e}

S
96
Abb. 4.12 Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Tosylats 96.
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Aldehyd direkt zum Alkohol zu reduzieren. Nach 30 min konnte auf diesem Wege der
Alkohol 135 in einer sehr guten Ausbeute von 95% uber zwei Stufen erhalten werden
(Abb. 4.12).12%

Zur Uberfilhrung der Hydroxy-Funktion des primaren Alkohols 135 in eine geeignete
Abgangsgruppe wurde dieser zum Tosylat 96 umgesetzt.!**”! Dazu wurde das Aminoribose-
Derivat 135 in einem abschlieenden Schritt mit p-Toluolsulfonséurechlorid (TosCl) und
Pyridin als Base in Dichlormethan bei 0 °C zur Reaktion gebracht. Die Reaktionsmischung
wurde Uber einen Zeitraum von 2 h auf Raumtemperatur erwéarmt, weitere 3 d geruhrt und das
Aminoribose-abgeleitete Tosylat 96 in einer Ausbeute von 79% erhalten (Abb. 4.12).
Ausgehend vom Olefin 134 konnte somit das Tosylat 96 in einer Gesamtausbeute von 75%
uber drei Stufen erhalten werden.

4.5 Synthese von Aminoribose-Derivaten fur die Glycosylierung

der 5'-Hydroxy-Funktion von Nucleosyl-Aminosauren

Fur die Glycosylierung von (5'S,6'S)-konfigurierten  Nucleosyl-Aminosauren  zu
naturstoffanalogen 5'-aminoribosylierten Muraymycinen (vgl. Kapitel 4.12.3) sollte in
vorliegender Arbeit eine neue Strategie entwickelt werden (vgl. Kapitel 4.12.1). Zuvor war in
der Arbeitsgruppe Ducho bereits die von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern entwickelte und
etablierte Glycosylierungsmethode angewendet worden.™* Mit Bortrifluorid-Diethylether-
Komplex (BFsEt,0) als stark Lewis-saurem Aktivator flihrte diese Methode bereits fiir die
Funktionalisierung von Glycosiden mit primaren Alkoholen zum Erfolg (vgl. Kapitel 4.4.1
und Kapitel 4.5.4). Fir das vorliegende Syntheseproblem, basierend auf dem in der
Arbeitsgruppe Ducho etablierten  Schutzgruppenmuster mit tert-Butyldimethylsilyl-
(TBDMS)- und tert-Butylester-Schutzgruppen, zeigte sich diese Methode jedoch als zu harsch
und damit ungeeignet und resultierte in unbrauchbar geringen Ausbeuten. Eine
Glycosylierungsreaktion sollte einerseits mild genug sein, um sich mit sauer spaltbaren
Schutzgruppen in  Glycosyl-Donor und Glycosyl-Akzeptor kombinieren zu lassen.
Andererseits musste eine neue Strategie auf die Eignung im Zusammenwirken mit dem
sterischen Anspruch des sekundaren Alkohols der Nucleosyl-Aminosaure als Glycosyl-
Akzeptor (berprift werden. Auf diesem Wege wurden verschiedene Methoden mit

verschiedenen Glycosyl-Donoren untersucht, deren Synthesen im Folgenden dargestellt sind.
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4.5.1 Synthese des acetylierten Glycosyl-Donors 136

Die acetylierte-D-Ribose 136, die fir eine Glycosylierungsstrategie, welche von Gravier-

[161 yerwendet werden sollte

Pelletier, Ginisty und Le Merrer beschreiben wurde,
(vgl. Kapitel 4.12.1.1), wurde ausgehend von Azid 130 dargestellt. Hierzu wurde dieses mit

4-Dimethylaminopyridin  (DMAP) und Essigsaureanhydrid in abs. Pyridin umgesetzt

DMAP O

Ac,0
N3 2 N J\
Pyridin O
kO?MOH n io?l
2h,0°C
0 0 18 h, Rt
N 96% N

Abb. 4.13 Synthese des acetylierten Glycosyl-Donors 136.

(Abb. 4.13). Nachdem die Reaktionsmischung 2 h bei 0 °C und anschlieBend fur weitere 18 h
bei Raumtemperatur geruhrt wurde, konnte ohne wéssrige Aufarbeitung eine Ausbeute von
96% erzielt werden. Dass es sich bei der synthetisierten Verbindung zweifelsfrei um die
B-konfigurierte Verbindung handelte, konnte anhand des ‘H-NMR-Spektrums eindeutig
belegt werden, da das Proton am anomeren Zentrum ein Singulett zeigte und somit keine
Kopplung zum benachbarten, in einem nahezu 90° Winkel dazu stehenden, Proton in
2-Position aufwies.

4.5.2 Synthese des Trichloracetimidats 137

Fur eine Glycosylierungsmethode mit Trichloracetimidaten als Glycosyl-Donoren
(vgl. Kapitel 4.12.1.2), wurde die Donorsynthese von Azid 130 aus begonnen. In der ersten
Generation war eine Aktivierung der Alkoholfunktion mit der starken Base Natriumhydrid
von R. R. Schmidt etabliert worden.™? Spater wurde eine wesentlich mildere Aktivierung
mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) 107 entwickelt, die sich auch fur das
vorliegende Syntheseproblem als geeignet herausstellte.’®*! Dabei wurde das Azid 130 bei
Raumtemperatur mit Trichloracetonitril in Anwesenheit der Base DBU 107 zur Reaktion
gebracht (Abb. 4.14). Ohne weitere Aufarbeitung wurde das Trichloracetimidat 137 in einer
sehr guten Ausbeute von 92% erhalten. Nach dem Entfernen des L&sungsmittels trat neben
dem gewinschten Produkt jedoch auch ein schwarz-brauner, hochviskoser, unléslicher
Ruckstand auf, der die sdulenchromatographische Reinigung stark erschwert. Aufgrund einer

generellen  Instabilitit ~ von  Trichloracetimidaten  sollte  zudem  auf  eine
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DBU 107
Cl,CCN
CH,Cl,

1 h 15 min, Rt
Ng Ng OJ\’<CI
O~_.OH 92% ol Lo
96%
<o PS-DBU 108 <

130 Cl3CCN 137
CH,Cl,
2 h, Rt

Abb. 4.14 Synthese des Trichloracetimidats 137.

saulenchromatographische Reinigung verzichtet werden, auch wenn diese fir das
Trichloracetimidat 137 moglich war, wenn sehr ziigig gearbeitet wurde. Aus diesem Grund
wurde eine von Chiara und Mitarbeitern entwickelte Variante!*®”! angewendet, bei der
Polymer-Supported 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (PS-DBU) 108! zum Einsatz kam.
Dieses lieB sich bei der Aufarbeitung abfiltrieren und das gewinschte Trichloracetimidat 137
konnte in exzellenter Ausbeute von 96% isoliert werden. Auch hier zeigte das *H-NMR-
Spektrum ein Singulett fur das Proton am anomeren Zentrum, was bedeutete, dass
ausschlieBlich das B-Anomer gebildet worden war.

4.5.3 Synthese der Thioglycoside a-138 und p-138

Eine weitere milde Mdoglichkeit zur Glycosylierung von Alkoholen stellte die
Thioglycosidmethode dar (vgl. Kapitel 4.12.1.3), wobei ein entsprechendes Vorldauferglycosid
mithilfe von Ethanthiol in eine reaktivere Donor-Spezies uberfuhrt wurde. Unabhéngig von
der Darstellungsweise wurden bei jeder Reaktion sowohl das a- als auch das -konfigurierte
Thioglycosid gebildet. Beide Anomere konnten getrennt und unabhdngig voneinander
charakterisiert werden. Vor dem Hintergrund des erheblichen sterischen Anspruches der
acetalischen Isopentyliden-Schutzgruppe spielte das Anomerenverhéltnis fur die folgende
Snl-artige Glycosylierungsreaktion jedoch keine Rolle, da diese mit hoher B-Selektivitét
verlaufen sollte, was Ichikawa, Matsuda und Mitarbeiter in ahnlichen Umsetzungen zeigen
konnten.!*#*!

Fiir die Synthese der Thioglycoside a-138 und B-138 wurde zunéchst in Anlehnung an eine
literaturbekannte Strategie von Gelin und Mitarbeiternt*®® vom acetylierten Glycosyl-
Donor 136 ausgegangen, der mit Ethanthiol (1.5 Ag.) und Bortrifluorid-Diethylether-
Komplex (BFsEt,0) im Uberschuss (3.0 Ag.) bei 0 °C umgesetzt wurde. Nach 18 h Riihren

bei Raumtemperatur konnte jedoch nur ein Gemisch aus nicht né&her identifizierbaren
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Zersetzungsprodukten isoliert werden. Ein weiterer Versuch mit wesentlich verkirzter
Reaktionszeit (1.5 h), weniger BF3Et,0 (1.5 Ag.) und konstanter Reaktionstemperatur von
0 °C fiihrte zu einer erniichternden Ausbeute von 13% des B-Anomers B-138 (Abb. 4.15).
Dabei wurde noch eine kleine Menge des Eduktes 136 zurtickgewonnen, weshalb diese

Variante verworfen wurde.

EtSH
i BF5-Et,O
MS(3A)
N N
N o O CH,Cl, N o 5T
_—
1.5 h, Rt
\O><O/ 13% (19% brsm) \O><O/
136 B-138
EtSH
BF3Et,O

MS(3A)

CH,Cl, N o
%
Reaktions-

bedingungen

siehe \></
Tab. 4.1 p-138 o-138
Abb. 4.15 Darstellung der Thioglycoside B-138 und a-138.

Tab. 4.1 Reaktionsbedingungen zur Synthese der Thioglycoside «-138 und B-138

Eintrag Aq. BF;Et,0 Ag. EtSH Temperatur Zeit Aufarbeitung Ausbeute

1 1.5 1.5 0°C 2.5h Wassrig 34% B, 22% a
2 1.0 1.3 0°C 15h wassrig 34% B, 10% a
3 1.0 1.5 0°C 15h keine 26% B, 20% o
4 0.9,0.1 1.2 -10 °C 15h wassrig 29% B, 11% a
5 0'2(’).(2)'26.2'2’ 1.5 0°C 4 h wassrig 34% B, 30% a

Da Transformationen zu Butenyl- und Pentenylglycosiden ausgehend vom Ribosyl-
Fluorid B-15 mit modifizierten Bedingungen der von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern
entwickelten Methode!*?"! in vorliegender Arbeit bereits zu guten Erfolgen gefiihrt hatten
(vgl. Kapital 4.4.1 und Kapitel 4.5.4), sollten diese Bedingungen auch an vorliegendem
Syntheseproblem getestet werden (Abb. 4.15). Dazu wurde das Fluorid B-15 zundchst mit
Ethanthiol (1.5Aq.) und BFsEt,0 (1.5Aq.) fir 25h bei 0°C umgesetzt und
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vielversprechende aber optimierbare Ausbeuten von 34% fir B-138 sowie 22% flr a-138
erhalten (Tab. 4.1, Eintrag 1).

Da vermutet wurde, dass ein Uberschuss der starken Lewis-Saure BFsEt,0 auf die Dauer zu
Zersetzung fihrte, wurde eine &quimolare Menge des Aktivators gewahlt, sowie die
Reaktionszeit auf 1.5h verkirzt. Dabei konnte jedoch nur eine im a-Anomer o-138
verschlechterte Ausbeute von 10% erhalten werden (Tab. 4.1, Eintrag 2).

Unter Beibehaltung der verringerten Menge an BF3Et,O, der Temperatur und der
Reaktionszeit wurde der Einfluss der wassrigen Aufarbeitung untersucht, da vermutet wurde,
dass trotz Deaktivierung des BF3Et,O mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung ein
basisch waéssriger Aufarbeitungsschritt einen moglichen Zerfall des aktivierten, instabilen
Thioglycosids bewirken konnte. Deshalb wurde unter gleichbleibender Reaktionsfiihrung die
Reaktionsmischung direkt saulenchromatographisch gereinigt, was jedoch zu einem weiteren
Ausbeuteverlust fuhrte (f-138: 26%, a-138: 20%; Tab. 4.1, Eintrag 3), was das Deaktivieren
von nicht abreagierten Resten des BF3; Et,0 notwendig erscheinen lieR3.

In einem vierten Versuch wurde somit erneut wassrig aufgearbeitet die Reaktionstemperatur
noch einmal auf -10 °C variiert und zunéchst eine substéchiometrische Menge an BF3Et,0
(0.9 Ag.) eingesetzt. Dabei konnte festgestellt werden, dass eine mindestens &quimolare
Menge des Aktivators gebraucht wurde. Erneut fihrte diese Variante jedoch zu einer weiteren
Verschlechterung der Ausbeute hin zu 29% fur B-138 und 11% fir o-138 (Tab. 4.1,
Eintrag 4).

Zuletzt wurde vermutet, dass nicht sofort die ganze zugegebene Menge an BF3Et,O in der
gewilnschten Reaktion abreagierte und auch bei tiefen Temperaturen von -10 °C fir
Zersetzung wahrend der Reaktion sorgte. Daher fiihrte eine Uber eine Reaktionszeit von 4 h
kontrollierte Zugabe des BF3sEt,0 in Portionen bis zu insgesamt 1.0 Aqg. bei einer Temperatur
von 0 °C zur optimierten Ausbeute der beiden Thioglycoside von 34% flr $-138 und 30% fir
a-138 (Tab. 4.1, Eintrag 5). Vor dem Hintergrund des zeitintensiven Screenings der
Reaktionsbedingungen flr die Generierung der aktivierten, instabilen Verbindungen und

aufgrund ausreichender synthetisierter Substanzmengen wurde dies als ausreichend erachtet.

4.5.4 Synthese der Pentenylglycoside a-139 und $-139

Eine weitere Glycosylierungsmethode sah die Verknlipfung der Aminoribose mit dem Uridin-
Grundgerist mithilfe von Pentenylglycosiden vor (vgl. Kapitel 4.12.1.4). Auch in diesem Fall

wurde bei der Generierung des Pentenylglycosides die Bildung beider Anomere beobachtet.
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BF-Et,0
MS(4A)

o F CH,Cl, OPent
AN —— >
* HO
1.5h,0°C OPent

R} e
B-15 Pent = M ;3-139 (x-139

Abb. 4.16 Synthese der Pentenylglycoside 139.

Wie beim Butenylglycosid f-128 (vgl. Kapitel 4.4.1) und bei den Thioglycosiden a-138 und
B-138 (vgl. Kapitel 4.5.3) kam auch hier die bewahrte Umsetzung des Ribosyl-Fluorids B-15
mit einem entsprechenden Alkohol, in diesem Fall dem 4-Penten-1-ol 140, zum Einsatz.**!
Zu einer LoOsung der Edukte in Dichlormethan wurden bei 0°C dquimolare Mengen
Bortrifluorid- Diethylether-Komplex (BFsEt,0) gegeben. Da nach 45 min noch Eduktreste zu
detektieren waren, wurde die Zugabe von BF3Et,O (0.25 Ag.) zweimal nach jeweils 15 min
wiederholt. Auch in weiteren Versuchen zeigte sich, dass dhnlich wie beim Butenylglycosid
B-128 ein Uberschuss von BFsEt,0O (1.5 Ag.) der Ausbeute zutraglich war. Auf diese Weise
konnte das [-Pentenylglycosid B-139 in einer guten Ausbeute von 70% und das
a-Pentenylglycosid 0-139 als Minderkomponente mit 6% Ausbeute isoliert werden
(Abb. 4.16). Wie ein Vergleich zur Synthese der Thioglycoside zeigt, belegte dieses Ergebnis
noch einmal die gute [-Selektivitdt der Glycosylierungsreaktion durch die sterisch
anspruchsvolle acetalische Isopentyliden-Schutzgruppe des Glycosyl-Donors p-15, in
Verbindung mit groRer werdenden Glycosyl-Akzeptoren.

4.6 Synthese von Harnstoffdipeptiden fir die Peptidkupplung zu

Muraymycin-Analoga mit vollstdndigem Grundgerist

Der dritte Teil eines von Ducho und Mitarbeitern etablierten dreiteiligen Ansatzes zur
stereoselektiven  Darstellung  von  Muraymycin-Analoga  (vgl. Kapitel 2.5.3  und
Kapitel 3)l"**32 sollte eine Peptidkupplung von  L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-
Aminosauren mit Harnstoffdipeptiden sein. Die naturstoffanalogen Muraymycine weisen eine
Aminosdure-Sequenz aus L-Valin, Epicapreomycidin und L-Leucin, beziehungsweise (3S)-3-
Hydroxy-L-leucin oder mit Fettsauren verestertem (3S)-3-Hydroxy-L-leucin auf. Dabei liegt
ein Harnstoffmotiv vor, sodass sich die Orientierung zwischen L-Valin und dem nicht-
proteinogenen Epicapreomycidin umkehrt. In Vorarbeiten zu Harnstoffpeptiden in der
Arbeitsgruppe Ducho waren bereits das synthetisch herausfordernde Epicapreomycidin durch
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Abb. 4.17 Das Harnstoffdipeptid 85 und die 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenz 76.

Aminosauren wie zum Beispiel L-Ornithin, L-Lysin oder L-Arginin ersetzt worden.!*#8% |n

der Arbeitsgruppe Ducho zeigte sich weiterhin, dass auch L-Lysin-haltige Muraymycin-
Analoga einerseits gute inhibitorische Aktivitaten aufweisen (ICsq (76) = 2.5 £ 0.6 uM, MraY
aus S. aureus) und es andererseits wahrend der Synthese der Harnstoffdipeptide nicht zu einer
Epimerisierung kam, wie es beim L-Ornithin und L-Arginin der Fall war. 88 |n
vorliegender Arbeit wurden daher alle synthetisierten Harnstoffdipeptide, deren Synthesen im
Folgenden ausfuhrlich dargelegt sind, von einer L-Valin-, L-Lysin-Kombination abgeleitet.

Das an der Saurefunktion des L-Valin tert-Butylester-geschiitzte Harnstoffdipeptid 85 wurde
fur die Synthese der aminoribosylierten Muraymycin-Analoga und die nicht aminoribosylierte
5'-Desoxy-Muraymycin-Referenzverbindung 76 eingesetzt (Abb. 4.17) und durch Vorarbeiten

in der Arbeitsgruppe Ducho bereitgestellt, weshalb die Synthese hier nicht aufgefiihrt
Wird.[127,188]

4.6.1 Synthese des POM-Ester-Harnstoffdipeptids 83

Fur die Pivaloyloxymethyl-(POM)-haltigen Prodrugs sollte neben der Einfuhrung des
Esterase-spaltbaren Motives (ber das entsprechende N-Chz-geschutzte POM-Ester-
Phosphonat 79 (vgl. Kapital 4.2.2) diese auch (ber das entsprechende POM-Ester-
Harnstoffdipeptid mdglich gemacht werden. Auf diese Weise sollten verschieden variierte
POM-Ester Muraymycin-Prodrugs generiert werden (vgl. Kapitel 4.10).

4.6.1.1 Synthese der Thiocarbamate 141 und 142 fur die Harnstoffkupplung

Fur die Harnstoffkupplung zwischen den beiden Aminosduren L-Valin und L-Lysin sind
verschiedene Methoden publiziert.8%:12731 pje Kupplung wurde im Folgenden durch von

L-Valin abgeleitete Thiocarbamate zugéngig gemacht.™?”]
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Abb. 4.18 Synthese der S-Alkylthiocarbamate 141 und 142 fiir die Harnstoffkupplung.

Zur Synthese dieser Verbindungen wurde von kommerziell erhadltlichem N-Cbz-L-Valin 143
ausgegangen, welches in Acetonitril mit POM-lI 112 in Anwesenheit von
N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) umgesetzt wurde. Durch die Anfélligkeit des POM-I 112
fir Zerfall und Radikalbildung wurde zudem unter Lichtausschluss gearbeitet. Nach 1.5 h
konnte der N-Cbz-L-Valin-POM-ester 144 in sehr guter Ausbeute von 95% erhalten werden
(Abb. 4.18). Die Reaktionsbedingungen der anschlielenden hydrogenolytischen N-Cbz-
Entschutzung wurden im Laufe vorliegender Arbeit modifiziert (vgl. Kapitel 4.8.1.1). Es
wurden 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) mit Palladium Black und Trifluoressigsaure (TFA)
(1.0 Ag.) in iso-Propanol genutzt und tber 45 min in quantitativer Ausbeute das L-Valin-
POM-ester TFA-Salz 145 generiert. Die Strategie, das freie Amin als TFA-Salz zu maskieren,
wurde bereits zuvor entwickelt (vgl. Kapitel 4.8.1.2), nachdem festgestellt wurde, dass ein
priméares Amin in Kombination mit einer POM-Gruppe im Molekil zu Nebenreaktionen und
Zersetzung fihrten. Aus TFA-Salz 145 konnten anschlieBend zwei verschiedene
Thiocarbamate, der  N-(S-Methylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 141  und  der
N-(S-Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142, generiert werden (Abb. 4.18). Flr ersteres
wurde das TFA-Salz 145 in einem Gemisch aus ges. wassriger Natriumhydrogen-
carbonatlésung und Ethylacetat gelost und mit dem hydrolyseempfindlichen
Methylchlorthioformiat 146 umgesetzt. Ohne weitere Reinigung konnte der relativ instabile
N-(S-Methylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 141 in sehr guter Ausbeute von 90% erhalten
werden. Auf analoge Weise wurde der N-(S-Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142 in
89% Ausbeute dargestellt, wobei der Vorteil der zweiten Variante darin lag, dass weniger

empfindliches Ethylchlorthioformiat 147 verwendet wurde, was zu einer groReren Stabilitat
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des generierten Thiocarbamates 142 fiihrte. Zudem war 147 kommerziell leichter verfligbar
als das Methylderivat 146.

4.6.1.2 Synthese der L-Lysin-Derivate 148 und 149 fir die Harnstoffkupplung

Um die generierten Thiocarbamate zu einem Harnstoff-Motiv kuppeln zu kdénnen, wurden
entsprechende L-Lysin-Derivate als primdre Amine mit N-Boc-geschitzter Seitenkette und
orthogonal spaltbarer Sdureschutzgruppe generiert. Daraus sollte spater gezielt das
Harnstoffdipeptid als freie S&ure fiir die Peptidkupplung zu Muraymycin-Analoga dargestellt
werden. In der Arbeitsgruppe Ducho war bereits eine Variante mit der orthogonal spaltbaren
TMSE-Schutzgruppe etabliert.*®! Dabei konnte auf den N-Cbz-L-Lysin-(N*-Boc)-TMSE-
ester 150, der bereits in Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho hergestellt worden war,
zuriickgegriffen werden.[#8190191 pje spatere Abspaltung der TMSE-Schutzgruppe mithilfe
von Tetrabutylammoniumfluorid-(TBAF)-Lésung war jedoch nicht trivial und stellte sich
oftmals als problematisch dar. Um dies zu umgehen wurde neben dem L-Lysin-(N*-Boc)-
TMSE-ester 148 ein ansonsten gleiches, an der S&ure jedoch Benzylester-geschiitztes
L-Lysin-Derivat 149, synthetisiert. Bei der spateren hydrogenolytischen Benzylspaltung
sollten die N-Boc-geschiitzte Seitenkette und der saurelabile POM-Ester intakt bleiben.

Fur die Synthese des priméren Amins 148 musste das bereitgestellte vollstandig geschitzte
L-Lysin-Derivat 150 nach den in vorliegender Arbeit modifizierten und etablierten
Bedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.1) hydrogenolytisch N-Cbz-entschitzt werden, was nach dem

Q 1,4-Cyclohexadien Q
CbZHN\.)J\OTMSE Pd Black HZN\.)kOTMSE

i-PrOH
—_—
1h, Rt
quant.
NHBoc NHBoc
150 148
0 CbzCl QOJ\ QOJ\
F HN DMAP, DIPEA FmocHN 20% Piperidin H-oN
moc .QJ\OH el " >0Bn 2 DR/IF )
H 2Ll z n B
4h,0°C 1h, Rt
99% 94%
NHBoc NHBoc NHBoc
151 152 149

Abb. 4.19 Synthese der L-Lysin-Derivate 148 und 149 fiir die Harnstoffkupplung.
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etablierten Protokoll in iso-Propanol mit 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und Palladium Black in
1 h gelang (Abb. 4.19).

Fur das Benzylester-geschitzte primare Amin 149 wurde zundchst kommerziell erhéltliches
N-Fmoc-(N°*-Boc)-L-Lysin 151 Benzyl-geschiitzt, was nach einem Protokoll von de Meijere
und Mitarbeitern durchgefuhrt wurde.'*? Das Edukt 151 wurde dabei mit katalytischen
Mengen 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) (0.1 Ag.) und einem Uberschuss DIPEA (1.5 Aq.)
in  Dichlormethan vorgelegt. Anschlieend wurde bei 0°C eine Lg4sung von
Benzyloxycarbonylchlorid (1.2 Ag.) in Dichlormethan zugetropft und 4 h bei 0 °C geriihrt.
Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte der N-Fmoc-L-Lysin-(N*-Boc)-
benzylester 152 in exzellenter Ausbeute von 99% erhalten werden. Dieser wurde in N,N-
Dimethylformamid mit Piperidin versetzt und innerhalb 1 h auf diese Weise N-Fmoc-
entschiitzt.*®® Der L-Lysin-(N*-Boc)-benzylester 149 konnte in einer sehr guten Ausbeute
von 94% erhalten werden (Abb. 4.19).

4.6.1.3 Harnstoffkupplung und Synthese des POM-Ester-Harnstoffdipeptids 83

Im Folgenden wurde zunéchst das TMSE-Ester-geschutzte L-Lysin-Derivat 148 mit beiden

Thiocarbamaten 141 und 142 in einer Harnstoffkupplung umgesetzt, wobei sich an einer

[127]

publizierten Vorschrift orientiert werden sollte. Diese war in der Arbeitsgruppe

dahingehend modifiziert worden, dass aufgrund der Umweltgefahrlichkeit wvon

148
H SR EtOAc
>HJ\O/\O e % \H/ OTMSE
o) 20 h, Rt
141: R = Me 77% 153: R = Me
142: R = Et 7% 153: R=E

7% t NHBoc

TBAF

THF

o 5h,0°C

21%

H->N
2 \:)J\OTMSE
B (@] (0]
H H
>HJ\O/\O N\H/N\)J\
O z
NHBoc
148 83

NHBoc

Abb. 4.20 Synthese des POM-Ester Harnstoffdipeptids 83.
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Quecksilberbromid stattdessen Silbertrifluormethansulfonat verwendet wurde.™®! Aufgrund
der Affinitat des Silbers zu Schwefel, und da das Trifluormethansulfonat ein Gegenion mit
geringem kovalenten Bindungsanteil zum Kation darstellt, liegt im Prinzip ein solvatisiertes
Silberion vor. Das primdre Amin greift die aktivierte Carbonylfunktion unter
Harnstoffbildung an. Die Thiocarbamate 141 und 142 wurden basierend auf diesen
Erkenntnissen mit dem priméren Amin 148 in Ethylacetat geldst, mit N-Methylmorpholin
(NMM) und Silbertrifluormethansulfonat (AgOTf) versetzt und 20 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die entstandene Suspension wechselte von rosa Uber violett nach grau die Farbe und
das vollstandig geschitzte Harnstoffdipeptid 153 konnte in einer guten Ausbeute von 77%
erhalten werden, wenn mit dem N-(S-Methylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 141 gearbeitet
wurde. Wurde der N-(S-Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142 in der Harnstoffkupplung
eingesetzt, flihrte dies zu einer exzellenten Ausbeute von 97% (Abb. 4.20). Diese Feststellung
unterstrich noch einmal den in der Synthese der Thiocarbamate beobachteten Umstand (vgl.
Kapitel 4.6.1.1), dass das Ethyl-Derivat 142 stabiler als das Methyl-Derivat 141 war. Deshalb
wurde im weiteren Verlauf nur noch auf Thiocarbamat 142 fur weitere Harnstoffkupplungen
zurlickgegriffen. AbschlieRend sollte die TMSE-geschiitzte Carboxylgruppe basisch verseift
und auf diese Weise das POM-Ester-Harnstoffdipeptid 83 generiert werden. Dazu wurde das
vollstandig geschiitzte Edukt 153 in Tetrahydrofuran mit 1 M TBAF-Losung (0.9 Ag.) bei
0 °C zuné&chst fir 2 h umgesetzt. Da noch kein Umsatz beobachtet werden konnte, wurde
erneut TBAF-Losung (0.4 Ag.) hinzugegeben, weitere 2 h bei 0 °C geriihrt, anschlieRend auf
Raumtemperatur erwarmt und ein letztes Mal TBAF-L6sung (0.2 Ag.) hinzugegeben. Auf
diese Weise konnte jedoch kein Produkt 83 isoliert werden. Das Ergebnis wiederholte sich
auch, wenn besonders trocken und mit &quimolaren Mengen an TBAF-L&sung anstatt eines
Uberschusses gearbeitet wurde. Erst als die Temperatur fiir die gesamte Reaktionszeit bei
0 °C gehalten wurde und die Reaktionsmischung direkt ohne wassrige Aufarbeitung
saulenchromatographisch gereinigt wurde ergab sich eine maRige Ausbeute von 21%
(Abb. 4.20). Aus diesen Beobachtungen lieB sich schlieen, dass ein POM-Ester-
derivatisiertes Harnstoffdipeptid nahezu ungeeignet fir die basischen Bedingungen einer
TMSE-Ester Verseifung ist, besonders in Verbindung mit einer wassrigen Aufarbeitung, da
dies zu einem Zerfall des Dipeptids flhrte.

Um diesem Problem aus dem Weg zu gehen sollte, wie schon zuvor erwahnt, der TMSE-Ester
durch einen Benzylester ersetzt werden. Auf diese Weise sollte das POM-Ester-
Harnstoffdipeptid 83 in einer abschlieBenden hydrogenolytischen Abspaltung der

Benzylgruppe erhalten werden. Die Harnstoffkupplung zwischen dem
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Abb. 4.21 Verbesserte Synthese des POM-Ester-Harnstoffdipeptids 83.

N-(S-Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142 und dem L-Lysin-(N*-Boc)-benzylester 149
erfolgte auf analoge Weise wie zuvor (Abb. 4.21). Erneut konnte fur das geschitzte
Harnstoffdipeptid 154 eine sehr gute Ausbeute von 98% erzielt werden. Dieses wurde
abschlieBend in Methanol mit Palladium Black fur 15 min unter einer Wasserstoffatmosphare
geriihrt. Auf diese Weise wurde der Benzylester hydrogenolytisch gespalten und das POM-
Ester-Harnstoffdipeptid 83 ohne weitere Aufreinigung in quantitativer Ausbeute erhalten
(Abb. 4.21). Im Folgenden konnte nun dieses Dipeptid, tber welches der Esterase-spaltbare
POM-Ester ins Molekil eingefuhrt werden konnte, in Peptidkupplungsreaktionen zur

Darstellung von Muraymycin-Prodrugs eingesetzt werden.

4.6.2 Synthese des Benzylester-Harnstoffdipeptids 86

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die in die Muraymycin-Prodrugs
eingefuhrten Esterase-spaltbaren POM-Gruppen eine Anfélligkeit fr die Abspaltung wéhrend
der globalen sauren Entschiitzung, die den letzten Schritt der Synthese darstellte, aufwiesen
(vgl. Kapitel 4.10.2). Tert-Butylester, die normalerweise in friiheren Synthesen von
Muraymycin-Analoga in der Arbeitsgruppe Ducho als sauer spaltbare Schutzgruppe flr das
Harnstoffdipeptid-Motiv eingesetzt wurden, sollten gemieden werden. Im Zuge dieser Arbeit
konnte in Studien zur globalen sauren Entschiitzung gezeigt werden, dass fur die Spaltung des

tert-Butylesters der bei weitem grof3te Anteil an Sdure aufgebracht werden muss (vgl. Kapitel
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Abb. 4.22 Synthese des Benzylester-Harnstoffdipeptids 86.

4.9.2). Fur die Synthese weiterer Muraymycin-Prodrugs sollte daher ein an der Saurefunktion
des L-Valins Benzyl-geschitztes Harnstoffdipeptid 86 generiert werden. In abschlieRenden
zweistufigen Entschutzungen des Muraymycin-Prodrugs sollte dann zunéchst der Benzylester
hydrogenolytisch gespalten werden, bevor mit einem milden sauren Entschiitzungsschritt
abgeschlossen wurde.

Fir die Synthese des Harnstoffdipeptids 86 sollte eine neue, in der Arbeitsgruppe Ducho von
Christian Schutz durchgefiihrte, Methode (ber das Isocyanat 155 des eingesetzten L-Valin-
Derivats 156 etabliert werden.'®¥** Anstatt wie bisher mithilfe von Thiocarbamaten
durchgefuhrt, sollte die Synthese lediglich zwei Stufen anstelle von funf umfassen, da das
generierte L-Valin-lsocyanat 155 abschliefend nur noch mit dem Seitenketten-geschiitzten
L-Lysin-Derivat 157 zum Harnstoffdipeptid 86 umgesetzt werden musste. Auch trat bei dieser
Methode keine in der Vergangenheit bei Harnstoffkupplungen beobachtete Isomerisierung
auf. Da mit hoch giftigem Triphosgen 158 gearbeitet wurde um das Isocyanat 155 zu
generieren, war aullerste Vorsicht geboten. Dies ist zwar als Feststoff leicht zu handhaben,
setzt bei der Reaktion jedoch noch giftigeres Phosgen frei, welches bei einer
Arbeitstemperatur von 0°C als Flissigkeit, bei Raumtemperatur jedoch als dufRerst
aggressives Gas vorliegt. Das kommerziell erhéltliche Benzylester-geschitzte L-Valin 156
wurde in einer Mischung aus Dichlormethan und ges. waéssriger Natriumhydrogen-
carbonatlésung (1:1) unter kraftigem Rihren bei 0 °C mit Triphosgen 158 (0.33 Aq.) in einer
Portion versetzt und fur 15 min kraftig bei 0 °C gerihrt (Abb. 4.22). Da Phosgen keinesfalls
nach Abschluss der Reaktion im Uberschuss vorliegen sollte, wurden genau &quimolare

Mengen eingesetzt. Das Rohprodukt 155 wurde nach Aufarbeitung aufgrund seiner
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Fluchtigkeit nicht im Hochvakuum getrocknet. Aufgrund der zusatzlichen Instabilitit des
generierten O-Benzyl-L-Valin-Isocyanats 155 wurde nur ein *H-NMR-Spektrum zur
Identifizierung der Substanz aufgenommen, welche in guter Reinheit >95% und einer sehr
guten Ausbeute von 96% erhalten wurde.

Das dargestellte Isocyanat 155 wurde anschlieend direkt umgesetzt, daftr in Tetrahydrofuran
geldst und eine Suspension des kommerziell erhaltlichen Seitenketten-geschitzten (N*-Boc)-
L-Lysin 157 in N,N-Dimethylformamid hinzugetropft. Aufgrund schlechter Loslichkeit wurde
N,N-Dimethylformamid im Uberschuss eingesetzt und die Suspension 21 h geriihrt, bis eine
klare Losung entstanden war. Das gewilinschte Benzylester-Harnstoffdipeptid 86 konnte in
guter Ausbeute von 76% isoliert werden (Abb. 4.22).

4.6.3 Synthese des vollstandig entschitzten POM-Ester-Harnstoffdipeptids

159 als Referenzverbindung

Das O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-L-lysin 159 wurde durch eine saure N-Boc-Entschiitzung
des POM-Ester-Harnstoffdipeptids 83 erhalten und sollte in ersten Studien zur Evaluierung
des Einflusses der POM-Gruppe als Esterase-spaltbare Gruppe in einer verkirzten und
vereinfachten Muraymycin-abgeleiteten Verbindung dienen. Dabei sollten vor allem erste
Stabilitdtsmessungen durchgefiihrt werden, die Rickschliusse auf die Stabilitdt von POM-
Gruppen in den darzustellenden Muraymycin-Prodrugs geben sollten. Fir die Entschiitzung
wurde das Harnstoffdipeptid 83 in Tetrahydrofuran geldst, 20% Trifluoressigsaure in Wasser
hinzugegeben und 16 h bei Raumtemperatur geruhrt (Abb.4.23). Bei diesen milden
Entschiitzungsbedingungen der N-Boc-Gruppe, die im Zuge von Studien zur globalen sauren
Entschitzung entwickelt wurden (vgl. Kapitel 4.9.2), blieb die POM-Gruppe intakt. Das
entschiitzte Harnstoffdipeptid 159 konnte nach semipraparativer HPLC-Reinigung in einer
moderaten Ausbeute von 52% erhalten und im Weiteren fur die beschriebenen Studien

eingesetzt werden.

TFA, H,0
% //
e N Y CoH 0 o N oH
I 16 h, Rt I
52%
83 o
- o 159
NHBoc FF NH3

Abb. 4.23 Synthese des vollstindig entschiitzten POM-Ester-Harnstoffdipeptids 159 als Referenzverbindung.
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4.7 Synthese des Uridin-5"-Aldehyds 35

Als Grundbaustein der Muraymycine dient der Uridin-5'Aldehyd 35, der das fir
Muraymycine essentielle Uridin-Grundgerust ins Molekdl einbringt. Von diesem ausgehend
konnten im Folgenden verschiedene Nucleosyl-Aminoséuren und darauf aufbauend sdmtliche
in vorliegender Arbeit dargestellten aminoribosylierten Muraymycin-Analoga und
Muraymycin-Prodrugs aufgebaut werden.

Der Uridin-5-Aldehyd 35 sollte ausgehend von kommerziell erwerblichem Uridin 1 Gber drei
Stufen  synthetisiert werden (Abb.4.24). Dazu wurde Uridin 1 mit tert-
Butyldimethylsilylchlorid (3.2 Ag.) und Imidazol (4.0 Aqg) als Aktivator in Pyridin umgesetzt.
Diese Reaktion wurde bei Raumtemperatur 3 d geriihrt und so das 2'3',5-O-Tris-(tert-
butyldimethylsilyl)-uridin 160 in einer Ausbeute von 94% erhalten (Abb. 4.24).172 wie 2000
von Scott und Mitarbeitern berichtet™® konnte das Substrat 160 selektiv an der priméren
Hydroxy-Funktion in 5'-Position desilyliert werden. Dazu wurde Verbindung 160 in
Tetrahydrofuran bei 0 °C mit 50% TFA in Wasser versetzt und bei 0 °C gerihrt. Bei tiefer
Temperatur stellten diese mild sauren Bedingungen die Selektivitat fur die Abspaltung des
Silylethers an der primaren Hydroxy-Funktion sicher. Da nach langeren Reaktionszeiten
jedoch auch eine partielle Entschutzung der sekundaren Hydroxy-Funktionen in 2'- oder
3'-Position mittels Dinnschichtchromatographie beobachtet werden konnte, wurde die
Reaktion nach 6 h beendet. Der Uridin-5-Alkohol 161 wurde in guter Ausbeute von 80%

erhalten.

O o
| NH | NH
A TBDMSCI PN
HO N 9 Imid_az_ol TBDMSO N o CF3COOH
0 Pyridin ') THF, H,O
—_— —_—
3d, Rt 6h,0°C
OH OH 94% TBDMSO OTBDMS 80%
1 161
0] 0]
oy L
N~ ~O IBX N™ ~O
HO 0]
0 CH;CN X o
%
1h,80°C
TBDMSO OTBDMS 99% TBDMSO OTBDMS
162 35

Abb. 4.24 Synthese des Uridin-5'-Aldehyds 35.
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Die effiziente Darstellung der allgemein sehr labilen Nucleosyl-5'-Aldehyde, hier im
Speziellen des Uridin-5'-Aldehyds 35, sollte mittels einer moglichst milden Reaktionsfiihrung
unter Verzicht auf Sduren oder Basen durchgefiihrt werden. Zudem sollten waéssrige
Aufarbeitungen oder sdulenchromatographische Reinigungen vermieden werden. Daher wurde
nach einer Vorschrift von More und Finnley!® der Uridin-5'-Alkohol 161 in Acetonitril mit
2-lodoxybenzoesdure (IBX) (2.5Aq.) versetzt und 1h auf 80°C erwarmt. Das
Reaktionsgemisch wurde filtriert, das Losungsmittel entfernt und so der Uridin-5'-Aldehyd 35
Uberaus effizient in exzellenter Ausbeute von 99% erhalten (Abb. 4.24).

Der Aldehyd 35 wurde aufgrund seiner Instabilitat jeweils frisch dargestellt und unverziglich

in den nachfolgenden Reaktionen umgesetzt. Zudem wurde aufgrund der Labilitat der

Verbindung, bis auf die Messung eines 'H-NMR-Spektrums und  der

massenspektrometrischen Untersuchung der Substanz, auf eine weitere analytische

Charakterisierung verzichtet. Die Struktur konnte jedoch anhand der vorliegenden Daten

eindeutig identifiziert werden. Ausgehend von Uridin 1 konnte somit der Uridin-5"-Aldehyd

35 in einer Gesamtausbeute von 74% (ber drei Stufen erhalten werden.

4.8 Synthese von Uridin-abgeleiteten Nucleosyl-Aminosauren

Das wohl wichtigste Fragment fiir den stereoselektiven Aufbau von Muraymycin-Analoga
nach einem in der Arbeitsgruppe Ducho entwickelten dreiteiligen Synthese-Ansatz
(vgl. Kapitel 2.5.3 und Kapitel 3)"°*3 stellen Uridin-abgeleitete Nucleosyl-Aminosauren dar.
Setzt man diese mit verschiedenen L-Leucin-abgeleiteten Aldehyden als zweitem Teil und
Harnstoffdipeptiden als drittem Teil um, gelangt man zu komplexen Muraymycin-Strukturen.
Ausgehend von dem Uridin-5'-Aldehyd 35 kdnnen mit verschiedenen Strategien an 5'- und 6'-
Position verschiedene Konfigurationen bis hin zu 5'-Desoxy-Verbindungen als Nucleosyl-

Aminoséaure generiert werden.

4.8.1 Synthese der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosauren

Die 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosauren weisen eine gute synthetische Zuganglichkeit auf. In
vorliegendem Projekt wurde die (6'S)-konfigurierte 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 43
(Abb. 4.26) fur die Generierung der Uber Propyllinker 6'-N- und N3- aminoribosylierten
Muraymycin-Analoga verwendet. Das TFA-Salz der (6'S)-konfigurierten POM-Ester-
Nucleosyl-Aminoséure 162 (Abb. 4.31) wurde fir die Darstellung der Muraymycin-Prodrugs
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eingesetzt. Im Folgenden ist die Synthese verschiedener Analoga dieser Nucleosyl-

Aminosduren aufgefihrt.

4.8.1.1 Synthese der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 43

Die 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 43 (Abb. 4.26) wurde einer bekannten Strategie
folgend synthetisiert.'*? Ausgangspunkt war der zuvor dargestellte Uridin-5'-Aldehyd 35,
welcher in einer Wittig-Horner-Reaktion****! mit dem tert-Butylester-Phosphonat 44
(vgl. Kapitel 4.2.1) umgesetzt wurde. Dazu wurde dieses zundchst in Tetrahydrofuran
bei -78 °C mit Kaliumhexamethyldisilazan als Base deprotoniert und anschlieRend der
Uridin-5'-Aldenyd 35 (1.2Aq.) in leichtem Uberschuss hinzugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde Uber 16 h auf Raumtemperatur erwérmt und die Z-Didehydro-
Aminosaure 45 in einer Ausbeute von 67% erhalten (Abb. 4.25).

Es wurde zwar in der Literatur eindeutig beschrieben, dass derartige Wittig-Horner-
Reaktionen von Glycin-abgeleiteten Phosphonaten mit  Aldehyden selektiv  zu
Z-konfigurierten o,B-Didehydro-Aminosaureestern flhren, jedoch kann unter basischen
Bedingungen eine E/Z-Isomerisierung auftreten, was auch in der Arbeitsgruppe Ducho bereits
beobachtet werden konnte.*! Vor diesem Hintergrund wurde der Aldehyd 35 in leichtem
Uberschuss bei tiefen Temperaturen hinzugegeben und so die bevorzugte Bildung des

Z-Olefins 45 gewaéhrleistet. Der Beleg, dass es sich bei der dargestellten Verbindung

0 \i/ o)
NH NH
DS o LY
o Nighe! KHMDS Nige 46
N o THF CbzHNTYy 4 MeOH, H,
16 h, 7d, Rt
TBDMSO  OTBDMS .78 °C -> Rt TBDMSO  OTBDMS 87%
35 67% 45

0 (wd)RH@
CszN\g)J\O “, P

o} )
0-P=0 BF4
O (S,S)-Me-DUPHOS-Rh
TBDMSO OTBDMS 44 46

163

Abb. 4.25 Synthese der (6'S)-konfigurierten N-Cbz-geschiitzten Nucleosyl-Aminosdure 163.

75



4. Resultate und Diskussion

zweifelsfrei um die Z-konfigurierte Verbindung 45 und nicht um das entsprechende E-Olefin
handelte, war bereits von Ducho und Mitarbeitern erbracht worden.!**?! Dabei wurde mittels
'H-'H-NOE-NMR-Experimenten das Produkt der Wittig-Horner-Reaktion 45 eindeutig als Z-
Olefin identifiziert, wobei es in der Literatur zusatzlich empirische Regeln firr die *H-NMR-
Daten solcher Verbindungen gibt.*® Des Weiteren sollte nicht unerwahnt bleiben, dass eine
Nucleobasen-Schutzgruppe unter diesen Reaktionsbedingungen nicht essentiell zu sein
scheint, da die vorliegende Wittig-Horner-Reaktion trotz der signifikanten Aciditat des
N3-Protons und der erheblichen basischen Bedingungen die gewiinschte Z-Didehydro-
Aminosaure 45 in einer guten Ausbeute von 67% lieferte.[**"

Beide Enantiomere der chiralen Me-DUPHOS-Rh Katalysatoren waren in der Arbeitsgruppe
Ducho Dbereits zuvor fir homogene asymmetrische Hydrierungen von a,B-Didehydro-
Aminoséureestern wie dem Z-Olefin 45 verwendet worden. Dabei ist bekannt, dass eine
Hydrierung in Gegenwart des (S,S)-Me-DUPHOS-Rh-Katalysators 46 ausschlieBlich
L-Aminosduren liefert, wohingegen mit dem entsprechenden enantiomeren Katalysator
ausschlieBlich D-Aminosauren generiert werden.™**% Ferner konnte bis zum jetzigen
Zeitpunkt beobachtet werden, dass bei diesem Reaktionstyp die Katalysatorkontrolle eine
mogliche Substratkontrolle des chiralen nucleosidischen Olefins dominierte.[***

Zur Darstellung der (6'S)-konfigurierten N-Cbz-geschiutzten Nucleosyl-Aminoséure 163
wurde das Z-Olefin 45 in Methanol als Ldsungsmittel mit dem (S,S)-Me-DUPHOS-Rh-
Katalysator 46 in katalytischen Mengen (ber einen Zeitraum von 7 d unter einer Wasserstoff-
Atmosphére (1 bar) bei Raumtemperatur gerihrt und das gewtinschte sekundare Amin 163 in
einer sehr guten Ausbeute von 87% erhalten (Abb. 4.25). Dass es sich bei dem isolierten
Produkt 163 zweifelsfrei um die (6'S)-konfigurierte Verbindung handelte, war bereits durch
Ducho und Mitarbeiter mithilfe von rontgenkristallographischen Untersuchungen eindeutig
belegt worden. [

Die (6'S)-konfigurierte 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosdure 43 lieR sich abschliefend durch
hydrogenolytische Abspaltung der N-Cbz-Schutzgruppe mit dem Reagenz 1,4-Cyclohexadien
(10 Aq.) darstellen. Das Substrat 163 wurde innerhalb von 1 h bei Raumtemperatur mit dem
Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle (14 mol%) in einer exzellenten Ausbeute von 99%
in das (6'S)-konfigurierte Amin 43 uberflihrt (Abb. 4.26, Tab. 4.2, Eintrag 1). In friheren
Arbeiten von Ducho und Mitarbeitern konnte bereits gezeigt werden, dass diese Art der
Transferhydrierung fur N-Cbz-Entschiitzungen von Uracil-haltigen Nucleosyl-Aminoséuren
weitaus geeigneter ist als Hydrierungen mit elementarem Wasserstoff. Die

Transferhydrierung ermoglicht eine wesentlich mildere Reaktionsfuhrung, wodurch eine

76



4. Resultate und Diskussion

unerwiinschte Reduktion der Nucleobase in 5,6-Position vollstdndig unterbunden werden
konnte.[**]

Im Verlauf vorliegender Arbeit musste die Synthesestrategie der hydrogenolytischen
Entschitzung jedoch umgestellt werden, da neben dem gewinschten primaren Amin 43
vermehrt auch ein zundchst nicht naher identifizierbares Nebenprodukt in nicht
vernachldssigbaren Mengen entstand. Somit wurden die Reaktionsbedingungen dieser
Umsetzung erneut gescreent wobei mit dem Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle

begonnen wurde.

N 01 ,4-Cyclohexadien .
> H2N\

Reaktions-

bedingungen
TBDMSO OTBDMS siehe TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS

163 Tab 4.2 43 164

Abb. 4.26 Synthesestudien zur (6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 43.

Eintrag Firma Katalysator ~ Kat. Aq. Ldsungsmittel Zeit Ergebnis
1 Alfa Aesar 10% Pd/C 0.14 MeOH 1h 43:99%
2 Alfa Aesar 10% Pd/C 14 MeOH 1lh 14634?;56‘30
3 ABCR 10% Pd/C 0.68 MeOH 1lh 1%:2:727;&
4 ABCR 10% Pd/C 2 x0.68 i -PrOH 6h 43: quant.
5 Sigma Aldrich  Pd Black 15 i-PrOH lh 43: quant.

Tab. 4.2 Reaktionsbedingungen zur Synthese der Nucleosyl-Aminosaure 43.

Da nicht auszuschlielen war, dass der Katalysator der Firma Alfa Aesar einen mafgeblichen
Anteil an der Zersetzung gehabt haben kdnnte, wurde in einem zweiten Versuch (Tab. 4.2,
Eintrag 2) die Entschitzung unter gleichen Bedingungen mit einem Uberschuss des
Katalysators der gleichen Firma durchgefiihrt. Hier zeigte die diinnschichtchromatographische
Verfolgung nach 1 h Reaktionszeit einen vollstdndigen Umsatz. Jedoch konnte in diesem Fall
nur ein Gemisch aus zwei Verbindungen isoliert werden, wobei das gewiinschte Produkt, das
Amin 43, nur zu rund 36% vorlag. Mithilfe des *H-NMR-Spektrums, einer

massenspektrometrischen Untersuchung, die die Molekilmasse m/z +12 anzeigte, und
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weiterer eingehender Untersuchungen anhand von *H-*C-HSQC- und ‘H-"*C-HMBC-
Korrelations-Spektren, wurde schlieBlich postuliert, dass es sich bei dem entstandenen
Nebenprodukt um das cyclisierte Aminal 164 handeln musste. Es musste eine Cyclisierung

MeOH \‘/ O OH O
NH
lPd 0.0 d |
H2N 0 >( 0
o)
.
H)J\H TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS

43

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
166 164

Abb. 4.27 Entstehung des cyclisierten Nebenproduktes 164.

zwischen dem entstehenden freien Amin und dem N3-Stickstoff-Atom der Nucleobase
stattgefunden haben, wobei Formaldehyd als Reaktand dieser Nebenreaktion aus Methanol
am Palladium-Katalysator gebildet und eingebaut wurde. Dies flhrte zu dem zu rund 64%
vorliegenden cyclisierten Nebenprodukt 164, wobei zunéchst der Alkohol 165 und durch
Wasserabspaltung das Imin 166 als Zwischenstufen gebildet wurden (Abb. 4.27).

Da dieses Phdnomen bis zu diesem Zeitpunkt in der Arbeitsgruppe Ducho nicht beobachtet
worden war, waren weitere Studien notwendig, um diesem Problem auf den Grund zu gehen.
In einem weiteren Versuch der Entschitzung der Nucleosyl-Aminosaure 163 mit dem
gleichen Katalysator, jedoch von der Firma ABCR bezogen (Tab. 4.2, Eintrag 3), wurde
wiederum das beschriebene Gemisch isoliert. Dabei stieg in diesem Versuch der Anteil der
Zielverbindung 43 auf 77%. Das Auftreten dieses neuen Ph&nomens konnte somit nicht
ausschlieBlich dem Katalysator zugeschrieben werden. Es fiel jedoch auf, dass der Anteil am
Nebenprodukt 164 mit geringerer Katalysatormenge abnahm.

Im Folgenden sollte ein Wechsel des Lésungsmittels von Methanol auf iso-Propanol dazu
fuhren, dass kein fir die Cyclisierungsreaktion essentieller Formaldehyd mehr gebildet
werden konnte und die Nebenreaktion somit unterbunden wurde. Dies wurde zun&chst unter

gleichbleibenden Bedingungen (Tab. 4.2, Eintrag 4) getestet. Hierbei wurde festgestellt, dass
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sich die Reaktionszeit der Entschiitzung auf insgesamt 6 h stark verlangerte. Daher wurde
nach 3 h weiterer Katalysator hinzugegeben. Die Nucleosyl-Aminosaure 43 konnte auf diese
Weise schliellich in quantitativer Ausbeute und exzellenter Reinheit >95% isoliert werden.
Schlussendlich wurde in einem letzten Versuch Palladium Black anstelle von 10% Palladium
auf Aktivkohle eingesetzt um die Reaktionszeit zu verkirzen, da bei langen Reaktionszeiten
ein generelles Risiko der Zersetzung oder der Bildung von Nebenprodukten aus dem, bei
langerer Lagerung anfélligen, priméren Amin 43 bestand. Auf diese Weise konnte die
Reaktionszeit erneut auf 1h wverkirzt werden (Tab.4.2,Eintrag5). Ein weiterer
Zusammenhang der Bildung des Nebenproduktes 164 mit dem Hersteller des Katalysators
konnte nicht hergestellt werden. Abschlielend sollte an dieser Stelle festgehalten werden,
dass bei der Ubertragung der hydrogenolytischen N-Cbz-Entschiitzung auf den groReren
Malstab bedeutend kleinere Mengen des Katalysators Palladium Black im Vergleich zum
eingesetzten Substrat fur eine erfolgreiche Umsetzung ausreichten. Die 5'-Desoxy-Nucleosyl-
Aminoséure 43 konnte auf diese Weise in einer Gesamtausbeute von 43% tber 6 Stufen
dargestellt werden.

4.8.1.2 Synthese des TFA-Salzes der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-

Aminosaure 167

Im Zuge der Darstellung von Muraymycin-Prodrugs kam es wahrend der Synthese der (6'S)-
konfigurierten 5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-Aminoséure 162 (Abb. 4.31) zu Problemen
(vgl. Kapitel 4.8.1.4). Daher sollte anhand der 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 163
erarbeitet werden, ob eine Darstellung der Verbindung wahrend der hydrogenolytischen
Abspaltung der N-Cbz-Schutzgruppe prinzipiell auch als TFA-Salz 167 moglich ware
(Abb. 4.28). Um die Sdurelabilitait der TBDMS-Ether- und tert-Butylester-Schutzgruppen
wissend, sollten dabei nur genau &quimolare Mengen von Trifluoressigsaure eingesetzt

werden, die dann mit dem dargestellten primaren Amin 43 das TFA-Salz 167 bilden sollten.

\‘/ o
1,4-Cyclohexadien 0__0 fJ\NH

TFA, Pd Black

i-PrOH ® .. N" ~O
» O H3N
1h, Rt F o
quant. O
TBDMSO OTBDMS F F TBDMSO OTBDMS
163 167

Abb. 4.28 Synthese des TFA-Salzes der Nucleosyl-Aminosdure 167.
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Nach teilweise modifizierten Bedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.1) wurde das Cbz-Amin 163 in
einem ersten Versuch mit 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und Trifluoressigsaure (1.0 Ag.) in
iso-Propanol vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 10% Palladium auf Aktivkohle
gestartet. Auf diese Weise konnte das gewinschte TFA-Salz 167 in quantitativer Ausbeute
und exzellenter Reinheit erhalten werden. Jedoch war die Reaktionszeit mit 21 h sehr lang
und es musste mehrmals 1,4-Cyclohexadien und 10% Palladium auf Aktivkohle nachgegeben
werden. Dies dnderte sich in einem zweiten Versuch, in dem bei identischer Reaktionsfiihrung
Palladium Black eingesetzt wurde und die Reaktionszeit auf 1 h verkirzt werden konnte.
Dabei wurde das TFA-Salz 167 in ebenso guter Ausbeute und Reinheit isoliert (Abb. 4.28).
Dass es sich bei der synthetisierten Verbindung um das TFA-Salz 167 handelte, konnte
anhand eines '°F-NMR Spektrums belegt werden. Die Darstellung von Nucleosyl-

Aminosduren als TFA-Salze war also problemlos méglich.

4.8.1.3 Synthese der Nucleobasen-alkylierten (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-

Nucleosyl-Aminosaure 168

Es konnte festgestellt werden, dass die Amino-Funktion von Nucleosyl-Aminosduren eine
unubliche und interessante Reaktivitat aufwies. Vermutet wurde, dass ein spezielles
Zusammenspiel von Wechselwirkung dieser funktionellen Gruppe mit der Nucleobase und
sterischer Abschirmung durch die Carboxyl-Schutzgruppe, in diesem Fall durch den tert-
Butylester, dabei eine Rolle spielte. So eignete sich das primare Amin problemlos fir
reduktive Aminierungen, die tber eine sp>-hybridisierte Zwischenstufe abliefen und stellte
somit die Zuganglichkeit fur samtliche Muraymycin-Analoga sicher. Hochinteressant war
jedoch, dass eine einfache Alkylierung dieser primaren Amino-Funktion, die tber eine sp-
hybridisierte Zwischenstufe verlief, nicht mdglich war. Um dies noch einmal zu
veranschaulichen wurde das primare Amin 43 mit dem 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113 in

einer Alkylierungsreaktion mit Kaliumcarbonat umgesetzt. Zundchst konnten in den

\i/ Q
AN
N~ ~O

K,COs3 ‘
CH3CN HoN™ 0
+ /\/\ —_—
N OT
3 °*  49h,80°C
TBDMSO ~ OTBDMS 113 79% TBDMSO ~ OTBDMS
43 168

Abb. 4.29 Untersuchung zur Reaktivitdt der primdren Amino-Funktion.
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Losungsmitteln Dichlormethan, Toluol und Tetrahydrofuran keine Ergebnisse erzielt werden,
bis in Acetonitril nach 19 h bei 80 °C eine Verbindung in der Ausbeute von 79% isoliert
werden konnte (Abb. 4.29). Dass es sich dabei nicht um ein an der Amino-Funktion der
Nucleosyl-Aminosdure alkyliertes Produkt sondern um ein am N3 der Nucleobase
substituiertes  Analogon 168 handelte, konnte eindeutig im 'H-“C-HMBC-
Korrelationsspektrum durch 3Jcp-Kopplungen  zwischen C-2 und C-4 und der N3-CH,-
Gruppe in Nachbarschaft zum N3 der Nucleobase gezeigt werden.

Somit konnte erneut bestatigt und noch einmal gezeigt werden, dass die Nucleosyl-
Aminosaure 43 nicht fur den Aufbau von Muraymycin-Strukturen mithilfe wvon

Alkylierungsreaktionen geeignet war.

4.8.1.4 Synthese der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-

Aminosaure 162

Als Baustein flr folgende reduktive Aminierungen zu Muraymycin-Prodrugs sollte die
(6'S)-konfigurierte 5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-Aminoséure 162 (Abb. 4.31) mithilfe
des N-Cbz-geschiitzten POM-Ester-Phosphonats 79 (vgl. Kapitel 4.2.2) aufgebaut werden.
Wiederum ausgehend vom Uridin-5'-Aldehyd 35 wurde die Nucleosyl-Aminosaure auf sehr
ahnliche Weise dargestellt, wie zuvor die Nucleosyl-Aminosaure 43 (vgl. Kapitel 4.8.1.1).
Beginnend mit einer Wittig-Horner-Reaktion*****! mit dem Phosphonat 79 wurde dieses

o?)o NH
A 79 SPN

o N" 0 KHMDS N" 0 46
N o THF CbzHN Yy 4 MeOH, H,
- -
16 h, 4d, Rt
TBDMSO OTBDMS  .78°C -» Rt TBDMSO  OTBDMS 86%
35 75% 169

L
NH (cod)Rh@
CbZHN /\ )K’< P
0 BFY Q—

(S,S)-Me-DUPHOS-Rh

OPO

TBDMSO OTBDMS 79 46
170

Abb. 4.30 Synthese der (6'S)-konfigurierten N-Cbz-geschiitzten POM-Ester-Nucleosyl-Aminoséure 170.
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zunachst in Tetrahydrofuran bei -78 °C mit Kaliumhexamethyldisilazan als Base deprotoniert
und anschlieBend der Uridin-5'-Aldehyd 35 (1.2 Aqg.) in leichtem Uberschuss hinzugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde tber 16 h auf Raumtemperatur erwdrmt und selektiv die
POM-Ester-Z-Didehydro-Aminosdure 169 in einer Ausbeute von 75% erhalten (Abb. 4.30).

In einem ersten Versuch der Darstellung der (6'S)-N-Cbz-geschitzten POM-Ester-Nucleosyl-
Aminosaure 170 wurde das Z-Olefin 169 in Methanol mit dem (S,S)-Me-DUPHOS-Rh-
Katalysator 46 in katalytischen Mengen (ber einen Zeitraum von 4 d unter einer Wasserstoff-
Atmosphére (1 bar) bei Raumtemperatur geriihrt und das gewiinschte N-Cbz-Amin 170 in
einer sehr guten Ausbeute von 86% diastereomerenrein erhalten (Abb. 4.30). An dieser Stelle
muss festgehalten werden, dass in weiteren Darstellungen von Verbindung 170 in dieser Art,
die bereits eingerdumte sehr gute Selektivitat des DUPHOS-Katalysators nicht ganz bestatigt
werden konnte. Dabei traten unterschiedliche Diastereomerenverhaltnisse (d.r. 8:2 — 9:1)
auf, was mithilfe von UV-Chromatogrammen (A =254 nm) aus LC-MS-Analysen belegt
werden konnte. Eine sinnvolle Trennung der Diastereomere mittels HPLC konnte nicht
erreicht werden. Ein Wechsel des Losungsmittels fiir diese Reaktion von Methanol auf
iso-Propanol schlug ebenfalls fehl, da kein Umsatz des Substrats 169 beobachtet werden
konnte. Zunachst wurde im weiteren Verlauf der Synthese mit dem diastereomerenreinen
Produkt 170 weitergearbeitet, weshalb keine Diastereomerenverhéltnisse angegeben sind. Als
spater auf das verunreinigte Gemisch zuriickgegriffen wurde, konnte festgestellt werden, dass
das Diastereomer im Verlauf der Reinigung der Folgestufen nach und nach abgetrennt werden
konnte und alle Zielverbindungen diastereomerenrein erhalten werden konnten. Somit wurde
auf eine weitere Optimierung der Umsetzung von Verbindung 169 verzichtet.

In der folgenden Umsetzung des (6'S)-Carbamats 170, sollte dies N-Cbz-entschitzt und so die
Nucleosyl-Aminosaure 77 generiert werden. Fir die hydrogenolytische Abspaltung unter
Zuhilfenahme von 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und Palladium wurde zunéchst auf die in der
Arbeitsgruppe Ducho etablierte Standardvariante in Methanol und 10% Palladium auf
Aktivkohle (18 mol%) zuriickgegriffen (Abb. 4.31, Tab. 4.3, Eintrag 1). Nach 5h war der
Umsatz vollstdndig, isoliert werden konnte jedoch nur ein Gemisch aus nicht naher
identifizierbaren Zersetzungsprodukten.

Auch in vorliegendem Fall sollte zundchst die Katalysatorqualitat Gberprift werden, weshalb
in einem zweiten Versuch das 10% Palladium auf Aktivkohle anstatt von der Firma Alfa
Aesar von der Firma ABCR bezogen wurde. Weiterhin wurde die Katalysatormenge erhoht
(0.73Ag.), um einen schnelleren Ablauf der Reaktion zu gewdhrleisten. Lange

Reaktionszeiten beginstigten ein generelles Risiko der Zersetzung oder der Bildung von
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Nebenprodukten aus dem priméren Amin 77. In der Tat war nach 1 h ein vollstandiger
Umsatz erreicht, jedoch war erneut eine vollstdndige Zersetzung das Ergebnis (Tab. 4.3,
Eintrag 2).

In einem dritten Versuch sollten die modifizierten Bedingungen (vgl. 4.8.1.1) flr die
hydrogenolytische Abspaltung der N-Chz-Gruppe des Substrats 170 angewendet werden,
wobei auf iso-Propanol als Ldsungsmittel ausgewichen wurde. Der Katalysator 10%
Palladium auf Aktivkohle wurde aufgrund des Kostenfaktors jedoch zundachst beibehalten.
Wie erwartet resultierte mit 3 h eine langere Reaktionszeit und es wurde mehrmals
Katalysator (4 x 0.37 Aqg.) hinzugefiigt. Das Ergebnis dieser Transformation unterschied sich

jedoch nicht von den vorherigen beiden Versuchen (Tab. 4.3, Eintrag 3).

1,4-Cyclohexadien

Reaktions-
bedingungen
siehe
Tab 4.3, 1-3
TBDMSO  OTBDMS
77
TBDMSO  OTBDMS
NH
170 : o
1,4-Cyclohexadien
TFA \ S
> 0]
Reaktions- >HJ\
bedingungen
siehe F £ TBDMSO  OTBDMS
Tab 4.3, 4-5 162
Abb. 4.31 Synthesestudien zur (6'S)-konfigurierten POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 162.
Tab. 4.3 Reaktionsbedingungen zur Synthese der Nucleosyl-Aminosaure 162.

Eintrag Firma Katalysator ~ Kat. Ag. Losungsmittel Zeit Ergebnis
1 Alfa Aesar 10% Pd/C 0.18 MeOH 5h Zersetzung
2 ABCR 10% Pd/C 0.73 MeOH 1h Zersetzung
3 ABCR 10% Pd/C 4x0.37 i -PrOH 3h Zersetzung
4 ABCR 10% Pd/C 8 x0.37 i -PrOH 4 h 162: quant.
5 Sigma Aldrich  Pd Black 1.36 i -PrOH 1h 162: quant.
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Im Vergleich mit der Darstellung der 5-Desoxy-Nucleosyl-Aminosdure 43 konnte anhand
vorliegender Studien somit gezeigt werden, dass interessanterweise weder der Katalysator
noch das Losungsmittel fur die Zersetzung wahrend der Reaktion zum priméaren Amin 77
verantwortlich waren, es sich also um ein intrinsisches Problem handelte. Die plausibelste
Erklarung war, dass es zu einer Reaktion des bei der Entschitzung entstehenden freien Amins
mit dem Pivaloyloxymethyl-(POM)-Rest kam, an die sich eine weiterflihnrende Zersetzung
anschloss. Um folglich das entstehende freie Amin 77 als nucleophile Spezies zu deaktivieren,
sollte dieses als TFA-Salz abgefangen werden, bevor es weiterreagieren konnte. Dabei fand
eine bereits an der 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosdure 163 getestete Darstellung des TFA-
Salzes 167 (vgl. Kapitel 4.8.1.2) Anwendung um das TFA-Salz der POM-Ester-Nucleosyl-
Aminosaure 162 zu generieren. In einer weiteren Entschitzung der N-Cbz-geschitzten
Nucleosyl-Aminosaure 170 wurde der Reaktion ein Aquivalent TFA hinzugesetzt. Beginnend
mit 10% Palladium auf Aktivkohle (0.37 Ag.) wurde Uber 4 h jede halbe Stunde erneut
dieselbe Menge des Katalysators hinzugegeben bis ein vollstandiger Umsatz erreicht war. Auf
diese Weise konnte das TFA-Salz der Nucleosyl-Aminosdure 162 in quantitativer Ausbeute
und exzellenter Reinheit isoliert werden (Abb. 4.31, Tab. 4.3, Eintrag 4). Im groflen Ansatz
verlangerte sich die Reaktionszeit dieser Umsetzung auf 24 h.

Um auch hier die Reaktionszeit erneut zu verkiirzen, wurde in einem letzten Ansatz der

Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle durch Palladium Black ersetzt (vgl. Kapitel

4.8.1.2) und bei gleichbleibender Reaktionsfilhrung nach 1h die (6'S)-konfigurierte

5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 162 in quantitativer Ausbeute erhalten

(Tab. 4.3, Eintrag 5). Auch hier reichten im groReren MafRstab bedeutend kleinere Mengen

des Katalysators Palladium Black im Vergleich zum eingesetzten Substrat fiir eine

erfolgreiche Umsetzung aus. Die POM-Ester-Nucleosyl-Aminosaure 162 konnte auf diesem

Wege ausgehend von Uridin 1 in einer Gesamtausbeute von 48% (ber 6 Stufen dargestellt

werden.

4.8.2 Synthese der (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 171

Fur die Glycosylierung von (5'S,6'S)-konfigurierten  Nucleosyl-Aminosduren  zu
naturstoffanalogen 5'-aminoribosylierten Muraymycinen sollte in vorliegender Arbeit eine
neue Strategie entwickelt werden (vgl. Kapitel 4.12.1). Dabei sollten verschiedene Glycosyl-
Donoren (vgl. Kapitel 4.5) untersucht werden, da die von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern
entwickelte Methode™* mit der starken Lewis-Saure Bortrifluorid-Diethylether-Komplex
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(BF3Et,0) zu harsch fiir das in der Arbeitsgruppe Ducho vorliegende Schutzgruppenmuster
der entsprechenden Nucleosyl-Aminoséuren war. Da die naturstoffanaloge (5'S,6'S)-
konfigurierten Nucleosyl-Aminoséure 172 synthetisch schwerer zugéanglich war (11 Stufen
von Uridin, vgl. Kapitel 4.8.3.1, Abb. 4.34), sollten erste Modellversuche anhand der
synthetisch leichter zuganglichen, nur in der Konfiguration unterschiedlichen (5'S,6'R)-
konfigurierten Nucleosyl-Aminosdaure 171 (6 Stufen von Uridin) durchgefiihrt werden. Die
Synthese dieser Verbindung war in der Arbeitsgruppe bereits durchgefiihrt worden und sollte
an dieser Stelle nachvollzogen und gegebenenfalls optimiert werden.™®!

Erneut vom Uridin-5-Aldehyd 35 ausgehend, sollte sich an einer literaturbekannten Strategie
von Sarabia und Mitarbeitern zum stereoselektiven Aufbau von trans-Epoxiden mit Schwefel-
Yliden bedient werden, die bereits an Uridin-abgeleiteten Aldehyden durchgefiihrt worden
war 18137197201 Aphand rontgenkristallographischer Untersuchungen konnten Ducho und
Mitarbeiter im Jahr 2010 die von Sarabia postulierte (5'S,6'R)-Konfiguration wiederlegen. Bei
den gebildeten trans-Epoxiden handelte es sich um die (5'R,6'S)-Diastereomere.[***]

Fur die Synthese des Epoxy-tert-butylesters 104 wurde zundchst aus dem in der
Arbeitsgruppe  Ducho  bereitgestellten  tert-Butylester-Sulfonium-Salz 12014 das
entsprechende Schwefel-Ylid 173 generiert, welches nach anschlieBender Isolierung zeitnah
mit dem Uridin-5"-Aldehyd 35 zur Reaktion gebracht wurde (Abb. 4.32). Zur Generierung des

o | NaH o |
® O THF >[\
S b go ™ Sl I
h, R
120 3h. Rt 173
o}
f‘\/’l" TBAA
o N0 173 Amberlyst®15
A\ o CH,ClI, DMF
—_— e
2.5h, Rt 15h. 0 °C
TBDMSO OTBDMS 46% TBDMSO  OTBDMS 7‘;0/
0
35 104
\‘/ Q \‘/ Q
NH NH
o__0O
fl 1,4-Cyclohexadien 0P fl
OH N 0 Pd Black OH N 0
N3 ) i-PrOH HoN '
—>
1.5 h, Rt
TBDMSO  OTBDMS quant. TBDMSO OTBDMS
174 171

Abb. 4.32 Synthese der (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 171.
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Schwefel-Ylids 173 wurde das tert-Butylester-Sulfonium-Salz 120 (5.0 Ag.) in
Tetrahydrofuran suspendiert und mit Natriumhydrid (5.5 Ag.) tiber eine Reaktionszeit von 3 h
umgesetzt, wobei sich die groRen Uberschiisse bezogen auf den Uridin-5'-Aldehyd 35 nach
mehreren Reaktionsansatzen etabliert hatten. Bei diesen wurde jeweils mit etwas weniger tert-
Butylester-Sulfonium-Salz 120 (3.0 Ag.) und Natriumhydrid (3.0 Ag.) gearbeitet, wobei
allerdings nur unzureichende Mengen an Schwefel-Ylid 173 generiert werden konnten.
AuBerdem stellte sich das vorherige Pulverisieren des Salzes 120 und ein anschlieRendes
Trocknen in Tetrahydrofuran Uber Molekularsieb (4 A) fur 12 h als erforderlich heraus, um
einen moglichst vollstandigen Umsatz des tert-Butylester-Sulfonium-Salzes 120 zum Ylid
173 zu gewaéhrleisten. Auf eine analytische Charakterisierung desselben wurde verzichtet, da
die instabile Verbindung in der Arbeitsgruppe Ducho schon friiher erfolgreich synthetisiert,
analysiert und fiir die Schwefel-Ylid-Reaktion eingesetzt worden war.l*”! Die anschlieRende
Umsetzung mit dem Uridin-5-Aldehyd 35 erfolgte in Dichlormethan bei einer Temperatur
von 0 °C (ber einen Zeitraum von 2.5h (Abb. 4.32). Mit fortschreitender Reaktionszeit
konnte ein signifikanter Anstieg von entstehenden Nebenprodukten aufgrund der partiellen
Zersetzung des instabilen Aldehyds 35 bei sinkender Produktbildung beobachtet werden. Da
sich die entstehenden Nebenprodukte durch eine sdulenchromatographische Reinigung nicht
vollstandig entfernen lie3en, wurde die Reaktionszeit zu Gunsten der Reinheit des Epoxy-tert-
butylesters 104 mit 2.5 h relativ kurz gehalten. Dies flihrte zu einer moderaten Ausbeute von
46%, wobei Verbindung 104 in exzellenter Reinheit >95% und hervorragender
Diastereoselektivitat (d.r. > 95:5) dargestellt werden konnte.

Die anschlieRende Epoxid-Offnung wurde mit Natriumazid erzielt. Dazu war in der
Arbeitsgruppe Ducho zuvor bereits eine Strategie zur regio- und diastereoselektiven Epoxid-
Offnung mit Alkalimetallhalogeniden im sauren Milieu™™? auf Azide tbertragen worden.™®!
Der Epoxy-tert-butylester 104 wurde in N,N-Dimethylformamid bei einer Temperatur von
0 °C mit Amberlyst®15 und Tetrabutylammoniumazid (3.0 Aq.) versetzt und anschlieRend
fur 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der tert-Butylester-geschutzte Azidoalkohol 174 konnte
auf diese Weise in einer guten Ausbeute von 74% dargestellt werden (Abb. 4.32). Dass es
sich bei der Reaktion um eine Sy2-artige regioselektive Epoxid-Offnung durch das Azid-lon
in 6'-Position handelte, die zum (5'S,6'R)-konfigurierten Azid 174 fiihrte, wurde von Ducho
und Mitarbeitern mittels intensiver NMR-spektroskopischer Untersuchungen unter
Beriicksichtigung der Konfiguration des Epoxids 104 belegt.™®

Um abschlieBend die (5'S,6'R)-konfigurierte Nucleosyl-Aminosdure 171 zu erhalten, wurde

das Azid 174 hydrogenolytisch reduziert. Auch hier konnte bei ahnlichen Hydrierungen im
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Losungsmittel Methanol die nicht vernachlassigbare Bildung von Nebenprodukten festgestellt
werden (vgl. Kapitel 4.8.1.1). Fir die Reaktion wurde der tert-Butylester-geschitzte
Azidoalkohol 174 in abs. iso-Propanol mit 1,4-Cyclohexadien (9.5 Ag.) und 10% Palladium
auf Aktivkohle (0.4 Aq.) versetzt und innerhalb einer Reaktionszeit von 8.5h bei
Raumtemperatur zum primaren Amin 171 reduziert. Das reine Produkt konnte auf diese
Weise in einer exzellenten Ausbeute von 99% dargestellt werden. Auch hier wurde zum
Vergleich in einem zweiten Versuch der Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle durch
Palladium Black ersetzt. Eine Verklrzung der Reaktionszeit auf 1.5h bei quantitativer
Ausbeute war das Ergebnis (Abb. 4.32), welches aufgrund der bisher gemachten Erfahrungen
erwartet worden war und erneut den Vorteil von Palladium Black gegenuber 10% Palladium
auf  Aktivkohle aufzeigte. Die Synthese der (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-
Aminosaure 171 konnte somit auf diesem Wege nachvollzogen und optimiert werden, wobei

eine Gesamtausbeute von 25% Uber vier Stufen ausgehend von Uridin 1 resultierte.

4.8.3 Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosauren

SchlieBlich sollte fir die Entwicklung einer neuer Strategie der Glycosylierung der
5'-Hydroxy-Funktion von Muraymycinen (vgl. Kapitel 4.12.1) mit verschiedenen Glycosyl-
Donoren (vgl. Kapitel 4.5) auch eine naturstoffanaloge (5'S,6'S)-konfigurierte Nucleosyl-
Aminosaure 172 (Abb. 4.34) als Glycosyl-Akzeptor dargestellt werden. Dabei sollte auch
einer wesentlich ausgepragteren Instabilitat dieser (5'S,6'S)-Diastereome im Vergleich zu den
entsprechenden 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosduren auf den Grund gegangen werden. Bereits
zuvor konnte in der Arbeitsgruppe Ducho festgestellt werden, dass reduktive Aminierungen
mit der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 172 nicht zu erzielen waren.[*2174!
Dafur wurde ein Zusammenspiel aus primdrem Amin in 6'-Position, dem Alkohol in 5'-
Position (formal ein B-Hydroxy-Aminosaure-Motiv) und der Doppelbindung der Nucleobase
verantwortlich gemacht. Aus diesem Grund wurde die Nucleobasen-hydrierte (5'S,6'S)-
Nucleosyl-Aminosaure 175 (vgl. Kapitel 4.8.3.3, Abb. 4.36) flir weitere Untersuchungen der
reduktiven Aminierung (vgl. Kapitel 4.12.2) generiert. Um die Stabilitat besagter Nucleosyl-
Aminosdure 172 als solche zu untersuchen, wurde andererseits das entsprechende (5'S,6'S)-
TFA-Salz 176 (vgl. Kapitel 4.8.3.2, Abb. 4.35) dargestellt. Im Folgenden ist die Synthese

dieser Analoga aufgefihrt.
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4.8.3.1 Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 172

In der Arbeitsgruppe Ducho war die Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-
Aminosaure 172 bereits durchgefiihrt worden.!******73l |m Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollte die Synthese nachvollzogen und gegebenenfalls optimiert werden, um ausreichende
Mengen dieses Akzeptors fur spatere Glycosylierungsstudien der 5'-Hydroxy-Funktion zur
Einfihrung der Aminoribose-Einheit hin zu naturstoffanalogen Muraymycinen bereitstellen
zu konnen. Als Ausgangsmaterial fiir die zugrunde liegende Synthese sollte erneut der Uridin-
5-Aldehyd 35 verwendet werden. Ahnlich wie zuvor bei der Darstellung der (5'S,6'R)-
konfigurierten Nucleosyl-Aminoséaure 171 (vgl. Kapitel 4.8.2) wurde sich eine von Sarabia
und Mitarbeitern entwickelte Schwefel-Ylid-Reaktion zunutze gemacht.['36:337197-20L 7
Synthese des Epoxy-Indolinamids 34 wurde das Sulfonium-Salz 36 (1.1 Ag.) in leichtem
Uberschuss bei einer Temperatur von 0 °C zu einer Lésung des Uridin-5-Aldehyds 35 in
Dichlormethan  gegeben  (Abb. 4.33). Die  Reaktionsmischung  wurde  mit
Natriumhydroxidldsung versetzt, was zu einer Deprotonierung in a-Stellung zur Amid-
Funktion des Sulfonium-Salzes 36 und somit zur in situ-Generierung des entsprechenden
Schwefel-Ylides fuhrte. Dessen nachfolgende Reaktion mit dem Aldehyd 35 lieferte
hochstereoselektiv das (5'R,6'S)-trans-Epoxid 34. Fur diese Reaktion konnten sowohl im
kleinen (150 mg) als auch im groRBen Malstab (~2.0 g) vergleichbare Ausbeuten von 75%
erzielt werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass langere Reaktionszeiten einer
Erhoéhung der Ausbeute zutraglich waren.

Im néchsten Schritt wurde der Oxiranring des Epoxy-Indolinamids 34 regioselektiv gedffnet
und auf diese Weise das Bromid 177 generiert (Abb. 4.34). Die regio- und diastereoselektive
Epoxid-Offnung lieR sich wie auf die Azide auch auf die Halogenide tibertragen.*****¥! Dazu
wurde eine Losung des Epoxids 34 in Dichlormethan mit Tetrabutylammoniumbromid
(4.0 Ag.) und Amberlyst® 15 (3.0 Aq.) versetzt. Das gewiinschte Bromid 177 wurde nach
28 h bei Raumtemperatur zundchst in einem kleinen Ansatz in einer guten Ausbeute von 72%
erhalten, wobei sich herausstellte, dass die Ausbeute im grofen Malistab (~1.8 g) mit 57%
geringer war. Auch in diesem Fall wurde ein Einfluss der Reaktionszeit in einem wiederum
relativ groRen Malistab (~1.0 g) Uberprift und diese auf fast das Doppelte (48 h) verlangert.
Dies flihrte jedoch zu weiteren Einbuf3en in der Ausbeute, die nur noch 33% betrug und der
Bildung von Zersetzungs- und Nebenprodukten, die nicht genauer identifiziert werden
konnten. Bei langeren Reaktionszeiten scheint somit die Anwesenheit von groflen Mengen
des nucleophilen Bromids, erzeugt durch den Uberschuss an Tetrabutylammoniumbromid

(4.0 Aq.), ungiinstig zu sein und zu Zersetzungsreaktionen zu filhren. Daher wurden in diesem
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Abb. 4.33 Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Azids 37.

Zusammenhang noch einmal kiirzere Reaktionszeiten untersucht. In einem mittelgroRen
Malstab (~300 mg) konnte daraufhin bei einer Reaktionszeit von 20 h das beste Resultat
erzielt werden und das Bromid 177 in einer sehr guten Ausbeute von 78% isoliert werden.

Um die naturstoffanaloge (5'S,6'S)-Konfiguration der Muraymycine zu generieren, sollte die
stereochemische Konfiguration des Bromids 177 in 6'-Position invertiert werden. Dabei
wurde das (6'R)-konfigurierte Bromid 177 im Zuge einer Sy2-Reaktion in das entsprechende
(6'S)-konfigurierte Azid 37 Uberfiihrt. Um die zuvor aufgrund einer Epoxid-Rickbildung
durch einen intramolekularen Angriff der 5'-Hydroxy-Gruppe in der Arbeitsgruppe Ducho
beobachtete Bildung von 6'-Epimeren zu unterbinden, sollte die sekundare Alkohol-Einheit
zunachst als Lavulinsdureester geschiitzt werden.*****3 Daher wurden zu einer auf 0 °C
gekiihlten Losung von Lévulinsaure (2.5 Aq.) zur Aktivierung der Carboxyl-Gruppe
N,N'-Diisopropylcarbodiimid (2.5 Ag.) und 4-(Dimethylamino)-pyridin (2.5 Ag.) gegeben
und anschlieBend das Bromid 177 hinzugeftigt. Nach 3 h bei 0 °C konnte das Lavulinyl-
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geschutzte Bromid 178 in einer exzellenten Ausbeute von 94% erhalten werden (Abb. 4.33).
Jedoch ging mit einer Vergrolierung des gewéhlten Ansatzes (~1.2 g) auch eine Verringerung
der Ausbeute auf 74% einher, wofur die deutlich l&ngeren Zeiten fur die Reinigung des in der
Rohmischung instabilen Produktes 178 verantwortlich gemacht wurden. Dieses Phdnomen
war von Ducho und Mitarbeitern bereits in friheren Arbeiten beobachtet worden.™ Indem
die Losungsmittelmengen in der wassrigen Aufarbeitung und die eingesetzte Eduktmenge auf
einen mittelgrolen Ansatz (~600 mg) verkleinert wurden, konnte die Verweilzeit des
Lavulinyl-geschitzten Bromids 178 in der Rohmischung signifikant verkirzt werden. Eine
breitere Kieselgelsdule bei gleichbleibender Kieselgelmenge trug zu einer weiteren
Beschleunigung der Reinigung bei, ohne die Reinheit der isolierten Zielverbindung zu
verschlechtern. Auf diese Weise konnte das Bromid 178 auch im etwas grof3eren Mafstab in
einer sehr guten Ausbeute von 96% erhalten werden.

AnschlieBend wurde in einem Eintopfverfahren das (5'S,6'S)-konfigurierte Azid 37
dargestellt. Im Rahmen dieser Strategie wurde zundchst in einer Sy2-Reaktion das Azid
eingefiihrt und dann die 5'-Hydroxy-Gruppe entschutzt (Abb. 4.33). Hierfur wurde eine
Losung des Lévulinyl-geschitzten Bromids 178 in  N,N-Dimethylformamid mit
Tetrabutylammoniumazid (4.0 Aq.) versetzt, was innerhalb von 16 h bei Raumtemperatur zur
Substitution des Bromid-lons durch das Azid-lon fihrte. Anschliel’end wurde Hydrazinacetat
(3.0Aq.) in Methanol hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur gerlhrt, was in der
Abspaltung  der  Lavulinyl-Schutzgruppe  resultierte.  Das  (5'S,6'S)-konfigurierte
Azido-Indolinamid 37 wurde in einer sehr guten Ausbeute von 85% erhalten. Diese konnte
durch langere Reaktionszeiten von 20 h im Substitutionsschritt und 2 h im Abspaltungsschritt
sowohl im kleinen Mal3stab (100 mg) als auch im groRen Malstab (~1.0 g) sogar noch auf
exzellente 94% verbessert werden.

In den nachfolgenden Schritten dieser Route sollte das Indolinamid in den entsprechenden
tert-Butylester tiberfiinrt werden. Uber drei Stufen wurde dazu zunachst das Indolin- zum
Indol-Derivat oxidiert, welches dann mit Lithiumhydroxid hydrolysiert wurde. Daraufhin
wurde die resultierende Carboxyl-Funktion als tert-Butyl-Ester geschiitzt.**>**¥ Zunachst
wurde das Azid 37 in einer Mischung aus Benzol und Acetonitril (1:1) gel6st und mit
2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ) (5.0 Ag.) innerhalb von 3d bei einer
Temperatur von 80 °C oxidiert (Abb. 4.34). Das Azido-Indolamid 179 konnte dabei in einer
guten Ausbeute von 73% erhalten werden. Die Ausbeute konnte im mittelgrolen MaRstab
(~600 mg) auf 78% gesteigert und im noch groéfieren Malistab (~850 mg) mit einer etwas

verlangerten Reaktionszeit von 3.5d sogar noch auf sehr gute 90% verbessert werden.
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Erwahnt werden sollte hierbei, dass bei letzterer Reaktion eine hohere Verdiunnung des
Substrats im Losungsmittelgemisch vorlag und die Reaktion daher moglicherweise
kontrollierter ablief.

Die folgende zweistufige Umschiitzung zum tert-Butylester lieferte schon in Vorarbeiten in
der Arbeitsgruppe Ducho nur moderate Ausbeuten.!”®*’* Dabei wurde nicht die basische
Hydrolyse des Indol-Derivats 179 als problematisch identifiziert, sondern vielmehr die
anschlieBende Veresterung zum tert-Butylester. Das Indol-geschutzte Azid 179 wurde in
Tetrahydrofuran als Losungsmittel mit 0.1 M Lithiumhydroxidlésung (2.0 Ag.) versetzt und
nach 1 h bei Raumtemperatur wassrig aufgearbeitet. Diese Vorgehensweise wurde noch
einmal dahingehend modifiziert, dass 45 min nach der ersten Zugabe noch einmal 0.1 m
Lithiumhydroxidlésung (0.9 Aq.) hinzugegeben und weitere 30 min geriihrt wurde. Damit
wurde sichergestellt, dass das gesamte Substrat 179 in die freie Saure Uberfuhrt wurde. Die
resultierende Carbonséure wurde unverziglich in Dichlormethan geldst und die
Reaktionslosung mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat (5.0 Ag.) versetzt (Abb. 4.34). Die
tert-Butyl-Gruppe dieses Imidates wurde dabei auf die Carboxyl-Funktion tUbertragen. Dabei
verlief die Umsetzung zum gewdinschten tert-Butylester-geschitzten Azidoalkohol 180 sehr
langsam. Da nach 4 d kein weiterer Fortschritt der Reaktion zu beobachten war und des
Weiteren verbliebenes Edukt identifiziert werden konnte, wurde nach 5 d erneut tert-Butyl-
2,2,2-trichloracetimidat (5.0 Ag.) hinzugeftigt. Nach 7 d wurde die Reaktion beendet und der
tert-Butylester-geschiitzte Azidoalkohol 180 unabhangig von der GroRe des gewahlten
Reaktionsansatzes in einer maRkigen Ausbeute von 37% erhalten. Durch eine langere
Reaktionszeit von 11 d, wobei in kirzeren Abstanden nach 3 d und nach 7 d tert-Butyl-2,2,2-
trichloracetimidat (5.0 Aq.) hinzugefiigt wurde, konnte die Ausbeute schlieRlich auf moderate
46% gesteigert werden (Abb. 4.34). Bei weiterer Verlangerung der Reaktionszeit und einer
Menge an tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat groBer als 15 Ag. wurden die Ausbeuten wieder
schlechter, was eventuell auf den Zerfall des eingesetzten Trichloracetimidats zurlickzufiihren
war. Dies fuhrte vermutlich zu Nebenreaktionen und Zersetzung von Resten der eingesetzten
freien Sdure sowie des entstehenden Produkts 180.

Im abschlielenden Schritt wurde das Azid 180 hydrogenolytisch in das Amin 172 Gberfihrt
(Abb. 4.34). Dabei wurde sich zundchst an den in der Arbeitsgruppe Ducho etablierten
Bedingungen orientiert, flr die, da auf eine wassrige Aufarbeitung verzichtet wurde, meistens
exzellente Ausbeuten bei Ublicherweise quantitativem Umsatz erzielt werden konnten. Im
ersten Versuch wurde das Azid 180 in Methanol mit 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und 10%
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Palladium auf Aktivkohle (0.3 Ag.) versetzt. Nach 7 h bei Raumtemperatur konnte jedoch
kein Umsatz beobachtet und nur das Azid 180 reisoliert werden (Tab. 4.4, Eintrag 1).

:
; \ NH
DDQ NN O f:/g 1) LIOH

Benzol - o THF, H,O
CH3CN N3 1.25 h, Rt
3.5d,80°C 2) t-BuOC(NH)CCl;
TBDMSO  OTBDMS 90% TBDMSO  OTBDMS CH,Cl,
37 179 11 d, Rt
46%
\‘/ o \‘/ o
NH
\OH Nko . \ A
Na© Y 0 1,4-Cyclohexadien
—>
Reaktions-
TBDMSO OTBDMS bedingungen TBDMSO OTBDMS
siehe
180 Tab. 4.4 e

Abb. 4.34 Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 172.

Tab. 4.4 Reaktionsbedingungen zur Synthese der Nucleosyl-Aminosaure 172,

Eintrag Katalysator  Kat. Aq. Zusatz  Losungsmittel Zeit Ergebnis
1 10% Pd/C 0.30 - MeOH 7h 180: quant.

2 10% Pd/C 3.00 -- MeOH 3h Zersetzung

3 10% Pd/C 0.59 Molsieb 3 A MeOH 4h 172: 94%°

4 10%PdC  6x0.30 - i -PrOH 6h 172: leicht
verunreinigt

5 Pd Black 3.5 - i-PrOH 1lh 172: quant.

a: nicht reproduzierbar im gréReren Mafstab

Daher wurde in einem zweiten Versuch eine groRere Menge des Katalysators 10% Palladium
auf Aktivkohle (3.0 Aq.) eingesetzt. Diese Reaktion resultierte jedoch in einem Gemisch aus
Zersetzungsprodukten (Tab. 4.4, Eintrag 2). Eine Zersetzung konnte zuvor auch bei der
Generierung der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 43 beobachtet
werden, wenn diese Reaktion in Methanol durchgefiihrt wurde. Ein analoges Nebenprodukt
zum dort entstandenen Cyclisierungsprodukt 164 (vgl. Kapitel 4.8.1.1) konnte hier jedoch
nicht explizit identifiziert werden. Dies war vor dem Hintergrund der weitaus groReren

Instabilitdt der Nucleosyl-Aminosdure 172 unter schwach basischen und schwach sauren
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Bedingungen aufgrund der zusétzlichen Hydroxy-Gruppe nicht verwunderlich. So wurde
vermutet, dass das generierte Amin 172 bei der Reaktion mit wéhrend der Reaktionszeit
generiertem Formaldehyd weitaus komplexere Zersetzungsreaktionen durchlief.

Neben diesen bereits zuvor gemachten Erfahrungen, die sich hier noch einmal bestétigten,
war jedoch auch bekannt, dass das Katalysator-System 10% Palladium auf Aktivkohle je nach
Charge unterschiedliche Mengen an Chlorwasserstoff als Verunreinigung enthalten kann.
Spuren einer Saure, die auf diese Weise in die Reaktionsldsung gelangten, wirden ebenfalls
eine Zersetzung des instabilen Amins 172 beglinstigen. Um diesen Einfluss zu kléren, wurden
in einem dritten Versuch unter gleichbleibenden Reaktionsbedingungen zunéchst
1,4-Cyclohexadien und der Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle fur 1 h in Methanol
geriihrt. Dabei wurde frisch aktiviertes Molekularsieb (3 A) hinzugegeben, um den eventuell
vorhandenen Chlorwasserstoff aus der Reaktionsmischung zu entfernen. Anschliefend wurde
das Azid 180 in einem kleinen Ansatz (10 mg) hinzugegeben und auf diese Weise die tert-
Butylester-geschutzte (5'S,6'S)-konfigurierte  Nucleosyl-Aminoséure 172 nach 4 h bei
Raumtemperatur in einer Ausbeute von 94% erhalten (Tab.4.4, Eintrag 3) Eine
Reproduzierbarkeit blieb jedoch aus, denn sobald der Ansatz nur minimal vergroRert wurde
(20 mg), konnte das gewunschte Produkt 172 erneut nur als Minderkomponente neben einer
Mischung von Zersetzungsprodukten erhalten werden. Ein weiterer Zusammenhang der
Zersetzung des primdren Amins 172 mit dem Katalysator konnte somit nicht hergestellt
werden.

Daher wurde in einem vierten Ansatz die Problematik bezlglich der Bildung von
Formaldehyd aus dem Lo&sungsmittel Methanol genauer beleuchtet. Aus diesem Grunde
wurde Methanol durch iso-Propanol ersetzt, um auf diese Weise die Bildung eines cyclisierten
Nebenproduktes beziehungsweise einen Zerfalls des entstehenden primaren Amins 172 zu
verhindern (vgl. Kapitel 4.8.1.1). Das Reaktionsgemisch wurde unter gleichbleibender
Reaktionsfiihrung Gber einen Zeitraum von 6 h stiindlich mit 10% Palladium auf Aktivkohle
(0.3 Aq.) versetzt, bis ein vollstandiger Umsatz erreicht war. Auf diese Weise konnte die
(5'S,6'S)-konfigurierte  Nucleosyl-Aminoséaure 172 leicht verunreinigt erhalten werden,
weshalb an dieser Stelle keine genaue Ausbeute angegeben werden konnte (Tab. 4.4,
Eintrag 4). Hierfir wurde die mit 6 h relativ lange Reaktionszeit und eine damit
einhergehende Zersetzung verantwortlich gemacht, denn die (5'S,6'S)-konfigurierte
Zielverbindung war aufgrund der zusétzlichen Hydroxy-Gruppe weitaus instabiler als

beispielsweise die 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 43.
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AbschlieBend wurde in einem letzten Versuch der Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle
durch Palladium Black ersetzt. Wie zuvor (vgl. Kapitel 4.8.1.1) fuhrte dies zu einer starken
Verkirzung der Reaktionszeit auf 1 h und zu einer Generierung der (5'S,6'S)-konfigurierten
Nucleosyl-Aminosdure 172 in quantitativer Ausbeute und exzellenter Reinheit (Tab. 4.4,
Eintrag 5). Auch hier reichten im groReren Malstab bedeutend kleinere Mengen des
Katalysators Palladium Black im Vergleich zum eingesetzten Substrat fir eine erfolgreiche
Umsetzung aus. Mithilfe der in dieser Arbeit optimierten Bedingungen fiur die
hydrogenolytische N-Chz-Abspaltung (vgl. Kapitel 4.8.1.1) konnte somit auch eine effektive
Methode fir die Azid-Reduktion entwickelt werden. Die Syntheseroute zur
(5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 172 konnte auf diese Weise nachvollzogen
und optimiert werden. Die Zielverbindung 172 wurde ausgehend von Uridin 1 in einer

Gesamtausbeute von 16% Uber 11 Stufen dargestellt.

4.8.3.2 Synthese des TFA-Salzes der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-

Aminosaure 176

Im Zusammenhang mit der generellen Instabilitdt der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-
Aminosaure sollte das TFA-Salz der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminoséure 176
dargestellt werden. Nach den optimierten Reaktionsbedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.2) wurde
das Azid 180 in iso-Propanol mit 1,4-Cyclohexadien (10 Aqg.) und Trifluoressigsaure
(1.0 Aq.) vorgelegt und die Reaktion durch die Zugabe von Palladium Black gestartet. Nach
6 h konnte ein vollstandiger Umsatz nachgewiesen werden und das TFA-Salz 176 in

quantitativer Ausbeute und exzellenter Reinheit isoliert werden (Abb. 4.35). Die Darstellung

\‘/ Q
1,4-Cyclohexadien o fJ\NH

TFA, Pd Black

i-PrOH . N" "0
— > o HsN'
6 h, Rt F% o
TBDMSO  OTBDMS quant. F © IBDMSO  OTBDMS
180 - 176

Abb. 4.35 Synthese des TFA-Salzes der (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosaure 176.

des TFA-Salzes der instabilen Stammverbindung 172 mit deaktivierter priméarer Amino-
Funktion war somit ohne weiteres moglich. Anhand der langeren Lagerung der Verbindung

176 zeigte sich zudem wie erwartet auch eine groRere Stabilitat dieses Derivates. Dies belegte
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noch einmal, dass die Instabilitdt zu einem groflen Teil vom B-Hydroxy-Aminosauremotiv

abzuleiten war.

4.8.3.3 Synthese der Nucleobasen-hydrierten (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-

Aminosaure 175

Anhand der Nucleobasen-hydrierten (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosédure 175 sollte die reduktive
Aminierung von (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosduren evaluiert werden, um den Einfluss einer
nicht mehr aromatischen und somit nicht mehr intakten Nucleobase zu uberprifen. Hier
wurde vermutet, dass ein Zusammenspiel aus primarem Amin in 6'-Position, dem Alkohol in
5'-Position (B-Hydroxy-Aminosaure-Motiv) und der Doppelbindung der Nucleobase fir die
Instabilitat in dieser Umsetzung der (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminoséuren im reduktiven Milieu
verantwortlich war (vgl. Kapitel 4.12.2). Bereits in Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho
konnte gezeigt werden, dass standardmaliige heterogene Hydrierbedingungen mit Wasserstoff
und Palladium-Katalysatoren zu einer unerwinschten partiellen Hydrierung der
Doppelbindung der Nucleobase fiihrten.*%?%! Djeses Phanomen sollte sich hier zunutze
gemacht werden, um auf diese Weise die Nucleobasen-hydrierte (5'S,6'S)-Nucleosyl-
Aminosaure 175 zu generieren. Dazu wurde das Azid 180 in iso-Propanol gel6st, da sich
dieses Losungsmittel im Verlauf der vorliegenden Arbeit fiir derartige Umsetzungen bewahrt
hatte. Es wurde Palladium Black im groBen Uberschuss (20 Aq.) hinzugegeben und zunéchst
22 h geruhrt, da erwartet wurde, dass die Hydrierung der Doppelbindung der Nucleobase
relativ langsam ablaufen sollte. Ohne weitere Aufarbeitung konnte die Bildung des
gewilnschten Produktes 175 zwar gezeigt werden, jedoch war es stark mit
Zersetzungsprodukten verunreinigt. Insgesamt schienen die Bedingungen mit einem derart
starken Uberschuss an Palladium Black zu harsch zu sein. Mit der Halfte an Palladium Black
(10 Ag.) konnte in einem zweiten Versuch nach 18 h ein besseres Ergebnis erzielt werden. Da

die Zielverbindung 175 jedoch auch in diesem Fall verunreinigt war, wurde eine

Ho
Pd Black
i-PrOH
— =
9.5 h, Rt
83%
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS

180 175

Abb. 4.36 Synthese der Nucleobasen-hydrierten (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 175.
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saulenchromatographische Reinigung erwogen. Dies wurde bisher im Falle der (5'S,6'S)-
Nucleosyl-Aminosdure 172 vermieden, da diese aufgrund der zuvor beschriebenen Instabilitat
nicht flr eine derartige Reinigung infrage kam. In vorliegender Umsetzung stellte sich heraus,
dass eine saulenchromatographische Reinigung ohne weiteres moglich war. Somit konnte an
dieser Stelle gezeigt werden, dass in jedem Fall die intakte Nucleobase eine grofie Rolle bei
der Erzeugung der Instabilitat der (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosduren spielt. Ob dies auch fir
die Umsetzung in reduktiven Aminierungen gilt, sollte spéater gezeigt werden (vgl.
Kapitel 4.12.2).

Bei einem dritten Versuch konnte nach 9.5 h keine UV-aktive Verbindung mehr ausgemacht
werden. Die Nucleobasen-hydrierte (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 175 konnte schlielRlich
nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer sehr guten Ausbeute von 83% erhalten
werden (Abb. 4.36).

4.9 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76 als

Stamm- und Referenzverbindung sowie Entschiitzungsstudien

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollte auch das bereits zuvor in der Arbeitsgruppe Ducho
dargestellte L-Lysin-haltige nicht-aminoribosylierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 76
(Abb. 4.38) synthetisiert werden. Dies sollte sowohl als Stammverbindung und somit als
Referenz der in dieser Arbeit generierten Muraymycin-Prodrugs, als auch als
Vergleichssubstanz fir die in der vorliegenden Arbeit synthetisierten 6'-N- und
N3-aminoribosylierten Muraymycin-Analoga fungieren. Auferdem sollten im Zuge der
Synthese dieser Substanz Studien der abschlieBenden globalen sauren Entschiitzungsreaktion
durchgefuhrt werden. Fir diese Reaktion gab es noch keine Erfahrungswerte darlber, welche
der sauer spaltbaren Silylether-, Boc-, und tert-Butylester-Schutzgruppen wann gespalten
werden. Zudem wusste man nicht, wie lang die Reaktionszeit sein musste und welcher Anteil
an Séaure erforderlich war, da fir diese Reaktion standardmaRig 24 h Reaktionszeit in 80%
TFA in Wasser anberaumt wurden. Diese Reaktionsbedingungen fiihrten jedoch im Verlauf
der Synthese der Muraymycin-Prodrugs (vgl. Kapitel 4.10) und der Gber Propyllinker an 6'-N-
und N3-aminoribosylierten Muraymycin-Analoga (vgl. Kapitel 4.11) zu Problemen.
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4.9.1 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76

Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 76 (Abb. 4.38) sollte sich ausgehend wvon der
5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 43 in einem von Ducho und Mitarbeitern entwickelten
dreiteiligen Ansatz aufbauen lassen (vgl. Kapitel 2.5.3 und Kapitel 3.1).L'%*¥7 Dabei sollten
die beiden Schlusselschritte eine in der Arbeitsgruppe Ducho etablierte reduktive Aminierung
des primaren Amins 43 mit dem N-Cbz-geschiutzten L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88,
gefolgt von einer Peptidkupplung mit dem tert-Butylester-geschiitzten Harnstoffdipeptid 85
sein.**l Eine abschlieRende globale saure Entschiitzung sollte in der Zielverbindung 76

resultieren.

4.9.1.1 Synthese der N-Cbz-geschltzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-

Aminosaure 181

Nachfolgend wurde das verkirzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 181 in einer reduktiven
Aminierung dargestellt.”® Dazu wurde die Nucleosyl-Aminosaure 43 mit &quimolaren
Mengen des N-Cbz-geschitzten L-Leucin-abgeleiteten Aldehyds 88 in Tetrahydrofuran
umgesetzt um innerhalb von 24 h bei Raumtemperatur zunéchst das entsprechende Imin zu
generieren. Das bei der Reaktion freiwerdende Wasser wurde durch die Zugabe von frisch
aktiviertem Molekularsieb (4 A) aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt. Durch Zugabe
katalytischer Mengen Amberlyst®15 (0.22 Ag.) und von Natriumtriacetoxyborhydrid
(2.0 Ag.) als Reduktionsmittel wurde in einem Zeitraum von weiteren 24 h das Imin zum
gewilnschten Amin reduziert. Auf diese Weise konnte die Zielverbindung 181 einer noch zu
optimierenden Ausbeute von 59% erhalten werden. Bei weiteren Versuchen der
Reproduzierbarkeit dieser Reaktion sanken die Ausbeuten jedoch stetig immer weiter bis
unter 30%. Aus diesem Grund sollte weitere Arbeit in die Optimierung dieser bereits in der
Vergangenheit zuweilen in schlechten Ausbeuten ablaufenden Umsetzung investiert werden.
Bei genauerer Betrachtung der Reaktionsmischung konnten in dieser neben nicht
identifizierbaren Zersetzungsprodukten sowohl Anteile des eingesetzten Substrats 43 sowie
nicht vernachlassigbare Mengen einer doppelt alkylierten Spezies als Nebenprodukt
ausgemacht werden. Diese konnten auch schon in friheren Versuchen, aber in wesentlich
kleineren Mengen, beobachtet werden.'"* Da die Reaktion hier erstmals in einem etwas
grolReren Malistab (~150 mg) durchgefiihrt worden war, sollte zunédchst tberpriift werden, ob
die schlechteren Ausbeuten mit der Reaktionsfihrung auf groRerer Skala im Zusammenhang

standen. Da anschliefend im kleinen Malistab (15 mg) jedoch ebenfalls nur eine Ausbeute
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von 35% erreicht werden konnte, wurde dies ausgeschlossen. Im ndchsten Versuch wurde die
Umsetzung des generierten Imins zum sekundéaren Amin dunnschichtchromatographisch
verfolgt, da eine Verfolgung der Bildung desselben im ersten Teil der Reaktion nicht méglich
war. Hierbei konnten nur die entsprechenden Edukte detektiert werden. Dieses Phanomen
wurde auf die hohe Hydrolyselabilitit sowohl des Iminium-lons als auch des im
Gleichgewicht stehenden Enamins, im Besonderen in Kontakt mit dem Kieselgel,
zuruckgefuhrt. Bei der Kontrolle der Amin-Bildung zeigte sich, dass nach 14 h noch nicht
umgesetztes priméares Amin 43 vorhanden war. Deshalb wurde zunéchst erneut Aldehyd 88
(0.5Aqg.) und nach weiteren 4h noch einmal Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.)
hinzugefiigt. Die katalytischen Mengen an Amberlyst® 15 sollten beibehalten werden, da das
Milieu nicht zu sauer gemacht werden sollte. Auf diese Weise konnte zwar letztendlich das
komplette Edukt 43 umgesetzt werden, jedoch wurde der Anteil der doppelt alkylierten
Spezies stark erhoht, die Bildung von Zersetzungsprodukten nicht unterbunden und nur eine
Ausbeute von 28% erreicht. Da bis auf die Qualitat des Reduktionsmittels alle Fehlerquellen
ausgeschlossen werden konnten, wurde im néchsten Versuch der Reaktion eine frische
Charge  von Natriumtriacetoxyborhydrid eingesetzt. Bei den etablierten
Reaktionsbedingungen konnte nun eine Ausbeute von 72% des verkirzten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 181 erzielt werden, wobei die Bildung von Zersetzungs- und
Nebenprodukten nahezu unterbunden werden konnte (Abb. 4.37). Als Erklarung hierfur

wurde eine Uber die Zeit stattfindende Zersetzung des Natriumtriacetoxyborhydrids an Luft zu

88
NaBH(OAc);
Amberlyst® 15
MS(4A), THF
——— > CbzHN
2d, Rt
TBDMSO  OTBDMS 720, TBDMSO OTBDMS
(o]
43 181
A
o 88
NaBH(OAc);
o. .0 fJ\NH Amberlyst® 15 H 5
DIPEA N
@ Nige) MS(@A), THF CbzHN N
o HsN ’ o)
E%o@ 2d, Rt 88
£ TBDMSO  OTBDMS 0%

167

Abb. 4.37 Synthese des N-Cbz-geschiitzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 181.
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Essigsdure angefuhrt, was auch einen stechenden Essiggeruch é&lterer Chargen dieses
Reagenzes erklarte. Das Reduktionsmittel wurde daher fortan unter einer Inertgasatmosphére
gelagert und alle drei bis vier Monate eine neue Charge genutzt, wodurch die beschriebenen
Probleme in dieser reduktiven Aminierung dauerhaft gel6st werden konnten.

An dieser Stelle sollte die Grundlage fir die Umsetzung von TFA-Salzen in der reduktiven
Aminierung geschaffen werden. Die Darstellung der Muraymycin-Prodrugs musste vom
TFA-Salz der POM-Ester-Nucleosyl-Aminoséure 162 ausgehend erreicht werden
(vgl. Kapitel 4.10.2), da sich diese Aminosaure aufgrund einer Zersetzung nicht als priméres
Amin darstellen lieR. Anhand der Nucleosyl-Aminoséure 167 sollte eine derartige Umsetzung
erstmals getestet werden. Obwohl die Verwendung einer schwachen Base in dieser
Umsetzung logisch erschien, um das Ammonium-Salz zu deprotonieren, sollte zunédchst
analog unter den etablierten Bedingungen verfahren werden. Das TFA-Salz 167 wurde mit
dem L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88 fiir 24 h umgesetzt, bevor Amberlyst® 15 (0.22 Aq.)
und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.) hinzugegeben wurden und fir weitere 24 h geriihrt
wurde (Tab. 4.5, Eintrag 1). Wie zu erwarten war, konnte nur eine Mischung aus nicht naher
identifizierbaren Zersetzungsprodukten isoliert werden. Als erste Base wurde anschlielend
die mittelstarke organische Base Pyridin mit einem pkp-Wert von ~8.8 eingesetzt. Diese
wurde dabei im ersten Teil der Reaktion, der Iminbildung, im Uberschuss (10 Ag.) eingesetzt.
Dabei konnte jedoch keine Anderung des Reaktionsverlaufs in Bezug auf Produktbildung
beobachtet werden (Tab. 4.5, Eintrag 2). In einem dritten Versuch wurde das TFA-Salz 167
zunachst 1 h in Anwesenheit von Polymer-Supported PS-DBU 108 geriihrt, um das primére
Amin 43 freizusetzen. Das PS-DBU wurde abfiltriert und im weiteren Verlauf der Reaktion
wurde nach den bekannten Bedingungen verfahren. Erneut konnte jedoch nur eine Mischung

aus Zersetzungsprodukten isoliert werden (Tab. 4.5, Eintrag 3).

Tab. 4.5 Umsetzung des TFA-Salzes 167 in der reduktiven Aminierung.

Eintrag Edukte Reagenzien Base Ag. Base  Ergebnis

TFA-Salz 167 (1.0 Aq.))  NaBH(OAc);(2.0 Aq.)
1 , ¢ . _ Zerset
Aldehyd 88 (1.1 Ag.)  Amberlyst® 15 (0.22 Aq.) ersetzung

TFA-Salz 167 (1.0 Aq)  NaBH(OAc); (2.0 Aqg.)

? Aldehyd 88 (11 Aq)  Amberlyst® 15 (0.22 Ag) 7 " 10 Zersetzung
TFA-Salz 167 (1.0 Aq.))  NaBH(OAc); (2.0 Aq.)
3 . ) psDBU 11 Zerset
Aldehyd 88 (1.0 Ag.) ~ Amberlyst® 15 (0.22 Aq.) ersetzung
,  TFASalz167(L0Ag) NaBH(OACK(20AA) _oon o4 S

Aldehyd 88 (1.1 Ag.)  Amberlyst® 15 (0.22 Aq.)
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Letztendlich fihrte der Einsatz der etwas stirkeren organischen Base DIPEA mit einem
pky-Wert von ~3.0 im leichten Uberschuss (2.0 Ag.) zum Erfolg. Diese Base erwies sich als
stark genug, die Iminbildung zu gewahrleisten, wéhrend im zweiten Teil der Reaktion erneut
mit Amberlyst® 15 (0.22 Ag.) und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Aq.) gearbeitet wurde.
Auf diese Weise konnte das verkirzte 5-Desoxy-Muraymycin-Analogon 181 in einer sehr
guten Ausbeute von 70% erhalten werden (Abb. 4.37, Tab. 4.5, Eintrag 4). Deshalb sollte
diese Vorgehensweise auch bei der Darstellung der Muraymycin-Prodrugs in der reduktiven
Aminierung des TFA-Salzes der POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 162 angewendet werden
(vgl. Kapitel 4.10.2).

4.9.1.2 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76

Nachfolgend wurde das verkiirzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 181 zunéchst
hydrogenolytisch N-Cbz-entschutzt, was mithilfe der optimierten Bedingungen mit
1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und Palladium Black in iso-Propanol gelang (vgl. Kapitel
4.8.1.1). Ohne weitere Charakterisierung wurde der farblose Feststoff im néchsten
Schlisselschritt einer Peptidkupplung mit dem tert-Butyl-ester-Harnstoffdipeptid 85,
umgesetzt (Abb. 4.38).%2 Dazu wurde das Harnstoffdipeptid 85 zunachst innerhalb von

30 min in Tetrahydrofuran unter Zugabe von 1-Hydroxy-benzotriazol (HOBt), Benzotriazol-

0
\‘/ >L (0] H H O
o_0o | /’K‘ o)i\n/ .« “OH
‘ N~ ~0 0
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Pd Black, i-PrOH
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4h,0°C->Rt _ Ho)‘:LN\H/N,,,
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@

Abb. 4.38 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76.
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1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) und DIPEA aktiviert und
bei 0 °C eine LOsung des zuvor generierten priméren Amins in Tetrahydrofuran zugetropft.
Nach 1h bei 0°C und 3h bei Raumtemperatur konnte das vollstdndig geschitzte
Vorlaufermolekil des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons erhalten werden, was mittels
massenspekrtometrischer Untersuchungen zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte. Auf
eine tiefergenende NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde aufgrund der
Komplexitat der Spektren verzichtet. Basierend auf einer sdaulenchromatographischen
Reinigung und des UV-Chromatogramms (A =254 nm) einer LC-MS-Analyse wurde eine
hinreichende Reinheit des Kupplungsproduktes angenommen und eine Ausbeute von ca. 80%
uber 2 Stufen bestimmt. Das generierte vollstdndig geschltzte Muraymycin wurde
unmittelbar in einer globalen sauren Entschiitzungsreaktion umgesetzt (Abb. 4.38). Fir diese
Umsetzung wurden die etablierten Standardbedingungent®?”**? angewendet. Das vollstiandig
geschutzte Muraymycin-Analogon wurde fir 24 h in 80% TFA in Wasser geriihrt, mit Wasser
verdiunnt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach HPLC-Reinigung konnte das
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 76 in einer Ausbeute von 49% uber drei Synthesestufen
dargestellt werden, was eine Gesamtausbeute von 15% (ber 10 Stufen ausgehend von
Uridin1 bedeutete. In folgenden Entschutzungsstudien sollte das geschitzte
Vorlaufermolekul genutzt werden, um herauszufinden, welche der sauer spaltbaren Silylether-
Boc-, und tert-Butylester-Schutzgruppen wann abgespalten werden, wie lang die

Reaktionszeit sein muss und welche Konzentration der Sdure notig ist.

4.9.2 Studien zur globalen sauren Entschiitzungsreaktion

Da die etablierten Bedingungen der globalen sauren Entschiitzungsreaktion mit 80% TFA in
Wasser fir 24 h relativ harsch sind, kam es in der Synthese der Muraymycin-Prodrugs
(vgl. Kapitel 4.10) und der Synthese der propylverlinkten aminoribosylierten Muraymycin-
Analoga (vgl. Kapitel 4.11) zu Problemen. Es wurde jedoch vermutet, dass die
Entschitzungsstrategie mit dem vorliegenden Schutzgruppenmuster auch mild sauer méglich
sein sollte. Daher wurden an dieser Stelle Studien zu den Bedingungen dieser Reaktion
durchgefuhrt. Alle im Folgenden aufgefiihrten Entschitzungsreaktionen wurden mit
Eduktmengen zwischen 10 und 30 mg durchgefiihrt. Durch die Synthese des Uridin-5'-
Aldehyds 35 (vgl. Kapitel 4.7) ist bekannt, dass sich Tris-TBDMS-geschitztes Uridin 160 bei
0 °C mit 50% Trifluoressigsaure in Wasser partiell an der 5'-Position entschiitzen l&sst,
wéhrend die 2'- und 3'-Positionen unangetastet bleiben. Dabei trdgt das eingesetzte
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Losungsmittel Tetrahydrofuran zur besseren Ldslichkeit und zu einer weiteren Verdinnung
der TFA in der Gesamtlosung bei. Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte untersucht
werden, ob sich der Bis-TBDMS-geschutzte Uridin-5-Alkohol 161 unter besonders milden
Bedingungen unter Zuhilfenahme mdoglichst geringer Mengen TFA entschiitzen lasst. In
einem ersten Versuch wurden daher die beschriebenen Bedingungen verwendet und der
Alkohol 161 mit 50% TFA in Wasser versetzt, wobei auch hier eine geringe Menge
Tetrahydrofuran als Cosolvens fir die Gewéhrleistung der Loslichkeit hinzugegeben wurde
(Abb. 4.39). Mithilffe von LC-MS-Analysen konnten die Entschltzungsreaktionen
zielgerichtet verfolgt werden. Nach bereits 2 h konnte ein vollstdndiger Umsatz zum Uridin 1
beobachtet werden (Tab. 4.6, Eintrag 1).
0

| NH
o

HO TFA, H,0 HO N~ 0
o THF o
—>
Reaktions-
TBDMSO OTBDMS bedingungen OH OH
siehe
161 Tab. 4.6 1
Abb. 4.39 Entschiitzungsstudien zu den TBDMS-Silylethern.
Tab. 4.6 Reaktionsbedingungen fiir die TBDMS-Entschiitzung.
Eintrag TFA / H,0O Losungsmittel Temperatur Zeit Ergebnis
vollstandiger
0,
1 50% (4 mL) THF (1 mL) Rt 2h Edukt-Umsatz
vollstandiger
0,
2 30% (5 mL) THF (1 mL) Rt 4h Edukt-Umsatz
3 20% (4 mL) THF (1 mL) Rt 16 h volistandiger

Edukt-Umsatz

Um herauszufinden, wie sich die Reaktionszeit und die eingesetzte Sduremenge ins Verhaltnis
setzen lassen, wurde in einem zweiten Versuch nur noch mit 30% TFA in Wasser gearbeitet.
Dabei verléngerte sich die Reaktionszeit auf akzeptable 4 h (Tab. 4.6, Eintrag 2).

Wurde die Menge an TFA in einem dritten Versuch auf 20% verringert, dauerte die Reaktion
wesentlich langer. Es wurde iber Nacht gertihrt und eine vollstdndige Umsetzung nach 16 h
erreicht (Tab.4.6, Eintrag 3). Wirde man den Sdureanteil in der Reaktion weiter reduzieren,
wirde man bei noch langeren Reaktionszeiten sicherlich ebenfalls Erfolg in der Umsetzung
des Uridin-5-Alkohols 161 zum Uridin 1 haben. Dies wurde jedoch nicht weiter Uberprift, da
in dieser Versuchsreihe der Beweis erbracht worden war, dass die TBDMS-Gruppen sich
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4. Resultate und Diskussion

bereits bei sehr milden Bedingungen von 30% beziehungsweise 20% TFA in Wasser und in
Reaktionszeiten, die noch weit unter den etablierten 24 h lagen, abspalten liel3en.

In weiteren Studien sollte als nédchstes festgestellt werden, ob die POM-Ester, die fur die
anvisierten Muraymycin-Prodrugs eingesetzt wurden, unter diesen Bedingungen stabil waren.
Diese POM-Ester sollten sich im Verlauf vorliegender Arbeiten als zu séurelabil fir die
etablierten Entschltzungsbedingungen mit 80% TFA in Wasser herausstellen. Das TFA-Salz
der POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 162 bot sich in diesem Zusammenhang als optimale
Testsubstanz mit zwei TBDMS-Silylethern und einer POM-Gruppe an. Dieses wurde in
Tetrahydrofuran (1 mL) gelost und 20% TFA in Wasser (4 mL) hinzugegeben. Um die
Stabilitat der POM-Ester bei langeren Reaktionszeiten zu tberprifen, wurde auch hier 16 h
uber Nacht gertihrt. Mithilfe von LC-MS-Analysen konnte gezeigt werden, dass das Edukt
vollstdndig umgesetzt worden war und das gewinschte Produkt 182 mit intaktem POM-Ester

als einziges Hauptprodukt resultierte (Abb. 4.40). Da auch keine Abspaltungsprodukte

0 o
‘ 20% TFA
0 H,0, THF 0
4>
% 16 h, Rt F>HJ\
F TBDMSO  OTBDMS Fl

162

Abb. 4.40 Entschiitzung der POM-Ester-Nucleosyl-Aminosédure 162.

auftraten, zeigte sich erfreulicherweise, dass der POM-Ester unter den verwendeten
Entschutzungsbedingungen stabil war. Weil es sich um methodische Studien handelte, wurde
sowohl an dieser Stelle als auch bei den zuvor beschriebenen Entschiitzungsstudien auf eine
Reinigung und Ausbeutebestimmung verzichtet.

Auch die N-Cbz- und tert-Butylester-geschiitzte Nucleosyl-Aminoséure 163 stellte einen
potentiellen Kandidaten flir Entschitzungsstudien, in diesem Fall bezogen auf den sauer
spaltbaren tert-Butylester, dar. Da erwartet wurde, dass der tert-Butylester zur Abspaltung
etwas mehr S&ure bendtigte, wurde mit 30% TFA in Wasser (5 mL) begonnen und ebenfalls
Tetrahydrofuran (1 mL) zur besseren Loslichkeit des Eduktes 163 hinzugegeben. In LC-MS-
Untersuchungen wurde nach 16h dber Nacht ein Gemisch aus gewinschtem
Entschiitzungsprodukt 183 und einer Verbindung, bei der die tert-Butyl-Gruppe noch im
Molekdl verblieben war, im Verhaltnis 1:1 identifiziert. In weiteren 16 h wurde auch der Rest

des verbliebenen tert-Butylesters gespalten und in der LC-MS-Analyse nur noch das
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o)
30% TFA . N0
H,0, THF CbzHN'
_—
32 h, Rt
TBDMSO  OTBDMS OH OH
163 183

Abb. 4.41 Entschiitzung der N-Cbz-tert-Butylester-Nucleosyl-Aminosédure 163.

Hauptprodukt 183 identifiziert (Abb. 4.41). Wie erwartet war somit flr die Abspaltung des
tert-Butylesters mehr S&ure erforderlich, wenn die Reaktionszeiten nicht zu lang werden
sollten. Eine Konzentration der TFA von 40% in Wasser war daher zu empfehlen. Ob
allerdings unter diesen Bedingungen die Stabilitdt der in den Muraymycin-Prodrugs
enthaltenen POM-Ester noch gegeben war, wurde spater geklart (vgl. Kapitel 4.10.2).
Zunéchst war fraglich, ob sich die herausgearbeiteten Bedingungen auch auf das verlangerte
und vollstandig geschiitzte Muraymycin-Analogon 184 Ubertragen lielen, was im Folgenden
geklart werden sollte. 184 wurde im Zuge der Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogons 76 generiert (vgl. Kapitel 4.9.1), jedoch nur anhand von massenspektrometrischen
Untersuchungen charakterisiert. Auf der Grundlage einer saulenchromatographischen
Reinigung und des UV-Chromatogramms (A = 254 nm) einer LC-MS-Analyse wurde eine
hinreichende Reinheit dieses vollstandig geschitzten Vorlaufermolekils 184 angenommen.
Die Verbindung wies neben den beiden TBDMS-Ethern und dem tert-Butylester noch einen
weiteren tert-Butylester, sowie eine N-Boc-Schutzgruppe auf (Abb. 4.42). Beginnend mit
20% TFA in Wasser sollte an einem Zeitfenster von 16 h und Raumtemperatur festgehalten
werden und der Anteil der TFA schrittweise immer weiter erhoht werden, bis das vollstandig
entschitzte Muraymycin-Analogon 76 resultierte. Dabei wurde jeweils die Mischung der
Verbindungen, die in der jeweils vorangegangenen Entschitzungsreaktion isoliert werden
konnte, wieder eingesetzt. Die Ergebnisse sind untenstehend zusammengefasst (Tab. 4.7),
wobei eine Analyse anhand des UV-Chromatogramms (A =254 nm) der LC-MS-Analyse
erfolgte. Da es sich auch hier um methodische Studien handelt wurde auf eine Aufreinigung
und Ausbeutebestimmung verzichtet.

Mit 20% TFA in Wasser konnte auf diese Weise unter Zugabe von Tetrahydrofuran (1 mL)
fir die bessere Loslichkeit eine eindeutige Hauptkomponente in der LC-MS-Analyse
identifiziert werden, bei der die TBDMS- und Boc-Schutzgruppen vollstandig abgespalten,
beide tert-Butylester jedoch im Molekul verblieben waren (Tab. 4.7, Eintrag 1). Als neue
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Erkenntnis konnte aus dieser Reaktion gezogen werden, dass die Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe unter diesen Bedingungen keine Probleme darstellte.

Wurde der Anteil an TFA in der folgenden Umsetzung auf 30% in Wasser unter Zugabe von
Tetrahydrofuran (1 mL) erhoht, konnte in der LC-MS-Analyse festgestellt werden, dass einer
der tert-Butylester-Gruppen bereits ganzlich abgespalten war, die andere jedoch zum GroRteil
im Molekul verblieb. Dies resultierte in einem Anteil an 10% der gewinschten
Zielverbindung 76 (Tab.4.7, Eintrag 2). Aus diesem Ergebnis konnte geschlussfolgert
werden, dass die Carboxyl-Funktion an der Nucleosyl-Aminosdure entschiitzt worden sein
musste. Der tert-Butylester war bereits in vorangegangenen Studien anhand der Nucleosyl-
Aminoséure 163 unter Zuhilfenahme von 30% TFA in Wasser gespalten worden (Abb. 4.41).
Dies bedeutete jedoch auch, dass die terminale tert-Butylgruppe am Harnstoffdipeptid
wesentlich stabiler war und ein entsprechend groRerer Anteil an TFA zur Abspaltung benétigt

werden wirde, was es im Folgenden galt herauszufinden.

TBDMSO  OTBDMS
184

Abb. 4.42 Zu entschiitzendes Muraymycin-Analogon 184.

Tab. 4.7 Entschutzungsstudie des Muraymycin-Analogons 184.

Eintrag TFA/H,O Lo6sungsmittel Temperatur Zeit UV-Chromatogramm / LC-MS

TBDMS- und Boc-Abspaltung, beide

0,
! 20% (4mL)  THF (I mL) 16h Rt tert -Butylester verbleibend
Zielverbindung : Nebenprodukt mit
0,
2 30% (4mL)  THF (1 mL) 16 h Rt tert -Butylester (1:9)
3 30% (5mL) THF (1 mL) 16 h Rt ca. vergleichbares Resultat (2:8)
Zielverbindung : Nebenprodukt mit
0,
4 40% (5 mL) THF (1.5 mL) 16 h Rt tert -Butylester (1:1)
5 40% (5mL)  THF (1.5 mL) 16 h Rt ca. vergleichbares Resultat (6:4)
Zielverbindung : Nebenprodukt mit
0,
6 50% (5mL)  THF (1.5 mL) 16 h Rt tert -Butylester (3:1)
7 50% (5mL)  THF (1.5 mL) 16 h Rt ca. vergleichbares Resultat (4:1)
8 60% (5mL)  THF (1.5 mL) 16 h Rt Zielverbindung : Nebenprodukt mit

tert-Butylester (10:1)
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Zunéachst wurde aber zur Validierung des zuvor erlangten Ergebnisses die isolierte
Produktmischung erneut auf gleiche Weise mit 30% TFA in Wasser umgesetzt, was wie
erwartet, zu einem sehr vergleichbaren Resultat mit etwas mehr Anteil an der Zielverbindung
(76/tert-Butylester 2:8) fuhrte (Tab. 4.7, Eintrag 3).

Wurde der Anteil an TFA auf 40% in Wasser erhoht, konnte ein vielversprechenderes
Ergebnis erzielt werden, da das Verhéltnis von Zielverbindung 76 zum Nebenprodukt mit
einem tert-Butylester jetzt 1:1 betrug (Tab. 4.7, Eintrag 4).

Es wurde erwartet, dass eine vollstandige Entschiitzung der Verbindung 184 erreicht werden
konnte, indem weitere 16 h mit 40% TFA in Wasser gerthrt wurde. Dies war jedoch nicht der
Fall. Der Anteil der Zielverbindung 76 in der Produktmischung nahm zwar um einen kleinen
Teil zu, jedoch flhrte dies nur zu einem Verhdltnis von 6:4 des Produkts zum einfach
geschutzten Intermediat (Tab. 4.7, Eintrag 5). Dies war vor dem Hintergrund verwunderlich,
da bereits zuvor in Entschitzungsstudien gezeigt werden konnte, dass die Entschitzungen bei
langeren Reaktionszeiten weiter voranschritten.

In einem sechsten Ansatz wurde die Produktmischung nun bei einem weiter erhdhten Anteil
von 50% TFA in Wasser 16 h geriihrt und dabei erneut ein etwas groRerer Anteil der
Zielverbindung 76 im Verhéltnis 3:1 zum Nebenprodukt erhalten (Tab. 4.7, Eintrag 6). Das
Verhaltnis konnte in einem siebten Ansatz bei exakt gleicher Vorgehensweise erneut nur
geringfugig auf 4:1 erhoht werden (Tab. 4.7, Eintrag 7). Dies bestétigte noch einmal die
Erkenntnis, dass in diesem Fall die Menge der eingesetzten TFA und die Zeit nicht auf die
Weise zu korrelieren schienen, wie es in der Entschitzung der Nucleosyl-Aminosaure 163 der
Fall war. An dieser Stelle schien der fur die Entschitzung eingesetzte Anteil an TFA
wesentlich starker ins Gewicht zu fallen als die Reaktionszeit.

Dies zeigte sich noch einmal ganz besonders in einem achten und letzten Ansatz, bei dem mit
60% TFA in Wasser gearbeitet wurde und nach 16 h und Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum schlussendlich die Zielverbindung 76 als Hauptkomponente und das Nebenprodukt
mit einem tert-Butylester nur noch als Minderkomponente (10:1) erhalten werden konnten
(Tab. 4.7, Eintrag 8).

Die Entschitzungsstudie wurde daraufhin beendet und es wurde postuliert, dass 20% TFA in
Wasser fur die Abspaltung der TBDMS- und Boc-Schutzgruppen ausreichen. Fir die
Abspaltung des tert-Butylesters an der Nucleosyl-Aminoséure wurde ein Anteil von 30% bis
40% von TFA in Wasser empfohlen. Fir die tert-Butylgruppe am Harnstoffdipeptid hingegen
war ein Anteil von mindestens 60% an TFA in Wasser unter der Prdmisse notig, dass die

Reaktionszeit moglichst kurz gehalten werden sollte. Diese Bedingungen sollten sich jedoch
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fiir die POM-Ester-haltigen Muraymycin-Prodrugs im Folgenden als zu harsch herausstellen
(vgl. Kapitel 4.10.2).

4.10 Synthese der Muraymycin-Prodrugs

Die bisher in der Arbeitsgruppe Ducho dargestellten Muraymycin-Analoga zeigten zwar
in vitro oftmals inhibitorische Aktivitat gegenliber MraY, zeichneten sich jedoch zumeist
durch eine geringe antibakterielle Aktivitdt aus. Es wurde vermutet, dass eine limitierte
Zellgangigkeit der hydrophilen Wirkstoffe in diesem Zusammenhang eine entscheidende
Rolle spielt. Muraymycin-Derivate mit erhohter Lipophilie sollten auch eine verbesserte
Zellgangigkeit und somit eine hohere antibiotische Aktivitat aufweisen. Daher sollte eines der
Hauptprojekte vorliegender Dissertation die Synthese von vollig neuartigen Muraymycin-
Prodrugs sein. Diesen lipophil maskierten Verbindungen sollte es mdoglich sein, die
Zellmembran zu Uberwinden, um danach intrazellular durch Esterasen die entsprechende

inhibitorisch aktive Stammverbindung freizusetzen.

4.10.1 Syntheseversuch zu einem verkulrzten Prodrug der ersten Generation

Die erste Generation von neuartigen Muraymycin-Prodrugs sollte zunéachst von verkirzten
Muraymycin-Analoga représentiert werden. Danach sollte eine zweite Generation die
vollstdndige Lénge der Peptidkette aufweisen. Dabei war das TFA-Salz der POM-Ester-
Nucleosyl-Aminosaure 162 (vgl. Kapitel 4.8.1.4) Ausgangspunkt der Synthese. Uber die
Carboxyl-Gruppe des Nucleosyl-Aminosaure-Motives wurde so die lipophile Maskierung des
Prodrugs als POM-Ester ins Muraymycin-Analogon eingebracht. Eine reduktive Aminierung
mit dem N-Acetyl-L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 78 (vgl. Kapitel 4.3.2) sollte im ersten
Prodrug der ersten Generation resultieren, wobei mit der terminalen Acetylgruppe in
verkirzter Form nachgeahmt werden sollte, dass bei den natlrlich vorkommenden
Muraymycinen weitere Aminosauren in der Kette folgen.

Zur Synthese des TBDMS-geschutzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Prodrugs 185 wurde das
TFA-Salz 162 in einer reduktiven Aminierung mit dem Aldehyd 78 umgesetzt (Abb. 4.43). In
diesem Zuge wurden die Bedingungen der in der Arbeitsgruppe Ducho etablierten
Reaktion®™®? aufgrund des TFA-Salzes der Nucleosyl-Aminosaure 167 fiir TFA-Salze
angepasst (vgl. Kapitel 4.9.1.1). Damit tberhaupt eine Reaktion stattfinden konnte, musste

aus dem TFA-Salz 162 zundchst das entsprechende primare Amin 77 freigesetzt werden,
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Abb. 4.43 Syntheseversuche eines verkiirzten Prodrugs der ersten Generation.

welches dann unter Wasserabspaltung mit dem Aldehyd zum Imin reagieren sollte. Die
beiden Edukte wurden daher in Tetrahydrofuran mit DIPEA (2.0 Ag.) versetzt und 23 h
geriihrt. AnschlieBend wurden Amberlyst® 15 (0.22 Ag.) und Natriumtriacetoxyborhydrid
(2.0 Ag.) hinzugegeben, wodurch in weiteren 23 h das Imin zum entsprechenden sekundéaren
Amin 185 reduziert werden sollte. Es konnte jedoch nur eine Mischung aus nicht naher
identifizierbaren Zersetzungsprodukten isoliert werden, in welcher die Zielverbindung in
Spuren enthalten war, was eine massenspektrometrische Analyse zeigte. In einem zweiten
Versuch wurde daher mit Pyridin (5.0 Ag.) im Uberschuss eine wesentlich mildere Base
gewdhlt, da mogliche Ursachen fur eine Zersetzung eine unerwinschte Nebenreaktion des
freiwerdenden Amins mit dem POM-Rest gewesen sein konnte, was schon vorher in
vorliegender Arbeit beobachtet werden konnte (vgl. 4.8.1.4). Des Weiteren kdnnte die starke
Basizitat des DIPEA zu Nebenreaktionen mit dem Aldehyd 78 fiihren. Der starke Uberschuss
an Pyridin sollte zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes aus TFA-Salz und freiem Amin
in Richtung des Amins fiihren, was zu einer effektiven Imin-Bildung und zu einer
Unterbindung der Nebenreaktion des freien Amins mit dem POM-Rest fuhren sollte. Bei
gleichbleibender Reaktionsfiihrung konnte jedoch erneut nur eine Mischung aus
Zersetzungsprodukten erhalten werden, in der nun nicht einmal mehr das gewtinschte Produkt
185 nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.43). Die Base Pyridin schien somit zu schwach zu

sein, um das primdre Amin freizusetzen.
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Im Folgenden sollte tberprift werden, welche Faktoren fiir die Zersetzung des TFA-Salzes
162 verantwortlich waren. Dabei wurde vermutet, dass der Zerfall durch die Reaktion des
primaren Amins mit der POM-Gruppe wéhrend der Reaktion schneller verlief als die
Reaktion des primdren Amins mit dem umzusetzenden Aldehyd 78. Aus diesem Grund sollte
der generelle Einfluss des &duBerst polaren Aldehyds 78 auf die reduktive Aminierung
untersucht werden. Dafir sollte dieser in einer reduktiven Aminierung unter den bekannten
und etablierten Bedingungen mit der Nucleosyl-Aminoséure 43 umgesetzt werden. Aldehyd
78 und Nucleosyl-Aminosdure 43 wurden somit in Tetrahydrofuran fur 24 h geriihrt,
Amberlyst® 15 (0.22 Ag.) und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.) hinzugegeben und
weitere 24 h gerthrt (Abb. 4.44). Interessanterweise konnten nach waéssriger Aufarbeitung

b

TBDMSO OTBDMS 78
43

78
NaBH(OAc);
Amberlyst® 15
MS(4A), THF

Y

2d, Rt TBDMSO  OTBDMS
186

Abb. 4.44 Testreaktion zur Synthese eines verkiirzten Prodrugs der ersten Generation.

und saulenchromatographischer Reinigung keinerlei Produktspuren 186 in einer Mischung
aus Zersetzungsprodukten ausgemacht werden. In einer analogen Wiederholung der Reaktion
wurde das Ergebnis noch einmal bestatigt. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde schlieBlich
hauptséachlich der Aldehyd 78 aufgrund seiner starken Polaritét und der damit einhergehenden
veranderten Reaktivitat, und nicht das TFA-Salz der POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 162
fur das Misslingen der eingangs versuchten reduktiven Aminierung zu Verbindung 183
verantwortlich gemacht.

Wie bereits zuvor beschrieben wies die primére Amino-Funktion von Nucleosyl-Aminosauren
eine ganz spezielle und interessante Reaktivitat auf (vgl. Kapitel 4.8.1.3). An dieser Stelle
sollte dennoch versucht werden, die Synthese des geschiitzten Vorldufers 185 eines
verkirzten Prodrugs der ersten Generation mithilfe einer Alkylierung zu erreichen. Da nicht
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Abb. 4.45 Syntheseversuch des Tosylats 187.

ausgeschlossen werden konnte, dass sowohl das TFA-Salz 162 als auch der eingesetzte polare
Aldehyd 78 fir die fehlgeschlagene reduktive Aminierung verantwortlich waren, sollte eine
Testreaktion der Alkylierung zundchst anhand des N-Chz-geschiitzten L-Leucin-abgeleiteten
Aldehyds 88 vorgenommen werden. Bei diesem konnte angesichts der zahlreichen
Umsetzungen auf mehr Erfahrungswerte zurlckgegriffen werden. Daflir musste dieser
zunachst in den entsprechenden Alkohol umgewandelt werden, wobei Aldehyd 88 in
Methanol bei 0 °C mit Natriumborhydrid (5.0 Ag.) versetzt und innerhalb einer Stunde auf
Raumtemperatur erwdarmt wurde. Der entstandene Alkohol wurde direkt in Dichlormethan
gelost, bei 0°C mit p-Toluolsulfonsiurechlorid und Pyridin versetzt und 3d bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach waéssriger Aufarbeitung konnte jedoch kein Tosylat 187
isoliert werden, wofir eine mdgliche intramolekulare Ringschlussreaktion und darauf
aufbauende Zersetzungsreaktionen verantwortlich gemacht wurden (Abb. 4.45).

Da in der Arbeitsgruppe Ducho bereits zuvor gezeigt worden war, dass verkirzte
Muraymycin-Analoga nur sehr schlechte bis gar keine inhibitorische Aktivitidt gegenuber
MraY aufweisen und sich die Zugéanglichkeit verkdirzter Prodrugs als unerwartet kompliziert
herausstellte, wurde keine weitere Optimierung der Synthese fur eine Alkylierung des TFA-
Salzes 162 oder der reduktiven Aminierung mit dem Aldehyd 78 vorgenommen. Es war
davon auszugehen, dass der Befund fur eine schlechte biologische Aktivitat auch fiir ein
verkirztes Muraymycin-Prodrug der ersten Generation gelten wirde. Vielmehr wurde an
dieser Stelle dazu (bergegangen, Muraymycin-Prodrugs der zweiten Generation mit

vollstandigem Grundgerust zu generieren.

4.10.2 Synthese des Bis-POM-Prodrugs 73

Fur die Synthese des ersten neuartigen Muraymycin-Prodrugs sollte neben dem POM-Ester,
der Uber die Nucleosyl-Aminoséaure 162 (vgl. Kapitel 4.8.1.4) eingeflihrt werden sollte, ein
zweiter POM-Ester als enzymatisch spaltbare  Maskierungsgruppe Uber das
Harnstoffdipeptid 83 (Abb. 4.49, vgl. Kapitel 4.6.1.3) eingefiihrt werden und auf diese Weise
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letztendlich das Bis-POM-Prodrug 73 (Abb. 4.50) resultieren. Ein grof3er Vorteil sollte dabei
sein, dass auf diese Weise auf sauer schwerer spaltbare tert-Butylester als Carboxyl-
Schutzgruppen verzichtet werden konnte und eine globale saure Entschiitzung mit ungefahr
20% TFA in Wasser gelingen sollte, was die zuvor erbrachten Studien der globalen sauren
Entschiitzung gezeigt hatten (vgl. Kapitel 4.9.2).

Zunachst sollte jedoch erneut versucht werden das TFA-Salz 162 fir eine reduktive
Aminierung mit dem L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88 =zuganglich zu machen. In
vorangegangenen Syntheseversuchen von verkirzten Muraymycin-Prodrugs konnte diese
Umsetzung mithilfe N-Acetyl-L-Leucin-abgeleiteten Aldehyds 78 nicht realisiert werden
(vgl. Kapitel 4.10.1). Dies sollte aber fiir die vorliegende Reaktion kein Problem darstellen, da
der Aldehyd 78 eine wesentlich grollere Polaritat aufwies, was zu einem ganz anderen
Verhalten in dieser Reaktion filhren konnte. Andererseits waren reduktive Aminierungen mit
dem TFA-Salz der Nucleosyl-Aminosaure 167 und N-Cbz-geschitztem Aldehyd 88 bereits
erfolgreich durchgefuhrt worden (vgl. Kapitel 4.9.1.1).

In einem ersten Versuch wurde das TFA-Salz 162 mit dem Aldehyd 88 nach zuvor
entwickelter Methodik mit DIPEA (2.0 Aqg.) als Base in Tetrahydrofuran fiir 24 h umgesetzt,
Amberlyst® 15 (0.22 Ag.) und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.) hinzugegeben und
weitere 24 h geriihrt (Abb. 4.46). Die aufgenommenen NMR-Spektren zeigten einen
kompletten Zerfall, was verwunderlich war, da in der Reaktionskontrolle und nach der
Aufarbeitung ein klares Hauptprodukt vorlag, welches auch sdulenchromatographisch isoliert

werden konnte. Analog wurde daher ein zweiter Versuch unternommen, dessen

0
NH
o)
% CbzHN
Frl TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
162 189
88 o o)
NaBH(OAc),
Amberlyst® 15
H o MS(4A), THF
CbzHN N~z DIPEA
R » CbzHN
88 2d, Rt TBDMSO OTBDMS
50%

188

Abb. 4.46 Synthese der N-Cbz-geschiitzten L-Leucin-propyl-POM-Ester-Nucleosyl-Aminosaure 188.
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Reaktionskontrolle sich als ahnlich erfolgreich zeigte. Durch einen anschlieRenden Wechsel
des deuterierten Losungsmittels von Methanol auf Chloroform konnte das Produkt der
reduktiven Aminierung der N-Cbz-geschutzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-POM-Ester-
Nucleosyl-Aminosdure 188 schlieflich mittels NMR-Spektroskopie erfolgreich nachgewiesen
und eine Ausbeute von 44% erreicht werden. Spektren derselben Substanz wurden
anschlielend noch einmal in deuteriertem Methanol aufgenommen, was die Beobachtungen
des ersten Versuchs der Reaktion belegte und in einem Gemisch aus nicht n&her
identifizierbaren Zersetzungsprodukten resultierte. Wurde dieselbe Substanz erneut in
deuteriertem Chloroform gemessen, wurden zur Messung in deuteriertem Methanol
unverdndert schlechte Spektren erhalten. Es handelte sich bei vorliegendem Problem somit
nicht um einen reversiblen Effekt des NMR-Ldsungsmittels, sondern um einen Zerfall der
Zielverbindung 188 in Methanol. Hierbei kdnnen eine Umesterung des POM-Esters mit
Methanol zum Methylester und sich daran anschlieRende komplexere Zersetzungsreaktionen
nicht ausgeschlossen werden. Dies war vor allem vor dem Hintergrund nicht verwunderlich,
dass das Molekiil nicht mehr als TFA-Salz vorlag, was durch ein **F-NMR Spektrum belegt
werden konnte, und somit die Verbindung 188 als ein labiles und flr Zersetzungen anfalliges
basisches Molekil erzeugt wurde.

In diesem Zuge sollte auch die sdulenchromatographische Reinigung, die mit
Laufmittelgemischen von Dichlormethan und Methanol erzielt wurde, umgestellt werden um
die Ausbeute weiter zu erhéhen. Dabei boten sich aufgrund der Polaritdt der
Zielverbindung 188 vornehmlich Mischungen von Dichlormethan und Ethylacetat an. Im
néchsten Versuch wurde daher zundchst ein Verhéltnis von Dichlormethan zu Ethylacetat von
30:70 getestet. Dabei zeigte sich, dass zwar wahrend der Reaktion entstandene
Verunreinigungen besser abgetrennt werden konnten, jedoch eluierte die Zielverbindung 188
nur duBerst langsam. Letztendlich konnte auf diese Weise nur eine Ausbeute von 36% erzielt
werden, was damit begriindet wurde, dass sich das Produkt im leicht sauren Milieu des
Kieselgels zersetzt hatte.

Wurde in einem weiteren Versuch der reduktiven Aminierung bei exakt gleichbleibenden
Reaktionsbedingungen eine Gradiententrennung mit Laufmittelgemischen von Dichlormethan
und Ethylacetat von 20:80 zu 10:90 angestrebt, konnte die beste Ausbeute von 50% erreicht
werden (Abb. 4.46). Zudem konnte in Ausbeuten von 15% bis 30% auch ein bei der Reaktion
entstandenes Nebenprodukt sauber isoliert werden. Mithilfe von LC-MS-Analysen konnte
diese Verbindung als freie Sdure 189 ohne POM-Ester identifiziert werden (Abb. 4.46). Dies

erklarte die nur moderaten Ausbeuten in dieser Reaktion und zeigte noch einmal die
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Empfindlichkeit der POM-haltigen Verbindungen, sowohl des Eduktes 162 als auch des
Produkts 188 der reduktiven Aminierung.

In diesem Zuge wurde weiterhin Uberlegt die sekundére Amino-Funktion nach der reduktiven
Aminierung direkt mit einer N-Boc-Schutzgruppe zu versehen, um eine Nebenreaktion mit
dem POM-Ester, die zu einer Zersetzung fuhrte, zu unterbinden. Dabei sollte ein erster
Versuch anhand der bereits synthetisierten Modellverbindung 181 (vgl. Kapitel 4.9.1.1)
getestet werden. Einer Strategie fur die Boc-Schiitzung sekundarer Amine folgend®®? wurde
Verbindung 181 in Dichlormethan mit Di-tert-Butyldicarbonat versetzt und 17 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Da keine Verdnderung in der Reaktionsmischung festgestellt
werden konnte, wurde Triethylamin (5.0 Ag.) hinzugegeben um ein Ansauern der Mischung
zu verhindern. Nach weiteren 26 h wurde jedoch immer noch kein Umsatz beobachtet,
weshalb zur weiteren Aktivierung 4-Dimethylaminopyridin (3.0 Ag.) hinzugegeben und
weitere 3d gerthrt wurde. Da weiterhin kein Stattfinden der Reaktion zur gewinschten
Zielverbindung 190 beobachtet werden konnte, wurde diese abgebrochen (Abb. 4.47). Das
Ergebnis dieser Umsetzung war vor dem Hintergrund nicht verwunderlich, dass bereits eine
Umsetzung der Nucleosyl-Aminosdure 43 als primdres Amin nicht gelungen war. Dies
belegte erneut die eigenartige Reaktivitét dieser Funktion (vgl. Kapitel 4.8.1.3) und auch, dass

diese Position nicht flir Umsetzungen im Sinne einer Acylierung geeignet war.
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CbzHN

TBDMSO  OTBDMS
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Abb. 4.47 Syntheseversuch einer Boc-Schiitzung des sekunddren Amins 181.

Wie zuvor gezeigt werden konnte, war eine POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 77 nur als
TFA-Salz 162 stabil. Fur das nach der reduktiven Aminierung entstehende sekundére Amin
188 galt dies auch noch bedingt. 188 konnte zwar nach einer gewissen Optimierung rein
isoliert werden, war jedoch sehr empfindlich, was die Generierung eines Nebenproduktes in

der reduktiven Aminierung zeigte. Zudem zersetzte sich das sekunddre Amin 188 in
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Methanol. Mit diesem Wissen sollte nun die nachfolgende hydrogenolytische Abspaltung der
N-Cbz-Schutzgruppe der Verbindung 188 angegangen werden. Da wiederum ein primares
Amin resultieren wirde, sollte die Zielverbindung direkt als TFA-Salz dargestellt werden.
Dabei stellte sich zunéchst die Frage, ob &quimolare Mengen an Trifluoressigsdure reichen
wirden um nur am priméren Amin das entsprechende Salz zu bilden, oder ob das sekundére
Amin der Nucleosyl-Aminosdure 188 im Molekil ebenfalls protoniert wirde. Nach
optimierten Hydrierbedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.2) wurde die N-Chz-geschitzte L-Leucin-
propyl-5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-Aminosdure 188 in iso-Propanol geldst, mit
1,4-Cyclohexadien (10 Aq.) und Trifluoressigsaure (1.0 Ag.) versetzt und die Reaktion durch
die Zugabe von Palladium Black gestartet. Erneut konnte bereits nach 1 h ein vollstandiger
Umsatz erzielt werden. Aufgrund der Instabilitat des eingesetzten Eduktes 188 wurde eine
NMR-spektroskopische Untersuchung in deuteriertem Chloroform anstelle von deuteriertem
Methanol durchgefiihrt. Eine vollstandige Zersetzung war das Ergebnis, was zeigte, dass
aquimolare Mengen an TFA nicht ausreichten um das primére Amin als Salz darzustellen, da
sowohl dieses als auch das sekunddre Amin innerhalb des Molekils protoniert werden
mussten. Interessant war, dass wiederum Zersetzungsreaktionen aufgrund des VVorhandenseins
der POM-Ester-Maskierungsgruppe an der Carboxyl-Funktion auftraten, sobald erneut ein
primares Amin im Molekil generiert wurde. Ob diese Nebenreaktionen mit anschlie3ender
Zersetzung einen intra- oder intermolekularen Charakter besal3en, konnte nicht abschlieRend
geklart werden. Um im néchsten Versuch sowohl das primare als auch das sekundére Amin zu
deaktivieren und auf diese Weise ein Bis-TFA-Salz 191 darzustellen, wurde unter ansonsten
gleichbleibenden Reaktionsbedingungen die doppelte Menge an TFA (2.0 Ag.) eingesetzt.
Auf diese Weise konnte die Zielverbindung 191 nach 1 h in quantitativer Ausbeute und
exzellenter Reinheit erhalten werden (Abb. 4.48). In nachfolgenden Studien konnte
festgestellt werden, dass sich die dargestellte Verbindung 191 als sehr stabil herausstellte. Die
Aufnahme von gut aufgelosten NMR-Spektren in deuteriertem Methanol war nun wieder
ohne weiteres mdglich. Durch ein *F-NMR-Spektrum konnte weiterhin eindeutig bewiesen
werden, dass es sich bei der dargestellten Verbindung 191 um ein TFA-Salz handelte.

Im Folgenden sollte auch in vorliegender Prodrug-Synthese nun die Peptidkupplung und
somit die Verknlpfung mit dem an der Carboxyl-Funktion mit einer POM-Gruppe maskierten
Harnstoffdipeptid 83 erfolgen."*® Da fiir diese Reaktion leicht basische Bedingungen
erforderlich waren und in diesem Zuge mit DIPEA als Base gearbeitet wurde, sollte sich die
Kupplung des Bis-TFA-Salzes 191 problemlos durchfiihren lassen. Dazu wurde das

Harnstoffdipeptid 83 zunédchst in Tetrahydrofuran gel6st und unter Zugabe von
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Abb. 4.48 Synthese des vollstindig geschiitzten Bis-POM-Muraymycin-Prodrugs 192.

1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-
phosphat (PyBOP) und DIPEA innerhalb von 30 min aktiviert und bei 0 °C eine Ldsung des
TFA-Salzes 191 in Tetrahydrofuran zugetropft. Nach 1h bei 0°C und 3h bei
Raumtemperatur konnte das vollstandig geschutzte Vorlaufermolekil des Bis-POM-
Prodrugs 192 erhalten werden, was anhand massenspektrometrischer Untersuchungen
zweifelsfrei belegt werden konnte. Auf eine tiefergehende NMR-spektroskopische
Charakterisierung wurde aufgrund der Komplexitat der Spektren verzichtet. Basierend auf
einer sdulenchromatographischen Reinigung und dem UV-Chromatogramm (A =254 nm)
einer LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit des Kupplungsproduktes
angenommen und eine Ausbeute von ca. 40% bestimmt. Die moderate Ausbeute wurde damit
begriindet, dass wahrend der Reaktion auch die Bildung von Nebenprodukten beobachtet
werden konnte, die erneut fir eine ungewinschte Zerfallsreaktion zwischen sekundarem

Amin der Nucleosyl-Aminosdaure und den POM-Estern sprachen, weshalb die
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Reaktionsfilhrung optimiert werden sollte. Zunachst wurden 3.0 Aqg. DIPEA statt der (iblichen
2.0 Aqg. eingesetzt, zwei fiir die Deprotonierung des Bis-TFA-Salzes 191 und eines um die
basischen Reaktionsbedingungen zu gewéhrleisten. Am Ende der Reaktion, vor dem
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, sollte dann Trifluoressigsaure (2.0 Ag.)
hinzugefiigt werden, um das sekundére Amin des entstehenden vollstdndig geschiitzten Bis-
POM-Prodrugs 192 erneut als TFA-Salz zu maskieren und somit einer Zersetzung
vorzubeugen. Dies gelang in einem zweiten Versuch bei gleichbleibender Reaktionsfuhrung,
wobei sich die Ausbeute auf ca. 60% verbesserte. Erneut wurde diese auf Basis der
festgestellten Reinheit nach Saulenchromatographie anhand des UV-Chromatogramms
(A =254 nm) der LC-MS-Analyse bestimmt. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass sich
uber die zeitliche Dauer der saulenchromatographischen Reinigung ebenfalls Zerfalls- oder
Abspaltungsprodukte zu bilden schienen. Auf dieser Grundlage wurde Uberlegt, ob das
entstandene Produkt 192 mdglicherweise erneut instabil in Methanol war, da fir die
Reinigung Laufmittelgemische von Dichlormethan und Methanol gewahlt wurden. Da sich
Eluenten aus Dichlormethan und Ethylacetat bereits in der zuvor bewaéltigten reduktiven
Aminierung bewdhrt hatten, sollte diese Mischung in einem weiteren Versuch der
Peptidkupplung unter den zuvor optimierten  Reaktionsbedingungen fur die
saulenchromatographische Reinigung eingesetzt werden. Aufgrund der starken Polaritét
mussten dabei jedoch Verhaltnisse von 10:90 bis 5:95 von Dichlormethan zu Ethylacetat
gewahlt werden, bevor die Verbindung, neben einer Vielzahl von Zersetzungsprodukten in
noch wesentlich groRerem Anteil, langsam eluierte. Eine auf den gleichen Grundlagen wie
zuvor geschatzte Ausbeute von lediglich ca. 40% war das Resultat. Nicht die Gegenwart von
Methanol schien also das Problem zu sein, sondern das leicht saure Milieu der Kieselgelséule
selbst filhrte zu einer Zersetzung des anscheinend sédurelabilen vollstandig geschitzten
Muraymycin-Prodrugs 192. Zuletzt sollte daher zu Laufmittelgemischen aus Dichlormethan
und Methanol zuriickgekehrt und die s&ulenchromatographische Reinigung beschleunigt
werden. Durch eine breitere Kieselgelséule bei gleichbleibender Kieselgelmenge konnte dies
schlieRlich erreicht werden, ohne EinbuBen bezlglich der auf Grundlage des
UV-Chromatogramms (A =254 nm) bestimmten Reinheit der isolierten Zielverbindung
hinzunehmen. Auf diese Weise konnte das geschiitzte Muraymycin-Prodrug 192 in einer
guten Ausbeute von ca. 70% erhalten werden (Abb.4.48). Da eine genaue
Ausbeutebestimmung nur anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen mdglich
gewesen ware, wurde die Ausbeute nicht in der Abbildung 4.48 angegeben. Diese Angabe
erfolgte erst fiir das Bis-POM-Prodrug 73 liber 2 Stufen von Bis-TFA-Salz 191 (Abb. 4.50).
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AbschlieBend sollten die TBDMS-Ether sowie die N-Boc-Schutzgruppe der Verbindung 192
in einer globalen sauren Entschiitzungsreaktion abgespalten werden und dabei die gewiinschte
Zielverbindung dieser Synthese, das Bis-POM-Muraymycin-Prodrug 73, resultieren. Da keine
Schutzgruppen wie tert-Butylester vorhanden waren, die ein starker saures Milieu zur
Spaltung bendétigten, sollten milde Bedingungen von 20% TFA in Wasser geniigen, was im
Zuge von Studien zu dieser Art von Entschutzungen gezeigt worden war (vgl. Kapitel 4.9.2).
Unter diesen Bedingungen sollten auBerdem die beiden im Molekil vorhandenen POM-Ester
erhalten bleiben (vgl. Kapitel 4.9.2), die sich zuvor als durchaus sdurelabil erwiesen hatten.
Das geschutzte Muraymycin-Prodrug 192 wurde daher in Tetrahydrofuran (1 mL) gel6st, auf
0 °C gekuhlt, mit 20% TFA in Wasser (4 mL) versetzt und 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Es wurde mit Wasser verdinnt, um die Trifluoressigsaure beim Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum nicht zu sehr aufzukonzentrieren. In einer Analyse per LC-MS zeigte sich im
UV-Chromatogramm (A =254 nm) das gewinschte Bis-POM-Prodrug 73 wie erwartet als

Hauptverbindung, jedoch in einer Mischung mit drei weiteren Verbindungen (Abb. 4.49).
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Abb. 4.49 Bis-POM-Prodrug, LC-MS-Analyse, UV-Chromatogramm (A = 254 nm).

Dabei wiesen zwei der Verbindungen dieselbe Masse auf. Diese passte zu den beiden Mono-
POM-Prodrugs, die ebenfalls im Verlauf der vorliegenden Arbeit dargestellt werden sollten
(vgl. Kapitel 4.10.3 und Kapitel 4.10.4). Es iberraschte jedoch, dass eines dieser Mono-POM-
Prodrugs in etwa doppeltem Anteil zum anderen vorhanden war, was bedeutete, dass einer der
POM-Ester wesentlich leichter zu spalten war. Fir welchen Ester dies galt und welche

Verbindung welchem Peak im UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS Analyse
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zuzuordnen war, konnte im spateren Verlauf der vorliegenden Arbeit geklart werden (vgl.
Kapitel 4.10.3). Fir vorliegendes Syntheseproblem war dies zundchst nicht weiter von
Interesse. Der vierte und kleinste Peak im Spektrum konnte der Stammverbindung 76
zugeordnet werden, bei der beide POM-Ester gespalten worden waren (Abb. 4.49). Aufgrund
des Auftretens dieser weiteren Zersetzungen der Zielverbindung im Verlauf der globalen
sauren Entschitzung konnte auf diese Weise mit 20% TFA in Wasser nur eine Ausbeute von
22% Uber 2 Stufen von 191 nach semipréparativer HPLC-Reinigung erreicht werden.
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Abb. 4.50 Synthese des Bis-POM-Muraymycin-Prodrugs 73.

Im Folgenden sollte deshalb geklart werden, ob eine Abspaltung der POM-Ester unter noch
milderen Bedingungen mit 10% TFA in Wasser verhindert werden kdnnte, um gezielter das
gewiinschte Muraymycin-Prodrug 73 darzustellen. Unter der Prdmisse, dass nun mit einer
Verlangerung der Reaktionszeit zu rechnen war, wurde das geschutzte Prodrug 192 in
analoger Weise wie zuvor mit 10% TFA in Wasser geriihrt. Die Reaktion wurde erneut
mittels LC-MS kontrolliert, wobei festgestellt werden musste, dass erneut die POM-Ester
langsam aber stetig gespalten wurden, gleichzeitig aber noch Reste eines nicht umgesetzten
N-Boc-geschiitzten Prodrug-Vorlaufers vorhanden waren. Als Mittelweg wurde entschieden

die Reaktion nach 24 h abzubrechen. Nach semipréaparativer HPLC-Reinigung konnte auf
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diese Weise fiir das Bis-POM-Muraymycin-Prodrug 73 die beste Ausbeute von 27% uber 2
Stufen von 191 erzielt werden. Dies wurde einer Ausbeute von ca. 40% basierend auf der
Rickgewinnung des N-Boc-geschitzten Prodrug-Vorldufers entsprechen, wobei von einer
entsprechenden Reinheit des eingesetzten vollstdndig geschitzten Eduktes 192 basierend auf
Saulenchromatographie und auf dem UV-Chromatogramm einer LC-MS-Analyse
(A = 254 nm) ausgegangen wurde (Abb. 4.50).

In einem dritten Versuch konnte noch einmal gezeigt werden, dass sich das erzielte Ergebnis
unter Bedingungen von 20% TFA in Wasser gut reproduzieren lieB. Um dem weiteren Zerfall
der Zielverbindung 73 vorzubeugen, wurde die Reaktionszeit jedoch auf 14 h verkdirzt. Das
aufgenommene UV-Chromatogramm (A = 254 nm) der LC-MS-Analyse &hnelte jedoch sehr
dem des ersten Versuchs und es wurde lediglich eine Ausbeute von 17% Uber 2 Stufen von
191 erreicht. Fir die Zukunft sind somit eher Bedingungen von 10% TFA in Wasser und
langere Reaktionszeiten zu empfehlen, wobei der Fortschritt der Reaktion genauestens
kontrolliert werden sollte, da eine Abspaltung der POM-Ester unter diesen mild sauren
Bedingungen bereits einsetzte, wahrend die N-Boc-Entschiitzung noch unvollstandig war. Die
dabei ebenfalls isolierten Anteile der beiden Mono-POM-Prodrugs wurden nach
semipraparativer HPLC-Reinigung als Referenz flr spatere Synthesen dieser beiden

Substanzen aufbewahrt.

4.10.3 Synthese des Mono-POM-Prodrugs 74

Als weitere Zielverbindung sollte neben dem Bis-POM-Prodrug 73 auch das Mono-POM-
Prodrug 74 dargestellt werden, welches deutlich polarer war, da es an der Peptidkette mit
einer freien Carboxyl-Gruppe abschlief3t. Dieses sollte nur an der Carboxyl-Gruppe des
Nucleosyl-Aminoséure-Motives mit einem POM-Ester zugunsten erhohter Lipophilie im
Vergleich zur Stammverbindung 76 maskiert werden. Fur die Synthese des Mono-POM-
Prodrugs 74 konnte daher vom Bis-TFA-Salz 191 (Abb. 4.48) ausgegangen werden, dessen
Synthese bereits eingehend optimiert worden war (vgl. Kapitel 4.10.2). Im Folgenden wurde
zunéchst eine Peptidkupplungsreaktion des Bis-TFA-Salzes 191 mit dem in der Arbeitsgruppe
Ducho bereitgestellten Harnstoffdipeptid 85 anvisiert,"*¥ wonach sich eine globale saure
Entschiitzung anschlie3en sollte, in der das gewinschte Produkt 74 resultieren sollte. Dazu
wurde das Harnstoffdipeptid 85 zundchst in Tetrahydrofuran geldst, unter Zugabe von
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-
phosphat (PyBOP) und DIPEA innerhalb von 30 min aktiviert und bei 0 °C eine Lésung des
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Abb. 4.51 Syntheseversuch des Mono-POM-Muraymycin-Prodrugs 74.

TFA-Salzes 191 in Tetrahydrofuran zugetropft. Nach 1h bei 0°C und 3h bei
Raumtemperatur konnte das vollstdndig geschiitzte Mono-POM-Prodrug 193 isoliert werden
(Abb. 4.51), was anhand massenspektrometrischer Untersuchungen zweifelsfrei belegt

werden konnte. Auf eine tiefergehende NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde
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aufgrund  der Komplexitat der  Spektren verzichtet. Basierend auf einer
sédulenchromatographischen Reinigung und dem UV-Chromatogrammm (A = 254 nm) einer
LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit des Kupplungsproduktes angenommen
und eine sehr gute Ausbeute von ca. 80% bestimmt. Da eine genaue Ausbeutebestimmung nur
anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen mdoglich gewesen waére, wurde die
Ausbeute nicht in der Abbildung 4.51 angegeben. Durch diese Reaktion konnte noch einmal
gezeigt werden, dass diese Art von Kupplungen, fur die leicht basische Bedingungen bendtigt
werden, robuster mit stabileren Harnstoffdipeptiden wie dem tert-Butylester-
Harnstoffdipeptid 85, als mit POM-haltigen Derivaten wie dem Harnstoffdipeptid 83 abliefen.
Hier musste zudem nicht mit &quimolaren Mengen an Sdure gearbeitet werden, um das
entsprechende TFA-Salz am sekunddren Amin des Nucleosyl-Aminoséure-Motives zu
generieren (vgl. Kapitel 4.10.2).

Aus Entschitzungsstudien zur globalen sauren Abspaltung der Schutzgruppen im letzten
Schritt (vgl. Kapitel 4.9.2) war bekannt, dass sich die TBDMS-Ether und die N-Boc-Gruppe
unter mild sauren Bedingungen von 20% TFA in Wasser abspalten lieRen, was in der
Synthese des Bis-POM-Prodrugs 73 noch einmal belegt werden konnte (vgl. Kapitel 4.10.2).
Es musste jedoch auch festgestellt werden, dass die Abspaltung der terminalen tert-
Butylgruppe des geschutzten Mono-POM-Prodrugs 193 bei kurzen Reaktionszeiten harschere
Bedingungen von 60% TFA in Wasser erfordern wirde. Aufgrund der bisher gemachten
Erfahrungen mit der Saurelabilitit der POM-Ester galt es als auferst fraglich, ob diese
solchen Bedingungen standhalten wirden. Aus diesem Grund sollte zundchst ein Mittelweg
gewdhlt werden, wobei die Abspaltung der Schutzgruppen mit 30% TFA in Wasser bei
langerer Reaktionszeit erfolgen sollte. Das geschiitzte Prodrug 193 wurde in 30% TFA in
Wasser (5 mL) und Tetrahydrofuran (1.5 mL) gel6ést und nach 16 h eine Reaktionskontrolle
mittels LC-MS-Analyse durchgefiihrt. Hierbei konnten eindeutig zwei Hauptverbindungen
ausgemacht werden. Diese uberlagerten sich jedoch im UV-Chromatogramm (A = 254 nm)
und liel3en sich nicht voneinander trennen. Daher konnte nicht bestimmt werden, in welchem
Verhaltnis die beiden Verbindungen zueinander entstanden waren. Massenspektrometrisch
konnte jedoch eindeutig belegt werden, dass es sich bei der einen Verbindung um das
gewunschte Produkt 74 handelte. Die zweite Verbindung war das Derivat 194, bei dem der
POM-Ester bereits gespalten, der tert-Butylester jedoch im Molekil verblieben war
(Abb. 4.51). Vor dem Hintergrund weiterer Studien war dies ein ungunstiges Ergebnis. Wére
die zweite Hauptverbindung die vollstdndig entschiitzte Stammverbindung 76 gewesen, in der

sowohl der tert-Butylester als auch der POM-Ester gespalten gewesen waéren, hatte die
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Mdglichkeit bestanden, die Bedingungen noch einmal im Sinne einer milderen Entschiitzung
anzupassen. Da bei gewahlter Reaktionsfiihrung mit 30% TFA in Wasser der POM-Ester
schon gespalten wurde, wahrend die tert-Butylgruppe sich noch als stabil erwies, wurde auf
eine Optimierung der Bedingungen an dieser Stelle verzichtet.

Daraufhin wurde Uberlegt die Schutzgruppen-Strategie anzupassen, von einer einstufigen auf
eine zweistufige Entschitzung zu wechseln und dafiir den tert-Butylester im
Harnstoffdipeptid 85 durch einen Benzylester zu ersetzen. Dieser sollte sich abschlieRend
unter den milden und bereits optimierten hydrogenolytischen Entschitzungsbedingungen
(vgl. Kapitel 4.8.1.2) mit  1,4-Cyclohexadien (10 Ag.), Palladium Black und
Trifluoressigsdure in iso-Propanol abspalten lassen. Anschlielend sollten dann die milden
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Abb. 4.52 Synthese des Mono-POM-Muraymycin-Prodrugs 74.
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sauren Entschitzungsbedingungen mit 20% TFA in Wasser, die schon in der Synthese des
Bis-POM-Prodrugs 73 Anwendung gefunden hatten (vgl. Kapitel 4.10.2), ausreichen, um die
TBDMS-Ether und die N-Boc-Schutzgruppe zu spalten und das Mono-POM-Prodrug 74 zu
generieren. In diesem Zuge war bereits das entsprechende Benzylester-Harnstoffdipeptid 86
synthetisiert worden (vgl. Kapitel 4.6.2), das nun in bekannter Vorgehensweise!**? mit dem
Bis-TFA-Salz 191 gekuppelt wurde. Da sich der Zusatz von Trifluoressigsdure am Ende der
Reaktion in der Synthese des Bis-POM-Prodrugs 73 als der Ausbeute zutrdglich erwiesen
hatte (vgl. Kapitel 4.10.2), wurde diese optimierte Reaktionsfihrung auch im vorliegenden
Fall angewendet. Auf diese Weise wurde das terminal Benzylester-geschiitzte Mono-POM-
Prodrug als TFA-Salz 195 isoliert (Abb.4.52), was anhand massenspektrometrischer
Untersuchungen zweifelsfrei belegt werden konnte. Auf eine tiefergehende NMR-
spektroskopische Charakterisierung wurde aufgrund der Komplexitéat der Spektren verzichtet.
Basierend auf einer saulenchromatographischen Reinigung und dem UV-Chromatogramm
(A=254nm) einer LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit des
Kupplungsproduktes angenommen und eine sehr gute Ausbeute von ca. 80% bestimmt. Da
eine genaue Ausbeutebestimmung nur anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen
maoglich gewesen ware, wurde die Ausbeute nicht in der Abbildung 4.52 angegeben. Diese
Angabe erfolgte erst fir das Mono-POM-Prodrug 74 uber 3 Stufen von Bis-TFA-Salz 191
(Abb. 4.52).

In der abschlieRenden zweistufigen Entschiitzung wurde das TFA-Salz 195 zundchst in
iso-Propanol gel6st und mit 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und dquimolaren Mengen an TFA
versetzt, bevor die Reaktion durch die Zugabe von Palladium Black gestartet wurde. Bereits
nach 30 min konnte ein vollstandiger Umsatz beobachtet werden und das gewunschte
Spaltungsprodukt nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten werden. Dieses
wurde direkt weiter umgesetzt, dazu in Tetrahydrofuran (1 mL) gel6st und mit 20% TFA in
Wasser (4.5mL) fur 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach semipraparativer HPLC-
Reinigung konnte das Mono-POM-Prodrug 74 auf diese Weise in einer guten Ausbeute von
56% uber 3 Stufen von 191 erhalten werden (Abb. 4.52).

Das Mono-POM-Prodrug 74 war zudem die Verbindung, die bei der Synthese des Bis-POM-
Prodrugs 73 (vgl. Kapitel 4.10.2) zu einem geringeren Anteil entstanden war (Abb. 4.49), was
an dieser Stelle anhand der Retentionszeiten der Verbindungen mithilfe von
Koinjektionsversuchen einer LC-MS-Analyse mit der Reaktionsmischung der Synthese des
Bis-POM-Prodrugs 73 (Abb. 4.49) gezeigt werden konnte. Daraus konnte wiederum

geschlussfolgert werden, dass der POM-Ester, der die Carboxyl-Funktion des Nucleosyl-
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Aminosaure-Motives maskierte, leichter sauer spaltbar war. Ein Zusammenhang mit dem
bereits erwdhnten ungewohnlichen Verhalten des Amins des Nucleosyl-Aminosaure-Motives
(vgl. Kapitel 4.8.1.3) war dabei nicht auszuschliel3en. Diese Schlussfolgerung war auch mit
der Beobachtung kongruent, dass das Bis-POM-Prodrug 73 in Wasser zum Mono-POM-
Prodrug 75 mit terminaler POM-Gruppe zerfiel. Das Mono-POM-Prodrug 74 hingegen zerfiel
zur Stammverbindung 76. Dies konnte festgestellt werden, wenn die VVerbindungen langer in
NMR-Proben mit deuteriertem Wasser verblieben. Zuletzt stimmte diese Beobachtung auch
mit der Reaktivitat der Verbindung 194, dem Vorlaufer der Stammverbindung 76, in globalen
sauren Entschutzungen Uberein. Dabei waren fir die Abspaltung des tert-Butylesters des
Nucleosyl-Aminoséure-Motives ~40% TFA in Wasser, fir die des terminalen tert-
Butylesters sogar ~ 60% TFA in Wasser notig (vgl. Kapitel 4.9.2).

4.10.4 Synthese des Mono-POM-Prodrugs 75

Um die Reihe der POM-Prodrugs zu vervollstdndigen sollte zuletzt die Zielverbindung 75 mit
einem POM-Ester, der die terminale Carboxyl-Gruppe der Peptidkette maskierte, generiert
werden. Da eine globale saure Entschutzung mit tert-Butylestern und POM-Estern im
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Molekul wenig sinnvoll erschien (vgl. Kapitel 4.10.2), sollte aufgrund der groReren
Instabilitdit des POM-Esters an der Carboxyl-Gruppe des Nucleosyl-Aminoséure-Motives
versucht werden, die Zielverbindung 75 ausgehend vom Bis-POM-Prodrug 73 darzustellen.
Da eine Abspaltung besagter POM-Gruppe schon in Wasser méglich war, wurde das Bis-
POM-Prodrug 73 fir 7d in Wasser gerthrt. Anhand von LC-MS-Analysen wurde ein
vollstdndiger Umsatz festgestellt und das gewiinschte Mono-POM-Prodrug 75 nach
semipraparativer HPLC-Reinigung in einer Ausbeute von 50% isoliert (Abb. 4.53).

4.10.5 Biologische Evaluierung der Muraymycin-Prodrugs

Die biologische Evaluierung wurde in der Arbeitsgruppe Ducho von S. Koppermann und
J. Ludwig durchgefiihrt. Es wurden die inhibitorischen in vitro-Aktivitdten gegeniber einer
Membranpraparation von MraY aus S.aureus in einem Fluoreszenz-basierten Assay®®®%)
bestimmt. Die Werte sind in Abb. 4.54 aufgefuhrt.

Aufgrund der POM-Maskierung der Prodrugs wurde erwartet, dass diese keine oder eine sehr
geringe inhibitorische Aktivitat gegeniiber MraY aus S. aureus aufweisen, was fir 73 und 75
auch der Fall war. Dass das Mono-POM-Prodrug 74 eine Aktivitdt (ICso =5.7 £ 0.8 uM,
MraY aus S.aureus) aufwies, die ca. halb so hoch war wie die der freizusetzenden
Stammverbindung 76 (ICso = 2.5 £ 0.6 uM, MraY aus S. aureus), Uberraschte, denn dies sollte
aufgrund spater festgestellter Puffer-Halbwertszeiten (>8h, Tab. 4.8) kein Effekt einer
maoglichen chemischen Hydrolyse der POM-Gruppe sein. Die an der Nucleosyl-Aminoséure
POM-modifizierte Verbindung 74 schien somit auch ein potenter MraY-Inhibitor zu sein,
wobei nicht sicher auszuschlieBen war, dass die Membranpraparation noch mit restlicher
Esterase verunreinigt gewesen und somit das Prodrug gespalten worden sein kdnnte.

Fur die antibakterielle Aktivitdit wurden gegen mehrere Bakterienstimme Minimale
Inhibitorische Konzentrationen (MIC) bestimmt. Als Gram-negative Bakterien wurden E. coli
DH50 und E. coli AtolC verwendet. Letzterer zeichnet sich durch das Fehlen der TolC-
Effluxpumpe aus. Als Gram-positiver Stamm wurde gegen B. subtilis gemessen.

73 und 74 wiesen eine moderate Aktivitdt gegen E. coli AtolC auf (MIC (73) = 25 pg/mL,
MIC (74) = 32 ug/mL), wohingegen die freizusetzende Stammverbindung 76 quasi inaktiv
war (MIC =100 pg/mL). Es wurde vermutet, dass fir die Stammverbindung 76 keine
hinreichende Zellaufnahme stattfand (Abb. 4.54), die Zellgangigkeit mithilfe der Prodrug-
Maskierungen jedoch verbessert werden konnte, was in erster Linie darauf hindeutet, dass die

Anwendung des Prodrug-Konzeptes auf die Muraymycine erfolgreich war. Mdglich waére
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jedoch, dass ein enzymatischer Abbau des Bis-POM-Prodrugs 73 zum Mono-POM-

Prodrug 74 schon auRerhalb der Bakterienzelle stattfinden und anschlielend die Zellaufnahme
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Abb. 4.54 Biologische Evaluierung der Muraymycin-Prodrugs.
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von 74 erfolgen konnte, womit die antibakterielle Aktivitdt des Bis-POM-Prodrugs 73
ebenfalls zu begriinden ware. Bei einem solchen Szenario wére zu bedenken, dass diese
Aktivitat von 73 moglicherweise nur aufgrund der antibakteriellen Aktivitat des Mono-POM-
Prodrugs 74 zustande kame und 73 somit gar kein "echtes” Prodrug mit intrazellulérer
Freisetzung der inhibitorisch aktiven Komponente waére.

Dass 75 inaktiv gegen E. coli AtolC war (MIC > 100 pg/mL) deutet darauf hin, dass die
POM-Gruppe an der Nucleosyl-Aminosédure bei der Zellaufnahme eine gréRere Rolle spielt
als die terminale POM-Gruppe an der Peptidkette und 75 somit vermutlich nicht in die Zelle
gelangte. Aufgrund dieser Herleitungen in Kombination mit der spater gemachten
Beobachtung, dass das Bis-POM-Prodrug 73 schon in reinem LB-Nahrmedium instabil zu
sein scheint (weitere Ausfuhrungen dazu s.u.), wurde vermutet, dass die POM-Maskierung an
der Peptidkette zuerst enzymatisch gespalten wird. Wiirde ein Abbau der Verbindung 73 zur
Verbindung 75 schon vor Eintritt in die Bakterienzelle stattfinden, wirde das Bis-POM-
Prodrug 73 eingedenk der Inaktivitdit von 75 vermutlich keine antibakterielle Aktivitat
aufweisen (Abb. 4.54). Diese Annahme wirde vor dem Hintergrund sinnvoll sein, dass
Esterasen bevorzugt sterisch weniger gehinderte Gruppen am Carboxylende spalten, was in
der Literatur belegt ist.[>%2%>2%] Definitive Aussagen konnen jedoch erst getroffen werden,
wenn weitere quantifizierbare Messungen zur Spaltungskinetik im intrazellularen und
extrazellularen Medium vorliegen, die nicht mehr Gegenstand dieser Arbeit waren. Da der
Vorteil einer POM-Maskierung der Carbonyl-Gruppe der Peptidkette eher begrenzt zu sein
scheint, konnte in Zukunft erwogen werden, ob eine Maskierung am Nucleosyl-Aminosaure-
Motiv ausreicht. Dass im Vergleich zur AtolC-Mutante gegen E. coli DH5a keine Aktivitat
gefunden werden konnte, deutet darauf hin, dass hier Efflux-Effekte der in DH5a enthaltenen
Efflux-Pumpe TolC eine Rolle spielen konnten, sodass die Wirkstoffe aus der Zelle hinaus
transportiert wirden. Gegen den Gram-positiven Erreger B. subtilis konnte keine Aktivitat
festgestellt werden. Ob an dieser Stelle die Zellgangigkeit oder aber Efflux und Abbau eine
Rolle spielten, konnte nicht geklart werden.

Zusammenfassend konnte anhand dieser Daten zur antibakteriellen Aktivitat belegt werden,
dass sich in der Tat durch die Anwendung des Prodrug-Konzeptes aus bisher inaktiven
Verbindungen, wie dem Muraymycin-Analogon 76, mithilfe von Maskierungen aktive
antibiotische Wirkstoffe generieren lassen. Dies unterstiitzt weiter die These, dass die
Zellaufnahme eine entscheidende Rolle bei der antibakteriellen Wirkung der Muraymycin-

Analoga spielt.
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Die Stabilitatstests der Muraymycin-Prodrugs wurden in der Arbeitsgruppe Ducho von
Dr. S. Boettcher und M. Jankowski durchgefiihrt. Diese Untersuchungen sollten im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nicht vollstandig abgeschlossen werden, vielmehr wurden lediglich
erste Einblicke angestrebt. Die freizusetzende Stammverbindung 76 diente als Referenz. In
Pufferstabilitatsmessungen (LC-UV / LC-MS/MS) konnte festgestellt werden, dass alle drei
Prodrugs stabil waren (tw2>8h) (Tab.4.8). Vor dem Hintergrund weiterer
Stabilitdtsmessungen war dies eine wichtige Erkenntnis. Anschlielende Stabilitdtsmessungen
in humanem Plasma (LC-MS/MS) blieben erfolglos, da die eingesetzten Prodrugs bereits zum

Start der Messungen nicht mehr detektiert werden konnten.

Tab. 4.8 Stabilitatstests der Muraymycin-Prodrugs.

73 74 75 76
Puffer t) [h] >8h >8h >8h >8h
humanes Serum ~ in?
! . ! n.b. 4 min b n.b. > 150 min
tar) [Min] 76:~ 18 uM

a: Vermutung einer hohen Plasmaproteinbindung

b: Gefundene Konzentration nach 150 min (Anfangskonzentration von 74: 25 uM)

n.b. = nicht bestimmt
Auch in verdunntem Plasma (1:10 in Wasser) war dies der Fall. Vermutet wurde hier, dass
nicht der Abbau der Prodrugs fir dieses Phdnomen verantwortlich war, da auch keine
Stammverbindung 76 detektiert werden konnte. Vielmehr konnte eine hohe
Plasmaproteinbindung vorliegen, bei der die Verbindungen unspezifisch an verschiedene im
Plasma enthaltene Proteine binden und somit nicht mehr detektiert werden kénnen. Um die
Komplexitat im Proteinmedium zu verringern, sollten im Folgenden die Stabilitaten in
humanem Serum (1:10 in Wasser) betrachtet werden. Dabei wurde fiir 73 und 75 nur die
Produktbildung detektiert, wobei im Fall von 74 sowohl Produkt als auch Edukt detektiert
wurden (LC-MS/MS) (Tab. 4.8). Naherungsweise sollten bei der Bestimmung von
Halbwertszeiten Kinetiken pseudo-erster Ordnung angenommen werden. Jedoch war es auch
in diesem Fall schwierig Halbwertszeiten anzugeben, da die zeitliche Abnahme der Prodrug-
Konzentration im Fall von 74 nicht mit der Zunahme der Bildung des Abbauproduktes 76
korrelierte. Dieser Umstand bestatigte noch einmal die Annahme einer hohen
Plasmaproteinbindung. Hier wurde basierend auf der Konzentrationsabnahme des Prodrugs
eine Halbwertszeit von ca. 4 min bestimmt (Tab. 4.8). Da als maximaler Wert aus einer

anfanglichen Konzentration von 25 uM an Prodrug 74 nur ungefdhr 18 uM (~ 72%) der

128



4. Resultate und Diskussion

Stammverbindung 76 nach 150 min detektiert wurden, mussten noch ca. 28% von 74 intakt
sein, was ungefahr einer Halbwertszeit von 74 aufgrund enzymatischer Spaltung von 100 min
entsprechen wurde. Fir die Stammverbindung 76 wurde eine Halbwertszeit von >150 min
bestimmt (Tab. 4.8). Bei 73 und 75 wurde das Edukt nicht quantifiziert, weshalb keine
Halbwertszeiten bestimmt wurden (Tab. 4.8). Jedoch stellte sich auch die Detektion der
entstehenden Abbauprodukte als schwierig und nicht eindeutig dar, weil stark voneinander
abweichende Ergebnisse erhalten wurden, weshalb keine Quantifizierung oder tiefergehende
Interpretation mdglich war. Mdglicherweise waren die Schwankungen in den Assays bei
kleinen detektierten Substanzmengen zu grol}, sodass die Werte sehr stark fehlerbehaftet
waren. Auf Grundlage dieser Messungen, in denen im Fall von 73 und 75 kaum Produkte
detektiert werden konnte, wurde die These einer starken Plasmaproteinbindung auch in
verdinntem humanem Serum (1:10 in Wasser) im Gegensatz zu einem schnellen Abbau
weiter erhértet. Dabei wurde postuliert, dass die POM-Maskierung am Peptidkettenende in 73
und 75 die Plasmaproteinbindung tendenziell weiter verstarkt, da far 74 eine
Konzentrationsabnahme und die Bildung der Stammverbindung 76 beobachtet werden
konnte. Auch an dieser Stelle sind weitere Messungen nétig um fundiert quantifizierbare
Aussagen zur Spaltungskinetik treffen zu kénnen. Diese waren jedoch nicht mehr Teil dieser
Arbeit.

In ersten qualitativen Stabilitdtsmessungen des Bis-POM-Prodrugs 73 in LB-N&hrmedium,
Zelllysat und mit Schweineleberesterase wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt
und nach 30 min und 150 min analysiert (LC-MS/MS). Dabei waren die Messungen nach
30 min nicht hinreichend belastbar, da aufgrund der relativ kurzen Inkubationszeit teilweise
nur geringe Mengen der entstehenden Substanzen detektiert werden konnten, was zu einem
hohen Messfehler flihrte. Vor dem Hintergrund der langen Inkubationszeit in Messungen zur
antibakteriellen Aktivitat war es ohnehin naheliegender langere Zeitrdume zu betrachten. Aus
diesem Grund wurden nur die Messungen nach 150 min interpretiert. Im LB-N&hrmedium
konnte gezeigt werden, dass nach 150 min eines der Intermediate sowie die Stammverbindung
76 detektiert werden konnten (Abb. 4.55). Generell misste an dieser Stelle noch einmal die
Aussagekraft der in den antibakteriellen Messungen bestimmten MIC-Werte Uberpriift
werden, da diese Tests bei 37 °C ber 16 h in unterschiedlichen Konzentrationen im LB-
N&hrmedium stattfinden. Die eigentliche antibakterielle Wirkung der Prodrugs kénnte somit
noch weitaus hoher sein, da ein Abbau bereits in diesem N&hrmedium stattfand. Eine
Anderung der Durchfiihrung von weiteren Messungen mithilfe eines Agarplatten-

Diffusionsassays wére beispielsweise moglich. Aufgrund der bisher gemachten
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Abb. 4.55 Assay im LB-N@hrmedium nach 150 min Inkubation: Chromatogramme iiber die Massen
des Bis-POM-Prodrugs 73 (1), einer Mono-POM-Zwischenstufe (vermutlich 74) (2), der gebildeten

Stammverbindung 76 (3) sowie alle Chromatogramme {ibercinander gelegt (4).
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Abb. 4.56 Assay im E. coli Zelllysat nach 150 min Inkubation: Chromatogramme iiber die Massen

des Bis-POM-Prodrugs 73 (1), einer Mono-POM-Zwischenstufe (vermutlich 74) (2), der gebildeten

Stammverbindung 76 (3) sowie alle Chromatogramme tibereinander gelegt (4).
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Abb. 4.57 Assay mit Schweineleberesterase nach 150 min Inkubation: Chromatogramme iiber die
Massen des Bis-POM-Prodrugs 73 (1), einer Mono-POM-Zwischenstufe (vermutlich 74) (2), der
gebildeten Stammverbindung 76 (3) sowie alle Chromatogramme iibereinander gelegt (4).

Beobachtungen zur antibakteriellen Aktivitat erhartete sich an dieser Stelle auch die
Vermutung, dass es sich bei dem Intermediat wohl eher um die Verbindung 74 handeln
durfte, was im Folgenden hergeleitet werden soll. Aufgrund des relativ schnellen Abbaus des
Bis-POM-Prodrugs 73 im N&hrmedium wirde auf der Grundlage des in eben diesem Medium
durchgefuhrten Assays (16 h, 37 °C) Verbindung 74 extrazellulér entstehen, die anschlieBend
in die Zelle gelangt und dort gespalten wird oder ihre eigene inhibitorische Wirkung entfaltet,
was im Weiteren noch geklért werden sollte. Wirde im N&hrmedium schnell Verbindung 75
mit terminaler POM-Gruppe freigesetzt werden, wirde das Bis-POM-Prodrug 73 aufgrund
der Inaktivitat von 75 wahrscheinlich keine antibakterielle Aktivitat aufweisen. Es muss an
dieser Stelle festgehalten werden, dass dies Vermutungen bleiben. Sicher war jedoch, dass in
weiteren Stabilitatsmessungen in Zelllysat und mit Schweineleberesterase jeweils nur ein
Intermediat detektiert werden konnte, wobei es sich immer um dasselbe handelte, was anhand
der Retentionszeiten (tr = 5.49 min) festgestellt werden konnte (Abb. 4.55-4.57). Setzt man
die Werte der entstandenen Verbindungen in ein Integralverhéltnis 76/74 aus dem
Massenchromatogramm l&sst sich vermuten, dass nach Inkubation im LB-N&hrmedium fir
150 min tendenziell eher weniger Stammverbindung 76 als Intermediat 74 vorlag
(76/74 = 0.91) (Abb. 4.58). Aufgrund einer moglicherweise unterschiedlichen lonisierung der
Substanzen muss jedoch werden, dass keine exakten

einzelnen festgehalten
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Stoffmengenverhaltnisse betrachtet werden und diese Art der Auswertung der qualitativen
Messungen hdchstens semiquantitativ war, was im Folgenden fiir alle Auswertungen dieser
Art galt. D diese intrinsische Ungenauigkeit jedoch fir alle Messungen galt, lassen sich

relative Aussagen im Sinne von Tendenzen ableiten.

Integralverhaltnis 60

76/74 anhand der

Massen- 50 48.9
Chromatogramme

nach 150 min

Inkubationszeit? 40

30
20
10
0.91
0 T
LB-Medium Zelllysat Esterase

a: keine tatsachlichen Stoffmengenverhéltnisse aufgrund moglicher
unterschiedlicher lonisierung, Angabe eines relativen Trends

Abb. 4.58 Vergleich der Integralverhaltnisse 76/74 der drei Stabilitdtsmessungen.

Bei Stabilitdtsmessungen in E. coli-AtolC-Zelllysat konnte nach 150 min die Bildung des
Intermediates (vermutlich 74) sowie der Stammverbindung 76 gezeigt werden (Abb. 4.56).
Erneut wurde das Integralverhéltnis der entstehenden Verbindungen gebildet (76/74 = 19.2),
wobei in diesem Fall das Verhaltnis sehr gro3 war, was bedeutete, dass im Vergleich
wesentlich mehr Stammverbindung 76 entstanden sein musste (Abb. 4.58). Generell schienen
die detektierten Mengen der Verbindungen im Zelllysat geringer zu sein, was damit
zusammenhangen konnte, dass der Massendetektor aufgrund des komplexen Mediums
unempfindlicher wurde.

Zuletzt wurde in ersten qualitativen Tests in einem sehr vereinfachten artifiziellen System von
Schweineleberesterase in Tris-Puffer der Abbau des Bis-POM-Prodrugs 73 durch die Esterase
uberpruft. Wiederum konnten ein Intermediat (vermutlich 74) und eine signifikante Menge
der freizusetzenden Stammverbindung 76 detektiert werden (Abb. 4.57). Erneut war das
Verhéltnis der Stammverbindung zum Intermediat (76/74 = 48.9) sehr grol} und noch einmal
wesentlich weiter in Richtung der Stammverbindung 76 verschoben als im Zelllysat

(Abb. 4.58). Dies konnte dadurch begrindet werden, dass maoglicherweise die
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Schweineleberesterase eine hohere spezifische Aktivitat aufweist. Andererseits kénnte die
Konzentration an Esterase im Tris-Puffer (1 U/ 40 uL) groRer als die Konzentration an
Esterase im Zelllysat gewesen sein. Prinzipiell war aber der Beweis erbracht, dass sich diese
Art von Muraymycin-Prodrugs von Schweinelebersterase abbauen lassen, was noch einmal
belegt, dass die Anwendung des Prodrug-Ansatzes von Muraymycinen im Sinne einer POM-
Maskierung moglich sein sollte.

Beim Vergleich der beschriebenen semiquantitativen Auswertung anhand der
Integralverhéltnisse der Massenchromatogramme (Abb. 4.58) der drei Stabilitaitsmessungen
unter dem Vorbehalt einer moglicherweise unterschiedlichen lonisierung fiel auf, dass sich
im LB-N&hrmedium das gebildete Intermediat 74 offensichtlich zun&chst akkumulierte
(76/74: nach 150 min: 0.91). Im Zelllysat war das Verhéltnis wesentlich grofier (76/74: nach
150 min: 19.2), was bedeutete, dass relativ betrachtet hier eher die Stammverbindung 76
akkumuliert vorlag (Abb. 4.58). Dies suggerierte, dass ein entstandenes Intermediat
(wahrscheinlich 74) im Zelllysat sehr schnell zur Stammverbindung 76 abgebaut zu werden
scheint. In reiner Schweineleberesterase in Puffer war dieser Effekt, wie beschrieben, noch
wesentlich ausgeprégter (76/74: nach 150 min: 48.9) (Abb. 4.58). Dieser Vergleich fiihrte
somit zu der Annahme, dass die Stammverbindung 76 intrazellulér anscheinend wesentlich
schneller freigesetzt wird als extrazellular, weshalb vermutet wurde, dass es sich bei den
Verbindungen 73 und 74 um "echte"™ Prodrugs mit intrazelluldrer Freisetzung der
Stammverbindung 76 und einer von dieser Verbindung 76 ausgehenden inhibitorischen
Aktivitat handeln durfte, da ein Intermediat 74 intrazellulér nicht lange genug Bestand haben
sollte, um die antibakterielle Aktivitat mittels Inhibition von MraY zu erzeugen.

Alle Beobachtungen zusammenfassend wirde dies bedeuten, dass Bis-POM-Prodrug 73
schon im LB-N&hrmedium partiell zur Verbindung 74 zerfallt und somit eventuell nicht
vollstandig intakt in die Bakterienzelle aufgenommen wird. 74 gelangt anschlieBend in die
Zelle und wird schnell zur Stammverbindung 76 gespalten, die ihr inhibitorisches Potential
entfalten kann. Die Maskierung der terminalen Carboxyl-Funktion an der Peptidkette zur
Generierung von 73 wére somit nicht zwingend nétig. Diese Vermutungen missen jedoch mit
hochster Vorsicht betrachtet werden, da festgehalten werden muss, dass sich anhand der
diskutierten qualitativen Messungen noch keine absoluten Aussagen treffen lassen. Daher sind
weitere Tests mit entsprechender Kalibration und der Bestimmung exakter Halbwertszeiten
im intrazelluldaren und extrazellularen Medium nétig, um eine saubere Quantifizierung der
Ergebnisse zu erlangen. Diese Untersuchungen sollten jedoch nicht mehr Gegenstand der

vorliegenden Arbeit sein.
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4.11 Synthese der propylverlinkten  aminoribosylierten

Muraymycin-Analoga

Die bisher gemachten Beobachtungen zur Aktivitat und zur Zellgangigkeit der Muraymycine
zeigen auf, dass vereinfachte Muraymycin-Analoga wie das in der Arbeitsgruppe Ducho
synthetisierte 5'-Desoxy-Muraymycin C4 40™2 eine gute inhibitorische in vitro-Aktivitat
(MraY aus S. aureus) aufweisen, die Aminoribose jedoch offensichtlich einen Beitrag zur
Bindung an MraY leistet, da die Aktivitat fir Muraymycin D2 22 (MraY aus B. subtilis)
hoher ist.*™ Daher sollten in diesem Teil der Dissertation neue aminoribosylierte
Muraymycin-Analoga entwickelt werden, um weitere Einblicke in die Rolle der Aminoribose
und in die Signifikanz ihrer Position innerhalb des Molekiils zu erlangen.

4.11.1 Synthese des 6'-N-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 89 und des 6'-N-verlinkten deribosylierten 5'-

Desoxy-Muraymycin-Analogons 91

Im 6'-N-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 89 sollte das
Aminoribose-Motiv ber einen Propylrest als Spacer an das Molekil gebunden werden. Auf
diese Weise sollte eine Beweglichkeit der Aminoribose-Einheit und somit eine gewisse
konformationelle Flexibilitat der Muraymycin-Analoga fur die Bindung an das zu
inhibierende Enzym MraY gewahrleistet werden. Der Aminoribose-Rest sollte so eine
optimale Position im aktiven Zentrum des Enzyms einnehmen. Vor dem Hintergrund der
ebenfalls konformationellen Plastizitdt von MraY!®! erschien ein solcher Syntheseansatz
plausibel. Als Referenz sollte weiterhin die analoge Verbindung 91 dargestellt werden, die
sich zur Verbindung 89 nur durch das Fehlen der Aminoribose auszeichnen sollte, wobei der
Propyllinker verblieb und mit einem priméren Alkohol enden sollte. Dies sollte auch
Aufschluss uber den Einfluss des Linkers selbst auf die Aktivitét einer derartigen Verbindung
geben.

Auf dem Weg zum vollstdndig geschitzten verkirzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 196 konnte bereits in VVorarbeiten festgestellt werden, dass nicht auf
die  bereits dargestellte  N-Cbz-geschitzte  L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-
Aminosdure 181 zurlckgegriffen werden konnte (Abb. 4.59). In diesem Zusammenhang
wurden bereits mehrere Versuche einer Optimierung der etablierten Reaktionsbedingungen
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Abb. 4.59 Versuche zur zweiten reduktiven Aminierung mit dem Aldehyd 95.

unternommen.™”! Auch eine von Drouillat und Mitarbeitern entwickelte Methode fiihrte nicht
zum Erfolg.11732%7]

Im Folgenden konnte herausgefunden werden, dass eine Umkehrung der Reihenfolge der
reduktiven Aminierungen gelang und im gewiinschten Produkt 196 resultierte.'”*! Da sich
reduktive Aminierungen mit dem L-Leucin-abgeleiteten N-Cbz-geschitzten Aldehyd 88 in der
Arbeitsgruppe Ducho im Allgemeinen als robust erwiesen hatten, erfolgte diese nun als
zweites. Die erste reduktive Aminierung wurde zunéachst mit der Nucleosyl-Aminosaure 43
und dem Aldehyd 95 unter den bekannten Reaktionsbedingungen durchgefuhrt. Auf diese
Weise wurde das gewiinschte sekunddre Amin 197 in einer zundchst nur moderaten Ausbeute
von 49% erhalten, die in weiteren Reaktionen dieser Art mit frischem
Natriumtriacetoxyborhydrid (vgl. Kapitel 4.9.1.1) noch auf gute 76% verbessert werden
konnte (Abb. 4.60). Das Gelingen dieser Reaktion zeigte somit, dass sich der Aminoribose-
abgeleitete Aldehyd 95 generell in analoger Weise wie der N-Cbz-geschutzte L-Leucin-
abgeleitete Aldehyd 88 fur die reduktive Aminierung primarer Amine eignet.

In einer zweiten reduktiven Aminierung des sekunddren Amins 197 mit dem N-Cbz-
geschitzten L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88 sollte nun die zweifach N-alkylierte

Verbindung 196 generiert werden.
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Abb. 4.60 Synthese des verkiirzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycins 196.

Die etablierten Reaktionsbedingungen fur die reduktive Aminierung wurden dabei nur
dahingehend modifiziert, dass die Reaktionszeit zur Bildung des Iminium-lons von 23 h auf
2d verlangert wurde, da aufgrund einer hoéheren sterischen Hinderung des sekundaren
Amins 197 die Reaktion eventuell langsamer verlaufen kénnte (Abb. 4.60). Nach Zugabe der
weiteren Reagenzien wurde nach 24 h ein sauberer Umsatz zu nur einer Verbindung
beobachtet. Ferner konnten allerdings noch geringe Mengen des sekunddren Amins 197 und
des Aldehyds 88 ausgemacht werden, was erneut bestétigte, dass die reduktive Aminierung
am sekundéaren Amin aufgrund von sterischer Hinderung wesentlich langsamer ablief. In
diesem Zusammenhang wurden nach weiteren 24 h erneut Aldehyd 88 (1.0 Ag.) und
Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.) hinzugegeben, um einen Uberschuss zu erzeugen und
die Reaktion auf diese Weise zu beschleunigen. Die Reaktionsmischung wurde nach 12 h
noch einmal mit Natriumtriacetoxyborhydrid (1.0 Aq.) versetzt, was zur Folge hatte, dass
nach weiteren 12 h kein Edukt 197 mehr identifiziert werden konnte und schlie3lich die

Reaktion beendet wurde. Das vollstandig geschitzte verkirzte 6'-N-aminoribosylierte
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 196 konnte in einer moderaten Ausbeute von 43% erhalten
werden. Auch in diesem Fall konnte die Ausbeute mit einer neuen Charge des
Natriumtriacetoxyborhydrids und kleineren Anpassungen zu etwas kiirzeren Reaktionszeiten
noch auf gute 70% verbessert werden (Abb. 4.60).

Als Grinde fir das Gelingen der Umkehr der reduktiven Aminierungen sind die
maoglicherweise geringere sterische Hinderung des sekundéren Amins 197 im Vergleich zum
sekundaren Amin 87 und eine bessere Eignung des entsprechenden Aldehyds 88 fur diese
zweite reduktive Aminierung anzufuhren.

Als néchstes sollte die Verbindung 196 hydrogenolytisch N-Cbz-entschitzt werden um das
primére Amin 93 zu bilden, das im Folgenden Grundlage fir die Peptidkupplung mit dem
tert-Butylester-Harnstoffdipeptid 85, das in der Arbeitsgruppe Ducho bereitgestellt wurde,
sein sollte. Dabei wurden zunachst die alten Bedingungen der Hydrierung mit
1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und dem Katalysator 10% Palladium auf Aktivkohle in Methanol
verwendet (vgl. Kapitel 4.8.1.1). In diesem Fall wurde das primdre Amin 93 nach einer
Reaktionszeit von 3 h in einer Ausbeute von 88% erhalten. Da derartige Umsetzungen mit den
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Abb. 4.61 Synthese des vollstindig geschiitzten aminoribosylierten Muraymycin-Vorldufers 198.
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optimierten Bedingungen mit Palladium Black in iso-Propanol im Allgemeinen quantitative
Ausbeuten lieferten, wurden diese im Zuge der Synthese der Nucleosyl-Aminosdure 43
entwickelten Bedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.1) auch in vorliegender Reaktion angewendet.
Auf diese Weise wurde nach 1.5 h das primare Amin 93 in quantitativer Ausbeute dargestellt
(Abb. 4.61).

Die folgende Peptidkupplung dieses primdren Amins 93 mit dem tert-Butylester-
Harnstoffdipeptid 85 erfolgte nach den bereits in der Arbeitsgruppe Ducho etablierten
Bedingungen.!**? Dazu wurde das Harnstoffdipeptid 85 zunéchst in Tetrahydrofuran geldst,
unter Zugabe von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino-
phosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) und DIPEA innerhalb von 30 min aktiviert und
bei 0 °C eine Losung des zuvor generierten priméren Amins 93 in Tetrahydrofuran zugetropft.
Nach 1h bei 0°C und 3h bei Raumtemperatur konnte das vollstdndig geschitzte
Vorlaufermolekil 198 des 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 89
isoliert werden (Abb. 4.61), was anhand massenspektrometrischer Untersuchungen
zweifelsfrei belegt werden konnte. Auf eine tiefergehende NMR-spektroskopische
Charakterisierung wurde aufgrund der Komplexitat der Spektren verzichtet. Basierend auf
einer saulenchromatographischen Reinigung und dem UV-Chromatogramm (A =254 nm)
einer LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit des Kupplungsproduktes
angenommen und eine sehr gute Ausbeute von ca. 95% bestimmt. Da eine genaue
Ausbeutebestimmung nur anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen mdoglich
gewesen ware, wurde die Ausbeute nicht in der Abbildung 4.61 angegeben. Zuletzt sollte
dieses vollstdndig geschiitzte Analogon 198 zur 6'-N-aminoribosylierten Zielverbindung 89
entschiitzt werden (Abb. 4.62). Dabei war aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho
bekannt, dass bei den etablierten Standardbedingungen der globalen sauren
Entschiitzungsreaktion mit 80% TFA in Wasser und einer Reaktionszeit von 24 hi*#"132] dje
glycosidische Bindung gespalten wurde.'”®! Dies tberraschte vor dem Hintergrund, dass
5'-aminoribosylierte Muraymycine unter diesen Bedingungen bereits erfolgreich entschiitzt
werden konnten.?” Fir die hier beobachtete Labilitat der Bindung wurde die Verknipfung
der Aminoribose Uber einen Propyllinker und die damit einhergehende leichtere sterische
Zuganglichkeit der Bindung verantwortlich gemacht. Daher sollte die Entschiitzung an dieser
Stelle optimiert werden, wobei auf bereits in vorliegender Arbeit durchgefuhrte Studien zu
dieser Reaktion zurlickgegriffen werden konnte (vgl. Kapitel 4.9.2). Dabei musste jedoch
bedacht werden, dass im Unterschied zu den bisher durchgefiihrten globalen sauren

Entschiitzungen neben den zwei TBDMS-Ethern, den beiden tert-Butylestern und der Boc-
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Schutzgruppe nun eine weitere Boc-Gruppe sowie eine acetalische Isopentyliden-
Schutzgruppe an der Aminoribose im Molekil vorhanden waren. Zur Entschiitzung dieser
Isopentyliden-Schutzgruppe gab es noch keine Erfahrungswerte. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde ein erster Versuch der Entschitzung mit 30% TFA in Wasser
unternommen (Tab. 4.9, Eintrag 1). Unter diesen Bedingungen sollte die glycosidische
Bindung stabil bleiben und bei langeren Reaktionszeiten auch die schwieriger zu spaltenden
tert-Butylester entfernt werden. Die Reaktion wurde per LC-MS-Analyse direkt aus der

Reaktionsmischung verfolgt, wobei jedoch schon nach 16 h gezeigt werden konnte, dass eine

TBDMSO OTBDMS
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(0]
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0]

Abb. 4.62 Synthese des 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 89.
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Entschitzung auf diese Art aussichtlos erschien. Neben verschiedenen Verbindungen, bei
denen die Schutzgruppen in unterschiedlichen Kombinationen schon abgespalten oder noch
vorhanden waren, auf die hier aber nicht ndher eingegangen wird, lagen eindeutig drei
Hauptprodukte vor. Dabei handelte es sich zum einen um eine Verbindung, bei der die
Aminoribose-Einheit noch im Molekdl verblieben war. Jedoch waren zudem auch noch beide
tert-Butylester und die Isopentyliden-Schutzgruppe vorhanden. Der Unterschied des zweiten
Derivats war lediglich, dass die Isopentyliden-Schutzgruppe zusétzlich abgespalten war, was
zeigte, dass derartige Bedingungen der Entschutzung fur diese acetalische Schutzgruppe
ausreichten. Die dritte Hauptverbindung jedoch war ein Derivat, bei dem die glycosidische
schon Bindung gespalten, beide tert-Butylester aber noch vorhanden waren. Dies war sehr
kontraproduktiv flr das vorliegende Syntheseproblem, da die tert-Butylester somit harschere
Bedingungen erforderten, denen die glycosidische Bindung nicht mehr imstande war
standzuhalten. Der Vollstandigkeit halber wurde die Reaktion noch fur 5d gerthrt und
analysiert, wobei zu keinem Zeitpunkt das gewiinschte Produkt 89 auszumachen war. Das
Ergebnis war schlieBlich ein Produktgemisch aus vollstandig entschutzter deribosylierter
Verbindung 91 und einer analogen Verbindung, bei der noch ein nicht gespaltener tert-
Butylester verblieben war. Aus den Entschitzungsstudien (vgl. Kapitel 4.9.2) konnte
geschlussfolgert werden, dass es sich dabei vermeintlich um den terminalen tert-Butylester
am Harnstoffdipeptid handelte.

Da die glycosidische Bindung zur Spaltung Wasser benétigt, sollte in einem zweiten Versuch
die Wassermenge reduziert werden. Da dies jedoch auch fir die acetalische Isopentyliden-
Schutzgruppe und die TBDMS-Ether galt, konnte nicht génzlich auf Wasser verzichtet
werden. Daher wurde eine Mischung aus Tetrahydrofuran/TFA/Wasser von 75:20:5 gewdhlt,
die Reaktionsmischung geriihrt und die Reaktion erneut mittels LC-MS verfolgt. Da innerhalb
der ersten 24 h jedoch keinerlei Umsatz der eingesetzten geschitzten Verbindung 198
beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion abgebrochen (Tab. 4.9, Eintrag 2).

Da eine Entschltzung somit auf diesem Wege nicht gelang, wurde eine literaturbekannte
Methode zur selektiven Abspaltung von tert-Butylestern angewendet. In diesem
Zusammenhang war bekannt, dass sich tert-Butylester in TFA und Dichlormethan mit
Triethylsilan als Scavenger, in guten Ausbeuten und kurzen Reaktionszeiten abspalten
lieBen.[®® Dieser Strategie folgend wurde der geschiitzte Vorlaufer 198 in einer Mischung
aus TFA und Dichlormethan (1:2.5) gel6st und mit Triethylsilan (2.5 Aq.) gerlhrt. Bereits
nach 8 h konnte per LC-MS-Analyse gezeigt werden, dass die Entschiitzung voranschritt, eine

Spaltung der glycosidischen Bindung jedoch nicht stattfand. Nach 22 h konnten zwei
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Hauptprodukte mit jeweils gleicher Masse nachgewiesen werden. Es handelte sich um
Analoga der Zielverbindung, wobei jeweils einer der beiden TBDMS-Ether nicht gespalten
worden war. Da nahezu wasserfrei gearbeitet wurde, war dies nicht verwunderlich. Was
jedoch Uberraschte war die vollstandige Entschiitzung der Isopentyliden-Schutzgruppe. Als
nach 28 h keine weitere Anderung mehr eintrat, wurde die Reaktion abgebrochen (Tab. 4.9,
Eintrag 3) und versucht die verbliebenen TBDMS-Gruppen mit 60% TFA in Dichlormethan
und etwas Wasser (0.1%) zu spalten.

Tab. 4.9 Reaktionsbedingungen der globalen sauren Entschitzung zu Verbindung 89.

Eintrag Substrat Bedingungen Temp. Zeit UV-Chromatogramm / LC-MS
Boc und TBDMS schnell abgespalten, Acetale
1 198 30% TFA in H,O Rt 55d langsamer gespalten, t-Bu sehr langsam bis gar nicht
gespalten
THF/TFA/H,0 . .
2 198 75905 2 Rt 24 h keine Reaktion

3 jog  TACHCE L1250 g9 mit jeweils einer TBDMS-G erbleibend
. mit jewells einer -Gruppe verpleipen
Et,SiH (2.5 Aq.) ! PP

4 Eintrag 3 60% TFA in CH,Cl; Rt 2h keine Reaktion
g 10% TFAin H,0 45 min 89 mit 20% 91
5 198 80% TFA in CH.Cl Rt 48h 89 mit 15% 91
10% TFA in H,O 10 min  (Ausbeuten: 89: 36%, 91: 7%, jeweils Uiber 2 Stufen)
6 198 80% TFA in H,0O Rt 24 h 91 (Ausbeute: 35% Uber 2 Stufen)

Da dies nach 2 h ohne Anderung der Zusammensetzung des Reaktionsgemisches erfolglos
blieb, wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produktgemisch in 10% TFA in
Wasser gelost, wobei die Reaktionszeit moglichst kurz gehalten werden sollte, was fur die
Abspaltung der TBDMS-Ether unter Erhalt der glycosidischen Bindung ausreichend sein
sollte. Nach 45 min konnte auf diese Weise das gewiinschte aminoribosylierte Muraymycin-
Analogon 89 mit ca. 20% des deribosylierten Muraymycin-Analogons 91 als Nebenprodukt
erhalten werden (Abb. 4.62), was auf Basis von LC-MS-Analysen ermittelt wurde (Tab. 4.9,
Eintrag 4). Eine Reinigung und Trennung der Substanzen erfolgte mittels semipraparativer
HPLC.

Diese zweistufige Entschitzung wurde darauffolgend noch optimiert, wobei zugunsten
klrzerer Reaktionszeiten im ersten Schritt ohne Triethylsilan als Scavenger direkt 80% TFA
in Dichlormethan eingesetzt wurde und die Reaktionszeit im zweiten Teil auf 15 min verkirzt
werden konnte. Dabei wurde die Bildung des Nebenproduktes 91 auf 15% reduziert. Nach

semipraparativer HPLC-Reinigung konnte somit das 6'-N-aminoribosylierte 5'-Desoxy-
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Muraymycin-Analogon 89 in einer Ausbeute von 36%, das deribosylierte Analogon 91 in 7%
Ausbeute (jeweils tber 2 Stufen von 93) erhalten werden (Tab. 4.9, Eintrag 5).

Die deribosylierte Referenzverbindung 91 konnte zwar auf diese Weise schon in sehr
geringen Mengen isoliert werden, wurde aber auch noch einmal gezielt dargestellt. Um die
Saurelabilitadt der glycosidischen Bindung wissend, wurde dazu die geschitzte Vorlaufer-
Verbindung 198 nach den bekannten Bedingungen mit 80% TFA in Wasser fir 24 h
umgesetzt!?"*¥ ynd das deribosylierte Derivat 91 auf diese Weise nach semipraparativer
HPLC-Reinigung in einer Ausbeute von 35% Uber 2 Stufen von 93 erhalten (Tab. 4.9,

Eintrag 6). Beide Verbindungen konnten anschlieBend biologischen Tests unterzogen werden.

4.11.2 Synthese des N3-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 90 und des N3-verlinkten deribosylierten

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 92

Neben dem 6'-N-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 89 sollte in
vorliegender Arbeit auch das N3-verlinkte aminoribosylierte 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogon 90 dargestellt werden. Fir biologisch aktive Uracil-N3-derivatisierte Muraymycin-
Analoga gibt es Prazedenz.™*® Auch hier sollte das Aminoribose-Motiv iiber einen Propylrest
als Spacer eine konformationelle Flexibilitat fur die Bindung an das zu inhibierende Enzym
MraY gewadhrleisten. Als Referenz sollte zudem die analoge Verbindung 92 dargestellt
werden, die sich zur Verbindung 90 nur durch das Fehlen der Aminoribose auszeichnen sollte,
wobei der Propyllinker ebenfalls verbleiben und in einem priméren Alkohol enden sollte.
Beide Verbindungen sollten im Rahmen einer Alkylierungs-Reaktion®®® synthetisiert werden,
wobei ausgehend vom verkirzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 181 das N3 der
Nucleobase mit dem zuvor dargestellten Tosylat 96 (vgl. Kapitel 4.4.2) alkyliert werden

[173]  Basische

sollte, was bereits in Vorarbeiten einmalig durchgefiihrt wurde.
Reaktionsbedingungen und die beobachtete Inertheit der Amino-Funktion des Nucleosyl-
Aminosaure-Motives in  Alkylierungsreaktionen (vgl. Kapitel 4.8.1.3) sollten eine
regioselektive Alkylierung der Nucleobase ermdglichen. Daher wurde die Verbindung 181 in
Acetonitril als Losungsmittel mit Kaliumcarbonat (1.1 Ag.) als Base und dem Tosylat 96
(1.0 Ag.) versetzt und zunachst fir 2h bei Raumtemperatur geriihrt (Abb. 4.63). Die
Verfolgung des Reaktionsverlaufs zeigte jedoch keinerlei Umsatz und somit wurde fur 36 h
auf 80 °C erhitzt. Nach wassriger Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reinigung

konnte das vollstdndig geschitzte N3-alkylierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 199 in
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einer guten Ausbeute von 64% erhalten werden, die in weiteren Versuchen und Verkirzung
der Reaktionszeit auf 24 h sogar noch auf sehr gute 70% (80% brsm) gesteigert werden
konnte. Dabei wurde die Reaktion beendet, bevor ein vollstdndiger Umsatz des Substrates 181
beobachtet werden konnte, da auch die Bildung eines Nebenproduktes nachgewiesen wurde.
Dabei handelte es sich wahrscheinlich um ein mehrfach alkyliertes Derivat. Die Menge an
isolierter Substanz dieses Nebenproduktes reichte jedoch nicht fir eine vollstandige
Charakterisierung aus, weshalb hier keine konkreten Angaben uber die Struktur gemacht
werden konnen.

Die Alkylierung des N3 der Nucleobase konnte eindeutig im ‘H-**C-HMBC
Korrelationsspektrum durch 2Jc-Kopplungen  zwischen C-2 und C-4 und der N3-CH,-
Gruppe in Nachbarschaft zum N3 der Nucleobase belegt werden.

96, K,CO;
MeCN
24 h, Rt -> 80 °C

CbzHN 70% (80% brsm) AN

TBDMSO  OTBDMS 0”0

181
/\/\ O
N © NHBoc
HNT e o
RHN N 199: R = Cbz
5 94:R=H
5 TBDMSO  OTBDMS

/, BocHN N
O)i \ﬂ/ OH o ) OTos HOB, PyBOP
o DIPEA, THF
4 h,0°C->Rt

NHBoc 96

a: 1,4-Cyclohexadien, Pd Black, i-PrOH, 1.5 h, Rt.

NHBoc

TBDMSO  OTBDMS
200

Abb. 4.63 Synthese des vollstindig geschiitzten aminoribosylierten Muraymycin-Vorldufers 200.
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Die folgende N-Cbhz-Entschiitzung der Verbindung 199 sollte anschliefend hydrogenolytisch
erfolgen um das primare Amin 94 zu bilden, das im Folgenden Grundlage fur die
Peptidkupplung mit dem tert-Butylester-Harnstoffdipeptid 85 sein sollte. Wie in der Synthese
des 6'-N-verlinkten aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 89 wurden erneut zundchst
die Bedingungen der Hydrierung mit 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und dem Katalysator 10%
Palladium auf Aktivkohle in Methanol verwendet (vgl. Kapitel 4.8.1.1). In diesem Fall wurde
das primare Amin 94 nach einer Reaktionszeit von 3 h erhalten. Auf eine tiefergehende NMR-
spektroskopische Charakterisierung wurde aufgrund von Rotamerenbildung verzichtet.
Basierend auf einer saulenchromatographischen Reinigung und dem UV-Chromatogramm
(A=254nm) einer LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit des
Kupplungsproduktes angenommen und eine moderate Ausbeute von ca. 70% bestimmt. Da
eine genaue Ausbeutebestimmung nur anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen
maoglich gewesen wére, wurde die Ausbeute nicht in der Abbildung 4.63 angegeben.

Wie erwéhnt, gaben derartige Umsetzungen mit Palladium Black in iso-Propanol im
Allgemeinen quantitative Ausbeuten und so wurden auch in vorliegendem Fall die im Zuge
der Synthese der Nucleosyl-Aminoséaure 43 entwickelten Bedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.1)
angewendet. Auf diese Weise konnte nach 1 h das primdare Amin 94 bei Annahme einer
hinreichenden Reinheit in sehr guter Ausbeute von ca. 95% isoliert werden.

In der folgenden Peptidkupplung nach den etablierten Bedingungen!*? wurde das
Harnstoffdipeptid 85 mit dem zuvor generierten primaren Amin 94 umgesetzt und das
vollstdndig geschutzte Vorlaufermolekil 200 des N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 90 isoliert (Abb. 4.63), was anhand massenspektrometrischer
Untersuchungen zweifelsfrei belegt werden konnte. Auch hier wurde auf eine tiefergehende
NMR-spektroskopische Charakterisierung aufgrund der Komplexitat der Spektren verzichtet.
Erneut basierend auf einer séulenchromatographischen Reinigung und dem
UV-Chromatogramm (A = 254 nm) einer LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit
des Kupplungsproduktes angenommen, eine sehr gute Ausbeute von ca. 85% bestimmt und
die Ausbeute nicht in der Abbildung 4.63 angegeben.

Zuletzt sollte dieses vollstdndig geschutzte Analogon 200 zur N3-verlinkten
aminoribosylierten Zielverbindung 200 entschutzt werden (Abb. 4.64). Die Labilitat der
glycosidischen Bindung aufgrund der Verknupfung der Aminoribose tiber einen Propyllinker
und die damit einhergehende leichtere sterische Zugénglichkeit wurde bereits erwéhnt
(vgl. Kapitel 4.11.1).2"  Dje etablierten Standardbedingungen der globalen sauren

Entschiitzungsreaktion mit 80% TFA in Wasser und 24 hi**"**? \waren somit nicht nutzbar,
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weshalb diese hier optimiert werden sollten. Dabei konnte auf bereits durchgefiihrte Studien
zu dieser Reaktion zurtickgegriffen werden (vgl. Kapitel 4.9.2). Wie bei der Synthese des
6'-N-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 89 wurde basierend auf diesen Ergebnissen
ein erster Versuch zur Entschitzung der Verbindung 200 mit 30% TFA in Wasser
unternommen (Tab. 4.10, Eintrag 1). Unter diesen Bedingungen sollte die glycosidische
Bindung stabil bleiben und bei langeren Reaktionszeiten auch die schwieriger zu spaltenden
tert-Butylester entfernt werden. Die Reaktion wurde per LC-MS-Analyse direkt aus der
Reaktionsmischung verfolgt, wobei sich hier jedoch noch schneller zeigte, dass eine

Entschitzung auf diese Art aussichtlos erschien. Nach 16 h lag hier bereits ein Hauptprodukt

NHBoc

TBDMSO OTBDMS
200

NHBoc Reaktions-
bedingungen
siehe
Tab. 4.10

0 OH OH

Abb. 4.64 Synthese des N3-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 90.
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vor, bei dem schon die glycosidische Bindung gespalten, beide tert-Butylester aber noch
intakt waren. Dass eine Spaltung der glycosidischen Bindung im Vergleich zum
6'-N-aminoribosylierten Analogon 198 wesentlich schneller erfolgte, wurde der noch besseren
sterischen Zuganglichkeit der an der Nucleobase deutlich exponierteren Aminoribose
zugeschrieben. Der Vollstandigkeit halber wurde auch hier die Reaktion noch fiir 5 d geruhrt
und analysiert, wobei zu keinem Zeitpunkt das gewinschte Produkt 90 detektiert wurde. Das
Ergebnis war schlieBlich auch hier ein Produktgemisch aus vollstandig entschitzter
deribosylierter Verbindung 92 und einer analogen Verbindung, bei der noch ein nicht
gespaltener tert-Butylester vorhanden war. Wiederum wurde geschlussfolgert, dass es sich
dabei vermutlich um denjenigen tert-Butylester handelte, mit dem die Peptidkette des
Muraymyecins abschloss (vgl. Kapitel 4.9.2). Da die glycosidische Bindung zur Spaltung
Wasser bendtigt, sollte in einem zweiten Versuch die Wassermenge reduziert werden. Da dies
jedoch auch fiir die acetalische Isopentyliden-Schutzgruppe und die TBDMS-Ether gilt,
konnte nicht ganzlich auf Wasser verzichtet werden. Daher wurde auf gleiche Weise wie beim
6'-N-Analogon 89 eine Mischung aus Tetrahydrofuran/TFA/Wasser von 75:20:5 gewahlt und
die Reaktion erneut mittels LC-MS verfolgt. Da innerhalb der ersten 24 h jedoch keinerlei

Umsatz beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion abgebrochen (Tab. 4.10, Eintrag 2).

Tab. 4.10 Reaktionsbedingungen der globalen sauren Entschiitzung zu Verbindung 90.

Eintrag Substrat Bedingungen Temp. Zeit UV Chromatogramm / LC-MS
1 200 30% TFA in H,0 Rt 55 d Boc, TBDMS und Agetale sc'hnell gespalten
t-Bu sehr langsam bis gar nicht gespalten
2 200 THFITFAHO Rt 24h keine Reaktion
75:20:5

TFA/CH,CI, 1:2.5 L .
3 200 . " Rt 24 h 90 mit jeweils einer TBDMS-Gruppe verbleibend
Et,SiH (2.5 Aqg.)

4 Eintrag 3 60% TFA in CH.Cl, Rt 2h keine Reaktion

g 10% TFA in H,O 1h 90 /92 40:60

5 spp COWTFA in CH,Cl, Rt 30N 90/ 92 50:50
10% TFA in H,0O 10 min  (Ausbeuten: 90: 31%, 92: 34%, jeweils tiber 3 Stufen)

Die gleiche zuvor in der Synthese des Analogons 89 genutzte literaturbekannte Methode zur
selektiven Abspaltung von tert-Butylestern wurde nun auch in diesem Zuge verwendet.[?%!
Dieser Strategie folgend wurde der geschiitzte Vorldufer 200 in einer Mischung aus TFA und
Dichlormethan (1:2.5) gelést und mit Triethylsilan (2.5 Aq.) geriihrt. Bereits nach 1.5h
konnte per LC-MS-Analyse gezeigt werden, dass die Entschiitzung schnell voranschritt, eine
Spaltung der glycosidischen Bindung jedoch nicht stattfand. Nach 8 h konnten zwei
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Hauptprodukte mit jeweils gleicher Masse nachgewiesen werden. Es handelte sich um
Analoga der Zielverbindung, mit dem Unterschied, dass jeweils einer der beiden TBDMS-
Ether nicht gespalten worden war. Dies war erneut nicht verwunderlich, da nahezu wasserfrei
gearbeitet wurde. Was jedoch uberraschte war die volistandige Entschiitzung der
Isopentyliden-Schutzgruppe. Als nach 24 h keine weitere Anderung mehr eintrat, wurde die
Reaktion abgebrochen (Tab. 4.10, Eintrag 3) und versucht die ubrig gebliebenen TBDMS-
Gruppen mit 60% TFA in Dichlormethan und etwas Wasser (0.1%) zu spalten. Da dies nach
2 h erfolglos blieb, wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und das Produktgemisch in
10% TFA in Wasser gelost, wobei die Reaktionszeit besonders kurz gehalten werden sollte,
was fir die Abspaltung der TBDMS-Ether unter Erhalt der glycosidischen Bindung gentigen
sollte. Nach 1 h konnte auf diese Weise ein Gemisch aus der gewiinschten aminoribosylierten
Verbindung 90 und dem deribosylierten Muraymycin-Analogon 92 im Verhéltnis von 40:60
erhalten werden, was auf Basis von LC-MS-Analysen ermittelt wurde (Tab. 4.10, Eintrag 4).
Die Verbindungen konnten mittels semipraparativer HPLC gereinigt und voneinander
getrennt werden. Dass der Anteil der deribosylierten Verbindung 92 in diesem Fall deutlich
groer war als der Anteil der deribosylierten Verbindung 91 in der Synthese des
6'-N-aminoribosylierten Analogons 89 (vgl. Kapitel 4.11.1) belegt die eingangs postulierte
bessere sterische Zuganglichkeit der Aminoribose aufgrund hoherer Exponiertheit an der
Nucleobase. Diese zweistufige Entschutzung wurde darauffolgend noch einmal angepasst,
wobei im ersten Schritt ohne Triethylsilan als Scavenger direkt 80% TFA in Dichlormethan
eingesetzt wurde und die Reaktionszeit im zweiten Teil auf 10 min verkirzt werden konnte.
Dabei wurde die Bildung der deribosylierten Verbindung 92 auf ca. 50% reduziert und somit
nach semipraparativer HPLC-Reinigung das 6'-N-verlinkte aminoribosylierte 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 90 in einer Ausbeute von 26% und das deribosylierte Analogon 92 in
27% Ausbeute (jeweils tber drei Stufen von 199) erhalten (Tab. 4.10, Eintrag 5).

Da beide Verbindungen in genugender Menge isoliert wurden, wurde die deribosylierte
Verbindung 92 nicht noch einmal gezielt dargestelit.

In *H-NMR- und **C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen konnte im Folgenden gezeigt
werden, dass es sich bei der isolierten Zielverbindung mit einer Aminoribose in vermuteter
B-Konfiguration tatsdchlich um ein o/f-Anomerengemisch 90 (49:51) handelte (Abb. 4.64).
Eine solche Anomerisierung konnte nur im letzten sauren Entschiitzungsschritt eingetreten
sein. Erklart wurde dies erneut durch die starke Exponiertheit der ber die Nucleobase
verlinkten Aminoribose in Verbindung mit den sauren Entschitzungsbedingungen. Es musste

also eine Abspaltung des Zuckers gefolgt von einer schnellen Reribosylierung unter Bildung
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eines o/f Anomerengleichgewichtes stattgefunden haben. Fiir sich anschlieRende biologische
Testungen des o/B-Anomerengemisches 90 und der deribosylierten Referenzverbindung 92,

spielte dies jedoch keine wesentliche Rolle.

4.11.3 Biologische Evaluierung der propylverlinkten aminoribosylierten

Muraymycin-Analoga und ihrer deribosylierten Referenzverbindungen

Die biologische Evaluierung wurde in der Arbeitsgruppe Ducho von S. Koppermann und
J. Ludwig durchgefiihrt. Es wurden die inhibitorischen in vitro-Aktivitdten gegenuber einer
Membranpraparation von MraY aus S.aureus in einem Fluoreszenz-basierten Assay®®%
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.65 aufgefuhrt.

Dabei zeigte sich, dass die an der Nucleobase modifizierten Verbindungen 90 und 92 nur eine
sehr geringe Aktivitdt aufwiesen (ICsp (90und 92) > 0.1 mM, Mray aus S. aureus)
(Abb. 4.65). Vor diesem Hintergrund konnte vernachlassigt werden, dass 90 als o/B-
Anomerengemisch vorlag. Trotz Literaturprdzedenz fur an der Nucleobase modifizierte
Muraymycine™® stehen die gemessenen Werte im Einklang mit der 2016 von Lee und
Mitarbeitern publizierten Cokristall-Struktur von MraY aus Aquifex aeolicus mit dem
Inhibitor Muraymycin D2 22,121 da die Struktur des aktiven Zentrums eine sehr spezifische
Uracil-Bindetasche aufweist. Die Beobachtungen zu den 6'-N-modifizierten Verbindungen 89
und 91 waren aufschlussreich (Abb. 4.65). So ging eine Aminoribosylierung an dieser Stelle
mit einem fast vollstandigen Verlust der Aktivitét (ICso (89) > 0.1 mM, Mray aus S. aureus)
im  Vergleich zur nicht-aminoribosylierten  5'-Desoxy-Referenzverbindung  einher
(IC50(76) =25+ 0.6 uM, MraY aus S.aureus). Trotz der Tatsache, dass an anderen
Positionen von synthetisch dargestellten Muraymycin-Analoga verschiedene Modifikationen
von MraY toleriert werden,!*?'% |ag der Befund nahe, dass dies an der 6'-N-Position
offensichtlich fiir groBe Reste nicht der Fall war. Kleinere Modifikationen wie in der
desaminoribosylierten Verbindung 91 schienen bei leicht verminderter Aktivitat jedoch
toleriert zu werden (ICso (91) =17 £9 uM, Mray aus S. aureus) (Abb. 4.65). Vor diesem
Hintergrund waéren weitere Analoga mit kleineren Modifikationen an der 6'-N-Position
interessant (vgl. Kapitel 6).

Bezlglich des erarbeiteten Konzepts der Einfihrung des Aminoribose-Motives uber einen
Propylrest als Spacer konnte gezeigt werden, dass keine Mdoglichkeit zur alternativen
Positionierung der Aminoribose Uber flexible Linker gegeben ist und diese offensichtlich an

der nativen 5'-Position den grofiten Beitrag zu einer guten inhibitorischen Aktivitat leisten
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kann.[%% Dies galt sowohl fiir die 6'-N-Position und mehr noch fiir die N3-Position an der

Nucleobase, die keine Modifikationen zu tolerieren scheint.

0]
NH
T S
)i HNTTN
OH OH
O 89
IC50 (MraY aus S. aureus)
> 0.1 mM
OH OH Q
NH
O N/go
HN™ N
HO
OH OH
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ICs0 (MraY aus S. aureus)
=17+9uM
o OH OH
o [ N0 o)
/go NH,
N
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ICs50 (MraY aus S. aureus) > 0.1 mM
NH,

Abb. 4.65 Biologische Evaluierung der propylverlinkten Muraymycin-Analoga.
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4.12 Synthese des naturstoffanalogen (5'S,6'S)-konfigurierten

5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 97

Im Folgenden sollte erstmals in der Arbeitsgruppe Ducho ein an der 5'-Position
aminoribosyliertes Muraymycin-Analogon 97 aufgebaut werden, das somit die
naturstoffanaloge (5'S,6'S)-Konfiguration widerspiegeln und dem natiirlich vorkommenden
Muraymycin D2 22 am Néachsten kommen sollte. Dabei sollte der einzige Unterschied in der
Peptidkette liegen, da aufgrund der synthetischen Zuganglichkeit L-Lysin leichter als
L-Epicapreomycidin eingebaut werden kann. Mithilfe der anschlieBenden biologischen
Evaluierung dieser Verbindung wurden weitergehende Einblicke in die in vitro-Aktivitét
gegen MraY und die antibakterielle Aktivitat von Muraymycin-Antibiotika erwartet.

4.12.1 Entwicklung einer Glycosylierungsreaktion fir die 5'-Position

TBDMS-Ether- und tert-Butylester-geschiitzter Nucleosyl-Aminosauren

Fur die Glycosylierung von (5'S,6'S)-konfigurierten  Nucleosyl-Aminosauren  zu
naturstoffanalogen 5'-aminoribosylierten Muraymycinen sollte eine neue Strategie anhand
von Modellverbindungen entwickelt werden. Zuvor wurde in der Arbeitsgruppe Ducho bereits
die  von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern entwickelte und etablierte
Glycosylierungsmethode angewendet.[**Y Mit Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (BFsEt,0)
als stark Lewis-saurem Aktivator fuhrte diese Methode bereits fir die Synthese von
Glycosiden mit unfunktionalisierten primaren Alkoholen zum Erfolg (vgl. Kapitel 4.4.1 und
Kapitel 4.5.4). Postuliert wurde dabei, dass die Reaktion Uberwiegend Sy1-artig Uber ein
Carbokation am anomeren Zentrum des Zuckers verlauft und die beobachtete gute
B-Selektivitat der Reaktion somit der sterischen Abschirmung der Isopentyliden-Schutzgruppe
zuzuschreiben war. Fir das vorliegende Problem basierend auf dem in der Arbeitsgruppe
Ducho etablierten Schutzgruppenmuster mit TBDMS- und tert-Butylester-Schutzgruppen
erwies sich diese Methode jedoch als zu harsch und damit ungeeignet. Eine neue
Glycosylierungsstrategie sollte einerseits mild genug sein, um sich mit sauer spaltbaren
Schutzgruppen in  Glycosyl-Donor und Gylcosyl-Akzeptor kombinieren zu lassen.
Andererseits musste eine neue Strategie auf die Eignung im Zusammenwirken mit dem
sterischen Anspruch des sekunddren Alkohols der Nucleosyl-Aminoséure als Glycosyl-
Akzeptor tberpriift werden. Anhand von Modellverbindungen sollte daher zunéchst versucht

werden diese Glycosylierung zu etablieren. Dabei sollte ein synthetisch sehr einfach
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zugangliches tert-Butylester-geschitztes Threonin-Derivat 101 die (5'S,6'S)-Konfiguration
des Nucleosyl-Aminoséure-Motives ohne Uridin-Geruststruktur nachahmen. Da eine
(5'S,6'R)-konfigurierte Nucleosyl-Aminosdure 171 mit Uridin-Grundgerist ebenfalls relativ
einfach synthetisch darzustellen war und sich im Vergleich zum Naturstoff sehr &hnlich
verhalten sollte, wurde diese als zweite Modellverbindung gewahlt.

Um sich fur Glycosylierungsstudien zu eignen musste die (5'S,6'R)-Nucleosyl-Aminosdure
zunéchst N-Chz-geschiitzt werden, was in Verbindung 100 resultieren sollte. Dafur wurden

zunachst  Benzyloxycarbonylchlorid und  Natriumhydrogencarbonat als Base in

3 h,-60 °C -> Rt 101
TBDMSO OTBDMS 81% TBDMSO OTBDMS

171 100
Abb. 4.66 Synthese der N-Cbz-geschiitzten (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 100;
Modellverbindungen 100 und 101 fiir Glycosylierungsstudien.
Tetrahydrofuran vorgelegt und bei einer Temperatur von -60 °C mit einer Losung von
Nucleosyl-Aminosaure 171 in Tetrahydrofuran umgesetzt.'’*! Innerhalb von 3 h wurde die
Reaktionsmischung langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und die N-Cbz-geschitzte

Nucleosyl-Aminosdure 100 in einer Ausbeute von 81% erhalten (Abb. 4.66).

4.12.1.1 Glycosylierung mit aktivierten Glycosylbromid-Donoren

2004 berichteten Gravier-Pelletier, Ginisty und Le Merrer eine Ribosylierung mittels
aktivierter Glycosylbromid-Donoren (vgl. Kapitel 2.7)."% An dieser Methode sollte sich im
Folgenden zun&chst orientiert werden (Abb. 4.67). Dabei wurde als einfachster Alkohol
zunachst Methanol glycosyliert. Um das reaktive Bromid 201 aus dem zuvor synthetisierten
acetylierten D-Ribose-Derivat 136 (0.77 Aq.) (vgl. Kapitel 4.5.1) zu erhalten, wurde dieses bei
einer Temperatur von -40°C in Dichlormethan mit Trimethylsilyloromid (TMS-Br)
(1x4.0Aq., 2x8.0Aq.) aktiviert, wobei jeweils nach der Zugabe auf Raumtemperatur
erwarmt und flr ca. 2 h geriihrt wurde. Mit jeder Aktivierung konnte ein signifikanter Anstieg
der Bildung von 201 mittels dinnschichtchromatographischer Untersuchungen beobachtet
werden, wobei allerdings auch ein ansteigendes Auftreten von Neben- bzw.

Zersetzungsprodukten bemerkt wurde. Der zu glycosylierende Methanol wurde zu einer
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Losung aus Silbertrifluormethansulfonat (1.23 Ag.) in abs. Dichlormethan unter Zusatz von
Molekularsieb (4 A) bei einer Temperatur von -20 °C gegeben und 1 h geriihrt. AnschlieRend
wurde die Reaktionslosung auf -10 °C erwdrmt, das Bromid 201 in Dichlormethan gel6st
tropfenweise zugegeben und fur 14 h bei dieser Temperatur weitergeriihrt. Das Produkt 202
konnte nach einer sdulenchromatographischen Reinigung als reines B-Anomer mit einer
Ausbeute von 27% isoliert werden, auBerdem wurde nicht aktivierte D-Ribose 136
zurlickgewonnen, wodurch sich die Ausbeute auf moderate 37% (brsm) steigerte (Tab. 4.11,
Eintrag 1).

Um in einem weiteren Versuch eine vollstandige Aktivierung zu erreichen, wurde unter
analogen Reaktionsbedingungen gearbeitet, wobei allerdings der Glycosyl-Donor 136
(1.25 Ag.) im Uberschuss eingesetzt wurde. AuBerdem wurde nach anschlieBender Zugabe
des getrockneten Bromids 201 in Dichlormethan nun (ber einen Zeitraum von 14 h
von -10 °C auf Raumtemperatur erwarmt. Unter diesen Reaktionsbedingungen wurde das
Produkt wieder als reines B-Anomer in einer Ausbeute von 39% erhalten (Tab. 4.11,
Eintrag 2), eine Ruckgewinnung des Eduktes war nicht moglich. Dass auch in dieser zweiten
Variante kein signifikanter Anstieg der Ausbeute erzielt werden konnte, legte den Schluss
nahe, dass die Aktivierung des zugrunde liegenden séurelabilen Glycosyl-Donors 136 und die
anschlieRende postulierte Sy1-artige Umsetzung tber ein Carbokation am anomeren Zentrum
des Zuckers mit dieser Methode nicht trivial zu sein schien. Da die Glycosylierung von
Methanol nur bedingt Einblicke in die Natur des zugrundeliegenden Glycosylierungsproblems

erlaubte, wurde dies in spateren Glycosylierungsstudien nicht weiter verfolgt.

0] TMS-Br ~ _ R-OH

CH,CI AgOTf R

N O)K A Ng g N3 -

o -40 °C -> Rt O .5 CH,Cl, 0.9

—_— —_—
Reaktions- Reaktions-
o0._©0 bedingungen 0. _©0 bedingungen 0._©0

\></ siehe \></ siehe \></

136 Tab. 4.11 - 201 - Tab. 4.11 202, 203, 102

R =Me

TBDMSO  OTBDMS
R-OH: 100

Abb. 4.67 Glycosylierungsversuche mit aktivierten Glycosylbromid-Donoren.
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Die anschlieende Glycosylierung der Theronin-abgeleiteten Modellsubstanz 101 wurde
zundchst erneut unter literaturbekannten Reaktionsbedingen durchgefihrt.*® Die zu
glycosylierende Modellsubstanz 101 wurde zu einer Losung aus
Silbertrifluormethansulfonat (1.23 Ag.) in Dichlormethan unter Zusatz von Molekularsieb
(4 A) bei einer Temperatur von -20 °C gegeben und 1 h geriihrt. AnschlieRend wurde die
Reaktionslosung auf -10 °C erwéarmt, das bereits zuvor auf gleiche Weise aktivierte,
getrocknete Bromid in Dichlormethan tropfenweise zugegeben und fur 14 h bei dieser
Temperatur weitergeruhrt. Die Zielverbindung konnte jedoch nur als Gemisch mit dem noch
nicht aktivierten Glycosyl-Donor 136 erhalten werden (berechnete Ausbeute 14%,
203/136 1.0:2.5) (Tab.4.11, Eintrag 3). Dies U(berraschte, da bei der Verfolgung der
Aktivierungsreaktion zum Bromid 201 ein vollstdndiger Umsatz gezeigt werden konnte. Es

musste somit im Verlauf der Reaktion zu einer Riickbildung des Esters 136 gekommen sein.

Tab. 4.11 Reaktionsbedingungen der Glycosylierungsversuche mit Glycosylbromid-Donoren.

Ag. Donor  Ag. TMS-Br Temperatur

Eintrag - Akzeptor bzgl. Akzeptor bzgl. Donor Aktivierung Glycosylierung Ausbeute
om0 GRe ek Tl o)
2 MeOH 1.25 DX axan i n R 202 39%
s m e BB e hm musies
I 1 IR L NS it
s m o aa DsepEn am
o a1 sxe0 sxn T e e
7 100 4.17 ;;(g:g 4x2h 4§_“1529C°?>' Rt 102: 13%

Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Versuch der Glycosylierung ein vierter
Aktivierungsschritt eingebaut und das D-Ribose-Derivat 136 (1.25 Ag.) in einem leichten
Uberschuss bezogen auf die Modellsubstanz 101 eingesetzt. AuRerdem wurde in der
nachfolgenden Glycosylierung das Reaktionsgemisch nach der Zugabe des Bromids 201 uber
Nacht von -10 °C auf Raumtemperatur erwarmt, um einen hoheren Umsatz zu gewéhrleisten.
Diese Vorgehensweise resultierte erneut in einem Gemisch (berechnete Ausbeute 23%,
Produkt:Donor 203/136 1.0:1.2) (Tab. 4.11, Eintrag4). Auf diese Weise konnte jedoch
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gezeigt werden, dass der Anteil an nicht aktiviertem Glycosyl-Donor 136 unter diesen
Reaktionsbedingungen verringert werden konnte.

Im Folgenden wurde in einem weiteren Versuch die Aktivierungszeit des Glycosyl-
Donors 136 verlangert. Hierbei wurde zunachst wieder wie in den vorherigen Versuchen
viermal mit TMS-Br (1x4.0Aq., 3x8.0Aq.) aktiviert. Allerdings wurde die
Reaktionslosung nach der vierten Aktivierung fur 12 h bei Raumtemperatur gerthrt und im
Anschluss daran wieder bei einer Temperatur von -40 °C mit TMS-Br (8.0 Aq.) versetzt. Die
anschlieBende Vorgehensweise blieb identisch zu der vorhergehenden Reaktion. Erstmals
konnte auf diese Weise das Produkt als Reinsubstanz isoliert werden, jedoch war die
Ausbeute mit nur 14% wenig zufriedenstellend (Tab. 4.11, Eintrag 5). Als eine mdgliche
Ursache hierflir wurde eine Zersetzung des Zucker-Donors 136 bei der Aktivierung uber die
lange Reaktionszeit angenommen, da die eingesetzte Aminoribose relativ instabil im leicht
sauren Milieu war. Daher sollte in einem letzten Versuch der Glycosyl-Donor 136 in
maoglichst kurzer Zeit, jedoch mit einer groBen Menge an TMS-Br, aktiviert werden. In
diesem Fall wurde die Aktivierungszeit von 2 h auf jeweils 1 h verkirzt und so das Ribose-
Derivat 136 uiber insgesamt 5 h aktiviert (5 x 8.0 Ag.). Hierbei konnte erneut nur ein Gemisch
der Zielverbindung mit dem noch nicht aktivierten Glycosyl-Donor 136 (berechnete Ausbeute
12% brsm, 203/136 1.0:3.0) erhalten werden (Tab. 4.11, Eintrag 6). AuRerdem konnte auch
eine groRe Menge reinen Eduktes 136 (28%) reisoliert und die eingesetzte Modellsubstanz
101 (43%) zuriickgewonnen werden.

Aufgrund des &ulerst schlechten Umsatzes schien diese Methode wenig geeignet fiir die
angestrebte Synthese zu sein. Dieser konnte einerseits durch eine schlechte Zugéanglichkeit
der Hydroxy-Gruppe in der Modellsubstanz 101 bedingt werden. Andererseits kdnnte auch
die schlechte Aktivierung des Glycosyl-Donors 136 beziehungsweise dessen Riickbildung
nach der Aktivierung und Zersetzung bei langer Aktivierungszeit eine Rolle spielen. Dennoch
sollte in einem abschlieRenden Versuch die Glycosylierung der sterisch noch weitaus starker
gehinderten N-Cbz-geschiitzten Nucleosyl-Aminosédure 100 der Vollstandigkeit halber
durchgefuhrt werden. Die zu glycosylierende N-Cbz-geschiitzte Nucleosyl-Aminosaure 100
wurde in starkem Unterschuss zu einer Losung aus Silbertrifluormethansulfonat (4.17 Aqg.) in
Dichlormethan unter Zusatz von Molekularsieb (4 A) bei einer Temperatur von -20 °C
gegeben und 1 h geruhrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslosung auf -10 °C erwérmt, das
zuvor aktivierte, getrocknete Bromid 201 in abs. Dichlormethan tropfenweise zugegeben und
innerhalb von 14 h auf Raumtemperatur erwarmt. Trotz einer starken sterischen Abschirmung

der zu glycosyliereden sekundaren Hydroxy-Funktion konnte mit dieser Reaktionsfuihrung
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ein Umsatz zum gewinschten Produkt 102 beobachtet werden (Tab. 4.11, Eintrag 7). In
diesem Fall war aufgrund der verdnderten Polaritdt der Zielverbindung eine bessere
Trennbarkeit von den Nebenprodukten moglich. Fir 102 konnte zwar nur eine geringe
Ausbeute von 13% erreicht werden, jedoch war dies vor dem Hintergrund der zuvor erlangten
Erkenntnisse nicht verwunderlich und bestatigte die Annahme, dass die verwendete

Glycosylierungsmethode nicht fir das vorliegende Syntheseproblem geeignet war.

4.12.1.2 Glycosylierung mit Trichloracetimidaten

Weiterhin ist in der Literatur eine Glycosylierungsmethode nach R. R. Schmidt bekannt, die
Trichloracetimidate als Glycosyl-Donoren verwendet (vgl. Kapitel 2.7).2621%1 Da  die
Umsetzung des Trichloracetimidats mit dem Glycosyl-Akzeptor auf sehr milde Weise mit
katalytischen Mengen des Lewis-sauren Trimethylsilyltrifluormethansulfonats (TMSOTY)
erfolgt™® schien dies eine vielversprechende Methode fiir das vorliegende Syntheseproblem
der Glycosylierung unter Beriicksichtigung der saurelabilen Schutzgruppen sowie des
sterischen Anspruches des Glycosyl-Akzeptors zu sein. Da sich in der vorangegangenen
Methode nach Gravier-Pelletier™™ vor allem die Umsetzung des Glycosyl-Donors 136 in ein
entsprechendes Bromid-Intermediat 201 als schwierig erwiesen hatte, sollte hier mit dem
bereits auf zwei Wegen dargestellten relativ stabilen Trichloracetimidat 137
(vgl. Kapitel 4.5.2) gearbeitet werden (Abb. 4.68).

In einem ersten Versuch der Glycosylierung wurde das Trichloracetimidat 137 zusammen mit
der Threonin-abgeleiteten Modellsubstanz 101 in dquimolaren Mengen unter Zugabe von
Molekularsieb (3 A) in Dichlormethan gelost, auf 0°C gekiihlt und langsam TMSOTf
(0.05 Ag., 1% in Dichlormethan) hinzugetropft. Nach 30 min konnte bereits ein guter Umsatz
beobachtet werden, der sich nach weiteren 30 min jedoch nicht mehr dnderte. So wurde die
Zugabe des TMSOTTf auf analoge Weise wiederholt. Nach 1.5 h konnte ein verbesserter
Umsatz beobachtet werden, es trat vermehrt jedoch auch die Bildung von Nebenprodukten
auf. Um den Einfluss der Temperatur zu tberpriifen wurde auf Raumtemperatur erwarmt und
nach 2 h kein weiterer Umsatz, aber eine Zunahme der gebildeten Zersetzungsprodukte
festgestellt. Daraufhin wurde die Reaktion abgebrochen und das gewinschte
Glycosylierungsprodukt 203 in einer guten Ausbeute von 44% erhalten (Tab. 4.12, Eintrag 1).
Da gezeigt werden konnte, dass groRere Mengen an TMSOTTf ebenso wie Temperaturen
oberhalb von 0 °C eine Zersetzung forderten, wurde in einem zweiten Versuch mit einer

verringerten Menge an TMSOTf (0.06 Aqg.) und einer groReren Menge an Glycosyl-Donor
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(2.0 Aqg.) gearbeitet, die Temperatur bei 0 °C gehalten und bereits nach 30 min abgebrochen.
Auf diese Weise konnte die Ausbeute der Verbindung 203 auf 72% erhoht werden, wobei
jedoch auch 5% des ungewiinschten a-konfigurierten Produktes entstanden waren (Tab. 4.12,
Eintrag 2). Beide Verbindungen konnten ohne Probleme séulenchromatographisch
voneinander getrennt und die Ausbeuten nach der Reinigung als Reinausbeuten bestimmt
werden. Da die Glycosylierung anteilig Sy1- und Sy2-artig ablaufen kann, wurde vermutet,
dass aufgrund des eingesetzten B-Anomers des Trichloracetimidats 137 keine vollstandige -
Stereoselektivitat gewahrleistet werden konnte. Fur die in vorliegender Arbeit angestrebte
Umsetzung war ein deratiges Verhaltnis beider Anomere jedoch vollkommen
zufriedenstellend, noch zumal sie sich trennen lieRen. Als eindeutiger Beleg fur die
Identifizierung der Verbindung 203 konnte die Kopplung der Protonen in 1-Position im *H-
NMR-Spektrum der beiden Substanzen verwendet werden, da beim B-Anomer 203 hierfir ein
Singulett beobachtet wurde. Es war keine Kopplung zum benachbarten Proton in 2-Position
aufgrund eines Winkels von nahezu 90° zu erwarten, diese war beim o-Anomer jedoch
deutlich zu sehen. Da sich in dieser Glycosylierungsstudie auf die Synthese des [3-Anomers
203 konzentriert werden sollte, wurde auf eine tiefergehende Charakterisierung des
entstandenen a-Nebenproduktes sowie auf die Bestimmung von o/p-Anomerenverhéltnissen
verzichtet. Im Folgenden wurde die optimierte Glycosylierung anhand des sekunddren
Alkohols 100 getestet.

Dazu wurde das Trichloracetimidat 137 (2.33 Ag.) zusammen mit der N-Cbz-geschiitzten

Nucleosyl-Aminosdure 100 im Unterschuss unter Zugabe von Molekularsieb (3 A) in

R-OH
NH TMSOTf
cl MS(3A) R
Na OJ\,< CH,Cl, Na 0
@] Cl 0]
Cl —_— 1
Reaktions- 2
o0.__0O bedingungen o.__0O
\></ siehe \></
137 Tab. 4.12 203, 102
\‘/ \
o__0O R =
R= CbzHN
CszN\\\Q“hi
R-OH: 101 TBDMSO OTBDMS
R-OH: 100

Abb. 4.68 Glycosylierungsversuche mit Trichloracetimidaten.
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Dichlormethan gel6st. Die stark verringerte Menge an Akzeptor wurde aufgrund der
sterischen Zugénglichkeit der sekundaren Hydroxy-Funktion von Verbindung 100 gewéhlt,
um dieser eine erhohte Konzentration an Reaktionspartnern zu bieten. Es wurde auf 0 °C
gekihlt und TMSOTT (0.07 Ag. 1% in Dichlormethan) hinzugetropft. Diese Zugabe wurde
nach 1 h auf analoge Weise wiederholt und die Reaktion nach 1.5 h beendet. Es konnten drei
Hauptprodukte erhalten werden, wobei eines das eingesetzte Startmaterial 100 war. Bei den
anderen Dbeiden Verbindungen handelte es sich um das gewiinschte [-konfigurierte
Glycosylierungsprodukt 102 sowie um dessen a-Anomer. Dabei konnte 102 in einer
moderaten Ausbeute von 44% (69% brsm) isoliert werden. Fir das a-Anomer konnte nur grob
eine maximale Ausbeute geschatzt werden (< 15%) da dieses nie sauber isoliert werden
konnte (Tab. 4.12, Eintrag 3). Da sich in diesen Glycosylierungsstudien wie bereits erwéhnt
auf die Synthese des bendétigten B-Anomers konzentriert werden sollte, wurde auch hier auf
eine weitergehende Charakterisierung des a-Anomers und die Bestimmung von o/p-
Anomerenverhéltnissen verzichtet. Als eindeutiger Beleg fur die Identifizierung der
Verbindung 102 konnte erneut die Kopplung der Protonen in 1-Position im *H-NMR-
Spektrum der beiden Substanzen verwendet werden. Die recht gute Ausbeute fiir diese Art
von Glycosylierung sollte anschlieend noch einmal in Bezug auf einen besseren Umsatz

optimiert werden.

Tab. 4.12 Reaktionsbedingungen der Glycosylierungsversuche mit Trichloracetimidaten.

Eintrag Akzeptor Ag. Donor Ag. TMSOTf Zeit Temperatur Ausbeute
1 101 1.0 2x0.05 2h 0°C->Rt 203: 44%
2 101 2.0 0.06 30 min 0°C 203: 72%, a: 5%
3 100 2.33 2x0.07 1.5h 0°C 102: 44% (69% brsm)
o <15%
4 100 2.08 4x0.06 4h -10°C thggetsztofg
5 100 5.56 4%0.17 31h 'lOF:tC_ :32 g '> g’;ssgtfg
6 100 4.0 2x0.2 1.5h 0°C Zersetzung

Dabei wurde zunéchst die Temperatur auf -10 °C gesenkt um die Reaktion kontrollierter
ablaufen zu lassen und dabei die Menge an TMSOTf (4 x 0.06 Aq, 1% in Dichlormethan)

erhoht. Auf diese Weise sollte nach und nach mit jeder weiteren Zugabe der Umsatz
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gesteigert werden. Das Verhaltnis der eingesetzten Edukte blieb dabei zunéchst ahnlich. Als
Ergebnis konnte jedoch nur das eingesetzte Edukt 100 reisoliert und eine Mischung aus nicht
naher identifizierbaren Zersetzungsprodukten generiert werden (Tab. 4.12, Eintrag 4).

Aus diesem Grund wurde der Anteil an eingesetztem Donor weiter erhéht (5.56 Ag.) und eine
langere Reaktionszeit gewahlt. Da wenig bis gar kein Umsatz beobachtet werden konnte,
wurde mit der Zeit die Temperatur immer weiter tber insgesamt 31 h bis auf 35 °C erhoht. In
diesem Fall konnten nur Spuren des gewunschten Glycosylierungsproduktes isoliert werden,
der Grofiteil war erneut eine Mischung aus nicht naher identifizierbaren
Zersetzungsprodukten (Tab. 4.12, Eintrag 5).

Dass die beiden letzten Versuche quasi ganzlich erfolglos blieben Uberraschte vor dem
Hintergrund der erfolgreichen Darstellung der Verbindung 102 im ersten
Glycosylierungsversuch, weshalb zu einer Temperatur von 0 °C und einer Reaktionszeit von
1.5 h zuriickgekehrt wurde. Dabei musste jedoch festgestellt werden, dass sich die anfangs in
guter Ausbeute ablaufende Reaktion durch eine mangelnde Robustheit auszeichnete, da mit
dem Donor 137 im Uberschuss (4.0 Aqg.) und katalytischen Mengen TMSOTf (2 x 0.2 Aq.)
erneut nur eine Mischung aus nicht naher identifizierbaren Zersetzungsprodukten isoliert
werden konnte (Tab. 4.12, Eintrag 6). Auf welche Art die Zersetzung stattfand konnte nicht
geklart werden, was weitere Untersuchungen erforderlich machte.

Dabei wurde zundchst versucht Feuchtigkeit in der Reaktion auszuschliefen. Anstatt von
Dichlormethan aus der MB SPS 800 wurde frisches Dichlormethan, welches mehrere Stunden
uber Calciumhydrid am Ruckfluss getrocknet und unter Inertgas destilliert wurde, genutzt und
schlieBlich sogar das Dichlormethan aus der MB SPS 800 noch einmal auf gleiche Weise
getrocknet und verwendet, was jeweils nicht zum Erfolg fiihrte. Auch ein Wechsel der
Inertgasatmosphare von Stickstoff auf Argon flihrte zu keinem besseren Ergebnis. Die Art der
Herstellung des Trichloracetimidats wurde abgewandelt, indem es auf eine zweite Weise mit
Polymer-Supported-DBU (PS-DBU)™* dargestellt wurde. Auch diese Bemiihungen blieben
erfolglos, was ebenso fiir eine Umstellung in der Durchfiihrung der wassrigen Aufarbeitung
galt, in der Phosphatpuffer anstelle von basischer ges. wassriger Natriumhydrogen-
carbonatlésung verwendet wurde. Auch eine direkte sdulenchromatographische Reinigung des
Reaktionsgemisches ohne weitere Aufarbeitung war nicht zielfuhrend. Als zuletzt eine neue
Charge des empfindlichen TMSOTf genutzt und dieses fortan nur noch unter
Intergasatmosphére gelagert wurde, was jedoch ebenfalls kein verbessertes Ergebnis lieferte,
musste erkannt werden, dass eine Robustheit des zuerst erzielten Ergebnisses nicht gegeben

war und sich diese Methode fir das zu l6sende Glycosylierungsproblem als ungeeignet
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herausstellte. Da in der Zwischenzeit auch die Threonin-abgeleitete Modellverbindung 101
erneut in dieser Reaktion genutzt worden war, bei der die Umsetzung nach wie vor gelang,
wurde das Problem unmittelbar mit der Struktur der eingesetzten Nucleosyl-Aminosdure 100,
deren Schutzgruppenmuster und der Abgeschirmtheit der Hydroxy-Funktion bei zu harschen

Bedingungen mit dem Lewis-sauren TMSOTT in Verbindung gebracht.

4.12.1.3 Glycosylierung mit Thioglycosiden

Eine weitere Variante zur erfolgreichen Durchfuhrung der Glycosylierung sollte eine
Umsetzung mithilfe von Thioglycosiden sein (vgl. Kapitel 2.7).%! Die Darstellung dieser
Spezies 0-138 und B-138 erforderte zwar etwas Optimierungsarbeit, konnte aber schlieflich
geleistet werden (vgl. Kapitel 4.5.3). Eine Madglichkeit der Glycosylierung mit
Thioglycosiden ~ war  die  Aktivierung  mittels  N-lodsuccinimid  (NIS)  und
Trifluormethansulfonsaure, ™) die fiir vorliegendes Glycosylierungsproblem, mit leicht
saurelabilen Molekilen jedoch als zu harsch eingestuft wurde. Deshalb sollte eine sehr viel
mildere Aktivierung der Thioglycoside mithilfe von Dimethyl(methylthio)sulfonium-
trifluormethansulfonat (DMTST) 109 als Aktivierungsreagenz, welches bereits einer
literaturbekannten Strategie folgend dargestellt worden war (vgl. Kapitel 4.1.1),1*%% verwendet
werden (Abb. 4.69).[1¢"]

R-OH
109
MS(4A) R
N N -
3 o SEt CH,Cl, 3 o 0
—_—
Reaktions-
o.__0O bedingungen o.__0O
\></ siehe \></
B-138 Tab. 4.13 203, 102

®g ©
g5\ ot

109

R-OH: 101 TBDMSO  OTBDMS
R-OH: 100

Abb. 4.69 Glycosylierungsversuche mit Thioglycosiden und DMTST.
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Mithilfe der Threonin-abgeleiteten Modellverbindung 101 als Glycosyl-Akzeptor sollte auch
diese Methode =zundchst auf die generelle Eignung fiur das zugrunde liegende
Glycosylierungsproblem geprift werden. Dazu wurde diese zusammen mit dem Thioglycosid
B-138 und Molekularsieb (3 A) in Dichlormethan gelést und bei -15 °C mit DMTST im
Uberschuss (5.0 Aq.) versetzt. Da nach 3 h bereits ein Umsatz beobachtet werden konnte,
sollte schon im ersten Versuch der Einfluss einer erhéhten Temperatur Uberprift werden.
Daher wurde die Reaktionsmischung langsam auf Raumtemperatur erwarmt, was jedoch zu
einer vollstandigen Zersetzung fuhrte (Tab. 4.13, Eintrag 1).

In einem zweiten Versuch wurde daher die Temperatur zunéchst bei -15 °C gehalten. Als
nach 3.5 h kein weiterer Umsatz mehr zu beobachten war wurde auf -10 °C erwarmt. Eine
Anderung blieb aus und es konnte zudem noch eine groRe Menge an eingesetztem Glycosyl-
Akzeptor 101 ausgemacht werden. Durch die Zugabe von Triethylamin bei -10 °C wurde die
Reaktion abgebrochen und auf diese Weise Uberschissige Reste des DMTST neutralisiert. Fiir
das gewunschte Glycosylierungsprodukt 203 konnte eine Ausbeute von 36% (60% brsm)
erzielt werden, wobei auch das a-konfigurierte Anomer, jedoch nur in Spuren und
verunreinigt, erhalten werden konnte (Tab. 4.13, Eintrag 2).

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte in einem weiteren Versuch mit dem Glycosyl-
Donor B-138 (2.0 Aq.) in einem groReren Uberschuss gearbeitet werden, um dem sekundéren
Alkohol des Glycosyl-Akzeptors 101 eine hohere Konzentration an potentiellen
Reaktionspartnern zu liefern. Zudem sollte die Menge an Aktivierungsreagenz DMTST 109
(2.66 Aq.) stark reduziert werden, denn es wurde vermutet, dass das instabile Reagenz schnell
zerfallt, da bereits nach kurzer Reaktionszeit kein weiterer Umsatz beobachtet werden konnte,
und die Zersetzungsprodukte zu Nebenreaktionen fiihrten. Bei gleichbleibender
Reaktionsfiihrung wurde die Temperatur fir 2 h bei -15 °C gehalten. Dabei resultierte mit
einer Ausbeute von 32% (44% brsm) zwar ein besserer Umsatz, die Ausbeute konnte jedoch
im Vergleich zum vorangegangenen Versuch nicht gesteigert werden (Tab. 4.13, Eintrag 3).
Die Bildung des a-Anomers konnte bei dieser Reaktionsfiihrung nicht beobachtet werden.
Was aber gezeigt werden konnte war, dass es mdoglich war mit geringeren Mengen an
Akzeptor 101 und DMTST 109 zu arbeiten.

In einem ersten Versuch der Glycoslierung mit der N-Cbz-geschitzten (5'S,6'R)-
konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 100 wurde diese zusammen mit dem Thioglycosid
B-138 (2.5 Aq.) und Molekularsieb (3 A) in Dichlormethan geldst und bei -15 °C mit DMTST
109 im Uberschuss (3.75 Aqg.) versetzt. Als nach 2 h nur wenig Umsatz beobachtet werden

konnte wurde auf -5°C erwdrmt und weitere 30 min gerthrt. Da kein weiterer Umsatz
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beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlésung abgebrochen. Auf diese Weise konnte das gewiinschte
Glycosylierungsprodukt 102 in einer wenig zufriedenstellenden Ausbeute von 5% (13%
brsm) erhalten werden (Tab. 4.13, Eintrag 4), wobei Uber die Halfte der eingesetzten
Nucleosyl-Aminosaure 100 zurtickgewonnen werden konnte.

Auch hier wurde in einem néchsten Versuch die Temperatur variiert und bei gleichbleibender
Reaktionsfiihrung zunéchst 2 h bei -15 °C gertihrt und innerhalb von 1 h auf Raumtemperatur
erwdarmt. Dabei wurde in diesem Fall auch wieder mehr DMTST 109 (3x 2.8 Ag.) im
stindlichen Abstand zugesetzt um einen besseren Umsatz zu erzwingen. Die Isolierung einer
Mischung nicht n&her identifizierbarer Zersetzungsprodukte war das Ergebnis (Tab. 4.13,
Eintrag 5).

Tab. 4.13 Reaktionshedingungen der Glycosylierungsversuche mit Thioglycosiden und DMTST.

Eintrag Akzeptor Ag. Donor Ag. DMTST Zeit Temperatur Ausbeute
4h -15°C
1 101 1.25 5.0 1h Rt Zersetzung
3.5h -15°C 203: 36% (60% brsm)
2 101 143 57 1.5h 10 °C a: Spuren, verunreinigt
3 101 2.0 2.66 2h -15°C 203: 32% (44% brsm)
2h -15°C
Y 0,
4 100 2.5 3.75 30 min 5 oC 102: 5% (13% brsm)
2h -15°C
5 100 2.8 3x2.8 1h Rt Zersetzung
8x0.43 2h -15°C
Y 0,
6 100 2.13 portionsweise 15h 0°C 102: 5% (14% brsm)
3.57
7 100 2.38 . 3h 0°C 102: 5% (12% brsm)
stetig
)
8 100 222 6.67 5h 10 °C 102: 5% Ausbeute
stetig geschétzt, verunreinigt

Da, wie bereits erwéhnt, vermutet wurde, dass das DMTST 109 relativ schnell wéahrend der
Reaktion in der Mischung zerfallt, wurde dies in einem weiteren Versuch kontrolliert
(8 x 0.43 Aq.) alle 20 min portionsweise Gber 2 h hinzugeflgt und noch 1.5 h bei 0 °C weiter
gerlhrt. Erneut konnten wiederum nur 5% (14% brsm) Ausbeute mit sehr &hnlichem Umsatz
wie zuvor erreicht werden (Tab. 4.13, Eintrag 6).

Da auf diese Weise jedoch gezeigt werden konnte, dass Temperaturen von 0 °C prinzipiell fur
diese Reaktion mdglich waren, wurde im né&chsten Versuch bei dieser Temperatur gearbeitet
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und das DMTST 109 (3.57 Aqg.) tropfenweise als Ldsung (48 mM in Dichlormethan)
hinzugegeben (Tab. 4.13, Eintrag 7). Zuletzt wurde eine Spritzenpumpe genutzt, bei 10 °C
gearbeitet und das DMTST 109 uber 5 h langsam hinzugetropft (Tab. 4.13, Eintrag 8). Die
Ergebnisse waren erneut sehr ahnlich zum ersten Glycosylierungsversuch mit der Nucleosyl-
Aminosaure 100. Somit musste festgestellt werden, dass eine Glycosylierung auf diese Weise
mit Thioglycosiden prinzipiell zwar moglich war, was die Testreaktionen anhand der
Threonin-Modellsubstanz 101 zeigten, sich die Methode aber als unbrauchbar beztglich der
genutzten Aktivierungsmethode mit DMTST 109 in Verbindung mit der starken sterischen
Abschirmung des sekundaren Alkohols der Nucleosyl-Aminosdure 100 herausstellte. Auch
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass das labile Aktivierungsreagenz DMTST 109 zur
Bildung von Neben- und Zersetzungsprodukten beitrug und sich fir das vorliegende
Syntheseproblem nicht fur die Aktivierung eignete.

In diesem Zusammenhang war bekannt, dass eine Aktivierung von Thioglycosiden auf noch
mildere Weise mit Kupfer(l)bromid (CuBr,) zu erzielen sein sollte (Abb. 4.70).%! |m
Folgenden sollte dies zun&chst erneut an der Threonin-abgeleiteten Modellsubstanz 101
uberprift werden. Deshalb wurden der Glycosyl-Donor, in diesem Fall das a-Anomer des
Thioglycosids 0-138, und der Glycosyl-Akzeptor 101 zun&chst mit Toluol coevaporiert und
unter Zusatz von Molekularsieb (4 A) in einer Mischung aus N,N-Dimethylformamid und
Dichlormethan (1:1) gelost. Nach 1h wurde zundchst Tetrabutylammoniumbromid
hinzugegeben und 1 h 15 min spéter das CuBr,. Nach 25 h konnte lediglich das eingesetzte
Edukt 101 (96%) zuriickgewonnen werden (Tab. 4.14, Eintrag 1).

R-OH
BuyNBr, CuBr,
MS(4A) R
N3 N3 g
DMF, CH,CI O
o SEt Tz ©
Reaktions-
Oo. O bedingungen (ONG®)
\></ siehe \></
138 Tab. 4.14 203, 102
O O
R =
CbZHN\\\\?“i‘l‘
R-OH: 101 TBDMSO OTBDMS
R-OH: 100

Abb. 4.70 Glycosylierungsversuche mit Thioglycosiden und CuBr;.
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Da es sich um eine sehr milde Aktivierung handelt sollte sich durch ldngere Reaktionszeiten
und erhohte Temperatur ein Umsatz erzielen lassen. Analog zum vorangegangenen Protokoll,
in diesem Fall wieder mit $-138 als Thioglycosid, wurde die Reaktionsmischung zunéchst 3 d
geriihrt. Da erneut kein Umsatz beobachtet wurde, wurde zunéchst auf 35 °C und schliellich
fir 12 h auf 60 °C erwarmt. Die Losung wurde braun, ein Umsatz konnte jedoch nicht
festgestellt werden. Aufgrund der potentiellen Zersetzung der Aktivierungsreagenzien Uber
die Zeit wurden erneut Tetrabutylammoniumbromid und CuBr; hinzugegeben und fur weitere
12 h auf 150 °C erhitzt. Die Ldésung entfarbte sich und es konnte nur ein Gemisch aus
Zersetzungsprodukten isoliert werden (Tab. 4.14, Eintrag 2). Offensichtlich war diese
Aktivierungsmethode nicht fiir das Modellsubstrat 101 geeignet, weshalb die Umsetzung mit
der Nucleosyl-Aminosdure 100 nur ein einziges Mal der Vollstandigkeit halber durchgefiihrt

wurde.

Tab. 4.14 Reaktionsbedingungen der Glycosylierungsversuche mit Thioglycosiden und CuBT..

Eintrag Akzeptor Ag. Donor Bu4NBA|.'(jICuBr2 Zeit Temperatur Ausbeute
1 101 1.18 3.2/34 25h Rt 101: 96%
2 101 2.0 3.2/34 4d Rt -> 150 °C Zersetzung
3 100 2.0 40/4.0 36h Rt -> 140 °C 100: 66%

Unter gleicher Vorgehensweise wurden dafiir -138 und 100 (0.5 Aq.) unter Zusatz von
Molekularsieb (4 A) in einer Mischung aus N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan (1:1)
gelost. Es wurde 8 h bei Raumtemperatur und 36 h bei 140 °C geriihrt, jedoch nur die
Zersetzung des Donors B-138 beobachtet. So konnte nur die N-Chz-geschutzte Nucleosyl-
Aminosaure 100 (66%) zuriickgewonnen werden (Tab. 4.14, Eintrag 3), was noch einmal
unterstrich, dass die vorliegende Glycosylierungsmethode fir das zu Ilésende

Syntheseproblem ungeeignet war.

4.12.1.4 Glycosylierung mit Pentenylglycosiden

Im Zuge weiterer Glycosylierungsmethoden mit milder Reaktionsfiihrung sollte sich fir das
vorliegende Syntheseproblem auch eine literaturbekannte Strategie nach Bert Fraser-Reid
anbieten (vgl. Kapitel 2.7).12%! Dabei wurden Pentenylglycoside als Glycosyl-Donor-Spezies

eingesetzt, welche je nach Beschaffenheit ihrer elektronischen Struktur auf verschiedene
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Weise aktiviert und mit entsprechenden Akzeptoren umgesetzt werden konnten. In
vorliegender Glycosylierungsreaktion bot sich dabei die Aktivierung mit N-lodsuccinimid
(NIS) und dem Lewis-sauren Triethylsilytrifluormethansulfonat (TESOTf) an. Da dieses
Reagenz als saurer Aktivator auch hier erneut nur in katalytischen Mengen eingesetzt werden
sollte, wurde davon ausgegangen, dass sich diese Methode mit leicht sdurelabilen Edukten
vereinbaren lassen wiirde. Das Pentenylglycosid $-139 konnte bereits erfolgreich dargestellt
werden (vgl. Kapitel 4.5.4). Im Zuge der Aktivierung des Donors soll das lod des NIS an der
Doppelbindung angreifen und ein lodonium-lon resultieren. Daran schlieit sich eine
intramolekulare Ringschlussreaktion zwischen dem Sauerstoff-Atom am anomeren Zentrum
mit der aktivierten Doppelbindung zu einem Tetrahydrofuran-Derivat an. Auf diese Weise
wird das Carbenium-lon am Glycosyl-Donor freigegeben, welches anschliefend von der
Hydroxy-Gruppe des Glycosyl-Akzeptors angegriffen werden kann (vgl. Kapitel 2.7,
Abb. 2.19).

Auch bei dieser Methode wurde zundchst mit der Threonin-abgeleiteten Modellsubstanz 101
gearbeitet und diese zunachst mit dem Glycosyl-Donor B-139 (1.3 Ag.) in Toluol
coevaporiert. Die Edukte wurden unter Zugabe von Molekularsieb (4 A) in Dichlormethan
geldst. Aufgrund des zur Radikalbildung neigenden NIS wurde in der Dunkelheit gearbeitet.
Dieses wurde hinzugefiigt (1.9 Ag.) und anschlieBend bei Raumtemperatur sehr langsam eine
Lésung von TESOTT (0.37 Aq.) in Dichlormethan tiber 10 min hinzugetropft. Bereits nach
sehr kurzer Zeit konnte ein Umsatz beobachtet werden, der sich aber nach 10 Minuten bereits
nicht mehr &nderte. Die Zugabe des TESOTF wurde auf gleiche Weise zweimal wiederholt,

MS(4A)

CH,Cl,
1.5 h, Rt CszN\/,%
26% (41% brsm)
]
1 ]
2 Ij
N |l

A= 100 Ja
B-139 NIS, TESOTf C
MS(4A) tBuOOC_  § N
CH,Cl, )—w
> CbzHN
1.5h, Rt
33% (58% brsm) TBDMSO OTBDMS

Abb. 4.71 Glycosylierungsreaktion mit Pentenylglycosiden.
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wobei auch dies kaum etwas am bestehenden Umsatz &nderte. Es wurde daher gemutmalt,
dass das NIS bereits in der Reaktionsmischung zerfallen war, weshalb noch einmal NIS
hinzugegeben wurde. Dies fiihrte zwar zu einem besseren Umsatz, es konnte jedoch auch die
Bildung ungewiinschter Nebenprodukte beobachtet werden. Aus diesem Grunde wurde die
Reaktion abgebrochen und das gewinschte Glycosylierungsprodukt 203 in einer Ausbeute
von 26% (41% brsm) erhalten, wobei Teile des eingesetzten Eduktes 101 zurlickgewonnen
werden konnten (Abb. 4.71). Auch das unerwiinschte a-konfigurierte Produkt konnte in einer
Ausbeute von 9% (14% brsm) isoliert werden. Als eindeutiger Beleg fur die ldentifizierung
der Verbindung 203 konnte erneut die Kopplung der Protonen in 1-Position im *H-NMR-
Spektrum der beiden Substanzen verwendet werden, da beim B-Anomer 203 hierfir ein
Singulett beobachtet wurde. Da sich in dieser Glycosylierungsstudie auf die Synthese des
B-Anomers 203 konzentriert werden sollte, wurde auf eine tiefergehende Charakterisierung
des entstandenen o-Nebenproduktes sowie auf die Bestimmung von o/B-Anomeren-
verhéltnissen verzichtet. Im Folgenden wurde die Glycosylierung anhand der (5'S,6'R)-
konfigurierten Nucleosyl-Aminosédure 100 getestet.

Die Reaktion wurde zunéchst auf analoge Weise mit der Nucleosyl-Aminosaure 100 und
Pentenylglycosid p-139 (1.3 Aqg.) durchgefiihrt. Dabei wurde jedoch bereits nach der zweiten
Zugabe von TESOTT erneut NIS hinzugefiigt und anschlieBend ein drittes Mal mit TESOTf
versetzt um den Umsatz weiter zu steigern. Mit einer Ausbeute von 17% (34% brsm) des
gewinschten Glycosylierungsproduktes 102 konnte auf diese Weise die bisher erfolgreichste
Umsetzung erzielt werden, wenn vom Versuch mithilfe der Trichloracetimidate abgesehen
wurde (vgl. Kapitel 4.12.1.2), der sich jedoch als nicht robust genug herausstellte. Die
Bildung des a-Anomers des Glycosylierungsproduktes 102 konnte in Spuren beobachtet
werden, die Verbindung konnte jedoch nicht isoliert werden. Wie die Ausbeute zeigte, war
der Umsatz noch wenig zufriedenstellend, da eine relativ groBe Menge an eingesetztem
Akzeptor 100 (52%) reisoliert werden konnte. In einer weiteren Optimierung wurde auf eine
Coevaporierung der Edukte verzichtet, die Zugabe von NIS und TESOTf (0.52 Ag.) nicht
noch einmal wiederholt und die Lésung des TESOTf in Dichlormethan noch langsamer
hinzugetropft. Dies wirkte sich zugunsten der Vermeidung der Bildung von
Zersetzungsprodukten aus. Die Ausbeute konnte so noch einmal auf gute 33% (58% brsm)
gesteigert werden (Abb. 4.71), der Reinumsatz blieb jedoch sehr dhnlich. Dabei konnte
festgestellt werden, dass sich ein etwas groRerer Ansatz positiv auf die Ausbeute auswirkte.
Fiir das a-Anomer konnte nur grob eine maximale Ausbeute geschatzt werden (< 10%) da

dieses nie sauber isoliert werden konnte. Da sich in diesen Glycosylierungsstudien wie bereits
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erwihnt auf die Synthese des bendtigten B-Anomers konzentriert werden sollte, wurde auch
hier auf eine weitergehende Charakterisierung des o-Anomers und die Bestimmung von
o/B-Anomerenverhaltnissen verzichtet. Als eindeutiger Beleg fir die ldentifizierung der
Verbindung 102 konnte auch hier erneut die Kopplung der Protonen in 1-Position im
'H-NMR-Spektrum der beiden Substanzen verwendet werden. Vor dem Hintergrund der
sterisch anspruchsvollen sekundédren Hydroxy-Gruppe des Glycosyl-Akzeptors 100 in
Kombination mit der Tatsache, dass dieses Edukt sauber zuriickgewonnen werden konnte,
wurde diese Methode fir die Losung der Glycosylierungsproblematik trotz des nur moderaten
Umsatzes als erfolgreich angesehen. Da sich fiir vorliegende Strategie mit Pentenylglycosiden
nach Bert Fraser-Reid™®! zudem eine stabile Reproduzierbarkeit herausstellte, sollte diese
Methode im Folgenden zur Glycosylierung der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-
Aminosaure 172 auf dem Weg zum naturstoffanalogen (5'S,6'S)-konfigurierten

aminoribosylierten Muraymycin-Analogon 97 genutzt werden.

4.12.2 Untersuchungen der reduktiven Aminierung mit (5'S,6'S)-

konfigurierten Nucleosyl-Aminosauren

Die reduktive Aminierung von Nucleosyl-Aminosauren mit entsprechenden Aldehyden stellt
einen Schlusselreaktion im von Ducho und Mitarbeitern erarbeiteten dreiteiligen Ansatz
(vgl. Kapitel 2.5.3 und Kapitel 3.3)["**2 zur stereoselektiven Dartellung von Muraymycin-
Analoga dar. Eine Reaktion der Nucleosyl-Aminosdure 172 war in vorangegangenen Arbeiten
in der Arbeitsgruppe Ducho bereits auf dem Weg zu (5'S,6'S)-konfigurierten Muraymycin-
Analoga versucht worden, filhrte dabei aber nicht zum Erfolg.*2™ Aus diesem Grund sollte
diese Reaktion an dieser Stelle noch einmal evaluiert werden. Vermutet wurde dabei, dass die
im Vergleich zu 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosauren, wie der Verbindung 43, wesentlich
grolRere Instabilitat der (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 172 durch ein Zusammenspiel
zwischen primarem Amin in 6'-Position, dem Alkohol in 5'-Position - nominell also einem
B-Hydroxy-Aminoséure-Motiv - und der Doppelbindung der Nucleobase erklarbar war. Diese
Instabilitat resultierte in einer Zersetzung in der folgenden reduktiven Aminierung.

Der Vollstandigkeit halber wurde die Reaktion aus Nucleosyl-Aminosdure 172 und L-Leucin-
abgeleitetem Aldehyd 88 (vgl. Kapitel 4.3.1) zunédchst noch einmal nachvollzogen. Auf
analoge Weise zu den bereits zuvor in der Arbeitsgruppe Ducho etablierten
Reaktionsbedingungent***! wurden die beiden Edukte in Tetrahydrofuran mit Molekularsieb

(4 A) fir 24 h zur Bildung des Iminium-lons gerithrt. Nach der Zugabe der Reagenzien
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Abb. 4.72 Studien zur reduktiven Aminierung mit (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosduren.

Amberlyst® 15 (0.22 Aqg.) und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.) konnte nach weiteren
24 h jedoch wie erwartet nur eine unbestimmbare Mischung aus Zersetzungsprodukten isoliert
werden, wobei das gewinschte Produkt 204 nicht identifiziert werden konnte (Abb. 4.72).
Auch die eingesetzte Aminoséaure 172 konnte nicht reisoliert werden.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass sich eine an der Nucleobase hydrierte (5'S,6'S)-
konfigurierte Nucleosyl-Aminosdure 175 in der Synthese séulenchromatographisch reinigen
lie (vgl. Kapitel 4.8.3.3), eine Verbindung mit nicht mehr aromatischer und somit nicht mehr
intakter Nucleobase also stabiler war, sollte ein weiterer Versuch der reduktiven Aminierung
mit tert-Butylester-geschutztem Threonin 117 unternommen werden, welches im Zuge dieser
Arbeit bereits dargestellt worden war (vgl. Kapitel 4.1.2.3). Auf diese Weise sollten durch das
Fehlen der Uridineinheit und somit auch der Nucleobase bei Nachahmung des (5'S,6'S)-B-
Hydroxy-Aminosaure-Motives weitere Einblicke gewonnen werden. Die reduktive
Aminierung erfolgte dabei auf analoge Weise nach den etablierten Bedingungen, wobei als
Edukte das Threonin-Derivat 117 und wiederum der L-Leucin-abgeleitete Aldehyd 88

eingesetzt wurden. Jedoch fuhrte auch dies zu vollstdndiger Zersetzung (Abb. 4.72). Auch in
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diesem Fall war eine Reisolierung des eingesetzten Amins 117 nicht mdglich. Bei einem
analogen Versuch mit Nucleobasen-hydrierter Nucleosyl-Aminosaure 175 und Aldehyd 88
konnte dieses Ergebnis noch einmal bestétigt und keine Zielverbindung 206 isoliert werden
(Abb. 4.72). Fur die Reisolierung des eingesetzten Eduktes 175 galt dasselbe wie zuvor.
Somit muss festgehalten werden, dass eine reduzierte Nucleobase zu einer gréfieren Stabilitét
der (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminoséure fuhrt. Diese Stabilisierung scheint bei der Folgereaktion
der reduktiven Aminierung aber eher eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die Instabilitat der
(5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 172 in dieser Reaktion ist somit offensichtlich auf das
B-Hydroxy-Aminosauremotiv  zurtickzufiihren, welches den sauren und reduktiven
Bedingungen nicht standhielt. Mithilfe einer reduktiven Aminierung war die Umsetzung
solcher (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosauren somit nicht durchzufthren.

4.12.3 Synthese des naturstoffanalogen  (5'S,6'S)-konfigurierten

5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 97

Anhand der zuvor gemachten Beobachtungen war erwiesen, dass eine Synthese des
naturstoffanalogen (5'S,6'S)-konfigurierten aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 97 nur
auf eine Weise erfolgen kann, in der die 5'-Hydroxy-Funktion der Nucleosyl-Aminosaure 172
zunéchst aminoribosyliert wird und die Verkniipfung in einer reduktiven Aminierung mit dem
L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88 in einem spéteren Schritt erfolgt. Auf diese Weise wirde
die Instabilitdt des B-Hydroxy-Aminoséuremotives keine Rolle mehr spielen, was Ichikawa,
Matsuda und Mitarbeitern bereits in der Synthese von Muraymycin D2 221" zeigen konnten.
Fur die sich anschlieBende Glycosylierung musste die tert-Butylester-geschitzte (5'S,6'S)-
konfigurierte Nucleosyl-Aminosaure 172 mit der naturstoffanalogen Konfiguration zunachst
N-Cbz-geschitzt werden, wobei diese hydrogenolytisch spaltbare Schutzgruppe aufgrund der
Orthogonalitat des Schutzgruppenmusters gewéhlt wurde. Dafir wurden zunédchst
Benzyloxycarbonylchlorid und Natriumhydrogencarbonat als Base in Tetrahydrofuran
vorgelegt und bei einer Temperatur von -60 °C mit einer Losung von Nucleosyl-Aminosaure
172 in Tetrahydrofuran umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde innerhalb von 3 h langsam
auf Raumtemperatur erwarmt und die N-Chz-geschiitzte Nucleosyl-Aminoséure 33 in einer
Ausbeute von 80% erhalten (Abb. 4.73). Die Instabilitat des Eduktes 172 war der Grund fir
die Verwendung derart tiefer Temperaturen, wobei die Verbindung beim Auftauen

kontrolliert in das N-Cbz-geschiitzte Derivat 33 tiberfiihrt wurde.*"

168



4. Resultate und Diskussion

NH p-15

CbzCl BFyEt,0

NaHCO; 0 MS(4A)
THF CH,Cl,

> 99
3 h, -60 °C -> Rt 24 h, -30 °C -> Rt
TBDMSO  OTBDMS 80% TBDMSO  OTBDMS
172 33 N3 £
0
N3 OW
N3 o) B-#043# o0. O
k ? NIS, TESOTf
0., .0 CH,CI -
NH 2Ll
o o f‘\ \></ 30 min, Rt
+BuOOC_ N" 0 p-139 36% (58% brsm)
; o B
CbzHN <
TBDMSO  OTBDMS
99

Abb. 4.73 Glycosylierung der (5'S,6'S)-Nuleosyl-Aminosdure 33.

In der Zwischenzeit wurde in der Literatur eine Abwandlung der bereits zuvor erwahnten von
Ichikawa, Matsuda und Mitarbeiternt**! etablierten Glycosylierungsreaktion mit p-Ribosyl-
Fluorid B-15 und Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (BFsEt,0) als Aktivator publiziert,/?
bei der mit TBDMS-geschiitzten Uridin-abgeleiteten Nucleosyl-Aminosduren gearbeitet
wurde. Es wurde jedoch vermutet, dass der von Ducho und Mitarbeitern verwendete tert-
Butylester als Carboxyl-Schutzgruppe aufgrund seiner Saurelabilitat, im Vergleich zum von
Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern verwendeten Methylester, das Hauptproblem dieser
Umsetzung darstellte. Aus diesem Grund sollte diese Methode einmal der Vollstandigkeit
halber anhand an der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 33 getestet werden. Die
beiden Edukte wurden in Dichlormethan mit Molekularsieb (4 A) versetzt, bei -30 °C viermal
in zwanzigminiitigen Abstanden mit BF3Et,O (4 x 0.25 Aq.) versetzt und auf -10 °C erwérmt,
wobei nach 4 h jedoch keinerlei Umsatz erzielt werden konnte. Erst bei Erhchung der
Temperatur und weiterer Zugabe von BF3Et,0 (2 x 1.0 Ag.) konnte gezeigt werden, dass die
Reaktion bei Raumtemperatur langsam voranschritt, dies jedoch auch gleichzeitig mit der
Bildung von Nebenprodukten einherging. Isoliert werden konnte auf diese Weise nur eine
Mischung dieser nicht naher identifizierbaren Zersetzungsprodukte (Abb. 4.73), was noch
einmal die Annahme bestatigte, dass der tert-Butylester das Hauptproblem in der Umsetzung

der Aglycon-Einheit von Ducho und Mitarbeitern war und eine Reaktion mit BF3Et,0O
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unabhéngig von der Reaktionsfiihrung nicht fur das zugrunde liegende Syntheseproblem
geeignet war.

Fur die nachfolgende Glycosylierung der 5'-Hydroxy-Funktion der Verbindung 33 sollten
daher nun die zuvor optimierten Reaktionsbedingungen mit dem Pentenylglycosid B-139 als
Glycosyl-Donor angewendet werden (vgl. Kapitel 4.12.1.4). Dazu wurden der Glycosyl-
Akzeptor 33 und der Glycosyl-Donor p-139 (1.5 Aq.) zunachst mit Toluol coevaporiert. Die
Edukte wurden unter Zugabe von Molekularsieb (4 A) in Dichlormethan gelést, und aufgrund
des zur Radikalbildung neigenden NIS wurde in der Dunkelheit gearbeitet. Dieses wurde
hinzugefiigt (1.71 Ag.) und anschlieRend bei Raumtemperatur sehr langsam eine Losung von
TESOTf (0.72 Ag.) in Dichlormethan iber 10 min hinzugetropft. Die Zugabe beider
Reagenzien wurde auf gleiche Weise nach weiteren 10 min wiederholt, wobei dieses Mal tiber
15 min zugetropft und anschliefend noch 15 min geruhrt wurde. Da kein Glycosyl-Donor f-
139 mehr identifiziert werden konnte, wurde die Reaktion abgebrochen und das gewiinschte
Glycosylierungsprodukt 99 in einer Ausbeute von 20% (35% brsm) erhalten, wobei Teile des
eingesetzten Eduktes 33 zuriickgewonnen werden konnten. Ein Verzicht auf eine weitere
Zugabe von NIS und TESOTT fihrte zu einer geringeren Bildung von Zersetzungsprodukten.
Somit konnte die Ausbeute noch einmal auf gute 36% (58% brsm) gesteigert werden
(Abb. 4.73).

Im Folgenden konnte gezeigt werden, dass sich die entwickelte Glycosylierungsmethode auch
auf weitere Nucleosyl-Aminosaure-Derivate anwenden lieB. Daher wurde vom Azido-
Indolamid 179 ausgegangen, welches in der Synthese zur (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-
Aminosaure 172 genutzt wurde (vgl. Kapitel 4.8.3.1). Dies wurde unter den modifizierten
Bedingungen  der  Azid-Reduktion  (vgl. Kapitel 4.8.3.1) in  iso-Propanol  mit
1,4-Cyclohexadien und Palladium Black zum Amin 207 innerhalb 1h in quantitativer
Ausbeute  umgesetzt. Unmittelbar darauf wurde mit den oben stehenden
Reaktionsbedingungen mit Benzyloxycarbonylchlorid und Natriumhydrogencarbonat als Base
in Tetrahydrofuran N-Cbz-geschitzt (Abb. 4.74). Dabei resultierte mit dem neuartigen N-Chz-
geschutzten Indolamid 208 in 71% Ausbeute ein weiterer potentieller Kandidat fiir die
optimierte Glycosylierung der 5'-Hydroxy-Funktion.

Da zu einer Glycosylierung dieser Verbindung noch keine Erfahrungswerte vorlagen, sollte
die modifizierte Variante der von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern genutzten Strategie,
die auch fir TBDMS-geschiitzte Uridin-abgeleitete Nucleosyl-Aminosduren anwendbar sein
sollte (siche oben), mit dem B-Ribosyl-Fluorid B-15 und Bortrifluorid-Diethylether-Komplex
(BF5Et,0) als Aktivator zuerst getestet werden.*?! Die beiden Edukte B-15 und das N-Cbz-
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geschiitzte Indolamid 208 wurden in Dichlormethan mit Molekularsib (4 A) versetzt und
anlaog zum Glycosylierungsversuch der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 33
verfahren. Auch hier waren héhere Temperaturen, dieses Mal allerdings von lediglich 0 °C
nétig, um den Beginn eines Umsatzes zu erreichen. Es wurde im Laufe der Reaktion zwei
weitere Male BF3Et,O (2x 0.5 Aqg.) hinzugefiigt. Bei Erwarmung auf Raumtemperatur
verbesserte sich der Umsatz erneut, wobei die Bildung von Nebenprodukten nicht so
ausgepragt voranschritt, wie bei dem Versuch dieser Methode mit der Nucleosyl-Aminoséure
33 (siehe oben), was das Indolamid 208 generell stabiler als den tert-Butylester 33 erscheinen

lieR. Somit konnte zwar das erste Mal fir diese Reaktion eine Ausbheute an

1,4-Cyclohexadien CbzCl
Pd Black NaHCO,
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Abb. 4.74 Umkehrung von Glycosylierung und Umschiitzung zur Nucleosyl-Aminosédure 99.
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Glycosylierungsprodukt 209 erzielt werden, jedoch betrug diese nur ernlichternde 6% (12%
brsm) (Abb. 4.74). Die vermutete Bildung des entsprechenden a-Anomers konnte dinn-
schichtchromatographisch nur in Spuren beobachtet werden. Das dargestellte Indolamid 208
eignet sich somit nur wenig bis Gberhaupt nicht in der Umsetzung mit BF3 Et,0O als Aktivator.
Auch in vorliegendem Fall wurde daher nun Pentenylglycosid B-139 (1.39 Aq.) als Glycosyl-
Donor genutzt und auf diese Weise das Indolamid 208 als Akzeptor glycosyliert. Es wurde
nach etabliertem Protokoll verfahren und nach NIS-Zugabe (2.0 Aq.) erneut sehr vorsichtig
eine Losung von TESOTf (0.67 Ag.) in Dichlormethan iiber 10 min hinzugetropft. Es wurde
noch 10 min gerihrt, die Reaktion abgebrochen und daraufhin das gewinschte
Glycosylierungsprodukt 209 in einer Ausbeute von 27% (44% brsm) (Abb. 4.74) erhalten.
Dies zeigte, dass sich auch andere Glycosyl-Akzeptoren mit Pentenylglycosiden in &hnlichen
Ausbeuten unter Anwendung der entwickelten Reaktionsbedingungen glycosylieren lielen.
Zuletzt wurde auch die abschlieende zweistufige Umschiitzung des Indolamids 209 zum tert-
Butylester 99, die in Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho nur maRige bis moderate
Ausbeuten geliefert hatte, in Angriff genommen. Das Indolamid 209 wurde in
Tetrahydrofuran als Loésungsmittel mit 0.1 M Lithiumhydroxidlosung (2.0 Ag.) versetzt,
45 min bei Raumtemperatur geriihrt, erneut 0.1 M Lithiumhydroxidlésung (0.9 Aqg.)
hinzugegeben und weitere 30 min geriihrt. Die resultierende Carbonséure wurde unverzuglich
in Dichlormethan geldst, die Reaktionslésung mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat (5.0 Ag.)
versetzt und 11d gerihrt, wobei nach 3d, 6d und 9d erneut tert-Butyl-2,2,2-
trichloracetimidat (5.0 Ag.) hinzugegeben wurde. Die aminoribosylierte tert-Butylester-
Nucleosyl-Aminoséure 99 konnte in einer méRigen Ausbeute von 28% erhalten werden
(Abb. 4.74). Vor dem Hintergrund der Basenlabilitit der glycosylierten Verbindung, bei der
eine o/B-Eliminierung auftreten kann, tberraschte diese nur moderate Ausbeute bei basischen
Reaktionsbedingungen nicht. Diese Labilitat war bereits aus der Umschitzung des
glycosylierten Methylesters auf den tert-Butylester, die in nur moderaten Ausbeuten verlief,
aus der Synthese von Muraymycin D2 22 von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern
bekannt.['21241271  Eg konnte an dieser Stelle jedoch gezeigt werden, dass die
aminoribosylierte Nucleosyl-Aminosaure 99 auf diese Weise, bei der die Glycosylierungs-
und die Umschitzungsreaktion innerhalb der Gesamtsequenz getauscht worden waren, in
ahnlichen Ausbeuten dargestellt werden konnte.

Fur die abschlieBende globale saure Entschitzungsreaktion zum aminoribosylierten
Muraymycin-Analogon 97 sollte nun das Azid der Nucleosyl-Aminoséure 99 in eine N-Boc-

Aminogruppe uberfihrt werden. Dazu sollte eine Staudinger-Reduktion mit anschliel3ender
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Boc-Schiitzung durchgefiihrt werden, so wie sie bereits zur Synthese des Aminoribose-
abgeleiteten Aldehyds 95 (vgl. Kapitel 4.4.1) und von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern
bei der Darstellung von Muraymycin D2 22 verwendet worden war.’?**®! Das Azid 99
wurde hierfur in einer Mischung aus Toluol und Tetrahydrofuran (1:1) als Losungsmittel mit
Triphenylphosphan (3.0 Ag.) und Wasser (50 Aqg.) versetzt und 13 h auf 50 °C erwarmt.
Unter diesen Bedingungen wurde das primdre Amin generiert, das im Eintopfverfahren,
nachdem die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gekuhlt worden war, durch die
anschlieRende Zugabe von Di-tert-butyldicarbonat (2.0 Ag.) und Natriumhydrogencarbonat
(2.0 Ag.) unmittelbar weiter umgesetzt wurde (Abb. 4.75). Nach wassriger Aufarbeitung und
sédulenchromatographischer Reinigung konnte so die N-Boc-geschitzte Nucleosyl-
Aminoséure 210 in einer maRigen Ausbeute von 37% isoliert werden. Dass die Ausbeute nur
gering war (Uberraschte, da es bisher bei dieser Reaktion keinerlei Probleme gegeben hatte. In

einem weiteren Versuch konnte die Bildung von Nebenprodukten im ersten Teil der Reaktion,
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Abb. 4.75 Synthese der N-Cbz-geschiitzten L-Leucin-propyl-Nucleosyl-Aminosiure 214.
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der Reduktion des Azids zum primdren Amin, festgestellt werden. Darum wurde die
Reaktionszeit abweichend zu den Ublichen Bedingungen auf 6 h verkirzt, da zu diesem
Zeitpunkt bereits ein vollstandiger Umsatz des Eduktes beobachtet worden war. Die
Reaktionszeit der Boc-Schiitzung hingegen wurde nach Abkihlen auf Raumtemperatur auf
15 h verlangert und die Menge des zugegebenen Di-tert-butyldicarbonats (4.0 Ag.) verdoppelt
um sicher zu gehen, dass eine vollstdndige Umsetzung stattfand. Prinzipiell konnte jedoch
gezeigt werden, dass bereits nach 1 h kein priméres Amin mehr zu detektieren war. Die
Ausbeute konnte auf diese Weise auf 51% gesteigert werden. In einem letzten Versuch wurde
die Reduktion bereits nach 4.5 h abgebrochen und erneut nur 1 h N-Boc-geschiitzt. Mit 52%
war die Ausbeute der N-Boc-geschitzten Nucleosyl-Aminoséure 210 nicht wesentlich besser
(Abb. 4.75), sodass zusammenfassend festgehalten werden muss, dass nicht die N-Boc-
Schitzung sondern die anfangliche Staudinger-Reduktion das Problem darstellte, ohne dass
geklart werden konnte, welche Art von Nebenreaktion oder Zersetzung eingetreten sein
kdnnte. Es konnte jedoch genug Substanzmenge fiir die weiteren Umsetzungen generiert
werden, sodass von einer weiteren Optimierung der Reaktionsbhedingungen abgesehen wurde.
Den néachsten Schlusselschritt des von Ducho und Mitarbeitern etablierten dreiteiligen
Ansatzes einer stereoselektiven Darstellung von Muraymycinen (vgl. Kapitel 2.5.3 und
Kapitel 3.3)l"°13 sollte nun erneut eine reduktive Aminierung darstellen. Dazu wurde
zundchst die Nucleosyl-Aminoséure 210 hydrogenolytisch N-Cbz-entschitzt, um das Edukt
fir die anschlielende reduktive Aminierung zu erhalten. Mit den optimierten
Entschitzungsbedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.1) konnte das primare Amin 211 in iso-
Propanol mit 1,4-Cyclohexadien und Palladium Black in 1 h quantitativ dargestellt werden
(Abb. 4.75).

Fur die folgende reduktive Aminierung 5'-aminoribosylierter Verbindungen, wie des priméren
Amins 211, lagen in der Arbeitsgruppe Ducho noch keinerlei Erfahrungswerte vor. Dennoch
sollte eine Umsetzung mit dem L-Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88 (vgl. Kapitel 4.3.1) nach
den in der Arbeitsgruppe Ducho etablierten Bedingungen®®? eigentlich ohne Probleme
mdglich sein. So wurden die Edukte in Tetrahydrofuran mit Molekularsieb (4 A) fiir 24 h zur
Bildung des Iminium-lons geriihrt. Nach der Zugabe der Reagenzien Amberlyst® 15
(0.22 Ag.) und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.0 Ag.) konnte nach weiteren 24 h eine
Mischung aus drei Verbindungen erhalten werden. Eine Analyse mittels NMR-Spektroskopie
war aufgrund von Rotamerenbildung nicht moglich. Basierend auf dem UV-Chromatogramm
(A = 254 nm) einer LC-MS-Analyse wurden die Anteile der einzelnen Verbindungen in dieser

Mischung bestimmt. Dabei war das eingesetzte priméare Amin 211 (ca. 45%), das gewunschte
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Produkt 212 (ca. 25%) und eine Verbindung, deren Molekilmasse der des gewilinschten
Produktes m/z + 16 (ca. 30%) entsprach, was zun&chst nicht erklart werden konnte, enthalten.
Die Gesamtausbeute der Mischung betrug lediglich ca. 50%. Wurde diese Mischung erneut
bei gleichbleibender Reaktionsfihrung umgesetzt, resultierte eine Mischung &hnlicher
Zusammensetzung mit den gleichen drei Verbindungen. Die in der Arbeitsgruppe Ducho fir
5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséuren optimierte Reaktionsfiihrung der reduktiven Aminierung
schien flr das vorliegende Syntheseproblem somit nicht reaktiv genug und daher ungeeignet
zu sein. Mdoglicherweise spielte dabei auch eine durch die Aminoribose zuséatzlich erhdhte
sterische Hinderung des priméren Amins 211 eine entscheidende Rolle.

Aus der Literatur war bekannt, dass Ichikawa, Matsuda und Mitarbeiter fur reduktive
Aminierungen derartiger amimoniribosylierter Analoga saure Bedingungen unter
Zuhilfenahme eines Uberschusses an Essigsaure (10 Aq.) erzeugten.*?”! Diese war zwar
milder als die Sulfonsauren aus dem Amberlyst-Harz, durch den Uberschuss sollte die
Reaktion aber wesentlich schneller ablaufen, was auch die gewéhlten Reaktionszeiten zeigten.
Dazu wurden das primdre Amin 211 und der Aldehyd 88 unter Zugabe von Molekularsieb
(4 A) in Dichlormethan gelost, mit Essigsdure versetzt und Natriumtriacetoxyborhydrid
(3.3 Ag.) im Uberschuss hinzugegeben (Abb. 4.75). Bereits nach 1 h konnte ein vollstandiger
Umsatz festgestellt werden und die Reaktion wurde abgebrochen. Erneut war aufgrund von
Rotamerenbildung eine NMR-spektroskopische Charakterisierung nicht moglich. Basierend
auf einer sdulenchromatographischen Reinigung und dem UV-Chromatogramm (A = 254 nm)
einer LC-MS-Analyse wurde eine hinreichende Reinheit des Kupplungsproduktes
angenommen und eine gute Ausbeute von ca. 70% bestimmt. Da eine genaue
Ausbeutebestimmung nur anhand von NMR-spektroskopischen Untersuchungen mdglich
gewesen waére, wurde die Ausbeute nicht in der Abbildung 4.75 angegeben. Bei der isolierten
Verbindung handelte es sich nun ganzlich um das Produkt mit einer Masse von m/z + 16.
Dies (berraschte sehr und wurde zundchst auf eine Anomalie wéhrend der
massenspektrometrischen Messung zuriickgefuhrt. Als diese um 16 Massen erhohten
Molekllmassen jedoch auch bei den Produkten der folgenden Umsetzungen bis hin zur
Zielverbindung beobachtet werden konnten, wurde noch einmal genauer geprift, worum es
sich dabei handelte. Dabei fand aufgrund von Rotamerenbildung eine genaue NMR-
spektroskopische Untersuchung erst wieder anhand der Zielverbindung der Syntheseroute
statt, wobei sich zeigte, dass es sich nicht um das (5'S,6'S)-konfigurierte aminoribosylierte
Muraymycin-Analogons 97 sondern um das leicht modifizierte Hydroxylamin 213

(Abb. 4.79) handelte, was erstaunlich war, da das Auftreten einer derartigen Verbindung
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bisher nicht beobachtet werden konnte. Aus dem ‘H-NMR-Spektrum konnte dies nicht
geschlossen werden, doch die Verschiebungen der Kohlenstoffatome in Nachbarschaft zum
6'-N-Atom des Nucleosyl-Aminosdure-Motives im **C-NMR-Spektrum (C-6' und C-1")
waren eindeutige Indizien dafir, dass dieses 6'-N hydroxyliert worden war (Abb. 4.76). Dabei
wurde das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 76 zum Vergleich hinzugezogen, wohlwissend,
dass dies ein Analogon ohne Aminoribase war. Diese sollte an der 5'-Hydroxy-Funktion
jedoch keinen allzu groRen Einfluss auf die **C-Verschiebung des C-6' und auf das noch
weiter entfernte C-1" haben. Vergleicht man diese Signale so ergeben sich fur Verbindung 76
Verschiebungen von 6 =44.27 (C-1") und 6 =59.48 (C-6"). Diese Signale waren in der

C_3Vi

Verbindung 213 N
c-3' C-2V c-2v

72 70

68 66 64 2 60 58 56 54
Chemische Verschiebung [ppm]

Verbindung 76
c-2'

c-2¥
C-3'
s o
C_2iv

72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44
Chemische Verschiebung [ppm]

Abb. 4.76 Ausschnitt aus den '3 C-NMR-Spektren (126 MHz, D,0) von Referenzverbindung 76

und 5'-aminoribosyliertem Muraymycin-Analogon 213.
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Zielverbindung 213 mit einem Unterschied von 11-12 ppm wesentlich weiter ins Tieffeld
verschoben. Dabei ergaben sich Verschiebungen von 6 =56.24 (C-1") und 6 = 70.85 (C-6"),
wobei die Verschiebungen der ubrigen Kohlenstoffatome in beiden Verbindungen nur wenig
voneinander abwichen, was auch im abgebildeten Ausschnitt fiir die (brigen
Kohlenstoffatome C-2", C-2", C-2" und C-3' zu sehen ist und weiterhin zeigte, dass diese
Hydroxy-Funktion mit keinem anderen Stickstoff im Molekul verknupft sein konnte
(Abb. 4.76). Die Indizien, dass das 6'-N hydroxyliert vorlag wurden letztlich eindeutig durch
die Messung einer hochaufgeldsten exakten Masse der Zielverbindung belegt, welche genaue
Ubereinstimmung mit der berechneten Masse des Hydroxylamins 213 zeigte.

Als die Struktur aufgeklart und somit belegt war, dass es sich bei dem Produkt der vier
Synthesestufen vorher durchgefiihrten reduktiven Aminierung nicht um die Verbindung 212
sondern um das Hydroxylamin 214 handelte (Abb. 4.75), musste noch geklart werden, wie es
unter reduktiven Reaktionsbedingungen der Aminierung zum Einbau dieses Sauerstoffatoms
ins Molekil gekommen war. Dabei wurde angenommen, dass Katalysatorreste des Palladium
Blacks (eventuell mit Wasserstoffatomen belegt) aus der vorherigen hydrogenolytischen
Abspaltung der N-Cbz-Schutzgruppe zum primédren Amin 211 in die reduktive Aminierung
verschleppt worden waren (Abb. 4.75). Somit fande nach dem nucleophilen Angriff des
primaren Amins 211 auf den Aldehyd 88 keine Wasser-Eliminierung unter Iminbildung statt,
sondern die Hydroxy-Gruppe des gebildeten Halbaminals wirde unter den durch das
Palladium Black geschaffenen radikalischen Bedingungen unmittelbar auf das Amin
Ubertragen werden (Abb. 4.77). Dabei wirde zunéchst ein Wasserstoffradikal vom Palladium

abstrahiert werden und ein Stickstoffradikal entstehen, welches jedoch nicht stabilisiert ist.

o ji/—»f\AI/ A

~ H
T, e T
OH - Pd OH

Abb. 4.77 Mechanistische Betrachtung der Ubertragung der Hydroxy-Gruppe.

Ein anschlieBender homolytischer Bindungsbruch der C-O-Bindung mit Ubertragung der
Hydroxy-Gruppe auf das Stickstoffatom wirde in einem Kohlenstoffradikal in Nachbarschaft
zum Stickstoff resultieren. Ein solcher C-O-Bindungsbruch wére nicht unwahrscheinlich, da

das entstehende Kohlenstoffradikal durch Hyperkonjugation mit dem freien Elektronenpaar
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des Stickstoffes stabilisiert ist. AbschlieBend wirde dieses Kohlenstoffradikal ein
Wasserstoffradikal vom Palladium binden und auf diese Weise die radikalische Wanderung
der Hydroxy-Gruppe abgeschlossen sein (Abb. 4.77). Eine Reduktion durch das zugegebene
Natriumtriacetoxyborhydrid hat somit nicht stattgefunden und es wurde das Hydroxylamin
214 isoliert (Abb. 4.75). Dabei war bemerkenswert, dass diese Verbindung derart stabil war,
dass dieses Motiv bis zum Abschluss der Syntheseroute Bestand hatte.

Wie bereits angedeutet konnten die folgenden beiden Reaktionen aufgrund von
Rotamerenbildung nicht NMR-spektroskopisch charakterisiert werden. Die Produkte der
N-Cbz-Entschitzung sowie der Peptidkupplung konnten jedoch massenspektrometrisch
nachgewiesen werden. Basierend auf dem UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS-
Analyse wurde eine hinreichende Reinheit der Produkte angenommen, auf diese Weise die
Ausbeuten abgeschédtzt und nicht in den Abbildungen aufgefiihrt. Die folgende
hydrogenolytische  N-Cbz-Entschitzung konnte erneut mithilfe der optimierten
Reaktionsbedingungen (vgl. Kapitel 4.8.1.1) durchgefihrt und das primdre Amin 215 in einer
Ausbeute von ca. 95% erhalten werden (Abb. 4.78). Mit 2.5h war die Reaktionszeit in
iso-Propanol mit 1,4-Cyclohexadien (10 Ag.) und Palladium Black etwas langer als bei
vorherigen Ansétzen, was sich jedoch nicht negativ auf die Ausbeute auszuwirken schien.

Den vorletzten Schritt des dreiteiligen stereoselektiven Syntheseansatzes (vgl. Kapitel 2.5.3
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Abb. 4.78 Synthese des vollstindig geschiitzten aminoribosylierten Muraymycin-Vorldufers 216.
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und Kapitel 3.3)[%% stellte auch in vorliegender Route die Peptidkupplung mit dem tert-
Butylester-Harnstoffdipeptid 85 als letzter Schliisselschritt dar.*? Dazu wurde das
Harnstoffdipeptid 85 zun&dchst in  Tetrahydrofuran geldst, unter Zugabe von
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexa-
fluorophosphat (PyBOP) und DIPEA innerhalb von 30 min aktiviert und bei 0°C eine
Losung des zuvor generierten priméren Amins in Tetrahydrofuran zugetropft. Nach 1 h bei
0 °C und 3 h bei Raumtemperatur konnte das vollstandig geschutzte Vorlaufermolekil 216
des aminoribosylierten (5'S,6'S)-Muraymycin-Analogons 213 in einer guten Ausbeute von ca.
80% isoliert werden (Abb. 4.78)

AbschlieRend wurde die Verbindung 216 zum aminoribosylierten (5'S,6'S)-Muraymycin-
Analogon 213 global sauer entschutzt. Dies wurde nach den von Ichikawa, Matsuda und
Mitarbeitern etablierten Reaktionsbedingungen™ mit 80% Trifluoressigsaure in Wasser in
einer Reaktionszeit von 12 h erreicht. Dabei wurden die tert-Butylester, die Silylether, die
Boc-Schutzgruppen und die Isopentyliden-Schutzgruppe gespalten und auf diese Weise das
erste 5'-aminoribosylierte Muraymycin-Analogon in der Arbeitsgruppe Ducho in einer

216
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Abb. 4.79 Synthese des (5'S,6'S)-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 213.
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4. Resultate und Diskussion

Ausbeute von 26% nach semipréparativer HPLC-Reinigung Uber 4 Stufen von 211
dargestellt. Dieses Analogon 213 unterschied sich dabei von der ursprunglich anvisierten
Zielverbindung 97 nur durch die Prasenz einer zusétzlichen Hydroxy-Gruppe am 6'-N-Atom
des Nucleosyl-Aminosdure-Motives (Abb. 4.79). Ein Muraymycin-Analogon mit einem
solchen Motiv an dieser Position war neu und bisher noch nicht dargestellt worden. Somit
ware es bei gezielter Darstellung einer solchen Verbindung mdglich, mit derartigen
Molekdlen einen neuen Strukturtyp zu etablieren. In der folgenden biologischen Evaluierung

sollte die Verbindung 213 auf ihr Potential als antibiotisch aktiver Wirkstoff getestet werden.

4.12.4 Biologische Evaluierung des naturstoffanalogen (5'S,6'S)-

konfigurierten 5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 213

Die biologische Evaluierung wurde in der Arbeitsgruppe Ducho von S. Koppermann und

J. Ludwig durchgefiihrt. Es wurde die inhibitorische in vitro-Aktivitdt gegenuiber einer

Membranpraparation von MraY aus S.aureus in einem Fluoreszenz-basierten Assay®®®%

HOOC N

\H/ )j\'(HN/\/\N 0]
OH OH
213
ICs50 (MraY aus S. aureus) =12 £ 2 nM
MICgs (E. coli AtolC) = 7-10 ng/mL
MIC (E. coli DH5a) = 17.5 pg/mL
MIC (S. aureus) > 100 pg/mL
MIC (P. aeruginosa PAO1) = 100 pg/mL
76

i ICs5¢ (MraY aus S. aureus) = 2.5+ 0.6 uM

NH, MIC (E. coli AtolC) = 100 pg/mL
MIC (E. coli DH5a) > 100 pg/mL
MIC (B. subtilis) --

NH;

OH OH

Abb. 4.80 Biologische Evaluierung des (5'S,6'S)-5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 213.
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4. Resultate und Diskussion

bestimmt. Die Werte sind in Abb. 4.80 aufgefihrt.

Vergleicht man diesen Wert mit dem des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76
(IC5p=25+0.6 uM) féllt sofort auf, dass das 5'-aminoribosylierte Analogon 213
(ICs0 =12 £ 2 nM) eine deutlich hohere inhiobitorische in vitro-Aktivitdt gegentber MraY
aus S. aureus aufweist (Abb. 4.80). Entgegen der Annahme, dass eine Aminoribosylierung
dieser Position nicht zwingend notwendig ist, da auch Muraymycin-Naturstoffe ohne dieses
Motiv existieren,'®® zeigt die Messung, dass diese Struktur an 5'-Position eine starke
Verbesserung der inhibitorischen Aktivitdt zu bewirken scheint. Es muss an dieser Stelle
jedoch bedacht werden, dass die Struktur von 213 im Vergleich zu 76 nicht nur in der
Aminoribose sondern auch in der zusétzlichen Hydroxy-Funktion am 6'-N-Atom abweicht.
Der Einfluss der Aminoribose lasst sich somit nicht direkt bestimmen, wobei dennoch
vermutet wurde, dass der Einfluss der Hydroxy-Gruppe nicht allzu grof3 sein sollte und dass
die Aminoribose eine Schlusselinteraktion mit dem aktiven Zentrum des MraY eingeht, was
in Ubereinstimmung mit dem 2016 ver6ffentlichen Cokristall von MraY mit Muraymycin D2
22 steht.['%°]

Fur die antibakterielle Aktivitat wurden gegen mehrere Bakterienstdamme (vgl. Kapitel 4.10.5)
Minimale Inhibitorische Konzentrationen (MIC) bestimmt. Weitere Stdamme auler E. coli
waren der Gram-positive S. aureus und der Gram-negative P. aeruginosa (PAO1), da diese
auch klinisch im Bezug auf Resistenzbildungen sehr relevant sind. Die Werte sind in Abb.
4.80 aufgefunhrt.

War die 5'-Desoxy-Referenzverbindung 76 inaktiv gegen diese Bakterienstimme, so fiihrte
die Aminoribose bemerkenswerterweise offensichtlich zu einer guten Aktivitdt gegen die
Gram-negativen E. coli Stdimme, wobei ein mdglicher Einfluss der zusatzlichen Hydroxy-
Gruppe im Molekul 213 auf diesen Effekt bedacht werden muss. Fir E. coli DH50 wurde eine
MIC von 17.5 pg/mL bestimmt. Gegen E. coli AtolC war die Aktivitat sogar noch einmal
bedeutend hoher (MICgs = 7-10 pug/mL,). Dabei wurde der MICgs bestimmt, da der Abfall der
Kurve bei der Bestimmung des standardmaRigen MICs, so stark war, dass dieser nicht
bestimmt werden konnte. In einem solchen Fall wird im Vergleich zur DMSO-Kontrolle tber
die Optische Dichte (OD) der Wert bestimmt an dem statt wie Ublich noch 50%
Bakterienwachstum zu beobachten ist (MICsp) nur noch 5% Wachstum festgestellt werden
kann (MICgs), was quasi einer vollstandigen Wachstumshemmung gleichkommt. Dies wertet
die bestimmte antibakterielle Aktivitat noch einmal wesentlich im Vergleich zum MICs
gegen E. coli DH5a auf. Mdoglicherweise konnten die Unterschiede in den Werten gegen

beide E. coli-Stamme, wie auch bei den Muraymycin-Prodrugs vermutet, an Efflux-Effekten
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4. Resultate und Diskussion

durch die Effluxpumpe TolC in DH5a liegen. Ob die generelle antibakterielle Aktivitat mit
einer besseren Zellaufnahme zusammenhéngt oder ob schon die geringen Mengen, die in die
Zelle gelangen, ausreichen um das Target effektiv zu inhibieren, konnte nicht geklart werden.
Ein eventuell stattfindender aktiver Transport der Verbindung 213 in die Bakterienzelle wurde
nicht untersucht, kénnte jedoch durch die Aminoribose im Molekil beglinstigt werden. Somit
sollte festgehalten werden, dass jede der aufgefiihrten Mdoglichkeiten eine Rolle spielen
konnte. Gegen den Gram-positiven Bakterienstamm S. aureus konnte keine, gegen den Gram-
negativen P. aeruginosa (PAO1l) nur eine sehr geringe Aktivitdt (MIC =100 pug/mL)
festgestellt werden (Abb. 4.80). Ob dabei erneut die Zellgangigkeit oder aber Efflux und
Abbau eine Rolle spielen konnte nicht geklart werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit dem 5'-aminoribosylierten
Muraymycin-Analogon 213 sowohl eine inhibitorisch gegen MraY aus S. aureus sehr potente
als auch gegen E.coli aktive Verbindung dargestellt werden konnte, was die
Schlisselinteraktion der Aminoribose an der 5'-Position mit dem Target MraY noch einmal
unterstreichen wirde, wobei ein mdglicher Einfluss der zusétzlichen Hydroxy-Funktion im
Molekll 213 nicht vergessen werden darf. Da mit dem Hydroxylamin 213 ein neuer
bioaktiver Strukturtyp gefunden werden konnte musste dieser Einfluss des N-Hydroxy-
Motives noch geklart werden, was jedoch nicht mehr Teil der vorliegenden Arbeit war
(vgl. Kapitel 6).
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Darstellung und biologische Evaluierung der POM-
Ester-Muraymycin-Prodrugs 72, 73, 74 und 75, der propylverlinkten aminoribosylierten
Muraymycin-Analoga 89 und 90 und deren deribosylierten Referenzen 91 und 92, sowie des
5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 97, fiir welches eine Glycosylierungsreaktion
der 5'-Hydroxy-Funktion entwickelt werden sollte.

Die Pivaloyloxymethyl-(POM)-Muraymycin-Prodrugs, namentlich das Bis-POM-Prodrug 73
und die Mono-POM-Prodrugs 74 und 75, konnten erfolgreich dargestellt werden. Das
verkirzte Prodrug 72 stellte sich als synthetisch schwer zugéanglich heraus. Da jedoch in der
Arbeitsgruppe Ducho gezeigt werden konnte, dass nur Muraymycin-Analoga mit
vollstandigem Rickgrat signifikante biologische Aktivitat aufweisen, wurde dieser Ansatz
nicht weiter verfolgt.

Die genannten Prodrugs wurden ausgehend von Uridin 1 in einer 10- beziehungsweise 11-
stufigen Synthesesequenz in einem dreiteiligen stereokontrollierten Ansatz dargestellt
(Abb.5.1). Die Synthese der Stammverbindung 76 konnte mit der gleichen in der
Arbeitsgruppe Ducho erarbeiteten Methode nachvollzogen werden (15% tiber 10 Stufen, ohne
Abbildung). Die Wittig-Horner-Reaktion!*****4! als Schliisselschritt (vgl. Kapitel 4.8.1.4,
Abb. 4.30) gelang fir alle drei Prodrugs mit dem POM-Ester-Phosphonat 79, welches aus
dem entsprechenden Methylester 80 mithilfe von POM-1 112 generiert werden konnte (vgl.
Kapitel 4.2.2, Abb. 4.7). Das (6'S)-Stereozentrum wurde in einer folgenden homogenen
asymmetrischen Hydrierung mithilfe des chiralen Rhodium(l)-Katalysators (S,S)-Me-
DUPHOS 46 aufgebaut (vgl. Kapitel 4.8.1.4, Abb. 4.30).12°1% Ereie Amine in Kombination
mit POM-Estern im Molekl fiihrten zu Zersetzung. Daher wurden alle Amine im Verlauf der
Synthese als TFA-Salze dargestellt, was zu der Konsequenz fiihrte, dass in der reduktiven
Aminierung des TFA-Salzes der Nucleosyl-Aminosdure 162 mit dem Leucin-abgeleiteten
Aldehyd 88 ein leichter Uberschuss an DIPEA (2.0 Ag.) nétig war (vgl. Kapitel 4.10.2,
Abb. 4.46). Da zudem gezeigt werden konnte, dass die etablierten globalen sauren
Entschiitzungsbedingungen mit 80% TFA in Wassert*?] zu harsch fiir die saurelabilen POM-
Ester waren, wurde in Entschiitzungsstudien erarbeitet, dass fur die TBDMS-Ether, die Boc-
Schutzgruppen und die acetalischen Schutzgruppe 20% TFA in Wasser zur Spaltung
ausreichend sind, flr die tert-Butylester hingegen 40-60% ben6tigt werden. Somit resultierte
eine Peptidkupplung™? von TFA-Salz 191 mit dem POM-Ester-Harnstoffdipeptid 83
(vgl. Kapitel 4.10.2, Abb. 4.48) und anschlie3ende globale saure Entschiitzung mit 20% TFA
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5. Zusammenfassung

in Wasser im darzustellenden Bis-POM-Prodrug 73 (7% Uber 10 Stufen, Abb. 5.1). Fir das
Mono-POM-Prodrug 74 mit der POM-Gruppe am Nucleosyl-Aminosaure-Motiv wurde in der
Peptidkupplung von 191 das Benzylester-Harnstoffdipeptid 86 genutzt und in einer
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Abb. 5.1 Synthese der Muraymycin-Prodrugs 73, 74 und 75.
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abschlieenden zweistufigen Entschiitzung der Ester zunéachst hydrogenolytisch gespalten und
mit 20% TFA in Wasser global sauer entschitzt (13% 0dber 11 Stufen) (vgl.
Kapitel 4.10.3, Abb. 4.52). Es konnte gezeigt werden, dass die POM-Gruppe an der
Nucleosyl-Aminosaure-Funktion labiler als die endstandige POM-Gruppe an der Peptidkette
war. Daher wurde das Bis-POM-Prodrug 73 fur 7 d in Wasser geruhrt und auf diese Weise
das Mono-POM-Prodrug 75 mit einer an der Peptidkette endstandigen POM-Gruppe generiert
(4% uber 11 Stufen, Abb. 5.1). Die fir die Peptidkupplungen benétigten Harnstoffdipeptide
83 und 86 konnten ausgehend von L-Valin- und L-Lysin-Vorstufen aufgebaut werden, wobei
die Harnstoffkupplung fur 83 mithilfe von Thiocarbamaten (vgl. Kapitel 4.6.1.3, Abb. 4.21)
und fir 86 0ber das entsprechende L-Valin-Isocyanat zuganglich gemacht wurde (vgl.
Kapitel 4.6.2, Abb. 4.22).

Alle Zielverbindungen wurden als ihre TFA-Salze isoliert und anschlieBend biologisch
evaluiert. Dabei wiesen 73 und 75 keine inhibitorische in vitro-Aktivitdt gegen MraY aus
S. aureus auf, was jedoch aufgrund der Maskierungsgruppen zu erwarten war. Fir 74 war
interessanterweise eine Aktivitat ca. halb so grol3 wie die der Stammverbindung 76 gezeigt
worden, was den Schluss nahelegte, dass auch 74 ein potentieller MraY-Binder war. Fir 73
und 74 konnte eine antibakterielle Wirkung gegen das Gram-negative E.coli AtolC
festgestellt werden (MIC (73) = 25 pg/mL, MIC (74) = 32 ug/mL). Der erarbeitete Prodrug-
Ansatz schien also grundsatzlich erfolgreich zu sein. Aufgrund erster qualitativer
Stabilitatstests wurde zudem vermutet, dass 73 zunéchst zu 74, moglicherweise schon im LB-
Medium des Assays, zerfiel und 74 die eigentliche antibakterielle Komponente darstellte. Die
POM-Maskierung am Nucleosyl-Aminosdaure-Motiv schien somit unabdingbar bei der
Generierung antibiotisch aktiver Prodrug-Wirkstoffe zu sein, wohingegen die Maskierung am
Peptidkettenende in 75 nicht zwingend ndétig zu sein schien. In Phosphatpuffer waren alle
Prodrugs Uber 8 h stabil. Die Bestimmung einer Plasma- und Serumstabilitat stellte sich als
schwierig heraus, wobei hier eine starke Plasmaproteinbindung vermutet wurde.
Stabilitdtsmessungen von 73 im Zelllysat und mit Schweineleberesterase zeigten einen
schnellen Abbau zu 76 an, was suggerierte, dass 73 und 74 "echte" Prodrugs mit
intrazelluldrer Freisetzung der Stammverbindung 76 und einer von 76 ausgehenden
antibakteriellen Aktivitat mittels Inhibition von MraY darstellen. Um diese Vermutungen zu
bestétigen stehen jedoch noch weitere quantifizierbare Stabilitdtsmessungen aus, die jedoch
nicht mehr Teil dieser Arbeit waren.

Das Ziel im zweiten Teilprojekt der vorliegenden Dissertation war die stereoselektive und

effiziente Synthese neuer aminoribosylierter Muraymycin-Analoga, dem (6'S)-konfigurierten
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6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 89 und dem (6'S)-konfigurierten
N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 90, um weitere Einblicke in die
Rolle der Aminoribose und in die Signifikanz ihrer Position innerhalb des Molekils zu
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Abb. 5.2 Synthese der aminoribosylierten Muraymycin-Analoga 89 und 91 sowie der
desaminoribosylierten Referenzverbindungen 90 und 92.
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erlangen.

Die Darstellung der Verbindungen gelang tber 11 Stufen in einem stereokontrollierten Ansatz
ausgehend von Uridin 1 (Abb. 5.2). In der Generierung der bereits bekannten Nucleosyl-
Aminosaure 437! dienten wie bei den Prodrugs (siehe oben) eine Wittig-Horner-
Reaktion™** und eine homogene asymmetrische Hydrierung!*****% als Schlusselschritte
(vgl. Kapitel 4.8.1.1, Abb. 4.25). Der verkirzte 6'-N-aminoribosylierte VVorlaufer 93 konnte
anschlieBend in zwei aufeinanderfolgenden reduktiven Aminierungen mit dem Aminoribose-
abgeleiteten Aldehyd 95 und dem Leucin-abgeleiteten Aldehyd 88 (siehe Abb. 5.1) dargestellt
werden, wobei die Reaktion mit Aldehyd 95 zuerst erfolgen musste (Abb. 5.2). Dieser wurde
ausgehend von D-Ribose 103 dber eine Glycosylierung und eine Ozonolyse als
Schliusselreaktionen dargestellt (vgl. Kapitel 4.4.1, Abb. 4.11). Fir die verkirzte N3-amino-
ribosylierte Verbindung 94 wurde zuerst mit Aldehyd 88 reduktiv alkyliert und anschlieRend
mit dem Aminoribose-abgeleiteten Tosylat 96, welches durch Oxidation und Tosylierung aus
dem Aldehyd 95 generiert werden konnte (vgl. Kapitel 4.4.2, Abb. 4.12), alkyliert (Abb. 5.2).
AnschlieBend erfolgte fiir beide Verbindungen 93 und 94 eine Peptidkupplung!*? mit dem
Harnstoffdipeptid 85 (vgl. Kapitel 4.11.1, Abb. 4.60). Die abschlieende globale saure
Entschiitzung erwies sich auch hier als problematisch. In diesem Fall war die Exponiertheit
der Aminoribose am Propyllinker und die damit einhergehende Sé&urelabilitat der
glycosidischen Bindung dafiir verantwortlich. Die desaminoribosylierten Muraymycin-
Analoga 91 und 92, die nur noch den Propyllinker mit primarer Hydroxy-Funktion
beinhalteten (Abb. 5.2, Z), konnten nach globaler saurer Entschitzung mit 80% TFA in
Wasser erhalten werden (11 Stufen, 91: 8%, 92: 7%) und wurden als Referenzverbindungen
in der biologischen Evaluierung genutzt. Fiir die aminoribosylierten Muraymycin-Analoga 89
und 90 (Abb.5.2,Y) konnte eine zweistufige Entschitzungssequenz mit 80% TFA in
Dichlormethan (36 h) und 10% TFA in Wasser (15 min) entwickelt werden, die unter Erhalt
der glycosidischen Bindung zum (6'S)-konfigurierten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 89 (9% (ber 11 Stufen) und zum (6'S)-konfigurierten N3-
aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 90 (6% uber 11 Stufen) flhrte. Dabei
wurde 90 als a/B-Anomerengemisch (49:51) erhalten, wobei die Anomerisierung nur unter
den sauren Bedingungen der globalen Entschiitzung aufgetreten sein konnte.

Alle Zielverbindungen wurden als ihre TFA-Salze isoliert und anschliefend biologisch
evaluiert. Dabei wies nur die desaminoribosylierte Verbindung 91 eine inhibitorische in vitro-
Aktivitat gegen MraY (ICso=17 £9 uM, MraY aus S. aureus) auf. Trotz Literaturprdzedenz

fur an der Nucleobase modifizierte Muraymycinel™'® stehen die gemessenen Werte fiir die
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Nucleobasen-modifizierten Analoga 90 und 92 im Einklang mit der 2016 von Lee und
Mitarbeitern publizierten Cokristall-Struktur von MraY aus Aquifex aeolicus mit dem
Inhibitor Muraymycin D2 22,'%! da die Struktur des aktiven Zentrums eine sehr spezifische
Uracil-Bindetasche aufweist. Dass auch die aminoribosylierte Verbindung 90 kein MraY-
Inhibitor war, zeigte trotz der Tatsache, dass an anderen Positionen von synthetisch
dargestellten Muraymycin-Analoga verschiedene Modifikationen von MraY toleriert
werden, %% dass dies an der 6'-N-Position offensichtlich fiir groBe Reste nicht der Fall war.
Kleinere Reste an der 6'-N-Position, wie bei Verbindung 91 scheinen die inhibitorische
Aktivitat nur geringfligig zu beeintrachtigen (vgl. 1Cs (76) =2.5+ 0.6 uM, MraY aus
S. aureus). Eine Mdglichkeit zur alternativen Positionierung der Aminoribose Uber flexible
Linker im Muraymycin ist somit nicht gegeben.

Das Ziel im dritten Teilprojekt der vorliegenden Dissertation war die stereoselektive und
effiziente Darstellung des (5'S,6'S)-konfigurierten 5'-aminoribosylierten  Muraymycin-
Analogons 97 sowie die Evaluierung der Aktivitét in anschlielenden biologischen Tests, um
weitere Einblicke in die Rolle der Aminoribose an der nativen Position im Muraymycin-
Gerlst zu erhalten. Dazu konnte zunadchst eine Glycosylierungsstrategie mithilfe von
Pentenylglycosident'®® anhand der synthetisch leichter zugéanglichen (5'S,6'R)- konfigurierten
Nucleosyl-Aminoséaure 100 etabliert werden (Abb. 5.3), die erstmals eine Aminoribosylierung
der 5'-Position von Verbindungen mit dem zugrunde liegenden Schutzgruppenmuster aus tert-
Butylester und TBDMS-Ethern erlaubte. Verbindung 100 liel? sich ausgehend vom Uridin-5'-
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Abb. 5.3 Synthese der 5'-aminoribosylierten Nucleosyl-Aminosédure 102.
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Aldehyd 35 Gber 4 Stufen darstellen. In einer Schwefel-Ylid Reaktion***¥"1 wurde der
Aldehyd 35 mit dem entsprechenden Schwefel-Ylid 173 aus dem Sulfonium-Salz 120 zum
Epoxid 104 umgesetzt (Abb. 5.3),*31 welches sich anschlieBend regioselektiv 6ffnen lieR
(20% Uber 7 Stufen von Uridin 1). Die anschlieRende Glycosylierung zur Verbindung 102 mit
Pentenylglycosid p-139 nach Bert Fraser-Reid™ gelang in moderaten Ausbeuten von 33%
(58% brsm), wobei eine Aktivierung mit NIS und TESOTT erfolgte (Abb. 5.3). Flr die
Anwendung der Pentenylglycosid-Methode auf Ribosylierungen hatte es zuvor kaum
Préazedenz gegeben. Das Pentenylglycosid B-139 konnte ausgehend von D-Ribose in einer
Glycosylierung mit 4-Penten-1-ol als Schlisselschritt aufgebaut werden (vgl. Kapitel 4.5.4,
Abb. 4.16).

Zuletzt sollte das aminoribosylierte Muraymycin-Analogon 97 ausgehend von Uridin 1
dargestellt werden (Abb. 5.4). Das Epoxid 34 wurde ausgehend vom Uridin-5"-Aldehyd 35 in
einer Schwefel-Ylid Reaktion™* " mit dem entsprechenden Sulfonium-Salz 36 dargestellt
(vgl. Kapitel 4.8.3.1, Abb. 4.33).'*1 Die geschiitzte (5'S,6'S)-konfigurierte Nucleosyl-
Aminosaure 33 wurde durch anschlieBende regioselektive Epoxid-Offnung, gefolgt von einer
Sequenz aus Substitutions- und Umschitzungsreaktionen, erhalten (12% tber 12 Stufen von
Uridin  1).%%3 Mithilfe der neu entwickelten Glycosylierungsmethode lieR sich die
aminoribosylierte Verbindung 99 mit Pentenylglycosid $-139 und NIS/TESOTf-Aktivierung
in einer Ausbeute von 36% (58% brsm) darstellen (Abb. 5.4).

Nach Umwandlung des Azids der Aminoribose in ein Boc-geschitztes Amin 211 (vgl.
Kapitel 4.12.3, Abb. 4.75) erfolgte die reduktive Aminierung mit dem Aldehyd 88
(vgl. Abb. 5.1) unter essigsauren Bedingungen,™! wobei nicht wie urspriinglich geplant der
verkirzte Vorlaufer 212, sondern das leicht modifizierte Hydroxylamin 214 resultierte
(Abb. 5.4). Ursache hierfir konnte eine radikalisch induzierte Umlagerung, erzeugt durch
aktivierte Palladium-Reste aus der zuvor erfolgten Cbz-Entschitzung der Nucleosyl-
Aminosaure, sein, sodass nach der Reaktion mit dem Aldehyd 88 keine Wasserabspaltung mit
anschlieBender Reduktion, sondern eine Umlagerung der Hydroxy-Gruppe auf das 6'-N-Atom
erfolgte. Dieses Hydroxylamin-Motiv blieb bis zum Abschluss der Synthese stabil, sodass
nach Peptidkupplung!**? mit dem Harnstoffdipeptid 85 (vgl. Kapitel 4.12.3, Abb. 4.78) und
globaler saurer Entschiitzung mit 80% TFA in Wasserl®®” das (5'S,6'S)-konfigurierte
5'-aminoribosylierte Muraymycin-Analogon 213 generiert werden konnte (0.6% Uber 20
Stufen, Abb. 5.4).

Das als TFA-Salz dargestellte aminoribosylierte Muraymycin-Analogon wurde anschlieRend

biologisch evaluiert. Dabei zeigte sich, dass die 5-Aminoribose offensichtlich zu einer
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Abb. 5.4 Synthese des (5'S,6'S)-5"-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 213.

deutlich héheren inhibitorischen in vitro-Aktivitat gegen MraY (ICso=12 £ 2 nM, MraY aus
S.aureus) im  Vergleich zur Referenzverbindung ohne  Aminoribose  (vgl.
ICs0 (76) =2.5+ 0.6 uM, MraY aus S. aureus) beitrug. Die Aminoribose scheint also eine
Schlisselinteraktion mit  MraY einzugehen. Mit 213 konnte auch eine gegen E. coli
antibakteriell aktive Verbindung dargestellt werden (MICgs (E. coli AtolC) = 7-10 ug/mL,
MIC (E. coli DH5a) = 17.5 ug/mL). Im Vergleich dazu war beispielsweise das Muraymycin
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5. Zusammenfassung

D2 22 inaktiv.™ Es sollte in der biologischen Evaluierung jedoch bedacht werden, dass sich
das generierte Hydroxylamin 213 neben der Aminoribose auch zusatzlich durch das 6'-N-
Hydroxy-Motiv vom 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 76 unterscheidet. Letztendlich konnte
mit dem Hydroxylamin 213 ein neuer bioaktiver Strukturtyp gefunden werden, flr den der
Einfluss der zusatzlichen Hydroxy-Gruppe noch geklart werden muss (vgl. Kapitel 6).
Zusétzlich konnte untersucht werden, ob die Aktivitdt aus einer starken Target-Interaktion
resultiert und somit schon geringe Mengen, welche die Zellmembran passieren, flr die hohe
Aktivitét ausreichen, oder ob eine verbesserte Diffusion durch die Membran oder ein aktiver
Transport stattfindet, was durch die Aminoribose im Molekll durchaus denkbar ware
(vgl. Kapitel 6). Im Hinblick auf das 5'-Desoxy-Konzept welches auf den relativ geringen
Unterschieden in den Aktivitaten der Muraymycine der A-Reihe Al (mit Aminoribose) und
A5 (ohne Aminoribose) (vgl. Kapitel 2.5.1) beruht und sich durch eine wesentlich einfachere
synthetische Zugénglichkeit auszeichnet, bleibt dieses Konzept trotz der gewonnenen
Erkenntnisse bezuglich der Aminoribose hochinteressant fir die Optimierung von
Muraymycin-Analoga bei geringer Anzahl von Synthesestufen, wie es auch in vorliegender
Arbeit bei den Muraymycin-Prodrugs sowie bei den propylverlinkten aminoribosylierten

Muraymycin-Analoga angewendet wurde.
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6. Ausblick

In nachfolgenden Arbeiten soll der Fokus zundchst auf der Synthese der urspriinglichen
Zielverbindung, dem (5'S,6'S)-aminoribosylierten Muraymycin-Analogon 97 liegen um dieses
mit dem in dieser Arbeit dargestellten 5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogon 213 vor
dem Hintergrund der zuséatzlichen 6'-N-Hydroxy-Funktion zu vergleichen. Eine Darstellung
von Verbindung 97 (Abb. 6.1) sollte mit der erarbeiteten Strategie mdglich sein, nur musste
vor der reduktiven Aminierung darauf geachtet werden, dass das einzusetzende Edukt
keinesfalls mit Palladium-Resten aus der vorherigen Reaktion kontaminiert ist. Dies wére
beispielsweise durch eine saulenchromatographische Reinigung des Produktes der N-Cbz-

Abspaltung maglich.

HO YOr N H
H
O o} OH OH

(5'S,6'S) 97 NH,
(5'R,6'S) 217 0
(5'S,6'R) 218 HO X
NH, NH
HO |
0
HooOC_ & N~ ~O
o ., 4 O > o
N N, HN/\/\N
HO Or N H
H
o 0 OH OH
H/I/N\\ 22
HN” N
H

Abb. 6.1 Die aminoribosylierten Muraymycin-Analoga 97, 217 und 218 sowie Muraymycin D2 22.

Weitere interessante Muraymycin-Analoga aus dieser Reihe waren die (5'R,6'S)-5'-
aminoribosylierte Verbindung 217 sowie die (5'S,6'R)-5-aminoribosylierte Verbindung 218
(Abb. 6.1). Fur letztere waren schon Vorarbeiten in der vorliegenden Arbeit im Zuge der
Etablierung der 5'-Ribosylierung geleistet worden. Diese Verbindungen sollten sich von der
urspringlich darzustellenden Zielverbindung 97 nur durch die unterschiedliche Stereochemie
an der aminoribosylierten 5'-Position und der 6'-Position unterscheiden. Vor dem Hintergrund
der starken konformationellen Flexibilitat des zu inhibierenden Enzyms MraY™®! wiaren

Einblicke in die biologische Aktivitat solcher Verbindungen d&ulerst interessant. Zusatzlich
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6. Ausblick

konnte untersucht werden ob die antibakterielle Aktivitdt von 213 durch eine verbesserte
Diffusion oder einen aktiven Transport durch die Membran erzeugt wird, was aufgrund der
Aminoribose im Molekill nicht unwahrscheinlich wére. Denkbar wére auch, dass das 6'-N-
Hydroxy-Motiv und eine dadurch bedingte Anderung des pk,-Wertes der Verbindung 213 bei
der passiven Diffusion eine Rolle spielen kdnnte. Solche Untersuchungen wéren anhand eines
2016 berichteten Modellsystems zur passiven Diffusion durch die innere Membran Gram-
negativer Bakterienzellen moglich, wobei ein aktiver Transport ausgeschlossen ist.?*! Ein
Vergleich der oben aufgefuhrten Verbindungen anhand solcher Messungen wiirde somit
klaren ob ein aktiver Transport oder eine passive Diffusion vorliegt, sowie Aufschluss tber
den Einfluss der Aminoribose und des 6'-N-Hydroxy-Motives in 213 in Bezug auf eine
passive Diffusion durch die Zellmembran geben.

Dariiber hinaus ware dann natlrlich auch die erste stereokontrollierte Darstellung des
Muraymycins D2 22 denkbar, bei dem anstelle von L-Lysin die nicht-proteinogene
Aminoséure Epicapreomycidin eingebaut ist (Abb. 6.1), wobei die Synthese eines
entsprechenden Harnstoffdipeptids fur dessen Einfiihrung in der Arbeitsgruppe Ducho bereits
gelungen war.™*2 Auf dem Weg zu weiteren hochaktiven Muraymycin-Analoga wére auch
die Einflhrung von L-Hydroxyleucin anstelle von L-Leucin denkbar. Auch hierfiir wurde
bereits eine Strategie erarbeitet.[**!

Da die biologische Evaluierung der am N3 der Nucleobase (ber einen Propylrest
amininoribosylierten Muraymycin-Analoga 90 und 92 nur sehr geringe inhibitorische
Aktivitat zeigte, soll in Zukunft die Arbeit an N3-modifizierten Muraymycin-Analoga trotz
Literaturprazedenzi'® eingestellt werden. Vor dem Hintergrund, dass fir das
desaminoribosylierte Analogon 91 eine inhibitorische Aktivitét festgestellt werden konnte, flr
das aminoribosylierte Analogon 89 jedoch nicht, da ein zu grolRer Rest an dieser Position von

MraY anscheinend nicht toleriert wird, ware es denkbar, den generellen Einfluss von
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Abb. 6.2 Die Reihe 6'-N-modifizierter 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga.

193
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Substituenten in 6'-N-Position von Muraymycinen zu klaren. Dabei ware ein Muraymycin-
Analogon 219 mit einer Hydroxy-Gruppe am 6'-N zur Vervollstandigung der Reihe
interessant (Abb. 6.2), um diese Verbindungen mit der Referenzverbindung 76 zu
vergleichen. Eine Darstellung konnte sich durch eine radikalisch induzierte Hydroxy-
Gruppen-Umlagerung durchfiuihren lassen, wie sie schon zuféllig in der Synthese des
5'-aminoribosylierten Analogons 213 aufgetreten ist.

Fur die Muraymycin-Prodrugs muss zundchst die biologische Evaluierung abgeschlossen
werden. Dabei sollen mit entsprechender Kalibration quantifizierbare und zeitlich aufgel6ste
Messungen zur Stabilitdt im intrazelluldaren und extrazellularen Medium stattfinden um
weitere Einblicke in die Spaltungskinetik dieser Verbindungen zu erlangen. Zusétzlich wére
auch hier der Einsatz des 2016 publizierten Assays zur passiven Diffusion durch die innere
Membran Gram-negativer Bakterien anhand eines Modellsystems mdglich, um weitere
Einblicke in die Zellgangigkeit der Muraymycin-Prodrugs zu erlangen.”?*®! Der im Zuge
dieser Arbeit etablierte modular gestaltete Syntheseansatz kann in folgenden Arbeiten eine
grol’e Bandbreite verschiedener potentieller Prodrugs zuganglich machen. Da in dieser ersten
konzeptionellen Studie der Nachweis erbracht werden konnte, dass Muraymycin-Prodrugs je
nach Positionierung der POM-Maskierung eine verbesserte Zellgangigkeit aufweisen (wobei

dafiir eine POM-Gruppe an der Carboxyl-Funktion des Nucleosyl-Aminoséure-Motives

Ester H H
N N,
TN
(@]

(POM) >‘)J\o/\ OJ\R o
N

eooy | I X L I

o
(@]
Iz

Py

0 0 (MOC)

A | A o "

Abb. 6.3 Konzeptionelle Erweiterung des Prodrug-Konzeptes auf
unterschiedliche Maskierungsgruppen.
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unabdingbar scheint) wére eine Verdnderung des Maskierungsgruppenmusters maglich, um
weitere Einblicke in die antibiotische Aktivitat solcher Verbindungen zu erlangen. Als
Esterase-spaltbare Maskierungen wirden sich beispielsweise ISo-
Propyloxycarbonyloxymethylester (POC)™**% oder auch Acetyloxymethylester (AM) anbieten
(Abb. 6.3). Letzterer wére aber aufgrund seiner maRigen Stabilitdt im biologischen Medium
eventuell weniger geeignet. Weiterhin bieten sich fur primére Amino-Funktionen
verschiedene Moglichkeiten wie Amide oder alternative Methoden wie Lacton- oder Redox-
Systeme an. Am Sinnvollsten erscheint jedoch die Maskierung in Form von Esterase-
spaltbaren Carbamaten.!**% Denkbar ware hier eine 4-Acetoxybenzyloxycarbonyl-(ABC) oder
eine  Methyloxycarbonyl-(MOC)-Maskierung  (Abb. 6.3). Die Modifikationen und
entsprechend unterschiedliche Kombinationen der einzelnen Maskierungsgruppen sollten sich
ohne zusatzlichen Aufwand in der Synthese Uber entsprechende Harnstoffdipeptide und
Phosphonate in das Molekdil einbringen lassen. Dies sollte zunéchst als Weiterfiihrung dieser
konzeptionellen Studie erneut anhand der vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga
erprobt werden. Darilber hinaus ware jedoch auch eine Ubertragung auf komplexere
aminoribosylierte Muraymycin-Analoga moglich. Mithilfe der dargestellten Verbindungen
konnte die Rolle der Zellgangigkeit bei der Aufnahme der Muraymycin-Analoga weiter

erforscht werden.
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7.1 Allgemeines

7.1.1 Allgemeine Arbeitsweisen

Alle Reaktionen wurden, wenn nicht abweichend vermerkt, unter Inertgasatmosphére mithilfe
der Schlenktechnik durchgefuhrt. Alle Glasgerate wurden vor der Benutzung unter Vakuum
ausgeheizt. Als Inertgas wurde an Phosphor(V)-oxid und Orangegel getrocknetes Argongas
oder Stickstoffgas verwendet. Zur Reaktionsfihrung bei tiefen Temperaturen (T <0 °C)
wurden geeignete Kaltemischungen (Eis in Wasser, Eis und Natriumchlorid in Wasser,
flissiger Stickstoff in Aceton oder Trockeneis in Aceton) oder ein Kryostat eingesetzt.

7.1.2 Edukte und Reagenzien

Alle Edukte und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen ABCR,
Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka, GL Biochem, Honeywell, Iris Biotech, Merck, Roth,
Sigma Aldrich und VWR in Synthesequalitit bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet.
Nucleoside wurden bei der Firma Chempur erworben. Rhodium-haltige Katalysatoren mit
chiralen Liganden wurden von der Firma Strem bezogen. Die Reagenzien und Vorstufen 120,

36, 121, 124 und 85 wurden durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe Ducho bereitgestellt.

7.1.3 Losungsmittel

Die folgenden Ld&sungsmittel wurden in technischer Qualitdt bezogen und vor ihrer
Verwendung fur Reaktionen ohne Inertgasbedingungen und zur Chromatographie
folgendermal3en gereinigt.

Dichlormethan (DCM): DCM wurde destilliert.

Diethylether (Et,0): Et,O wurde uber Kaliumhydroxid getrocknet und destilliert.

Ethylacetat (EtOAc): EtOAc wurde destilliert.

Petrolether 40/60 (PE): PE (Siedebereich 40-60 °C) wurde destilliert.

Iso-Hexan: iso-Hexan wurde destilliert.

n-Hexan: n-Hexan wurde destilliert.

n-Pentan: n-Pentan wurde destilliert.
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Andere Losungsmittel wurden mit dem Reinheitsgrad ,,zur Analyse* bezogen und in der

kommerziell erhéltlichen Form ohne weitere Reinigung eingesetzt.

7.1.4 Absolute Lésungsmittel

Alle Reaktionen wunter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss wurden mit absoluten
Losungsmitteln durchgefuhrt. Fir die Trocknung der Losungsmittel mit der MB SPS 800
Trocknungsanlage der Firma MBRAUN wurden Lésungsmittel des Reinheitsgrades "HPLC
grade™ verwendet. Fur Uber Molekularsieb getrocknete Ldsungsmittel wurde der
Reinheitsgrad "zur Analyse" verwendet. Fir am Ruickfluss gereinigte und getrocknete
Losungsmittel wurde der Reinheitsgrad “technische Qualitat” genutzt. Die Reinigung und
Trocknung erfolgte entsprechend der nachfolgenden VVorgehensweisen.

Acetonitril (MeCN): MeCN wurde mittels einer MB SPS 800 der Firma MBRAUN getrocknet
und tiber Molekularsieb (3 A) aufbewahrt.

Benzol: Benzol wurde entgast und tiber Molekularsieb (4 A) getrocknet und aufbewahrt.
Dichlormethan (DCM): DCM wurde mehrere Stunden Uber Calciumhydrid am Ruckfluss
getrocknet, unter Inertgas destilliert oder mittels einer MB SPS 800 der Firma MBRAUN
getrocknet und tiber Molekularsieb (3 A) aufbewahrt.

Dimethylsulfoxid (DMSO): DMSO (Reinheitsgrad: "zur Analyse") wurde entgast und Uber
Molekularsieb (3 A) getrocknet und aufbewahrt.

Ethylacetat (EtOAc): EtOAc wurde entgast und Uber Molekularsieb (4 A) getrocknet und
aufbewahrt.

Iso-Propanol (i-PrOH): [-PrOH wurde mehrere Tage Uber Calciumsulfat-Hemihydrat
getrocknet und iiber Molekularsieb (3 A) aufbewahrt.

Methanol (MeOH): MeOH wurde entgast und iiber Molekularsieb (3 A) getrocknet und
aufbewahrt.

N,N-Dimethylformamid (DMF): DMF wurde entgast und mittels einer MB SPS 800 der
Firma MBRAUN getrocknet und iiber Molekularsieb (4 A) getrocknet und aufbewahrt.
3-Pentanon: 3-Pentanon wurde entgast und {ber Molekularsieb (4 A) getrocknet und
aufbewahrt.

Pyridin: Pyridin wurde mehrere Tage (ber Calciumhydrid am Ruckfluss getrocknet, unter
Inertgas destilliert und tiber Molekularsieb (4 A) aufbewahrt.
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tert-Butanol: tert-Butanol wurde entgast und uber Molekularsieb (4 A) getrocknet und
aufbewahrt.

Tetrahydrofuran (THF): THF wurde in HPLC-Qualitat bezogen und mittels einer MB SPS
800 der Firma MBRAUN getrocknet und tiber Molekularsieb (4 A) aufbewahrt.

Toluol: Toluol wurde in HPLC-Qualitit bezogen und iber Molekularsieb (4 A) getrocknet
und aufbewahrt.

Triethylamin (NEts): NEt; (Reinheitsgrad: "zur Analyse") wurde entgast und Uber
Molekularsieb (4 A) getrocknet und aufbewahrt.

7.1.5 Chromatographie

Dunnschichtchromatographie (DC): Es wurden kieselgelbeschichtete Aluminiumfolien mit
Fluoreszenzindikator (VWR DC Kieselgel 60 Fys4) verwendet. Die Ri-Werte wurden bei
Kammersattigung mit einer ungefadhren Laufstrecke von 4 cm ermittelt. UV-aktive
Verbindungen wurden mit einer UV-Lampe bei einer Wellenldnge von 254 nm detektiert.
Weiter wurden die DC-Karten mit einer Vanillin-Schwefelséure-Lésung (Vanillin (4 g), konz.
Schwefelsdure (25 mL), Eisessig (80 mL) in Methanol (680 mL)), Ninhydrin-Ldsung
(Ninhydrin (0.3 mL), Essigsaure (3 mL) in Butanol (100 mL)) oder Kaliumpermanganat-
Losung (Kaliumpermanganat (1 mg), Kaliumcarbonat (6 g), NaOH (1.5 mL, 5%ig) in Wasser
(100 mL)) als Farbereagenzien angefarbt.

Saulenchromatographie: Fur die sdulenchromatographischen Trennungen wurde Kieselgel
der Firma VWR (Kieselgel Si 60, KorngroRe: 40-63 pwm) verwendet.

Analytische Hochleistungsflissigkeitschromatographie (Analytische HPLC): Analytische LC-
MS-Messungen zur Methodenentwicklung fiir semipraparative HPOC-Trennungen und zur
Reaktionskontrolle erfolgten an einem Thermo Scientific Spectra System bestehend aus einem
SN 4000 Controller, einem SCM 1000 Mischer, einem P4000 Pumpsystem, einem AS3000
Autosampler, einem UV2000 Detektor, sowie einem Surveyor MSQ Plus ESI-
Massenspektrometer der Firma Finnigan. Als Laufmittel wurden ausschliel3lich Mischungen
von bidest. Wasser und Acetonitril oder bidest. Wasser und Methanol des Reinheitsgrades
,HPLC grade* (Sigma Aldrich oder VWR) verwendet. Falls erforderlich wurde auch mit
Trifluoressigsdure (TFA) des Reinheitsgrades ,,zur Peptidsynthese® als Additiv gearbeitet.
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Semipraparative Hochleistungsflissigkeitschromatographie (Semipraparative HPLC):

Semipréparative HPLC-Trennungen erfolgten an einer von Agilent Technologies vertriebenen
1200 Series. Die verwendete Saule des Typs LichroCart® Purospher® RP18e (5 pm, 10 x 250
mm) wurde von der Firma VWR bezogen. Als Laufmittel wurden ausschliellich Mischungen
von bidest. Wasser und Acetonitril des Reinheitsgrades ,,HPLC grade“ (Sigma Aldrich oder
VWR) verwendet. Falls notig wurde auch mit Trifluoressigsédure (TFA) des Reinheitsgrades
,»zur Peptidsynthese™ als Additiv gearbeitet. Die erhaltenen Retentionszeiten (tg) [min] sind
ohne weitere Bereinigung der Totzeit angegeben. Die einzelnen Methoden sind detailliert im
Anhang beschrieben. Alle Substanzen, die fur eine spatere biologische Testung vorgesehen

sind, wurden mittels semipréparativer Umkehrphasen-HPLC gereinigt.

7.1.6 Spektroskopie und Spektrometrie

Kernresonanzspektroskopie (NMR): Die NMR-Spektren wurden in der NMR-Abteilung des
Departments Chemie der Universitat Paderborn an folgenden Gerédten der Firma Bruker
aufgenommen: Avance-500 (*H-NMR: 500 MHz, **C-NMR: 126 MHz, *'P-NMR: 202 MHz),
Avance-300 (*F-NMR: 282 MHz). Weitere NMR-Spektren wurden in den NMR-
Abteilungen der Fachrichtung Pharmazie, sowie der Fachrichtung Chemie der Universitéat des
Saarlandes an folgenden Geraten der Firma Bruker aufgenommen: Avance-500 Ultra
Shield™ mit einem B-ACS 60 Autosampler, Avance-DRX-500, Avance-111-500 mit TClI
Cryo-Probenkopf (*H-NMR: 500 MHz, *C-NMR: 126 MHz), sowie an einem Avance-11-400
C'P-NMR: 162 MHz, °F-NMR: 376 MHz). Die chemischen Verschiebungen sind in
Einheiten der 6-Skala in ppm angegeben. Als interner Standard fur alle NMR-Spektren diente
das jeweils verwendete Losungsmittel. Um eine einwandfreie Zuordnung der einzelnen
Signale zu den entsprechenden Kernen zu gewahrleisten, wurden zusétzlich zu den oben
genannten  eindimensionalen  Spektren in  vielen Fallen noch 'H'H- und
'H,C-Korrelationsspektren (*H,*H-COSY, *H,*C-HSQC und ‘H,**C-HMBC) gemessen. Zur
Kennzeichnung der Multiplizititen der Signale der *H-NMR-Spektren werden die folgenden
Abkirzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), quin (Quintett),
m (Multiplett) sowie deren Kombinationen (z.B. ddd (Dublett vom Dublett vom Dublett)).
Die *C-NMR-Spektren wurden H-Breitband-entkoppelt aufgenommen, weshalb das
Singulett als Signalform nicht mehr explizit erwahnt wird. Alle skalaren
Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben, wobei die koppelnden Kerne nicht

konkretisiert wurden, wenn es sich um *H,'H-Korrelationen handelte. Die Kennzeichnung
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diastereotoper Protonen oder Kohlenstoffatome erfolgte durch den tiefgestellten Index ,,a* fiir
das Hochfeld-verschobene und ,,b* fiir das Tieffeld-verschobene Signal. Alle NMR-Spektren

wurden, sofern nicht anders erwéhnt, bei Raumtemperatur gemessen.

Massenspektrometrie (MS): Als lonisierungsmethode fand ausschlieBlich die Technik der
Elektrosprayionisation (ESI) Anwendung. Die ESI-Massenspektren wurden in der Abteilung
fir Massenspektrometrie des Departments Chemie der Universitdt Paderborn an einem
Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer der Firma synapt 2G Waters aufgenommen. Des
Weiteren wurden ESI-Massenspektren in der Abteilung fir zentrale Analytik und
Massenspektrometrie des Instituts fiir Organische und Biomolekulare Chemie der Georg-
August-Universitat Gottingen an einem lon-Trap-Massenspektrometer LCQ der Firma
Finnigan und einem Time-of-flight-(TOF)-Massenspektrometer micrOTOF der Firma Bruker
aufgenommen. An letzterem wurden auch die Spektren der hochauflosenden ESI-
Massenspektrometrie (ESI-HRMS) gemessen. ESI-HR-Massenspektren wurden zudem an
einem 7 Tesla-Fouriertransformations-lonencyclotronresonanz-(FTICR)-Massenspektrometer
APEX IV der Firma Bruker aufgenommen. Im Fachbereich Pharmazie der Universitat des
Saarlandes wurden ESI-Massenspektren an einer Thermo Scientific Spectra System bestehend
aus einem SN 4000 Controller, einem SCM 1000 Mischer, einem P4000 Pumpsystem, einem
AS3000 Autosampler, einem UV2000 Detektor, sowie einem Surveyor MSQ Plus ESI-
Massenspektrometer der Firma Finnigan aufgenommen. Die Spektren der hochaufldsenden
ESI-Massenspektrometrie (ESI-HRMS) wurden am Helmholtz-Institut fir Pharmazeutische
Forschung Saarland (HIPS) an einem Time-of-flight-(TOF)-Massenspektrometer maXis 4G
der Firma Bruker aufgenommen. Weitere hochaufgeloste Massen (ESI-HRMS) wurden im
Fachbereich Chemie der Universitdt Hamburg an einem Time-of-flight-(TOF)-
Massenspektrometer MicroTOF-Q |1 der Firma Bruker aufgenommen. Die LC-MS/MS-
Analytik zu den Stabilitdtsmessungen der Muraymycin-Prodrugs wurde am Helmholtz-
Institut flr Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) an einer Accela UHPLC mit einem
TSQ Quantum Access Max und einem PDA Detektor der Firma Thermo Scientific sowie am
Pharmakologischen Institut der Universitdt des Saarlandes in Homburg an einer Dionex
UltiMate 3000 RS UHPLC mit einem TF Q-Exactive Plus der Firma Thermo Fisher Scientific
durchgefihrt. Sowohl fir die ESI-Massenspektren als auch fir ESI-HR-Massenspektren
werden jeweils nur die Peaks mit der hochsten Intensitdt aufgefiihrt. Das Verhaltnis von
Masse m durch Ladung z (m/z) ist jeweils in der Einheit Th [Th = u/e] angegeben, wobei gilt

z = z'-e mit der Elementarladung e und deren Anzahl z'.
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Infrarotspektroskopie (IR): IR-Spektren wurden nur von Reinsubstanzen aufgenommen.
IR-Spektren wurden an einem Fouriertransformations-Infrarot-(FTIR)-Spektrometer Vector
22 der Firma Bruker an einem Fouriertransformations-Infrarot-(FTIR)- Spektrometer FT/IR-
4100 der Firma Jasco mit einer integrierten GladiATR® ATR-(Abgeschwachte
Totalreflexion, Attenuated Transmission Reflection)-Einheit der Firma PIKE Technologies
aufgenommen. Weiterhin wurden IR-Spektren an einem Fouriertransformations-Infrarot-
(FTIR)-Spektrometer Vertex 70 der Firma Bruker mit einer integrierten PlatinumATR®
Einheit der Firma Bruker und an einem Fouriertransformations-Infrarot-(FTIR)-Spektrometer
ALPHA der Firma Bruker mit einer integrierten PlatinumATR® Einheit der Firma Bruker
gemessen. Angegeben sind jeweils die zugehdrigen Wellenzahlen ¥ in cm™ zu den neun bis

12 Banden mit den stérksten Absorptionsintensitaten.

Ultraviolett/VIS-Spektroskopie (UV/VIS): UV/VIS-Spektren wurden nur von Reinsubstanzen
aufgenommen. UV/VIS-Spektren in organischen Ldsungsmitteln wurden mithilfe eines
Lambda-2-Modells der Firma Perkin-Elmer oder eines V-630 Spectrophotometers der Firma
Jasco aufgenommen. UV/VIS-Spektren von wassrigen Losungen wurden mithilfe eines
NanoDrop 2000c Spectrophotometers der Firma Thermo Fisher Scientific gemessen. Weitere
UV-Spektren wurden mithilfe eines Cary Series 100 UV/VIS Spectrophotometers der Firma
Agilent Technologies aufgenommen. Als Ldsungsmittel wurden bidest. Wasser, Acetonitril
(Reinheitsgrad: ,,HPLC-grade®) oder Methanol (Reinheitsgrad: ,,HPLC-grade*) verwendet,
wobei jeweils ungefdhr 0.1 mg der zu analysierenden Substanz in 10 mL des Ldsungsmittels
geldst wurden. Alle UV/VIS-Spektren wurden in einem Wellenldangenbereich AL von 800 nm
bis 200 nm gemessen. Aufgefihrt sind jeweils die Wellenlangen der Absorptionsmaxima Amax

in nm.

Polarimetrie: Die Drehwerte der reinen, optisch aktiven Verbindungen wurden mithilfe eines
Polarimeters Modell 241 der Firma Perkin-Elmer aufgenommen. Weitere Drehwerte wurden
mit einem Polarimeter der Firma Kriss Optronic Germany gemessen. Als Losungsmittel
wurden bidest. Wasser, Chloroform (Reinheitsgrad: ,,zur Analyse) oder Methanol
(Reinheitsgrad: ,,zur Analyse®) verwendet. Die angegebenen Konzentrationen c sind auf die
Einheit g/dL bezogen. Alle Drehwerte wurden bei 20 °C mit einer Natriumdampflampe
(D-Linie: A =589 nm) gemessen und sind als spezifische Drehwerte o [°-mL/g-dm]

angegeben.
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7.1.7 Gerate

Kryostat: Flr Arbeiten im Tieftemperaturbereich, die tUber einen langeren Zeitraum das
Einhalten einer konstanten Reaktionstemperatur erforderten, wurde ein Kryostat der Firma
Julabo (FT902) verwendet.

Gefriertrocknungs-Anlage: Die Gefriertrocknung von wassrigen oder wasserhaltigen
Losungen wurde an einer Gefriertrocknungs-Anlage Alpha 2-4 LD Plus der Firma Christ

durchgefuhrt.

Schmelzpunktbestimmungsapparatur: ~ Schmelzpunkte T, wurden  mithilfe  einer
Schmelzpunktbestimmungsapparatur nach Dr. Tottoli der Firma Blchi bestimmt. Weitere
Schmelzpunkte wurden mithilfe einer Stuart® melting point SMP3 der Firma Barloworld

Scientific gemessen. Alle Schmelzpunkte wurden in °C angegeben und sind nicht korrigiert.

Ozongenerator: Ozonolyse-Reaktionen wurden an einem Ozongenerator 500 der Firma

Fischer Technology durchgefiihrt.
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7.2 Praktische Arbeiten

7.2.1 Synthese von Reagenzien und Bausteinen

7.2.1.1 Synthese von Reagenzien
Synthese von 2-lodoxybenzoesaure (1BX) 1052

3 HO o

4 2 \Ii/o
5 i1 ﬂ
® 0
105
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Eine auf
60 °C erwarmte Losung von Kaliumbromat (25.0 g, 150 mmol) in wassriger Schwefelsdure
(250 mL, 2 M) wurde ber 5 min portionsweise mit 2-lodbenzoesdure (25.0 g, 100 mmol)
versetzt und fur 2 h bei 65°C geruhrt. Die entstehenden Bromdédmpfe wurden mit ges.
wassriger Natriumthiosulfatlosung in zwei Waschflaschen reduziert. Es wurde auf 0 °C
gekuhlt und die resultierende Suspension filtriert. Der farblose Riickstand wurde mit auf 0 °C
gekuhltem Wasser (3 x 50 mL), mit Ethanol (2 x 50 mL), erneut mit auf 0 °C gekulhltem
Wasser (2 x 50 mL) und Aceton (50 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde mehrere
Tage im Vakuum getrocknet. Aufgrund schlechter Loslichkeit wurde eine NMR-

spektroskopische Charakterisierung als ausreichend befunden.
Ausbeute (105): 26.3 g (93.9 mmol, 94%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 7.84 (ddd, J = 7.5 Hz, J = 7.4 Hz, J = 1.0 Hz, 1 H, 5-H),
8.00 (ddd, J=7.9 Hz, J=7.4 Hz, J=1.3 Hz 1 H, 4-H), 8.03 (dd, J= 7.5 Hz, J= 1.3 Hz, 1 H,
6-H), 8.15 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.3 Hz, 3-H).

BC.NMR (126 MHz, DMSO-dg): 6 =124.96 (C-3), 130.05(C-6), 131.44 (C-1),
132.91 (C-5), 133.33 (C-4), 146.57 (C-2), 167.44 (COO).
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Synthese von Polymer-Supported 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
(PS-DBU) 108™™

Cn

108
Zu einer auf-78 °C gekihlten Losung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU)
(1.49 mL, 10.0 mmol) in abs. Tetrahydrofuran (18 ml) wurde (ber 1h n-Butyllithium
(3.84 mL, 9.60 mmol, 2.5 M in n-Hexan) getropft und weitere 1.5 h bei -78 °C geriihrt. Zur
resultierenden gelben Losung wurde bei -78 °C tber 30 min portionsweise Merrifield-Harz
(2.12 g, 6.35 mmol, 2.8-3.2 mmol Cl/g) gegeben. Es wurde langsam auf Raumtemperatur
erwarmt und weitere 2.5 d bei Raumtemperatur gerthrt, wobei sich die dunkelrote Suspension
langsam entféarbte. Zur gelben Suspension wurde Methanol (6 mL) gegeben, filtriert und der
Rickstand mit THF/MeOH (1:1, 100 mL), MeOH (100 mL), MeOH/H,O (1:1, 100 mL),
Aceton (100 mL) und THF (100 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde fur 8 h bei 70 °C
am Vakuum getrocknet und die Beladung mit S&ure-Base-Titration mit dem Indikator
Bromthymolblau zu 2.15 mmol DBU/g bestimmt. Auf eine weiterfiihrende Charakterisierung

wurde verzichtet.

Ausbeute (108): 2.60 g (2.15 mmol DBUY/g) eines gelben Feststoffes.

Synthese von Dimethyl(methylthio)sulfoniumtrifluormethansulfonat
(DMTST) 10928

® o
g S\ ToTf

I
109
Zu einer Losung von Dimethyldisulfid (94.0 mL, 100 mg, 1.06 mmol) in abs. Dichlormethan
(2.5 mL) wurde eine Losung von Methyltrifluormethansulfonat (116 mL, 174 mg 1.06 mmol)
in abs. Dichlormethan (2.5 mL) gegeben, 48 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend
auf 0 °C gekdhlt. Die Zielverbindung kristallisierte bei der Zugabe von Diethylether (15 mL)
aus und wurde abfiltriert. Aufgrund der generellen Instabilitdt und des niedrigen
Schmelzpunktes wurde das DMTST nur *H-NMR-spektroskopisch untersucht, immer frisch

dargestellt und maximal eine Woche bei -26 °C gelagert.
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Ausbeute (109): 274 mg (1.06 mmol, quant.) graulich brauner Kristalle.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 2.92 (s, 3 H, SCH3), 3.27 (s, 6 H, S(CH3)y).
Schmelzpunkt: T, = 26-28 °C.

7.2.1.2 Synthese von Bausteinen

Synthese von Pivaloyloxymethyliodid (POM-1) 112181

)

>Hko/\|

112
Die Reaktion wurde unter Lichtausschluss durchgefihrt, um einen Zerfall der Verbindung
112 zu vermeiden. Zu einer L6sung von Natriumiodid (6.00 g, 40.0 mmol) in abs. Acetonitril
(30 mL) wurde Pivaloyloxymethylchlorid (POM-CI) 111 (5.96 g, 5.70 mL, 40.0 mmol)
getropft und 20 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurde Uber eine
Destillationskolonne bei 85 °C entfernt und das Produkt wurde durch Vakuumrektifikation
von Salzen befreit. (Sdp: 80-90 °C im Olpumpenvakuum). Das Produkt wurde unter
Lichtausschluss und Inertgas bei -26 °C gelagert. Aufgrund des schnellen Zerfalls wurde nach

NMR-spektroskopischen Untersuchungen, mit denen 112 eindeutig nachgewiesen werden

konnte, auf eine weiterfiihrende Analytik verzichtet.
Ausbeute (112): 6.06 g (25.0 mmol, 63%) einer farblosen Flissigkeit.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § = 1.19 (5, 9 H, (CHs)s), 5.93 (s, 2 H, CHs).
BC.NMR (126 MHz, CDCls): & =27.00 (C(CHs)3), 31.78 (C(CHs)s), 39.54 (CHy),
176.77 (C=0).

Synthese von 3-Azidopropanal 1151

3 1
NSy o

115
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefuhrt. Zu einer auf

0 °C gekuhlten Losung von Acrolein 114 (1.35 mL, 20.2 mmol) in Eisessig (3 mL) wurde
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uber 30 min eine Losung von Natriumazid (1.97 g, 30.3 mmol) in Wasser (9 mL) getropft und
anschlielend weitere 30 min bei 0 °C gerihrt. Es wurden Wasser (20 mL) und Diethylether
(50 mL) hinzugegeben, die Phasen getrennt, die organische Phase mit ges. wassriger
Natriumcarbonatlésung (30 mL) gewaschen, (ber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch séulenchromato-
graphische Reinigung an Kieselgel (50 g, 5.5x 5.0 cm, PE:Et,0 65:35) erhalten. Auf das
Trocknen im Hochvakuum wurde aufgrund der Fluchtigkeit verzichtet. Wegen der generellen
Instabilitat wurde die Zielverbindung 115 nur NMR-spektroskopisch identifiziert und direkt

in der folgenden Reaktion umgesetzt.
Ausbeute (115): 331 mg (3.34 mmol, 17%) einer farblosen Flussigkeit.

DC: R¢ = 0.24 (PE:Et,0 50:50).

'H-NMR (500 MHz, CDCly): =274 (td, J=6.4Hz, J=09Hz, 2H, 2-H), 3.62(t,
J=6.4Hz, 2 H, 3-H), 9.81 (d, J = 6.4 Hz, 1 H, 1-H).

3C-NMR (126 MHz, CDCls): & = 42.95 (C-2), 44.62 (C-3), 199.26 (C-1).

Synthese von 3-Azidopropanol 116

N o
116
Eine auf 0 °C gekihlte Ldsung von 3-Azidopropanal 115 (320 mg, 3.23 mmol) in abs.
Methanol (25 mL) wurde mit Natriumborhydrid (611 mg, 16.1 mmol) versetzt und unter
Rihren auf Raumtemperatur erwéarmt. Es wurde 1 h 15 min bei Raumtemperatur gertihrt und
die Reaktionslosung auf ges. wéssrige Ammoniumchloridlésung (100 mL) gegeben. Es wurde
mit Ethylacetat (3 x 100 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Wasser
(100 mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (35 g, 3.5 x 8.0 cm, PE:EtOAc 75:25) erhalten. Auf das Trocknen im Hochvakuum
wurde aufgrund der Flichtigkeit verzichtet. Wegen der generellen Instabilitdt wurde die
Zielverbindung 116 nur NMR-spektroskopisch identifiziert und direkt in der folgenden

Reaktion umgesetzt.

Ausbeute (116): 131 mg (1.30 mmol, 40%) einer farblosen Flussigkeit.
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DC: Rs = 0.22 (PE:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCly): §=149(t J=54Hz, 1H, OH), 1.84(tt, J=6.6Hz
J=58Hz, 2H, 2-H), 3.46 (t, J=6.6 Hz, 2 H, 3-H), 3.76 (dt, J=5.8 Hz, J=5.4 Hz, 2 H,
1-H).

BBC-NMR (126 MHz, CDCly): & = 31.68 (C-2), 48.67 (C-3), 60.24 (C-1).

Synthese von 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113

s 1 QL 2
3 .
.
o
113

Eine auf 0°C gekihlte Lésung von 3-Azidopropanol 116 (26.0 mg, 257 umol) in abs.
Dichlormethan (5 mL) wurden mit p-Toluolsulfonsdurechlorid (54.0 mg, 283 pumol) und abs.
Pyridin (42.0 uL, 514 pmol) versetzt und 12 d bei Raumtemperatur geriihrt, wobei nach 6 d
erneut  p-Toluolsulfonsaurechlorid  (54.0mg, 283 umol) wund nach 9d erneut
p-Toluolsulfonséaurechlorid (54.0 mg, 283 pmol) und abs. Pyridin (42.0 pL, 514 pmol)
hinzugegeben wurden. Die Reaktionslosung wurde mit Wasser (40 mL) versetzt und mit
Dichlormethan (2 x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde mit ges.
wassriger Natriumchloridlosung (50 mL) gewaschen, ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (159, 2.0 x 9.0 cm, PE:EtOAc 80:20)
erhalten.

Ausbeute (113): 40.5 mg (159 umol, 62%) einer farblosen Flissigkeit.

DC: R¢ = 0.18 (PE:EtOAC 80:20).

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): =189 (tt, J=6.4 Hz, J=6.2Hz 2H, 2-H), 2.45(s, 3 H,
CHs), 3.38 (t, J=6.4 Hz, 2 H, 3-H), 3.76 (t, J = 6.2 Hz, 2 H, 1-H), 7.34-7.39 (m, 2 H, 3"-H,
5'-H) 7.78-7.82 (m, 2 H, 2-H, 6'-H).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3): &=21.79 (CH3), 28.60 (C-2), 47.43(C-3), 67.12(C-1),
128.05 (C-2', C-6"), 130.08 (C-3', C-5), 132.92 (C-4'), 145.23 (C-1).

IR (ATR): ¥ = 2923, 2095, 1343, 1171, 1097, 1020, 940, 809, 660, 551.

UV/VIS (MeCN): Amax = 220, 262, 273.
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MS (ESI"): m/z = 256.1 [M+H]".
C10H13N303S (255.29) ber.: 256.0750 [|V|+H]+,
gef.: 256.0755 (ESI"-HRMS).

Synthese von N-Cbz-L-Threonin-tert-butylester 101

e
3 1 Qo
. M 2 oH
saa4
H
5 7 4
N
101

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine
Losung von N-Cbz-L-Threonin 118 (1.00 g, 3.96 mmol) und tert-Butanol (5.00 mL,
53.3 mmol) in Toluol (20 mL) wurde auf 110 °C erhitzt, bei dieser Temperatur unter Rilhren
uber 30 min  N,N-Dimethylformamiddineopentylacetal 119 (3.00 mL, 10.8 mmol)
hinzugetropft und fir weitere 5 h am Ruckfluss gerthrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur
wurde die gelbe Reaktionslosung mit ges. Natriumcarbonatlosung (2 x 20 mL) und
Wasser (2 x 20 mL) gewaschen, die organische Phase ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (70 g, 30.5x3.5cm, iso-Hex:EtOAC
75:25) erhalten.

Ausbeute (101): 879 mg (2.84 mmol, 72%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.23 (iso-Hex:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): §=1.23(d, J=6.4 Hz, 3 H, 4-H), 1.47 (s, 9 H, OC(CHa)s),
1.95 (s, 1 H, OH), 4.21 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, 2-H), 4.23-4.31 (m, 1 H, 3-H), 5.08-5.18 (m, 2 H,
1'-H), 5.51 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, NH), 7.28-7.42 (m, 5 H, Aryl-H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls): = 20.05 (C-4), 28.15 (OC(CHs)s), 59.75 (C-2), 67.25 (C-1Y),
68.51 (C-3), 82.78 (OC(CHs)3), 128.20, 128.30, 128.67 (C-3', C-4', C-5', C-6' C-7),
136.44 (C-2"), 156.84 (Cbz-C=0), 170.30 (C-1).

Drehwert: [a]5, =-10.3 (c = 1.0, CHCl5).

Schmelzpunkt: T, =58 °C.

IR (ATR): ¥ = 3404, 2982, 2934, 1704, 1511, 1217, 1149, 1086, 1065, 742.
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UVI/VIS (MeCN): Amax = 211, 257.

MS (ESI"): m/z = 332.1 [M+Na]".

Ci16H23NOs (309.36) ber.: 332.1468 [M+Na]",
gef.: 332.1483 (ESI*-HRMS).

Synthese von L-Threonin-tert-butylester 117

117
Eine Losung von N-Cbz-L-Threonin-tert-butylester 101 (96.0 mg, 310 umol) in abs. Methanol
(20 mL) wurde mit Palladium (20.0 mg, 18.8 umol, 10% auf Aktivkohle) versetzt und 1 h
unter einer Wasserstoff-Atmosphare (1 bar) bei Raumtemperatur geriihrt Die
Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit
Methanol (3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum erhalten. Auf das Trocknen im Hochvakuum wurde aufgrund der

Fluchtigkeit verzichtet.
Ausbeute (117): 53.0 mg (303 pmol, 97%) eines gelben Ols.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 =1.25(d, J = 6.3 Hz, 3 H, 4-H), 1.47 (s, 9 H, OC(CHa)3),
2.94 (s, 3H, OH, NH,), 3.22 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, 2-H), 3.84 (dg, J = 6.3 Hz, J = 6.0 Hz, 1 H,
3-H).
BC-NMR (126 MHz, CDCls): & = 20.03 (C-4), 28.22 (OC(CHs)3), 60.59 (C-2), 68.32 (C-3),
82.21 (OC(CHj3)3), 172.78 (C-1).
Drehwert: [a]5, = -10.0 (c = 1.0, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3239, 2976, 2933, 1724, 1368, 1250, 1153, 1117, 1068, 842.
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 176.1 [M+H]".
CgH17NO; (175.23) ber.: 176.1281 [M+H]",
gef.: 176.1275 (ESI*-HRMS).
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7.2.2 Synthese von Phosphonaten flr die Wittig-Horner-Reaktionen
mit dem Uridin-5"-Aldehyd 35

7.2.2.1 Synthese von N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(dimethylphosphoryl)-glycin-
tert-butylester 44

Synthese von N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(dimethylphosphoryl)-

glycinmethylester 804141

80
Zu einer auf 80°C erwdrmten Losung von N-(Benzyloxycarbonyl)-2-methoxy-
glycinmethylester 1212451481 (5.00 g, 19.7 mmol) in abs. Toluol (20 mL) wurde langsam
Phosphor(l11)-chlorid (1.93 mL, 22.1 mmol) getropft und 4 h am Ruckfluss erhitzt. Die
Reaktionsmischung wurde mit Trimethylphosphit (2.64 mL, 22.3 mmol) versetzt. Es wurde
2 h am Rickfluss erhitzt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der flissige, orange
Ruckstand wurde in Ethylacetat (150 mL) aufgenommen und mit ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlosung (3 x 70 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde (ber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
resultierende farblose Flissigkeit wurde mit n-Hexan (30 mL) versetzt und 30 min bei
Raumtemperatur geruhrt. Die resultierende Suspension wurde filtriert und der weille
Rickstand mit n-Hexan (3 x 15 mL, 0 °C) gewaschen. Die Zielverbindung wurde mehrere

Tage im Vakuum getrocknet.
Ausbeute (80): 5.13 g (15.5 mmol, 78%) eines hell-orangen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): §=3.78(d, 3Jup=11.0Hz, 3H, 1"-H,)), 3.82(d,
%Jup = 11.3 Hz, 3 H, 1"-Hp), 3.83 (s, 3H, COOCHs), 4.92 (dd, 2Jup = 22.4 Hz, J = 9.3 Hz,
1H, 2-H), 5.12(d, J=12.3Hz, 1H, 1-H,), 5.16(d, J=12.3Hz, 1H, 1-Hy), 5.61 (d,
J=9.3Hz, 1 H, NH), 7.29-7.38 (m, 5 H, Aryl-H).
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BC-NMR (126 MHz, CDCls): 8=52.25(d, Jcp=148.2Hz, C-2), 53.48 (COOCH;),
54.14 (d, 2Jcp = 6.8 Hz, C4-1"), 54.28 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, Cp-1"), 67.79 (C-1'), 128.28, 128.47,
128.69 (C-3, C-4', C-5' C-6' C-7'), 136.00 (C-2), 155.73 (d, *Jcp = 8.2 Hz, Chz-C=0),
167.34 (d,%Jcp = 2.1 Hz, C-1).
$'P_.NMR (121 MHz, CDCl5): & = 19.62.
Schmelzpunkt: T, =47 °C.
IR (ATR): ¥ = 1713, 1236, 1210, 1026, 985, 782, 755, 703, 524.
UV/VIS (MeCN): Amax = 206, 252, 258.
MS (ESI"): m/z = 354.1 [M+Na]".
C13H1sNO;P (331.26) ber.: 354.0713 [M+Na]",
gef.: 354.0713 (ESI*-HRMS).

Synthese von N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(dimethylphosphoryl)-glycin-tert-
butylester 444!

Die erste Stufe der nachfolgenden Reaktionssequenz wurde nicht unter Inertgasbedingungen
durchgefiihrt. Zu einer auf 15°C gekihlten Loésung von N-(Benzyloxycarbonyl)-
2-(dimethylphosphoryl)-glycinmethylester 80 (9.26 g, 27.9 mmol) in Dioxan (10 mL) wurde
vorsichtig wassrige Natriumhydroxidlosung (14.5 mL, 29.0 mmol, 2 m) getropft und 30 min
bei 15 °C gerlhrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C gekihlt, mit Salzsaure (5 m) auf
einen pH-Wert von ~ 2 eingestellt und mit Wasser (50 mL) und Ethylacetat (100 mL)
versetzt. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (4 x 50 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

Eine LOsung des orangen Ruckstandes in abs. Dichlormethan (80 mL) und abs. tert-Butanol
(350 mL) wurde mit frisch aktiviertem Molekularsieb (3A und 4A) versetzt und 4 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Zu der Reaktionsmischung wurde N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-

1,2-dihydrochinolin (8.34 g, 33.4 mmol) gegeben und 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. ES
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wurde durch Celite® filtriert, die Celite® mit Ethylacetat (4 x 200 mL) gewaschen und das
Lésungsmittel des Filtrats im Vakuum entfernt. Der resultierende braune Feststoff wurde in
Ethylacetat (500 mL) aufgenommen, auf 0 °C gekihlt und mit auf 0 °C gekuhlter wassriger
Chlorwasserstofflosung (3 x 100 mL, 0.5 M) und ges. wassriger Natriumhydrogencarbonat-
I6sung (2 x 100 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
sadulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (400 g, 9.0 x 22 cm, iso-Hex:EtOAC
50:50) erhalten.

Ausbeute (44): 8.09 g (21.7 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf =0.12 (iso-Hex:EtOAc 50:50).
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, 35 °C): & = 1.42 (s, 9 H, OC(CHs3)3), 3.69 (d, *Jup = 10.9 Hz,
3 H, 1"-H,), 3.70 (d, *Jup = 11.1 Hz, 3 H, 1"-Hy), 4.67 (dd, 2Jyp = 23.7 Hz, J=9.2 Hz, 1 H,
2-H), 5.07 (d, J=12.8 Hz, 1 H, 1-H,), 5.10 (d, J=12.8 Hz, 1 H, 1-Hy), 7.27-7.39 (m, 5 H,
Aryl-H), 8.16 (d, J = 9.2 Hz, 1 H, NH).
BC-NMR (126 MHz, DMSO-dg, 35 °C): & = 27.45 (OC(CHs)3), 52.69 (d, *Jcp = 147.7 Hz,
C-2), 53.43(d, 2Jp=6.6Hz, Cs;1"), 53.53(d, 2Jcp=6.5Hz, Cp-1"), 65.96 (C-1),
82.26 (OC(CHs)s), 127.65, 127.82, 128.29 (C-3, C-4, C-5' C-6' C-7'), 136.68 (C-2),
156.11 (d, *Jcp = 8.8 Hz, Cbz-C=0), 165.49 (d, *Jcp = 3.2 Hz, C-1).
$IP.NMR (121 MHz, DMSO-dg, 35 °C): & = 19.53.
Schmelzpunkt: T, =71 °C.
IR (ATR): # = 1714, 1227, 1155, 1051, 1017, 758, 728, 530, 521.
UV (MeCN): Amax = 2086, 252, 257.
MS (ESI"): m/z = 396.1 [M+Na]".
C16H24NO;P (373.34) ber.: 396.1183 [M+Na]",

gef.: 396.1192 (ESI*-HRMS).
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7.2.2.2 Synthese von N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(dimethylphosphoryl)-
glycinpivaloyloxymethylester 79

4
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79

Die erste Stufe der nachfolgenden Reaktionssequenz wurde nicht unter Inertgasbedingungen
durchgefiihrt. Zu einer auf 15°C gekihlten Loésung von N-(Benzyloxycarbonyl)-
2-(dimethylphosphoryl)-glycinmethylester 80 (1.00 g, 3.02 mmol) in Dioxan (3 mL) wurde
vorsichtig wassrige Natriumhydroxidlésung (1.51 mL, 3.02 mmol, 2 M) getropft und 30 min
bei 15 °C gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C gekihlt, mit Salzsdure (5 ™)
neutralisiert (~ pH 7) und mit Wasser (10 mL) und Ethylacetat (20 mL) versetzt. Die wassrige
Phase wurde mit Ethylacetat (4 x 10 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen uber
Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Rickstand im Vakuum getrocknet.

Zu einer Losung des farblosen Rickstandes (923 mg, 2.91 mmol) in abs. Acetonitril (10 mL)
wurden unter Lichtausschluss POM-I (442 pL, 2.91 mmol) und N,N-Diisopropylethylamin
(495 uL, 2.91 mmol) getropft und 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Zielverbindung wurde
ohne Aufarbeitung durch zweifache s&ulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(150 g, 5.5 x 11 cm, PE:EtOACc 40:60; 100 g, 4.5 x 10 cm, PE:EtOAc 50:50) erhalten.

Ausbeute (79): 778 mg (1.80 mmol, 60%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.30 (PE:EtOAC 40:60).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 35 °C): 8=1.15(s, 9H, C(=0)C(CHs)s), 3.68 (d,
%) =4.6 Hz, 3H, 1"-H,), 3.70 (d, *Jup = 4.6 Hz, 3H, 1"-Hy), 4.86 (dd, 2Jup = 24.3 Hz,
J=9.0Hz, 1 H, 2-H), 5.08 (s, 2 H, 1'-H), 5.73 (d, J = 5.9 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.82 (d, J = 5.9 Hz,
1 H, 1"™-Hp), 7.27-7.39 (m, 5 H, Aryl-H), 8.39 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, NH).

BC-NMR (126 MHz, DMSO-ds, 35 °C): & = 26.43 (C(CH3)3), 52.04 (d, *Jcp = 146.5 Hz, C-
2), 53.67 (d, 2Jcp= 6.7 Hz, C5-1"), 53.73 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, Cp-1"), 66.09 (C-17), 79.64 (C-1"),
127.66, 127.86, 128.30 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7'), 136.68 (C-2'), 156.70 (Cbz-C=0),
165.91 (C-1), 175.93 (C(=0)C(CHs)s3).
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$'P.NMR (121 MHz, DMSO-dg, 35 °C): & = 17.97.
Schmelzpunkt: T, =98 °C.
IR (ATR): ¥ = 3242, 2978, 1710, 1536, 1240, 1106, 1033, 970, 695, 556.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 257.
MS (ESI"): m/z = 454.1 [M+Na]".
C1sH26NOgP (431.07) ber.: 454.1237 [M+Na]",
gef.: 454.1251 (ESI*-HRMS).

7.2.3 Synthese von L-Leucin-abgeleiteten Aldehyden flr die reduktive

Aminierung von Nucleosyl-Aminosauren

7.2.3.1 Synthese von 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-

leucinamid 881184

88

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine

Lésung von  2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3',3"-diethoxypropyl)-L-leucinamid 1245
(520 mg, 1.32 mmol) in THF (4 mL) wurde mit Salzsaure (2.80 mL, 1.40 mmol, 0.5 m)
versetzt und 45min bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde ges. wassrige
Natriumhydrogencarbonatlésung (100 mL) hinzugegeben und die wassrige Phase mit
Ethylacetat (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden (ber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das L&dsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (70 g,
6.5 x 6.0 cm, DCM:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (88): 412 mg (1.29 mmol, 98%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.24 (DCM:EtOAC 60:40).
'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 =0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, 5-Ha), 0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3 H,
5-Hp), 1.45-152 (m, 1H, 3-H,), 1.57-1.69 (m, 2H, 3-H, 4-H), 2.69 (dd, J=5.4Hz,
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J=5.4Hz, 2 H, 2-H), 3.46-3.58 (M, 2 H, 1"-H), 4.06-4.15 (m, 1 H, 2-H), 5.09 (s, 2 H, 1"-H),
5.17 (d, J=7.1Hz, 1 H, 2-NH), 6.46 (s, 1 H, 1-NH), 7.28-7.40 (m, 5H, Aryl-H), 9.76 (s,
1H, 3-H).
BC-NMR (126 MHz, CDClg): &=22.09 (C,-5), 23.03 (Cy-5), 24.88 (C-4), 33.12 (C-1),
4159 (C-3), 43.71(C-2), 53.79 (C-2), 67.28 (C-1"), 128.23 (C-3", C-7"), 127.38 (C-5"),
128.70 (C-4", C-6"), 136.33 (C-2"), 156.33 (Cbz-C=0), 172.45 (C-1), 201.18 (C-3").
Drehwert: [a]5, = -39.1 (c = 0.4, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, =65 °C.
IR (ATR): ¥ = 3295, 2959, 1682, 1650, 1531, 1282, 1233, 1040, 696, 664.
UV/VIS (MeCN): Amax = 206, 257.
MS (ESI"): m/z = 343.2 [M+Na]".
C17H24N204 (320.38) ber.: 343.1628 [M+Na]",

gef.: 343.1598 (ESI"-HRMS).

7.2.3.2 Synthese von 2-N-(Acetyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-leucinamid 78

Synthese von 2-N-(Acetyl)-1-N-(3'3-diethoxypropyl)-L-leucinamid 127

127

Eine Losung von N-Acetyl-L-leucin 81 (100 mg, 577 umol) in abs. Tetrahydrofuran (6 mL)
wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (78.0 mg, 577 umol) und N-(3-Dimethyl-aminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid Hydrochlorid (111 mg, 577 pmol) versetzt. Die resultierende Suspension
wurde 30 min bei Raumtemperatur geruhrt und mit 1-Amino-3,3-diethoxypropan 82 (89.0 uL,
549 umol) und N,N-Diisopropylethylamin (100 pL, 577 umol) versetzt. Es wurde 16 h bei
Raumtemperatur gerthrt, mit Ethylacetat (30 mL) verdinnt und Wasser (20 mL) zugegeben.
Die organische Phase wurde mit Salzsdure (20 mL, 0.5M, 0°C), ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatldsung (2 x 20 mL) und Wasser (2 x 20 mL) gewaschen, (ber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lodsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15 g,
2.0 x 9.0 cm, DCM:MeOH 95:5) erhalten.
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Ausbeute (127): 46.0 mg (152 pmol, 26%) eines farblosen Ols und Aldehyd 78 (17.5 mg,
76.6 pmol, 13%) als sauber isoliertes Nebenprodukt.

Analytische Daten 127:
DC: R¢=0.15 (DCM:MeOH 90:10).
'H-NMR (300 MHz, CDCls): §=0.92 (d, J=6.3 Hz, 3H, 5-H,), 0.93 (d, J=6.3 Hz, 3 H,
5-Hp), 1.21 (dd, J=7.0 Hz, J=7.0 Hz, 3H, 2"-H,), 1.23(dd, J=7.0Hz, J=7.0Hz, 3H,
2"-Hp), 1.49-1.52 (m, 1 H, 3-H.), 1.59-1.66 (m, 2 H, 3-Hy, 4-H), 1.80-1.84 (m, 2 H, 2-H),
1.99 (s, 3H, 2"-H), 3.29-3.34 (m, 1 H, 1-H,), 3.35-3.42 (m, 1 H, 1'-Hy), 3.47-3.50 (m, 1 H,
1"-H,), 3.50-3.54 (m, 1 H, 1"-Hy), 3.63-3.68 (m, 1 H, 1"-H.), 3.68-3.74 (m, 1 H, 1"-Hy),
4.36-4.40 (m, 1 H, 2-H), 4.55 (dd, J = 5.2 Hz, J =5.2 Hz, 1 H, 3"-H), 6.04 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
2-NH), 6.50-6.56 (m, 1 H, 1-NH).
BBC-NMR (126 MHz, CDCls): & = 15.49 (C,-2"), 15.49 (Cy-2"), 22.35 (C4-5), 22.94 (Cp-5),
23.28 (C-2"), 24.96 (C-4), 33.16 (C-2"), 35.68 (C-1"), 41.36 (C-3), 51.91 (C-2), 62.12 (C,-1"),
62.22 (Cyp-1"), 102.40 (C-3"), 170.32 (C-1"), 172.40 (C-1).
Drehwert: [a]5, = -26.7 (¢ = 0.9, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3269, 3086, 2971, 1629, 1550, 1384, 1120, 1058, 717, 606.
UV/VIS (MeCN): keine messbhare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 325.2 [M+Na]".
C15H30N204 (302.22)

ber.: 325.2098 [M+Na]",

gef.: 325.2120 (ESI*-HRMS).

Synthese von 2-N-(Acetyl)-1-N-(3"-oxopropyl)-L-leucinamid 78

78

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine

Losung von 2-N-(Acetyl)-1-N-(3,3-diethoxypropyl)-L-leucinamid 127 (32.0 mg, 106 pmol) in
Tetrahydrofuran (2 mL) wurde mit Salzsdure (222 uL, 111 pmol, 0.5 m) versetzt und 1 h bei

Raumtemperatur gerthrt. Ges. wassrige Natriumhydrogencarbonatlésung (50 mL) wurde
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zugegeben und die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im  Vakuum  entfernt. Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15 g, 2.0 x 9.0 cm, DCM:MeOH 95:5 —
92:8) erhalten.

Ausbeute (78): 20.1 mg (88.0 pmol, 83%) eines farblosen Ols.

DC: R;=0.08 (DCM:MeOH 95:5).
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): §=10.92 (d, J=6.3 Hz, 3 H, 5-H,), 0.94 (d, J=6.3 Hz, 3 H,
5-Hy), 1.47-1.50 (m, 1H, 3-H.), 1.59-1.65(m, 2H, 3-Hy, 4-H), 2.00(s, 3H, 2"-H),
2.70-2.72 (m, 2 H, 2'-H), 3.52-3.56 (m, 2 H, 1'-H), 4.34-4.39 (m, 1 H, 2-H), 5.93-5.94 (m,
1 H, 2-NH), 6.51-6.57 (m, 1 H, 1-NH), 9.78 (s, 1 H, 3"-H).
BC-NMR (126 MHz, CDCls): & =22.35(C,-5), 22.94 (Cp-5), 23.29 (C-2"), 24.97 (C-4),
33.16 (C-1), 41.36(C-3), 43.74(C-2), 51.92(C-2), 170.37 (C-1"), 172.40 (C-1),
201.10 (C-3).
Drehwert: [a]5, = -50.0 (¢ = 0.6, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3275, 3080, 2957, 2928, 1723, 1640, 1541, 1372, 1278, 596.
UV/VIS (MeCN): keine messbhare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 251.1 [M+Na]".
C11H20N,0;3 (228.15) ber.: 251.1366 [M+Na]",

gef.: 251.1393 (ESI*-HRMS).
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7.2.4 Synthese von propylierten Aminoribose-Derivaten fur die

Synthese 6'-N- und N3-aminoribosylierter Muraymycin-Analoga
7.2.4.1 Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Aldehyds 95

Synthese von 2,3-O-(3'-Pentyliden)-D-ribose 1291

O~ ~OH
3 2
2' 4'
129
Eine Losung von D-Ribose 103 (8.00 g, 53.2 mmol) in abs. 3-Pentanon (180 mL) und abs.
N,N-Dimethylformamid (60 mL) wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat (30.0 g,
240 mmol) und Benzolsulfonsaure (9.50 g, 60.0 mmol) versetzt und 19 d bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit abs. Triethylamin (12.0 ml, 86.0 mmol) versetzt.
Es wurde filtriert, der Rickstand mit Ethylacetat (4 x 75 mL) gewaschen und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der resultierende farblose Feststoff wurde in Ethylacetat
(400 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatldsung (350 mL) gewaschen und die wéssrige Phase mit Ethylacetat
(200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (250 g, 6.0 x 19 cm, DCM:MeOH
97:3) als a/B-Anomerenmischung erhalten. Aus diesem Grunde wurde nach NMR-
spektroskopischer und massenspektrometrischer Identifizierung auf eine weitere

Charakterisierung verzichtet.

Ausbeute (129): 6.55 g (30.0 mmol, 57%) eines farblosen Ols als a/B-Anomerenmischung
(5:95).

B-Anomer (Hauptisomer):

DC: Rf=0.12 (DCM:MeOH 97:3).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 35°C): $=0.81(t, J=7.6Hz, 3H, 1-H), 0.84(t,
J=75Hz, 3H, 5-H),1.52(q, J=7.6Hz, 2H, 2-H),161(y, J=75Hz, 2H,
4'-H), 3.38-3.49 (m, 2 H, 5-H), 4.03(ddd, J=75Hz, J=48Hz, J=0.6 Hz, 1H, 4-H),
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444 (d, J=6.0Hz, 1H, 2-H), 4.70 (dd, J=6.0 Hz, J=0.6 Hz, 1 H, 3-H), 4.89 (s, 1 H,
5-OH), 5.18 (s, 1 H, 1-H), 6.44 (s, 1 H, 1-OH).
BC.NMR (126 MHz, DMSO-ds, 35°C): &=7.28(C-5'), 8.31(C-1'), 28.34(C-4),
28.76 (C-2"), 62.66 (C-5), 82.13 (C-3), 86.22 (C-2), 86.54 (C-4), 101.91 (C-1), 115.10 (C-3").
a/B-Anomerenmischung
MS (ESI"): m/z = 241.1 [M+Na]".
C10H1805 (218.25) ber.: 241.1047 [M+Na]",

gef.: 241.1037 (ESI*-HRMS).

Synthese von  5-Azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-D-ribose 130 und
Tricyclus 1310

N3_5 ° (0]
4 O~ ~oH 4 © 1
3 2 3 2
2 4 2 g
130 131

Eine Losung von 2,3-O-(3'-Pentyliden)-D-ribose 129 (510 mg, 2.34 mmol) in abs. Pyridin
(15 mL) wurde mit p-Toluolsulfonséurechlorid (668 mg, 3.51 mmol) versetzt und 18 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Ethylacetat (100 mL) verdiinnt
und mit Salzséure (3 x 50 mL, 1 m), ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatldsung (50 mL)
und ges. wassriger Natriumchloridlésung (50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Das resultierende gelbe Ol wurde in abs. N,N-Dimethylformamid (10 mL) geldst, mit
Natriumazid (304 mg, 4.67 mmol) versetzt und 16 h auf 50 °C erhitzt. Es wurde auf
Raumtemperatur gekihlt, mit Diethylether (100 mL) verdiinnt und mit Wasser (4 x 50 mL)
sowie ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (50 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Zielverbindungen wurden durch séulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (60g, 4.5x11cm, PE:EtOAc 90:10) erhalten. 130 wurde als o/p-
Anomerenmischung isoliert und aus diesem Grunde nach NMR-spektroskopischer und

massenspektrometrischer Identifizierung auf eine weitere Charakterisierung verzichtet.

Ausbeute (130): 414 mg (1.70 mmol, 73%) eines farblosen Ols als o/B-Anomerenmischung
(75:25).
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(130): a-Anomer (Hauptisomer):
DC (130): Rs = 0.23 (PE:EtOAc 85:15).
'H-NMR (130) (500 MHz, CgDg):  =0.78 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1-H), 0.96 (t, J = 7.5 Hz, 3 H,
5-H), 1.40(q, J=7.5Hz, 2 H, 2"-H), 1.66 (9, J=7.5Hz, 2 H, 4-H), 2.21 (d, J=4.3 Hz, 1 H,
OH), 2.68 (dd, J=12.6 Hz, J=5.7 Hz, 1 H, 5-H;), 2.98 (dd, J=12.6 Hz, J=8.2 Hz, 1 H,
5-Hp), 4.14 (d, J=6.4 Hz, 1 H, 3-H), 4.23(dd, J=8.2 Hz, J=5.7 Hz, 1 H, 4-H), 4.36 (d,
J=6.4Hz,1H, 2-H), 5.25 (d, J = 4.3 Hz, 1 H, 1-H).
BC-NMR (130) (126 MHz, C¢D¢): &=7.72 (C-5, 8.56 (C-1'), 29.35 (C-4), 29.60 (C-2'),
54.02 (C-5), 82.82 (C-3), 86.02 (C-2), 86.70 (C-4), 103.89 (C-1), 116.86 (C-3).
o/B-Anomerenmischung
MS (130) (ESI*): m/z = 266.1 [M+Na]".
C10H17N304 (243.26) ber.: 266.1111 [M+Na]",

gef.: 266.1101 (ESI*-HRMS).

Ausbeute (131): 17.8 mg (88.9 pmol, 4%) eines farblosen Ols.

DC (131): R¢ = 0.23 (PE:EtOAC 85:15).
'H-NMR (131) (500 MHz, C¢Ds): § =0.81 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 1-H), 1.04 (t, J = 7.5 Hz, 3 H,
5-H), 1.42 (g, J = 7.5 Hz, 2 H, 2-H), 1.78 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 4-H), 2.58 (d, J = 7.2 Hz, 1 H,
5-Ha), 2.93 (dd, J=7.2 Hz, J=3.8 Hz, 1 H, 5-Hp), 3.68(d, J=5.5Hz, 1 H, 3-H), 3.96 (d,
J=55Hz, 1H,2-H),4.17 (d, J = 3.8 Hz, 1 H, 4-H), 5.37 (5, 1 H, 1-H).
BC-NMR (131) (126 MHz, Cg¢Dg): & =8.20 (C-5Y), 8.71 (C-1'), 29.55 (C-4), 29.82 (C-2Y),
62.77 (C-5), 77.78 (C-4), 79.93 (C-3), 82.15 (C-2), 100.16 (C-1), 116.31 (C-3).
Drehwert (131): [a]2, =-38.5 (¢ = 1.3, CHCIy).
IR (131) (ATR): ¥ = 2972, 2941, 1463, 1095, 1070, 923, 908, 889, 826, 638.
UV/VIS (131) (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (131) (ESI*): m/z = 201.1 [M+H]".
C10H1604 (200.23) ber.: 201.1121 [M+H]",

gef.: 201.1111 (ESI*-HRMS).
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Synthese von 5-Azido-1-fluor-2,3-O-(3'-pentyliden)-1,5-didesoxy-a-D-ribose a-15
und 5-Azido-1-fluor-2,3-O-(3'-pentyliden)-1,5-didesoxy-B-D-ribose p-15M%

N3<_5 N3 5 F
3 F 3 2
' 4 27 4
a-15 B-15
Zu einer auf -30 °C gekuhlten Lésung von 5-Azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-D-ribose
130 (275 mg, 1.13 mmol) in abs. Dichlormethan (10 mL) wurde Deoxo-Fluor® 132 (730 pL,
1.70 mmol, 50% in Tetrahydrofuran) getropft, 1 h bei -30 °C gerihrt und bei -30 °C mit ges.
wassriger Natriumhydrogencarbonatlosung (5 mL) versetzt. Die Mischung wurde mit
Dichlormethan (100 mL) verdinnt und mit ges. wéssriger Natriumhydrogencarbonatldsung
(80 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde iber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (60g, 4.5x11cm, PE:Et,0O 95:5)

erhalten.

Ausbeute (a-15): 64.6 mg (263 pmol, 23%) eines farblosen Ols.

DC (a-15): R = 0.24 (PE:Et,0 80:20).

'H-NMR (a-15) (500 MHz, CeDg): 6=10.80 (t, J=7.5Hz, 3H, 1-H), 1.01 (t, J=7.6 Hz,
3 H, 5-H), 1.46 (qd, J = 7.5 Hz, J = 4.0 Hz, 2 H, 2-H), 1.90 (qd, J = 7.6 Hz, J = 2.2 Hz, 2 H,
4'-H), 2.46 (dd, J=13.3 Hz, J=3.7Hz, 1 H, 5-H,), 2.75(dd, J=13.3Hz, J=3.5Hz, 1 H,
5-Hy), 4.12 (ddd, e =14.8 Hz, J=7.2Hz, J=3.6 Hz, 1 H, 2-H), 4.19(dd, J=7.2 Hz,
J=3.1Hz, 1H, 3-H), 422 (ddd, J=3.7Hz, J=35Hz, J=3.1Hz, 1H, 4-H), 5.27 (dd,
2Jue = 63.8 Hz, J= 3.6 Hz, 1 H, 1-H).

BC-NMR (a-15) (126 MHz, CgDg): & = 8.53 (C-5'), 8.58 (C-1'), 29.09 (C-2'), 29.24 (C-4'),
51.79 (C-5), 80.18 (C-3), 81.65(d, %Jcr=20.2 Hz, C-2), 83.02 (d, “Jcr=1.5Hz, C-4),
108.47 (d, “Jcr = 236.9 Hz, C-1), 120.83 (C-3").

YE.NMR (a-15) (282 MHz, C¢Ds): & = -130.43 (dd, 2Je = 63.9 Hz, 3Jgy = 14.5 Hz).
Drehwert (a-15): [a]5, = +85.0 (c = 2.0, CHCIy).

IR (a-15) (ATR): ¥ = 2975, 2942, 2099, 1462, 1272, 1128, 1103, 1046, 920, 797.

UV/VIS (a-15) (MeCN): keine messhare Absorption.
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MS (a-15) (ESI"): m/z = 268.1 [M+Na]".
C1oH16FN30; (245.25) ber.: 268.1068 [M+Na]",
gef.: 268.1059 (ESI*-HRMS).

Ausbeute (B-15): 172 mg (702 pmol, 62%) eines farblosen Ols.

DC (B-15): Rs = 0.39 (PE:Et,0 80:20).
'H-NMR (B-15) (500 MHz, CgDs): & = 0.72 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1'-H), 0.85 (t, J = 7.5 Hz, 3 H,
5'-H), 1.31 (q, J =7.5Hz, 2 H, 2-H), 1.54 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 4-H), 2.53 (dd, J = 12.9 Hz,
J=6.7Hz, 1 H, 5-H,), 2.88 (dd, J = 12.9 Hz, J = 7.6 Hz, 1 H, 5-Hy), 4.03 (d, J=5.9 Hz, 1 H,
3-H), 4.22 (ddd, J=7.6 Hz, J=6.7 Hz, *J4r =3.5Hz, 1 H, 4-H), 4.31 (dd, *J4r = 5.9 Hz,
J=5.7Hz, 1H, 2-H), 5.62 (d, 2Jr = 61.6 Hz, 1 H, 1-H).
BC-NMR (B-15) (126 MHz, C¢Ds): & = 7.48 (C-5'), 8.46 (C-1), 29.08 (C-4"), 29.55 (C-2'),
53.05 (C-5), 81.55(C-3), 85.37 (d, “Jcr=40.5Hz, C-2), 87.80 (d, “Jcr=2.7 Hz, C-4),
115.83 (d, YJcr = 222.2 Hz, C-1), 117.33 (C-3).
BE.NMR (B-15) (282 MHz, CgDg): 6=-114.98 (ddd, %Jey=61.6 Hz, 3Jen=5.7 Hz,
*Jen = 3.5 Hz).
Drehwert (B-15): [a]3, = +37.5 (c = 0.8, CHCI3).
IR (B-15) (ATR): ¥ = 2975, 2942, 2099, 1272, 1127, 1095, 963, 922, 833, 552.
UVI/VIS (B-15) (MeCN): keine messbhare Absorption.
MS (B-15) (ESI"): m/z = 268.1 [M+Na]".
C10H16FN3O3 (245.25) ber.: 268.1068 [M+Na]",

gef.: 268.1065 (ESI*-HRMS).

Synthese des Butenylglycosids 128

Eine auf 0 °C gekihlte Losung von 5-Azido-1-fluor-2,3-O-(3'-pentyliden)-1,5-didesoxy-p-D-
ribose B-15 (50.0 mg, 20.0 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) wurde mit zuvor
ausgeheiztem Molekularsieb (4 A) und 3-Buten-1-ol (18.0mg, 31.0 umol) in abs.
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Dichlormethan (0.5 mL) versetzt und 1h bei 0°C gerihrt. Es wurde Bortrifluorid-
Diethylether-Komplex (38.0 pL, 30.0 mmol, 0.2 m in Dichlormethan) zugegeben und weitere
2 h bei 0 °C gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde bei dieser Temperatur mit ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlésung (5 mL) versetzt und auf Raumtemperatur erwarmt, filtriert
und der Ruckstand mit Dichlormethan (3 x 30 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde
mit ges. wassriger Natriumchloridlésung (100 mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (14 g, 1.5 x 19 cm, iso-Hex:EtOAc
90:10) erhalten.

Ausbeute (128): 40.0 mg (13.0 umol, 65%) eines farblosen Ols.

DC: Rs = 0.49 (iso-Hex:Et,0 90:10).
'H-NMR (500 MHz, CgDg): 8 = 0.80 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1'-H), 0.99 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5-H),
142 (9, J=75Hz, 2H, 2'-H), 1.70(q, J=7.5Hz, 2 H, 4-H), 2.06-2.17 (m, 2 H, 2"-H),
2.70 (dd, J=12.5Hz, J=6.4 Hz, 1 H, 5-H,), 3.02 (dd, J=12.5Hz, J=8.1Hz, 1 H, 5-Hy),
3.12 (dt, J=9.5Hz, J=6.6 Hz, 1 H, 1-"H,), 3.63(dt, J=9.5Hz, J=6.7 Hz, 1 H, 1-"Hp),
4.17 (dd, J=6.0 Hz, J=0.7 Hz, 1 H, 3-H), 4.29 (ddd, J=8.1 Hz, J=6.4 Hz, J =0.7 Hz, 1 H,
4-H), 4.44 (d, J=6.0 Hz, 1 H, 2-H), 4.98-5.04 (m, 2 H, 4"-H), 5.08 (s, 1 H, 1-H), 5.68 (ddt,
J=17.1Hz,J=10.3Hz,J=6.8 Hz, 1 H, 3"-H).
BC-NMR (126 MHz, CgDg): & =7.47 (C-5), 8.29 (C-1'), 29.13(C-4'), 29.41 (C-2),
34.03 (C-2"), 53.57 (C-5), 67.03 (C-1"), 82.52 (C-3), 85.62 (C-2), 85.74 (C-4), 109.00 (C-1),
116.43 (C-4"), 116.63 (C-3"), 135.06 (C-3").
Drehwert: [a]5, = -47.5 (c = 1.7, CHCIly).
IR (ATR): ¥ = 2974, 2939, 2882, 2100, 1464, 1360, 1273, 926, 847.
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 320.2 [M+Na]".
C14H23N304 (297.35) ber.: 320.1581 [M+Na]",

gef.: 320.1525 (ESI*-HRMS).
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Synthese des N-Boc-geschitzten Olefins 134
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134

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine
Losung des Olefins 128 (123 mg, 414 umol) in abs. THF/Toluol (1:1, 6 mL) wurde mit
Triphenylphosphan (326 mg, 1.24 mmol) und Wasser (373 pL, 20.7 mmol) versetzt und 13 h
bei 50 °C geruhrt. Es wurde auf Raumtemperatur gekihlt, Di-tert-butyldicarbonat (181 mg,
827 umol) und Natriumhydrogencarbonat (70.0 mg, 830 pumol) hinzugefiigt und weitere 1.5 h
bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Ethylacetat (150 mL)
verdinnt, mit Wasser (150 mL) und ges. wassriger Natriumchloridldsung (150 mL)
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(40 g, 3.0 x 18 cm, iso-Hex:EtOAc 90:10) erhalten.

Ausbeute (134): 150 mg (404 umol, 98%) eines farblosen Ols.

DC: R¢ = 0.15 (iso-Hex:Et,0 90:10).

'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 8 = 0.78 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1'-H), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3 H, 5-H),
141 (g, J=75Hz, 2H, 2-H), 1.43 (s, 9H, OC(CHs)s3), 1.69 (q, J=7.4 Hz, 2H, 4-H),
2.08-2.20 (m, 2 H, 2"-H), 3.11 (dt, J=9.4Hz, J=6.5Hz, 1 H, 1-"H,), 3.20-3.30 (m, 2 H,
5-H), 3.53 (dt, J = 9.4 Hz, J = 6.7 Hz, 1 H, 1-"Hy), 4.31 (dd, J = 6.0 Hz, J = 6.0 Hz, 1 H, 4-H),
4.46 (d,J=5.9 Hz, 1 H, 3-H), 4.53 (d, J =5.9 Hz, 1 H, 2-H), 4.96 (s, 1 H, NH), 4.98-5.05 (m,
2 H, 4"-H), 5.08 (s, 1 H, 1-H), 5.70 (ddt, J = 17.1 Hz, J = 10.3 Hz, J = 6.8 Hz, 1 H, 3"-H).
BC-NMR (126 MHz, C¢Dg): 6 =7.75 (C-5'), 8.60 (C-1'), 28.49 (OC(CHs)s), 29.38 (C-4'),
29.62 (C-2"), 34.30(C-2"), 44.18(C-5), 67.43(C-1"), 78.88 (OC(CHs);3), 82.79 (C-3),
86.45 (C-2), 86.76 (C-4), 109.32(C-1), 116.58(C-3), 116.79 (C-4"), 135.06 (C-3"),
156.01 (Boc-C=0).

Drehwert: [a]5, =-30.5 (¢ = 1.9, CHCIy).

IR (ATR): ¥ = 2974, 1716, 1699, 1514, 1365, 1248, 1167, 924, 872.

UV/VIS (MeCN): keine messbhare Absorption.
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MS (ESI*): m/z = 394.2 [M+Na]".
C19H33NOs (371.47) ber.: 394.2200 [M+Na]",
gef.: 394.2213 (ESI*-HRMS).

Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Aldehyds 95

k-?

O3O

95

Eine Losung des N-Boc-geschutzten Olefins 134 (106 mg, 269 pumol) in abs. Dichlormethan
(3 mL), abs. Methanol (26 mL) und abs. Pyridin (87.0 pL, 1.08 mmol) wurde auf -78 °C
gekuhlt. Es wurde unter Rihren fir 15 min Ozon durch die Reaktionslésung geleitet, fur
45 min mit Stickstoff gespilt und anschlieBend Dimethylsulfid (198 uL, 2.69 mmol)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde (ber Nacht unter Ruhren langsam auf
Raumtemperatur erwdarmt. Das LoOsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die
Zielverbindung durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (40 g, 3.0 x 13 cm,
iso-Hex:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (95): 87.0 mg (233 pumol, 86%) eines farblosen Ols.

DC: Rf = 0.15 (iso-Hex:EtOAc 70:30).

IH-NMR (500 MHz, C¢Ds, 70 °C): §=0.79 (t, J=7.4 Hz, 3 H, 1'-H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz,
3 H, 5-H), 1.40-1.48 (m, 2 H, 2'-H), 1.43 (s, 9 H, OC(CHy)s), 1.68 (q, J = 7.4 Hz, 2 H, 4"-H),
2.01-2.13 (m, 2H, 2"-H), 3.12-3.19(m, 2H, 5-H), 3.23(ddd, J=10.1Hz, J=6.6 Hz,
J=53Hz, 1 H, 1"-Hy), 3.68 (ddd, J = 10.1 Hz, J=6.8 Hz, J=5.4 Hz 1 H, 1"-Hp), 4.29 (dd,
J=6.4Hz, J=6.3Hz, 1H, 4-H), 442 (d, J=6.1Hz, 1H, 3-H), 445(d, J=6.1Hz, 1H,
2-H), 4.84 (s, 1 H, NH), 4.99 (s, 1 H, 1-H), 9.33 (dd, J = 1.6 Hz, J = 1.5 Hz, 1 H, 3"-H).
BC.NMR (126 MHz, CgDs, 70°C): §=7.19(C-5), 7.89 (C-1), 28.06 (OC(CHa)s),
29.21 (C-4'), 29.33(C-2), 43.20 (C-2"), 44.04(C-5), 61.30(C-1"), 78.66 (OC(CHa)s),
82.47 (C-3), 86.01(C-2), 86.45(C-4), 109.15(C-1), 116.42 (C-3), 155.61 (Boc-C=0),
198.24 (C-3").

Drehwert: [a]5, =-17.6 (¢ = 1.7, CHCIy).

IR (ATR): ¥ = 1713, 1695, 1518, 1365, 1257, 1167, 1011, 924, 791.
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UV/VIS (MeCN): keine messbhare Absorption.

MS (ESI"): m/z = 396.2 [M+Na]".

C1sH31NO7 (373.44) ber.: 396.1993 [M+Na]",
gef.: 396.2005 (ESI*-HRMS).

7.2.4.2 Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Tosylats 96

Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Alkohols 135
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Eine Losung des N-Boc-geschitzten Olefins 95 (70.0 mg, 19.0 umol) in abs. Dichlormethan
(3 mL), abs. Methanol (26 mL) und abs. Pyridin (61.0 pL, 75.0 umol) wurde auf -78 °C
gekuhlt. Es wurde unter Rihren fur 30 min Ozon durch die Reaktionslésung geleitet und
anschlieBend Dimethylsulfid (138 pL, 1.88 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde Uber Nacht unter Rihren langsam auf Raumtemperatur erwdrmt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Aldehyd als Rohprodukt in abs. Methanol (10 mL)
aufgenommen. Es wurde auf 0 °C gekihlt und bei dieser Temperatur Natriumborhydrid
(34.0mg, 1.90 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min beli
Raumtemperatur gertihrt und anschlieBend ges. wassrige Ammoniumchloridlésung
hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 30 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit Wasser (2 x 20 mL) gewaschen, (ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (25 g, 3.0 x 13 cm, iso-Hex:EtOAc
65:35) erhalten.

Ausbeute (135): 66.0 mg (18.0 umol, 95%) eines farblosen Ols.

DC: Rf=0.12 (iso-Hex:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CsDg): & = 0.80 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1'-H), 0.99 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5'-H),
1.38-1.47 (m, 2H, 2-H), 1.43(s, 9H, OC(CHs)s), 1.51-1.59 (m, 2 H, 2"-H), 1.69(q,
J=74Hz, 2H, 4-H), 3.14(ddd, J=9.6Hz, J=55Hz, J=55Hz, 1H, 1"-H,),
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3.19-3.26 (M, 2 H, 5-H), 3.44-3.51 (m, 1 H, 3"-H,), 3.51-3.58 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.72-3.79 (m,
1H, 1"-Hy), 4.32(dd, J=6.6 Hz, J=59Hz, 1H, 4-H), 441(d, J=6.0Hz, 1H, 3-H),
450 (d, J=6.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.05 (s, 1 H, NH), 5.10 (s, 1 H, 1-H).
BC-NMR (126 MHz, C¢Dg): &=7.76 (C-5'), 8.60 (C-1'), 28.48 (OC(CHs)s), 29.39 (C-4'),
29.63 (C-2), 32.60 (C-2"), 44.42 (C-5), 59.43(C-3"), 64.87 (C-1"), 79.09 (OC(CHas)s),
82.76 (C-3), 86.42 (C-2), 86.65 (C-4), 109.38 (C-1), 116.64 (C-3"), 156.23 (Boc-C=0).
Drehwert: [a]5, =-30.2 (¢ = 1.7, CHCly).
IR (ATR): ¥ = 2936, 1689, 1365, 1250, 1167, 1088, 1012, 972, 924.
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 398.2 [M+Na]".
C1sH33NO; (375.46) ber.: 398.2149 [M+Na]",

gef.: 398.2130 (ESI*-HRMS).

Synthese des Aminoribose-abgeleiteten Tosylats 96

Eine auf 0°C gekuhlte Losung des Aminoribose-abgeleiteten Alkohols 135 (77.0 mg,
205 pumol) in abs. Dichlormethan (5 mL) wurde mit abs. Pyridin (38.0 puL, 472 pumol) und
p-Toluolsulfonséurechlorid (50.8 mg, 267 umol) versetzt. Die Reaktionslésung wurde
langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und anschlieend fiir 3 d geruhrt. Es wurde Wasser
(20 mL) hinzugegeben und die wassrige Phase mit Dichlormethan (2 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. wassriger Natriumchloridlésung (30 mL)
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(18 g, 2.0 x 13 cm, iso-Hex:EtOAc 80:20) erhalten.

Ausbeute (96): 86.0 mg (162 pmol, 79%) eines farblosen Ols.

DC: Rf = 0.18 (iso-Hex:EtOAc 80:20).
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IH-NMR (500 MHz, C¢Dg): 8 = 0.78 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1'-H), 0.97 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5'-H),
1.41(q, J=7.5Hz, 2H, 2-H), 1.43 (s, 9 H, OC(CHy)3), 1.44-1.52 (m, 2 H, 2"-H), 1.67 (q,
J=75Hz, 2 H, 4-H), 1.88 (s, 3 H, Aryl-CHs), 2.92 (ddd, J = 9.8 Hz, J = 6.3 Hz, J = 6.3 Hz,
1H, 1"-H,), 3.02-3.10 (m, 1H, 3"-H,), 3.12-3.20 (m, 1H, 3"-Hy), 3.37 (ddd, J=9.8 Hz,
J=5.7Hz, J=5.7Hz, 1 H, 1"-Hp), 3.90-3.99 (m, 2 H, 5-H), 4.22 (dd, J = 6.3 Hz, J = 6.3 Hz,
1H, 4-H), 433 (d, J=6.0 Hz, 1 H, 3-H), 4.38 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, 2-H), 4.67 (dd, J = 5.4 Hz,
J=54Hz, 1H, NH), 485 (s, 1H, 1-H), 6.77 (d, J=8.2 Hz, 2 H, 3"-H, 5"-H), 7.77 (d,
J=8.2Hz, 2H,2"-H, 6"-H).
BC.NMR (126 MHz, CgDg): &=7.74(C-5), 8.60(C-1), 21.18 (Aryl-CHa),
28.46 (OC(CHa)3), 29.26 (C-2"), 29.38 (C-4'), 29.65 (C-2'), 44.14 (C-5), 63.25(C-3"),
67.13 (C-1"), 79.04 (OC(CHs)s), 82.70 (C-3), 86.20 (C-2), 86.75(C-4), 109.05 (C-1),
116.61 (C-3), 128.20 (C-2", C-6"), 129.87 (C-3", C-5"), 134.49 (C-4"), 144.24 (C-1"),
155.94 (NC(=0)0).
Drehwert: [a]5, = -22.8 (¢ = 2.0, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 1713, 1364, 1174, 1095, 924, 837, 814, 752, 663.
UVI/VIS (MeCN): Amax = 225, 262, 273.
MS (ESI"): m/z = 552.2 [M+Na]".
CsHsoNOGS (529.64) ber.: 552.2238 [M+Na]",

gef.: 552.2237 (ESI*-HRMS).

7.2.5 Synthese von Aminoribose-Derivaten fur die Glycosylierung der

5'-Hydroxy-Funktion von Nucleosyl-Aminosauren

7.2.5.1 Synthese von 1-O-Acetyl-5-azido-2,3-0O-(3"'-pentyliden)-5-desoxy-p-D-
ribose 136

136
Zu einer auf 0 °C gekihlten Ldsung von 5-Azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-D-ribose
130 (100 mg, 411 umol) und 4-Dimethylaminopyridin (25.0 mg, 206 umol) in abs. Pyridin
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(5mL) wurde unter Rihren Essigsdureanhydrid (232 pL, 2.47 mmol) getropft. Das
Reaktionsgemisch wurde 2 h bei 0 °C und anschlielend 18 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (25 g, 3.5x 11 cm, iso-Hex:Et,O 90:10)

erhalten.
Ausbeute (34): 113 mg (396 umol, 96%) eines farblosen Ols.

DC: R¢=0.24 (iso-Hex:Et,0 70:30).
'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6 =0.78 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1-H), 0.91 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5-H),
1.40(q, J=7.5Hz, 2 H, 2-H), 1.61 (s, 3H, 1"-H), 1.62 (g, J =7.5Hz, 2 H, 4'-H), 2.55 (dd,
J=12.8Hz, J=6.1 Hz, 1 H, 5-H,), 2.80 (dd, J =12.8 Hz, J = 7.4 Hz, 1 H, 5-Hp), 4.12 (dd,
J=6.1Hz, J=0.8Hz, 1 H, 3-H), 4.23 (ddd, J=7.4Hz, J=6.1 Hz, J=0.8 Hz, 1 H, 4-H),
4.33 (d,J=6.1Hz, 1 H, 2-H), 6.50 (s, 1 H, 1-H).
BC-NMR (126 MHz, Cg¢De¢): &=7.67 (C-5), 8.48(C-1'), 20.66 (C-1"), 29.39 (C-4),
29.70 (C-2", 53.09 (C-5), 82.31 (C-3), 85.93 (C-2), 86.91 (C-4), 102.77 (C-1), 117.50 (C-3",
168.20 (Ac-C=0).
Drehwert: [a]5, = -10.0 (c = 1.0, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 2975, 2941, 2098, 1745, 1218, 1101, 958, 923, 844, 552.
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 308.1 [M+Na]".
C12H19N305 (285.30) ber.: 308.1217 [M+Na]",

gef.: 308.1239 (ESI*-HRMS).
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7.2.5.2 Synthese des Ribosyl-Trichloracetimidats 137

Variante 1:

Eine auf 0 °C gekuhlte Lésung von 5-Azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-D-ribose 130
(23.2 mg, 96.0 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) wurde mit Trichloracetonitril (96.0 uL,
960 umol) und 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) 107 (4.30 pL, 28.8 umol) versetzt
und 1 h 15 min bei Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und die Zielverbindung durch s&ulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (8 g,
1.5x 11 cm, PE:Et,0 92:8) erhalten.

Ausbeute (137): 34.1 mg (88.0 umol, 92%) eines farblosen Ols.

Variante 2:

Eine auf 0 °C gekuhlte Lésung von 5-Azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-D-ribose 130
(23.0 mg, 94.5 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) wurde mit Trichloracetonitril (87.0 pL,
863 umol) und Polymer-Supported 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (PS-DBU) 108
(20.0 mg, 43.2 umol) versetzt und 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das PS-DBU wurde
abfiltriert und die Zielverbindung nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.

Ausbeute (137): 35.0 mg (90.3 umol, 96%) eines farblosen Ols.

Aufgrund der generellen Instabilitat wurde die Zielverbindung 137 nur NMR-spektroskopisch

identifiziert und direkt in der folgenden Reaktion umgesetzt.

DC: R¢= 0.65 (PE:Et,0 90:10).

'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): § = 0.76 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1-H), 0.91 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5"-H),
1.38(q, J=75Hz, 2H, 2-H), 1.62(q, J=75Hz, 2H, 4-H), 2.66 (dd, J=12.8 Hz,
J=6.3Hz, 1H, 5-H,), 3.16 (dd, J=12.8 Hz, J =8.3 Hz, 1 H, 5-Hy), 4.10 (dd, J = 6.0 Hz,
J=0.6 Hz, 1H, 3-H), 4.35(ddd, J=8.3Hz, J=6.3Hz, J=0.6 Hz, 1 H, 4-H), 4.55(d,
J=6.0Hz, 1 H, 2-H), 6.59 (s, 1 H, 1-H), 8.42 (5, 1 H, NH).
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BC.NMR (126 MHz, C¢Dg): 5=7.62(C-5), 8.48 (C-1), 29.26 (C-4'), 29.64 (C-2),
52.79 (C-5), 82.14 (C-3), 85.57 (C-2), 87.81 (C-4), 91.37 (C-2"), 107.17 (C-1), 117.55 (C-3'),
160.21 (C-1").

7.2.5.3 Synthese von 5-Azido-1-thioethyl-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-a-
D-ribose a-138 und 5-Azido-1-thioethyl-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-p-D-
ribose p-138

N3 5 N3 5 S/\ "
O 1 o) 2
4 2 4 1
3 sz" 3 2
0.3 .0 0.3 0
1 1" 1" 5'
L N
2 4 2 4
a-138 B-138

Variante 1:

Eine auf 0 °C gekihlte Lésung von 1-O-Acetyl-5-azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-p-D-
ribose 136 (20.0 mg, 70.1 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) Uber frisch aktiviertem
Molekularsieb (3 A) wurde mit Ethanthiol (7.6 pL, 0.11 mmol, auf 0.2 M in Dichlormethan
verdunnt) versetzt und 1 h bei 0 °C geruhrt. Es wurde Bortrifluorid-Diethylether-Komplex
(13.2 uL, 105 pmol, auf 0.2 m in Dichlormethan verdinnt) hinzugefligt und weitere 2 h bei
0 °C und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor erneut Bortrifluorid-Diethylether-Komplex
(13.2 uL, 105 pmol, auf 0.2 M in Dichlormethan verdiinnt) hinzugefligt wurde. Nach weiteren
18 h wurde das Reaktionsgemisch ein weiteres Mal mit Ethanthiol (7.6 uL, 0.11 mmol, auf
0.2M in Dichlormethan verdinnt) und Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (13.2 uL,
105 pumol, auf 0.2 M in Dichlormethan verdlinnt) versetzt und weitere 24 h geruhrt, bevor
erneut Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (13.2 puL, 105 umol, auf 0.2 M in Dichlormethan
verdiinnt) hinzugefligt und weitere 3d bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Das
Reaktionsgemisch wurde mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlosung (5 mL) versetzt,
filtriert und mit Dichlormethan (100 mL) verdlnnt. Die organische Phase wurde mit ges.
wassriger  Natriumhydrogencarbonatlosung (70 mL) gewaschen, (ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch sdaulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (159, 1.5 x 12 cm, PE:Et,O 90:10
— 80:20) erhalten.

Ausbeute (a-138): -
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Ausbeute (B-138): 2.7 mg (9.4 pmol, 13%, 19% brsm) eines farblosen Ols.

Variante 2:

Eine auf 0 °C gekihlte Losung von 5-Azido-1-fluor-2,3-O-(3'-pentyliden)-1,5-didesoxy-p-D-
ribose B-15 (20.2 mg, 82.4 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) Uber frisch aktiviertem
Molekularsieb (3 A) wurde mit Ethanthiol (8.9 uL, 0.12 mmol) versetzt und 4 h bei 0 °C
gerihrt, wobei alle 45 min Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (5 x 2.07 puL, 16.5 umol, auf
0.2 M in Dichlormethan verdiinnt) hinzugefligt wurde. Die Reaktionsmischung wurde bei 0 °C
mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (3 mL) versetzt, auf Raumtemperatur
erwarmt, filtriert und mit Dichlormethan (50 mL) verdiinnt. Die organische Phase wurde mit
ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (60 mL) gewaschen, ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15 g, 2.0 x 8.0 cm, PE:Et,0 90:10)

erhalten.

Ausbeute (a-138): 7.0 mg (24 pmol, 30%) eines farblosen Ols.
Ausbeute (B-138): 8.1 mg (28 umol, 34%) eines farblosen Ols.

Aufgrund der generellen Instabilitdt wurden die Zielverbindungen «-138 und B-138 nur

NMR-spektroskopisch identifiziert und direkt in der folgenden Reaktion umgesetzt.

DC (a-138): R¢= 0.51 (PE:Et,0 80:20).

IH-NMR (a-138) (500 MHz, CeDg): &=0.80 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1-H), 1.09 (t, J = 7.5 Hz,
3H,5-H), 1.16 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 2"-H), 1.47 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 2'-H), 1.83 (g, J = 7.5 Hz,
2 H, 4-H), 2.52 (q, J=7.5Hz, 2 H, 1"-H), 2.63 (dd, J=13.2 Hz, J=5.6 Hz, 1 H, 5-H,),
2.72(dd, J=13.2Hz, J=3.8Hz, 1 H, 5-Hp), 414 (dd, J=6.8 Hz, J=3.8 Hz, 1 H, 3-H),
4.18 (ddd, J=5.6 Hz, J=3.8 Hz, J=3.8 Hz, 1 H, 4-H), 4.42 (dd, J = 6.8 Hz, J = 5.0 Hz,
1 H, 2-H), 5.09 (d, J = 5.0 Hz, 1 H, 1-H).

B3C-NMR (a-138) (126 MHz, C¢De): 5 = 8.38 (C-5), 8.53 (C-1'), 15.40 (C-2"), 25.77 (C-1"),
29.52, 29.69 (C-2', C-4"), 51.62 (C-5), 81.69 (C-3), 82.49, 82.59 (C-2, C-4), 88.95 (C-1),
119.43 (C-3).

DC (B-138): R¢= 0.68 (PE: Et,0 80:20).

IH-NMR (B-138) (500 MHz, C¢Dg): 8= 0.77 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 1'-H), 0.96 (t, J = 7.5 Hz,
3H, 5-H), 1.06 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 2"-H), 1.39 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 2'-H), 1.67 (g, J = 7.5 Hz,
2 H, 4-H), 2.41 (dg, J = 12.9 Hz, J = 7.5 Hz, 2 H, 1"-H,), 2.50 (dg, J = 12.9 Hz, J = 7.5 Hz,
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2 H, 1"-H,), 2.84 (dd, J = 12.7 Hz, J = 6.0 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.25 (dd, J = 12.7 Hz, J = 7.9 Hz,
1H, 5-Hy), 4.10 (ddd, J = 6.3 Hz, J=1.9 Hz, J = 0.6 Hz, 1 H, 3-H), 4.35 (dddd, J = 7.9 Hz,
J=6.0Hz, J=1.9Hz, J=0.5Hz, 1 H, 4-H), 455 (ddd, J = 6.3 Hz, J = 1.8 Hz, J = 0.5 Hz,
1H, 2-H), 6,59 (d, J = 1.8 Hz, 1 H, 1-H).

B3C-NMR (B-138) (126 MHz, C¢Dg): & = 7.84 (C-5'), 8.54 (C-1'), 14.68 (C-2"), 25.30 (C-1"),
29.47 (C-4"), 29.61 (C-2), 53.01 (C-5), 83.33 (C-3), 86.29 (C-2), 86.72 (C-4), 89.93 (C-1),
117.77 (C-3).

7.2.5.4 Synthese von a-Pentenylglycosid e-139 und p-Pentenylglycosid
B-139

"o -
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Eine auf 0 °C gekihlte Lésung von 5-Azido-1-fluor-2,3-O-(3'-pentyliden)-1,5-didesoxy-p-D-
ribose B-15 (91.1 mg, 371 umol) in abs. Dichlormethan (3.5 mL) uber frisch aktiviertem
Molekularsieb (4 A) wurde mit 4-Penten-1-ol 140 (57.0 pL, 557 umol) versetzt. Es wurde
Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (47 uL, 371 umol, auf 0.24M in Dichlormethan
verdunnt) hinzugetropft und 45 min bei 0°C gerlhrt. AnschlieRend wurde erneut
Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (12 pL, 92.8 umol, auf 0.24M in Dichlormethan
verdiinnt) hinzugetropft, weitere 15 min bei 0 °C geruhrt, ein weiteres Mal Bortrifluorid-
Diethylether-Komplex (12 uL, 92.8 umol, auf 0.24 M in Dichlormethan verdlnnt)
hinzugetropft und weitere 15 min bei 0 °C gerlhrt. Die Reaktionsmischung wurde bei 0 °C
mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlosung (3 mL) versetzt, auf Raumtemperatur
erwarmt, filtriert und mit Dichlormethan (100 mL) verdunnt. Die organische Phase wurde mit
ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (70 mL) gewaschen, ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (35 g, 3.5 x 12 cm, PE:Et,0 90:10)
erhalten.

Ausbeute (a-139): 6.0 mg (19 pmol, 5%) eines farblosen Ols.
DC (a-139): R¢= 0.26 (PE:Et,0 80:20).
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'H-NMR (a-139) (500 MHz, Cg¢Dg): 6=0.86 (t, J=7.5Hz, 3H, 1'-H), 1.08 (t, J= 7.5 Hz,
3 H, 5-H), 1.54 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 2-H), 1.56-1.65 (m, 2 H, 2"-H) 1.88-2.02 (m, 2 H, 4'-H),
2.06-2.14 (m, 2 H, 3"-H), 2.65 (dd, J =13.1 Hz, J =4.7 Hz, 1 H, 5-H,), 2.88 (dd, J = 13.1 Hz,
J=35Hz, 1H, 5-Hp), 3.24 (dt, J=9.4Hz, J=6.3Hz, 1H, 1"-H,), 3.69 (dt, J=9.4 Hz,
J=6.4Hz, 1H, 1"-Hy), 4.13(ddd, J=4.4Hz, J=3.9Hz, J=3.8Hz, 1H, 4-H), 4.25 (dd,
J=75Hz, J=39Hz, 1H, 3-H), 4.33(dd, J=75Hz, J=45Hz, 1H, 2-H), 4.71(d,
J=45Hz, 1H, 1-H), 4.98 (dd, J=10.1 Hz, J=0.8 Hz, 1 H, 5"-H,), 5.04 (dd, J=17.0 Hz,
J=16Hz,1H,5"Hyp), 574 (ddt, J=17.0 Hz, J = 10.1 Hz, J = 1.6 Hz, 1 H, 4"-H).
BC-NMR  (0-139) (126 MHz, CeDg): =858 (C-1), 8.71(C-5), 29.33(C-2"),
29.61, 29.64 (C-2', C-4"), 30.76 (C-3"), 52.23 (C-5), 67.89 (C-1"), 80.62 (C-4), 81.56 (C-2),
81.68 (C-3), 102.30 (C-1), 115.04 (C-5"), 120.46 (C-3"), 138.45 (C-4").
Drehwert (a-139): [a]5, = +89.5 (c = 1.9, CHCl5).
IR (a-139) (ATR): ¥ = 2972, 2930, 2098, 1272, 1171, 1154, 1087, 1060, 993, 915.
UV/VIS (a-139) (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (a-139) (ESI"): m/z = 312.2 [M+H]".
Ci1sH25N304 (311.38) ber.: 312.1918 [M+H]",

gef.: 312.1918 (ESI*-HRMS).

Ausbeute (B-139): 81.3 mg (261 umol, 70%) eines farblosen Ols.

DC (B-139): Ry = 0.46 (PE:Et,0 80:20).

'H-NMR (B-139) (500 MHz, CeDe): & = 0.81 (t, J=7.5 Hz, 3 H, 1-H), 1.00 (t, J = 7.5 Hz,
3 H, 5-H), 1.40-1.51 (m, 4 H, 2-H, 2"-H), 1.70 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 4-H), 1.93-2.00 (m, 2 H,
3"-H), 2.68 (dd, J=12.5Hz, J=6.6 Hz, 1 H, 5-H;), 3.00 (dd, J=12.5Hz, J=8.6 Hz, 1 H,
5-Hp), 3.07 (dt, J=9.6 Hz, J=6.6 Hz, 1 H, 1"-H,), 3.61 (dt, J=9.6 Hz, J=6.5Hz, 1H,
1"-Hy), 4.18(dd, J=6.1Hz, J=11Hz, 1H, 3-H), 4.30(ddd, J=86Hz, J=6.6Hz,
J=11Hz, 1H, 4-H), 453 (d, J=6.1Hz, 1 H, 2-H), 4.95-4.98 (m, 1 H, 5"-H,), 5.01 (ddd,
J=170Hz, J=35Hz, J=16Hz, 1H, 5"-Hy), 5.11(s, 1 H, 1-H), 5.70 (ddt, J =17.0 Hz,
J=10.2Hz,J=6.6 Hz, 1 H, 4"-H).

BC.NMR  (B-139) (126 MHz, CeDs): 5=7.76 (C-5), 861 (C-1), 29.05(C-2",
20.36 (C-4), 29.68 (C-2), 30.59 (C-3"), 53.84 (C-5), 67.43 (C-1"), 82.79 (C-3), 85.86 (C-2),
86.01 (C-4), 109.37 (C-1), 115.10 (C-5", 116.89 (C-3), 138.23 (C-4").

Drehwert (B-139): [«]5, = -43.5 (c = 1.3, CHCly).

IR (B-139) (ATR): 7 = 2974, 2939, 2097, 1272, 1091, 1060, 1043, 1010, 966, 921.
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UVI/VIS (B-139) (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (B-139) (ESI"): m/z = 312.2 [M+H]".
Ci1sH25N304 (311.38) ber.: 312.1918 [M+H]",
gef.: 312.1917 (ESI*-HRMS).

7.2.6 Synthese von Harnstoffdipeptiden fir die Peptidkupplung zu
Muraymycin-Analoga mit vollstdndigem Grundgerist

7.2.6.1 Synthese des POM-Ester-Harnstoffdipeptids 83

Synthese von N-Cbz-L-Valin-POM-ester 144

144

Eine Losung von N-Cbhz-L-Valin 143 (1.00 g, 3.98 mmol) in abs. Acetonitril (20 mL) wurde
unter Lichtausschluss mit POM-I 112 (600 uL, 3.98 mmol) und N,N-Diisopropylethylamin
(0.68 mL, 3.98 mmol) wversetzt und 1h 30min bei Raumtemperatur geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Dichlormethan (250 mL) verdinnt, die organische Phase mit
ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlosung (225 mL) gewaschen, (ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (80 g, 3.0x 7.0 cm, PE:EtOAc
80:20) erhalten.

Ausbeute (144): 1.38 g (3.78 mmol, 95%) eines gelben Ols.

DC: R¢= 0.47 (PE:EtOAC 70:30).

'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): &=0.60 (d, J =6.9 Hz, 3H, 4-H,), 0.74 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
4-Hy), 1.06(s, 9H, C(=O)C(CHas)s), 1.85-1.95(m, 1H, 3-H), 4.45(dd, J=09.0Hz,
J=50Hz, 1H, 2-H), 500 (d, J=5.0Hz, 1H, NH), 5.02-5.14 (m, 2 H, 1'-H), 5.39 (d,
J=56Hz, 1 H, 1"-H,), 5.63 (d, J = 5.6 Hz, 1 H, 1"-Hp), 7.03-7.23 (m, 5 H, 3-H, 4-H, 5'-H,
6'-H, 7'-H).
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BC-NMR (126 MHz, C¢Dg): &=17.32 (Co4), 18.83 (Cp-4), 26.86 (C(=0)C(CHa)s),
31.01 (C-3), 38.71 (C(=0)C(CHy)s), 59.34 (C-2), 67.21 (C-1'), 79.46 (C-1"), 128.35, 128.54,
128.69 (C-3, C-4, C-5, C-6', C-7), 137.03(C-2'), 156.40 (Cbz-C=0), 170.96 (C-1),
176.35 (C(=0)C(CHa)s).
Drehwert: [a]5, =-12.2 (c = 1.9, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3373, 2968, 1753, 1720, 1517, 1230, 1089, 1024, 981, 697.
UV/VIS (MeCN): Amax = 204, 257.
MS (ESI*): m/z = 366.2 [M+H]".
Ci1oH27NOg (365.43) ber.: 366.1911 [M+H]",

gef.: 366.1918 (ESI*-HRMS).

Synthese von L-Valin-POM-ester TFA-Salz 145
O g O @ o
%OAOTHS F%o@
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145

Eine Losung von N-Cbhz-L-Valin-POM-ester 144 (625 mg, 1.71 mmol) in abs. iso-Propanol
(15 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (1.76 mL, 18.8 mmol) und Trifluoressigsaure (145 puL,
1.88 mmol, auf 10% in iso-Propanol verdinnt) versetzt. Es wurde Palladium Black (100 mg,
877 umol) hinzugegeben und 45 min bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch
wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol (5 x 6 mL) gewaschen.

Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (145): 565 mg (1.71 mmol, quant.) eines kristallinen, farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CDsOD): §=1.07(d, J=7.0Hz, 6H, 4H), 1.22(s, 9H,
C(=0)C(CHa)3), 2.29 (dd, J = 7.0 Hz, J= 4.4 Hz, 1 H, 3-H), 4.02 (d, J = 4.4 Hz, 1 H, 2-H),
5.80 (d, J = 5.7 Hz, 1 H, 1-H,), 6.00 (d, J = 5.7 Hz, 1 H, 1-Hy).

BC.NMR (126 MHz, CDsOD): &=18.03 (Cs-4), 18.24 (Cy-4), 27.21 (C(=0)C(CHa)s),
30.97 (C-3),  39.79 (C(=0)C(CHa);),  59.10(C-2),  8157(C-1),  169.19 (C-1),
178.00 (C(=0)C(CHa)s).

F-NMR (282 MHz, CD;0D): § = -76.94 (s, CFs).

Drehwert: [a]5, = -7.4 (c = 1.4, CHCIy).

Schmelzpunkt: T, =87 °C.
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IR (ATR): ¥ = 2977, 1752, 1667, 1203, 1177, 1133, 1110, 960, 802, 718.

UV/VIS (MeCN): keine messbhare Absorption

MS (ESI"): m/z = 232.2 [M+H]".

C11H21NO4 (231.29) ber.: 232.1543 [M+H]",
C11H2:NO,4 CF3COOH (345.32) gef.: 232.1539 (ESI*-HRMS).

Synthese von N-(S-Methylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 141

@ +« 9 H
%OAO%j/\N\H/S\T
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141
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine
Losung von L-Valin-POM-ester TFA-Salz 145 (59.7 mg, 181 umol) in ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlésung  (3mL) und  Ethylacetat (3 mL) wurde mit
Chlorameisenséurethiomethylester 146 (15.5pulL, 181 pumol) versetzt und 15 min bei
Raumtemperatur gerthrt. Es wurde Methanol (1 mL) zugegeben und die Reaktionsmischung
mit Ethylacetat (50 mL) verdunnt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger
Natriumchloridlésung (50 mL) gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und die
Zielverbindung durch Entfernen der Lésungsmittels im Vakuum erhalten. Da die Verbindung

141 direkt in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt wurde, wurde nach NMR-

spektroskopischer Identifizierung auf eine weitere Charakterisierung verzichtet.
Ausbeute (141): 50.0 mg (164 pmol, 90%) eines gelben Ols.

IH-NMR (500 MHz, CsDg): 8 = 0.60 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 0.72 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
4-Hy), 1.06 (s, 9 H, C(=0)C(CHa)3), 1.79-1.87 (m, 1 H, 3-H), 2.10 (s, 3 H, 1'-H), 4.62 (s, 1 H,
2-H), 5.37 (d, J = 5.6 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.55 (s, 1 H, NH), 5.60 (d, J = 5.6 Hz, 1 H, 1"-Hp).
BC.NMR (126 MHz,  C¢Dg):  5=12.09(C-1), 17.33(Cs4),  18.62 (Cy-4),
26.68 (C(=0)C(CHs)3), 31.06 (C-3), 38.54 (C(=0)C(CH3)s), 58.85(C-2), 79.35 (C-1"),
167.80 (NC(=0)S), 170.18 (C-1), 176.14 (C(=0)C(CHa)s).
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Synthese von N-(S-Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142
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Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine
Losung von L-Valin-POM-ester TFA-Salz 145 (100 mg, 302 umol) in ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlésung (4 mL) und  Ethylacetat (4 mL) wurde mit
Chlorameisensdurethioethylester 147 (31.5uL, 302 umol) versetzt und 30 min bei
Raumtemperatur geruhrt. Es wurde Methanol (1 mL) zugegeben und die Reaktionsmischung
mit Ethylacetat (50 mL) verdinnt. Die organische Phase wurde mit ges. waéssriger
Natriumhydrogencarbonatlésung (30 mL) und ges. wassriger Natriumchloridlésung (40 mL)
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und die Zielverbindung durch Entfernen
der Losungsmittels im Vakuum erhalten.

Ausbeute (142): 85.5 mg (268 pumol, 89%) eines gelben Ols.

'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6 =0.59 (d, J=6.9 Hz, 3H, 4-H,), 0.72 (d, J=6.9 Hz, 3 H,
4-Hy), 1.06 (s, 9 H, C(=0)C(CHj3)3), 1.11 (t, J=7.3 Hz, 3 H, 2'-H), 1.79-1.86 (m, 1 H, 3-H),
2.79 (dg, J=8.3Hz, J=7.3Hz, 1H, 1-H), 4.58-4.70 (m, 1 H, 2-H), 5.36 (d, J =5.5 Hz,
1H, 1"-H,), 5.56 (d, J =8.3 Hz, 1 H, NH), 5.60 (d, J = 5.5 Hz, 1 H, 1"-Hp).
BC-NMR (126 MHz, C¢Dg): &=15.72 (C-2'), 17.31(Cs-4), 18.61 (Cp-4), 24.51 (C-1),
26.66 (C(=0)C(CHg3)3), 31.06 (C-3), 38.52 (C(=0)C(CHj3)3), 58.68 (C-2), 79.31(C-1"),
158.90 (NC(=0)S), 170.17 (C-1), 176.12 (C(=O)C(CHy3)s3).
Drehwert: [a]5, = -8.8 (¢ = 0.6, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3350, 2968, 2934, 1753, 1655, 1188, 1157, 1099, 983, 809.
UV/VIS (MeCN): keine messhare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 342.1 [M+Na]".
C14H25NOsS (319.42) ber.: 342.1346 [M+Na]",

gef.: 342.1349 (ESI*-HRMS).
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Synthese von L-Lysin-(N*-Boc)-TMSE-ester 148
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Eine Lésung von N-Chz-L-Lysin-(N*-Boc)-TMSE-ester 150 (100 mg, 208 umol) in abs. iso-
Propanol (6 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (193 uL, 2.08 mmol) versetzt, Palladium
Black (20 mg, 175 umol) hinzugegeben und 1h bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol
(4 x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im

Vakuum erhalten.

Ausbeute (148): 72.1 mg (208 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD3;OD): $=0.07(s, 9H, Si(CHs)s), 0.99-1.08 (m, 2H, 2-H),
1.34-1.40 (m, 2 H, 4-H), 1.43 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.43-1.49 (m, 2 H, 5-H), 1.56-1.65 (m, 1 H,
3-H,), 1.68-1.78(m, 1H, 3-H,), 3.03(t, J=6.9Hz, 2H, 6-H), 3.41(dd, J=6.8 Hz,
J=6.0Hz,1H, 2-H), 4.17-4.28 (m, 1 H, 1'-H).
BC-NMR (126 MHz, CDs;OD): &=-1.33(Si(CH3)s), 18.43(C-2), 23.94 (C-4),
28.97 (OC(CH3)3), 30.90 (C-5), 35.52(C-3), 41.24(C-6), 55.30(C-2), 64.34(C-1),
80.00 (OC(CHg3)3), 158.91 (Boc-C=0), 176.99 (C-1).
Drehwert: [a]5, =-5.0 (c = 1.0, CHCI5).
IR (ATR): ¥ = 3370, 2952, 1709, 1365, 1248, 1168, 857, 835, 761, 694.
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 347.2 [M+H]".
C16H34N20,4Si (346.54) ber.: 347.2361 [M+H]",

gef.: 347.2373 (ESI*-HRMS).
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Synthese von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-L-lysin-(N*-Boc)-TMSE-ester 153
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Variante 1:

Eine Losung von L-Lysin-(N°-Boc)-TMSE-ester 148 (52.0 mg, 149 pumol) und N-(S-
Methylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 141 (50.0 mg, 164 umol) in abs. Ethylacetat (5 mL)
wurde mit N-Methylmorpholin  (49.0 uL, 447 umol) und Silbertrifluormethansulfonat
(57.4 mg, 224 umol) versetzt und 20 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das milchig violette
Reaktionsgemisch wurde tiber Celite® filtriert und die Celite® mit Ethylacetat (3 x 30 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung
(3x60mL) und ges. wassriger Natriumchloridldsung (3 x 60 mL) gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (30 g,
3.5x 12 cm, PE:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (153): 67.3 mg (114 pmol, 77%) eines farblosen Ols.

Variante 2:

Eine Losung von L-Lysin-(N°-Boc)-TMSE-ester 148 (70.3 mg, 203 umol) und N-(S-
Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142 (71.3 mg, 223 umol) in abs. Ethylacetat (7 mL)
wurde mit N-Methylmorpholin  (66.9 uL, 608 umol) und Silbertrifluormethansulfonat
(78.1 mg, 304 umol) versetzt und 20 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das milchig violette
Reaktionsgemisch wurde tiber Celite® filtriert und die Celite® mit Ethylacetat (3 x 40 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung
(3x80mL) und ges. wassriger Natriumchloridlésung (3 x 80 mL) gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (30 g,
3.5x 12 cm, PE:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (153): 115 mg (195 umol, 97%) eines farblosen Ols.
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DC: R¢=0.24 (PE:EtOACc 70:30).
'H-NMR (500 MHz, C3D,Cly, 100 °C): & = 0.02 (s, 9 H, Si(CHs)3), 0.89 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
4-H,), 094(, J=69Hz, 3H, 4-Hp), 0.95-1.01(m, 2H, 2"H), 1.17(s, 9H,
C(=0)C(CHa)s), 1.30-1.37 (m, 2 H, 4-H), 1.40 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.42-1.50 (m, 2 H, 5-H),
1.59-1.68 (m, 1H, 3-H,), 1.73-1.82 (m, 1H, 3-Hy), 2.03-2.11 (m, 1 H, 3-H), 3.04 (dt,
J=11.2Hz, J=6.7 Hz, 2 H, 6-H), 4.17-4.22 (m, 1 H, 1"-H), 4.28-4.36 (m, 2 H, 2-H, 2'-H),
4.46 (dd, J=6.8Hz, J=6.8 Hz, 1H, 6-NH), 4.80 (d, J=8.3Hz, 1 H, 2-NH), 4.92 (d,
J=6.6 Hz, 1 H, 2-NH), 5.67 (d, J=5.4 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.83 (d, J = 5.4 Hz, 1 H, 1™-Hy).
BC-NMR (126 MHz, C,D,Cls, 100 °C): & =-1.30 (Si(CHa)s), 17.82 (C,-4"), 18.02 (C-2"),
19.01 (Cy-4"), 22.74(C-4), 27.12 (C(=O0)C(CH3)3), 28.75 (OC(CHs)s), 29.94 (C-5),
31.31(C-3"), 32.66 (C-3), 38.54 (C(=0)C(CHs)3), 41.24 (C-6), 53.65 (C-2), 58.61 (C-2",
63.82 (C-1"), 79.29 (OC(CH3)s), 80.28 (C-1"), 156.26 (NC(=O)N), 157.06 (Boc-C=0),
171.62 (C-1), 173.24 (C-1), 176.94 (C(=0O)C(CHa)s).
Drehwert: [a]5, =-17.4 (¢ = 0.9, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3360, 2962, 1755, 1642, 1554, 1249, 1171, 1099, 984, 836.
UV/VIS (MeCN): keine messhare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 626.3 [M+Na]".
CasHs3N30,Si (603.83) ber.: 626.3443 [M+Na]",

gef.: 626.3470 (ESI*-HRMS).

Synthese von N-Fmoc-L-Lysin-(N*-Boc)-benzylester 152

152
Eine Losung von N-Fmoc-(N°*-Boc)-L-Lysin 151 (1.00 g, 2.13 mmol) in abs. Dichlormethan
(15mL) wurde mit 4-Dimethylaminopyridin  (26.1 mg, 213 umol) wund N,N-
Diisopropylethylamin (544 uL, 3.20 mmol) versetzt und auf 0 °C gekihlt. Bei dieser

Temperatur wurde eine Losung von Benzyloxycarbonylchlorid (366 pL, 2.56 mmol) in abs.
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Dichlormethan (5 mL) hinzugegeben und 4 h bei 0 °C gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde
mit Dichlormethan (150 mL) verdlnnt, mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatldsung
(3 x 150 mL) gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (100 g, 6.0 x 9.0 cm, PE:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (152): 1.18 g (2.11 mmol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢= 0.20 (PE:EtOAc 70:30).
'H-NMR (500 MHz, C;D,Cly, 100 °C): & = 1.23-1.36 (m, 2 H, 4-H), 1.40 (s, 9 H, OC(CHa)3),
1.39-1.51 (m, 2H, 5-H), 1.61-1.71(m, 1H, 3-H,), 1.76-1.85 (m, 1H, 3-Hp), 3.03 (dt,
J=6.7Hz, J=6.7Hz, 2H, 6-H), 4.17 (t, J=6.8 Hz, 1 H, 9-H), 4.25-4.33 (m, 1 H, 2-H),
4.33-4.41 (m, 3 H, Fmoc-CH,, 6-NH), 5.12 (d, J = 12.3 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.12-5.18 (m, 1 H,
2-NH), 5.18 (d, J=12.3 Hz, 1 H, 1"-Hy), 7.24-7.32 (m, 7H, 3-H, 6'-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H,
6"-H, 7"-H), 7.35(t, J=7.6 Hz, 2H, 2-H, 7-H), 7.53(d, J=7.6 Hz, 2 H, 1-H, 8-H),
7.71(d,J = 7.6 Hz, 2 H, 4-H, 5"-H).
BC-NMR (126 MHz, C,D,Cls, 100 °C): & =22.72 (C-4), 28.74 (OC(CHj3)3), 29.93 (C-5),
32.55 (C-3), 40.76 (C-6), 47.73(C-9), 54.44(C-2), 67.33, 67.41 (Fmoc-CH, C-1"),
79.30 (OC(CHs)3), 120.20 (C-4', C-5"), 125.23 (C-1', C-8"), 127.35 (C-3', C-6'), 127.95 (C-2',
C-7, 128.36, 128.50, 128.85 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 135.79 (C-2"), 141.59 (C-4a,
C-4b"), 144.18, 144.28 (C-8a', C-9a'), 155.89, 156.10 (Fmoc-C=0, Boc-C=0), 172.20 (C-1).
Drehwert: [a]5, =-8.2 (¢ = 1.2, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, =68 °C.
IR (ATR): ¥ = 3345, 2936, 1680, 1522, 1249, 1167, 1087, 1005, 733, 620.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 265, 289, 299.
MS (ESI"): m/z = 559.3 [M+H]".
C33H3sN206 (558.68) ber.: 559.2803 [M+H]",

gef.: 559.2825 (ESI*-HRMS).
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Synthese von L-Lysin-(N*-Boc)-benzylester 149
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149
Eine Losung von N-Fmoc-L-Lysin-(N*-Boc)-benzylester 152 (250 mg, 447 umol) in abs.
N,N-Dimethylformamid (16 mL) wurde mit Piperidin (4 mL) wversetzt, 1h bei
Raumtemperatur gerihrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung
wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (509, 4.5x8.0cm,
DCM:MeOH 97:3) erhalten.

Ausbeute (149): 141 mg (419 umol, 94%) eines farblosen Ols.

DC: R¢= 0.24 (DCM:MeOH 95:5).
'H-NMR (500 MHz, C;D,Cly, 100 °C): & = 1.31-1.38 (m, 2 H, 4-H), 1.40 (s, 9 H, OC(CHa)3),
1.38-1.48 (m, 2H, 5-H), 1.48-1.60 (m, 1H, 3-H,), 1.67-1.76 (m, 1H, 3-Hyp), 3.02 (dt,
J=6.6 Hz, J=6.6 Hz, 2 H, 6-H), 3.42 (dd, J = 7.2 Hz, J=5.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.36 (s, 1 H,
6-NH), 5.08-5.12 (m, 2 H, 1'-H), 5.91 (s, 2 H, NH,), 7.25-7.35 (m, 5 H, 3"-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H,
7"-H).
BC-NMR (126 MHz, C,D,Cls, 100 °C): & =23.12 (C-4), 28.74 (OC(CHj3)3), 30.11 (C-5),
34.77 (C-3), 40.95 (C-6), 54.81 (C-2), 66.74 (C-1'), 79.21 (OC(CHs)s), 128.30, 128.47,
128.80 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7"), 136.30 (C-2"), 156,07 (Boc-C=0), 175.63 (C-1).
Drehwert: [a]5, = -29.6 (c = 0.88, CHClI3).
IR (ATR): ¥ = 3369, 2932, 1698, 1515, 1365, 1249, 1164, 1001, 750, 697.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205.
MS (ESI"): m/z = 337.2 [M+H]".
C1sH2sN,0; (336.43) ber.: 337.2122 [M+H]",

gef.: 337.2123 (ESI*-HRMS).
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Synthese von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-L-lysin-(N*-Boc)-benzylester 154
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Eine LoOsung von L-Lysin-(N*-Boc)-benzylester 149 (40.0 mg, 119 umol) und N-(S-
Ethylthiocarbonyl)-L-valin-POM-ester 142 (41.8 mg, 131 umol) in abs. Ethylacetat (6 mL)
wurde mit N-Methylmorpholin  (39.2 uL, 357 umol) und Silbertrifluormethansulfonat
(45.8 mg, 178 umol) wversetzt und 20h bei Raumtemperatur gerthrt. Das graue
Reaktionsgemisch wurde tiber Celite® filtriert und die Celite® mit Ethylacetat (4 x 30 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatldsung
(3x100 mL) und ges. wassriger Natriumchloridlosung (3 x 100 mL) gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (30 g,
3.5 x 12 cm, PE:EtOACc 70:30) erhalten.

Ausbeute (154): 69.2 mg (117 pmol, 98%) eines farblosen Ols.

DC: R¢= 0.13 (PE:EtOAC 70:30).

IH-NMR (500 MHz, C,D,Cls, 100°C): =0.88(d, J=6.7Hz, 3H, 4-H,), 0.92(d,
J=6.7Hz, 3H, 4-Hp), 1.18 (s, 9 H, C(=0)C(CHy)s), 1.27-1.37 (m, 2 H, 4-H), 1.40 (s, 9 H,
OC(CHy)s), 1.37-1.47 (m, 2 H, 5-H), 1.62-1.71(m, 1 H, 3-H,), 1.74-1.82 (m, 1 H, 3-Hp),
2.07 (dqg, J=6.7Hz, J=6.7 Hz, J=5.8 Hz, 1 H, 3-H), 3.01 (dt, J = 12.5 Hz, J = 6.4 Hz,
2H, 6-H), 432(dd, J=8.1Hz, J=5.8Hz, 1H, 2-H), 4.37-4.47 (m, 2H, 2-H, 6-NH),
4.79(d, J=8.1Hz, 1 H, 2-NH), 4.93 (d, J = 7.4 Hz, 1 H, 2-NH), 5.11 (d, J = 12.4 Hz, 1 H,
1"-H,), 5.16(d, J=12.4Hz, 1H, 1"-Hy), 5.67(d, J=54Hz, 1H, 1"-H,), 5.82(d,
J=5.4Hz, 1 H, 1"-Hp), 7.25-7.34 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H).

BC-.NMR (126 MHz, C,D,Cls, 100°C): &=18.01(Co-4), 18.99 (Cp-4), 22.67 (C-4),
27.12 (C(=0)C(CHs)3),  28.75 (OC(CHg)s), 29.91(C-5), 31.31(C-3), 32.50 (C-3),
38.93 (C(=0)C(CHs)s),  40.69 (C-6),  53.65(C-2),  58.62(C-2),  67.17 (C-1"),
79.33 (OC(CHs);),  80.29 (C-1"),  128.31, 128.55, 128.80 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"),
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135.95 (C-2"), 156.27 (NC(=O)N), 157,03 (Boc-C=0), 171.58 (C-1), 172.99 (C-1),
176.94 (C(=0)C(CHa)a).
Drehwert: [a]5, = -6.3 (c = 1.6, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 3368, 2969, 2934, 1744, 1644, 1553, 1169, 1099, 983, 742.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205.
MS (ESI): m/z = 594.3 [M+H]".
CaoHa7N30g (593.72) ber.: 594.3385 [M+H]",
gef.: 594.3410 (ESI*-HRMS).

Synthese von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 83
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Variante 1:
Eine auf 0°C gekiihlte Lésung von O-POM-L-valin-N-(C=0)-N-L-lysin-(N*-Boc)-TMSE-
ester 153 (50.0mg, 85.0umol) in abs. Tetrahydrofuran (5mL) wurde mit
Tetrabutylammoniumfluoridlésung (77.0 uL, 76.5 umol) versetzt und 7 h bei 0 °C gerihrt.
Die Zielverbindung wurde ohne weitere Aufarbeitung durch sdulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (20 g, 3.0 x 10 cm, DCM:MeOH:AcOH 90:10:1) erhalten.

Ausbeute (83): 9.1 mg (18 umol, 21%) eines farblosen Wachses.

Variante 2:

Eine L6sung von O-POM-L-valin-N-(C=0)-N-L-lysin-(N*-Boc)-benzylester 154 (29.0 mg,
48.8 umol) in abs. Methanol (3 mL) wurde mit Palladium Black (10.0 mg, 87.5 umol) versetzt
und 15 min bei Raumtemperatur unter einer Wasserstoff-Atmosphare (1 bar) geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit Methanol
(3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Ldsungsmittels im

Vakuum erhalten.
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Ausbeute (83): 24.6 mg (48.8 umol, quant.) eines farblosen Wachses.

DC: R¢=0.31 (DCM:MeOH:AcOH 80:20:1).
'H-NMR (500 MHz, C;D.,Cls, 100°C): §=0.90(d, J=6.9Hz, 3H, 4-H,), 0.93(d,
J=6.9Hz, 3H, 4-Hy), 1.18 (s, 9 H, C(=O)C(CHs)3), 1.36-1.44 (m, 2 H, 4-H), 1.41 (s, 9 H,
OC(CHj3)3), 1.43-1.52 (m, 2 H, 5-H), 1.67-1.77 (m, 1 H, 3-H,), 1.79-1.88 (m, 1 H, 3-Hy),
2.04-2.13 (m, 1H, 3-H), 3.01-3.12(m, 2 H, 6-H), 4.23(dd, J=6.4Hz, J=5.8Hz, 1H,
2-H), 4.31(d, J=4.9 Hz, 1 H, 2-H), 4.66-4.80 (m, 2 H, 2-NH, 6-NH), 5.27 (s, 1 H, 2'-NH),
5.68 (d,J =5.4Hz,1H, 1"-H,), 5.83 (d, J = 5.4 Hz, 1 H, 1"-Hy).
BC-NMR (126 MHz, C;D,Cls, 100°C): &=18.01 (C,;-4), 18.98 (Cyp-4), 22.56 (C-4),
27.10 (C(=0)C(CHs3)3), 27.35(0OC(CHs)3), 28.75(C-3"), 29.98(C-5), 31.32(C-3),
38.95 (C(=0)C(CHs);3), 40.56 (C-6), 53.95(C-2), 58.75(C-2), 79.82 (OC(CHj3)3),
80.32 (C-1"), 156.88 (NC(=O)N), 158.44 (Boc-C=0), 171.45(C-1), 174.83(C-1),
177.01 (C(=0)C(CHg)3).
Drehwert: [a]5, =-12.0 (c = 1.7, CHCly).
IR (ATR): ¥ = 3365, 2967, 2932, 1753, 1643, 1555, 1366, 1164, 1099, 982.
UV/VIS (MeCN): keine messbhare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 526.3 [M+Na]".
C23H41N30g (503.59) ber.: 526.2735 [M+Na]",

gef.: 526.2738 (ESI"-HRMS).

7.2.6.2 Synthese des Benzylester-Harnstoffdipeptids 86

Synthese von O-Bn-L-Valin-isocyanat 155

0
3 1
5' z 7 4 3 4
155
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Eine auf
0 °C gekuhlte Lésung von L-Valin-Hydrochlorid 156 (294 mg, 1.20 mmol) in einem Gemisch
aus Dichlormethan und ges. wéssriger Natriumhydrogencarbonatlésung (1:1, 10 mL) wurde

in einer Portion mit Triphosgen 158 (122 mg, 409 pumol) versetzt und 15 min kréftig bei 0 °C
geruhrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan (3 x 50 mL)

246



7. Experimentalteil

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und die Zielverbindung durch Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten. Aufgrund
der Fluchtigkeit und der generellen Instabilitdt von Isocyanaten wurde nach NMR-
spektroskopischer Identifizierung von Verbindung 155 auf eine weitere Charakterisierung

verzichtet.
Ausbeute (155): 269 mg (1.15 mmol, 96%) eines gelben Ols.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 5=0.84 (d, J =6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 1.01 (d, J=6.8 Hz, 3 H,
4-Hp), 2.25 (heptd, J = 6.8 Hz, J = 3.7 Hz, 1 H, 3-H), 3.97 (d, J = 3.7 Hz, 1 H, 2-H), 5.21 (d,
J=12.1Hz, 1 H, 1-H,), 5.26 (d, J = 12.1 Hz, 1 H, 1"-Hp), 7.33-7.41 (m, 5 H, 3-H, 4-H, 5'-H,
6'-H, 7'-H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls): & =16.55 (Ca-4), 19.90 (Cy-4), 31.99 (C-3), 63.44 (C-2),
68.16 (C-1'), 128.74, 128.84, 128.87 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7"), 135.08 (C-2"), 171.03 (C-1).

Synthese von O-Bn-L-Valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 86
" " o]
5 > 7 273, 3\ 4

86

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Zu einer
Losung von O-Bn-L-Valin-isocyanat 155 (269 mg, 1.15 mmol) in abs. Tetrahydrofuran
(8 mL) wurde eine Suspension von (N°-Boc)-L-Lysin 157 (252 mg, 1.02 mmol) in
N,N-Dimethylformamid (10 mL) getropft und bei Raumtemperatur gertihrt. Aufgrund der
schlechten Loslichkeit des (N°®-Boc)-L-Lysins 157 wurde nach 1h und 5h erneut
N,N-Dimethylformamid (je 5 mL) hinzugeftgt. Nach insgesamt 21 h wurde die Klare
Reaktionsmischung mit Ethylacetat (150 mL) verdinnt und mit Salzsdure (4 x 100 mL, 0.5 m)
gewaschen. Die organische Phase wurde ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (80 g, 4.5 x 11 cm, DCM:EtOAc 60:40 —
DCM:EtOAc:HCOOH 40:60:1) erhalten.
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Ausbeute (86): 417 mg (870 umol, 76%) eines weillen Schaumes.

DC: R¢=0.36 (DCM:EtOAc:HCOOH 40:60:1).
'H-NMR (500 MHz, C,D,Cls, 100°C): $=0.86(d, J=6.9Hz, 3H, 4-H,), 0.91(d,
J=6.9Hz, 3H, 4-Hy), 1.35-1.42 (m, 2 H, 4-H), 1.41 (s, 9 H, OC(CHj3)3), 1.43-1.50 (m, 2 H,
5-H), 1.67-1.76 (m, 1H, 3-H;), 1.80-1.88(m, 1H, 3-Hp), 2.05-2.14(m, 1H, 3-H),
3.01-3.10 (m, 2 H, 6-H), 4.21-4.28 (m, 1 H, 2-H), 4.32-4.38 (m, 1 H, 2-H), 4.66 (s, 1 H,
6-NH), 5.11 (d, J=12.4 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.17 (d, J=12.4Hz, 1 H, 1"-Hy), 5.24 (s, 1 H,
2'-NH), 5.34 (s, 1 H, 2-NH), 7.24-7.35 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H).
BC-NMR (126 MHz, C;D,Cls, 100°C): &=18.05(Cs-4), 19.10 (Cy-4), 22.59 (C-4),
28.75 (OC(CH3)3), 29.91 (C-5), 31.25(C-3), 31.54(C-3'), 40.56 (C-6), 54.02(C-2),
58.95 (C-2"), 67.14(C-1"), 79.81 (OC(CHg3)3), 128.36, 128.55, 128.79 (C-3", C-4", C-5",
Cc-6",C-7"), 135.88 (C-2"), 156.85(NC(=O)N), 158.65 (Boc-C=0), 172.53(C-1),
173.74 (C-1).
Drehwert: [a]5, = -5.0 (c = 1.0, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, =60 °C.
IR (ATR): ¥ = 3367, 2964, 2933, 1725, 1639, 1554, 1249, 1166, 1138, 697.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205.
MS (ESI"): m/z = 502.3 [M+Na]".
C24H37N30; (479.57) ber.: 502.2524 [M+Na]",

gef.: 502.2525 (ESI*-HRMS).
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7.2.6.3 Synthese des vollstandig entschitzten POM-Ester-
Harnstoffdipeptids 159 als Referenzverbindung

Synthese von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-L-lysin 159

%o/\oﬁ 3 ' OH
. O
4 3 4 3 4
0 5 6
F € NH
F>HJ\O ® "
F
159

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Eine
Losung von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 83 (14.0 mg, 27.8 umol) in abs.
Tetrahydrofuran (1 mL) wurde mit Trifluoressigsdaure (4 mL, 20% in Wasser) versetzt und
16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 mL)
verdiinnt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch

Reinigung mittels semipraparativer HPLC (s.u.) erhalten.
Ausbeute (159): 7.6 mg (15 pumol, 52%) eines farblosen viskosen Ols.

HPLC (analytisch): tr = 9.0 min (Methode QC_grad_pos_acid_60_600, Injektionsvolumen:
20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (semipraparativ): tg = 10.7 min (Methode DWP289, Injektionskonzentration: 33 mg in
H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (500 MHz, D,0): =0.87 (d, J=6.9 Hz, 3H, 4-H,), 0.91(d, J=6.9 Hz, 3 H,
4'-Hy), 1.15 (s, 9 H, C(=0)C(CHs)s), 1.37-1.48 (m, 2 H, 4-H), 1.61-1.75 (m, 3 H, 3-H,, 5-H),
1.80-1.89 (m, 1 H, 3-Hy), 2.06-2.16 (m, 1 H, 3'-H), 2.96 (dd, J=7.6 Hz, J=7.6 Hz, 2 H,
6-H), 4.11 (d, J=5.6 Hz, 1 H, 2-H), 4.16 (dd, J=8.9Hz, J=5.0Hz, 1 H, 2'-H), 5.72 (d,
J=6.1Hz,1H,1"-H,), 5.83 (d, J=6.1 Hz, 1 H, 1"-Hy).

BC.NMR (126 MHz,  D,0):  §=16.05(Cs4),  18.23(Cy-4),  22.01 (C-4),
26.01 (C(=0)C(CHg)3), 26.21 (C-5), 29.85(C-3"), 30.47 (C-3), 38.57 (C(=O)C(CHy3)s),
39.20 (C-6), 52.94 (C-2), 58.73 (C-2), 80.07 (C-1"), 159.52 (NC(=O)N), 173.37 (C-1),
176.91 (C-1), 179.87 (C(=O)C(CHj3)3).

YE.NMR (282 MHz, D,0): = -75.59 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, = +44.0 (c = 2.7, D,0).
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IR (ATR): ¥ = 2970, 2876, 1753, 1639, 1557, 1182, 1133, 1101, 981, 836, 799, 721.
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.

MS (ESI"): m/z = 404.2 [M+H]".

C1sH33N3O7 (403.47) ber.: 404.2391 [M+H]",
C18H33N30; - CF3COOH (516.50) gef.: 404.2399 (ESI*-HRMS).

7.2.7 Synthese des Uridin-5'-Aldehyds 35
7.2.7.1 Synthese von 2',3",5'-O-Tris-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 160"
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Uridin 1 (10.0 g, 41.0 mmol) wurde mit abs. Pyridin (2 x 40 mL) coevaporiert. Eine Lésung
des resultierenden weiRen Feststoffes in abs. Pyridin (120 mL) wurde mit Imidazol (11.2 g,
164 mmol) und tert-Butyldimethylsilylchlorid (19.8 g, 131 mmol) versetzt und 3 d bei
Raumtemperatur gerlihrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C gekuhlt, mit Wasser
(20 mL) versetzt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der gelbliche Ruckstand in
Ethylacetat (400 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser (3 x 200 mL),
ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (2 x 200 mL) und ges. waéssriger
Natriumchloridldsung (200 mL) gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (1.0 kg, 9.5 x 32 cm, PE:EtOAc 80:20)

erhalten.
Ausbeute: (160): 22.5 g (38.3 mmol, 94%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Ry = 0.24 (PE:EtOAC 70:30).
IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 35 °C): §=-0.02 (s, 3 H, SiCHs), 0.02 (s, 3 H, SiCHs),
0.08 (s, 3 H, SiCH3), 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.83 (s,
9 H, SiC(CHa)s), 0.89 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 3.72 (dd, J = 11.5 Hz,
J=3.0Hz, 1 H, 5-H,), 3.86 (dd, J = 11.5 Hz, J =3.6 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.94 (ddd, J = 3.6 Hz,
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J=32Hz, J=3.0Hz, 1H, 4-H), 4.07 (dd, J=4.4Hz, J=3.2Hz, 1H, 3-H), 4.22 (dd,
J=5.7Hz, J=44Hz, 1H, 2-H), 562 (d, J=8.1Hz, 1H, 5-H), 5.81(d, J=5.7 Hz, 1 H,
1°-H), 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H), 11.35 (s, 1 H, NH).
BC-.NMR (151 MHz, DMSO-ds, 35°C): &=-5.70 (SiCH3), -5.65(SiCHs), -5.09
(SiCHs), -5.00 (SiCHs), -4.88 (SiCHs), -4.70 (SiCHs), 17.49 (SiC(CHs)s), 17.62 (SIC(CHa)s),
17.92 (SiC(CHa)s), 25.46 (SIC(CHs)s), 25.59 (SiC(CHa)s), 25.69 (SiC(CHs)3), 62.26 (C-5),
7157 (C-3), 7436 (C-2), 84.61(C-4"), 86.86(C-1), 101.73(C-5), 139.66 (C-6),
150.39 (C-2), 162.60 (C-4).
Drehwert: [a]5, = +4.1 (c = 1.2, CHCly).
Schmelzpunkt: T, =90 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 1679, 1461, 1252, 1130, 1068, 869, 831, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 261.
MS (ESI"): m/z = 609.3 [M+Na]".
C7H5aN,06Si5 (586.98) ber.: 609.3182 [M+Na]",

gef.: 609.3193 (ESI*-HRMS).

7.2.7.2 Synthese von 2',3'-O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 161!
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Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Zu einer auf
0°C geklhlten Losung von 2'3',5-O-Tris-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 160 (5.00 g,

8.52 mmol) in Tetrahydrofuran (85 mL) wurde Trifluoressigsdure (44 mL, 50% in Wasser)

HO_ &

getropft und das Gemisch 6 h bei 0 °C gerlihrt. Die Reaktionslosung wurde mit ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlosung (400 mL) und festem Natriumcarbonat versetzt, bis sich ein
pH-Wert von ~9 einstellte. Anschliefend wurde Ethylacetat (600 mL) hinzugegeben, die
organische Phase mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (200 mL) und ges.
waéssriger Natriumchloridlésung (200 mL) gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
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sadulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (300 g, 7.5 x 18 cm, DCM:EtOAc 70:30)
erhalten.

Ausbeute (161): 3.20 g (6.77 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.26 (DCM:EtOAc 70:30).
IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 35 °C): §=-0.03 (s, 3 H, SiCHs), 0.02 (s, 3 H, SiCHy),
0.08 (s, 3 H, SiCH3), 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.83 (s, 9 H, SiC(CH3)s), 0.89 (s, 9 H, SiC(CHs)a),
3.56 (ddd, J=12.1 Hz, J=4.7 Hz, J=3.0 Hz, 1 H, 5'-H,), 3.65 (ddd, J = 12.1 Hz, J = 4.9 Hz,
J=3.8Hz, 1H, 5-Hy), 3.88 (ddd, J=3.8Hz, J=3.0Hz, J=3.0Hz, 1 H, 4-H), 4.14 (dd,
J=44Hz, J=3.0Hz, 1H, 3-H), 4.26 (dd, J=6.0Hz, J=4.4Hz, 1H, 2'-H), 5.21 (dd,
J=49Hz, J=47Hz, 1H, OH), 5.68(d, J=8.1Hz, 1H, 5-H), 5.81(d, J=6.0Hz, 1 H,
1'-H), 7.92 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC.NMR (126 MHz, DMSO-ds, 35°C): &=-4.56 (SiCHs), -4.38 (SiCHs), -4.27
(SiCHs), -4.15(SiCHs), 18.08 (SIC(CHa)s), 18.23 (SIC(CHg)s),  26.07 (SIC(CHa)s),
26.20 (SIC(CHa);), 60.92 (C-5), 72.43(C-3), 75.00 (C-2), 86.02 (C-4), 87.33(C-1),
102.50 (C-5), 140.83 (C-6), 151.24 (C-2), 163.43 (C-4).
Drehwert: [a]5, = -50.0 (c = 1.0, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, = 228 °C.
IR (ATR): ¥ = 3459, 2929, 2857, 1689, 1256, 1156, 1096, 867, 832, 773.
UV/VIS (MeCN): Amax = 204, 261.
MS (ESI"): m/z = 495.2 [M+Na]".
C21HoN,06Siz (472.72) ber.: 495.2317 [M+Na]",

gef.: 495.2303 (ESI*-HRMS).
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7.2.7.3 Synthese von 2',3'-O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-
5'-aldehyd 351!
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Eine LOsung von 2',3'-O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 161 (500 mg, 1.06 mmol) in abs.

Acetonitril (10 mL) wurde mit IBX (743 mg, 2.65 mmol) versetzt und 1 h bei 80 °C geruhrt.

o)

N

Es wurde auf 0 °C gekdihlt, filtriert und der Rickstand mit Ethylacetat (50 mL) gewaschen.
Das Losungsmittel des Filtrats wurde im Vakuum entfernt. Die Reinheit der Zielverbindung
(> 95%) wurde mittels *H-NMR-Spektroskopie belegt. Aufgrund der generellen Instabilitat
wurde Verbindung 35 sofort in der direkt folgenden Reaktion eingesetzt. Nach *H-NMR-
spektroskopischer Identifizierung wurde daher auf eine weiterfihrende Charakterisierung

verzichtet.
Ausbeute (35): 495 mg (1.05 mmol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): §=0.01 (s, 3 H, SiCHs), 0.05 (s, 3 H, SiCH3), 0.13 (s, 3 H,
SiCH,), 0.13 (s, 3 H, SiCH3), 0.88 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 4.25 (dd,
J=41Hz, J=3.3Hz, 1H, 3-H), 432(dd, J=5.6Hz, J=4.1Hz, 1H, 2-H), 454 (d,
J=3.3Hz, 1 H, 4-H), 5.75 (d, J = 5.6 Hz, 1 H, 1"-H), 5.79 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.66 (d,
J=8.1Hz, 1H,6-H),7.97 (s, 1 H, NH), 9.82 (s, 1 H, 5'-H).
MS (ESI"): m/z = 493.2 [M+Na]".
C21H3sN,06Si5 (470.71) ber.: 493.2161 [M+Na]",

gef.: 493.2160 (ESI*-HRMS).
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7.2.8 Synthese von Uridin-abgeleiteten Nucleosyl-Aminosauren

7.2.8.1 Synthese der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosauren

[140]

Synthese der Z-Didehydro-Aminosaure 45

TBDMsb O'I"BDMS
45

Zu einer auf -80 °C gekihlten Lésung von Kaliumhexamethyldisilazan (1.77 mL, 885 umol,
0.5 M in Toluol) in abs. Tetrahydrofuran (7 mL) wurde Phosphonat 44 (330 mg, 859 pumol) in
abs. Tetrahydrofuran (5 mL) gegeben und 10 min bei -80 °C geriihrt. Bei -80 °C wurde eine
Ldésung von 2',3'-0O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5-aldehyd 35 (500 mg, 1.06 mmol) in
abs. Tetrahydrofuran (9 mL) hinzugetropft, das Gemisch fiir 16 h gerihrt und im Laufe dieses
Zeitraums langsam auf Raumtemperatur erwdrmt. Die auf 0 °C gekiihlte Reaktionsmischung
wurde mit Methanol (5 mL) versetzt, mit Ethylacetat (200 mL) verdunnt, mit halbgesattigter
wassriger Natriumchloridlésung (200 mL) gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (60 g, 4.5 x 11 cm, iso-Hex:EtOAc 70:30)
erhalten.

Ausbeute (45): 506 mg (0.705 mmol, 67%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf = 0.37 (iso-Hex:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 =0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.09 (s, 3 H, SiCH3), 0.09 (s, 3 H,
SiCHg), 0.11 (s, 3 H, SiCHj3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.48 (s, 9 H,
OC(CHj3)3), 3.96 (dd, J =6.1 Hz, J=3.8 Hz, 1 H, 3'-H), 4.35 (dd, J = 3.8 Hz, J=3.6 Hz, 1 H,
2'-H), 4.87 (dd, J=7.8 Hz, J=6.1Hz, 1 H, 4-H), 5.14 (s, 2 H, 1"-H), 5.59 (d, J = 3.6 Hz,
1H, 1-H), 5.72 (dd, J = 8.2 Hz, J = 1.3 Hz, 1 H, 5-H), 6.27 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, 5-H), 6.70 (s,
1H, 6'-NH), 7.26 (d, J=8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.30-7.37 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H),
8.09 (s, 1 H, 3-NH).

BC-NMR (126 MHz, CDCly): d =-4.66 (SiCHj3), -4.61 (SiCHy), -4.36
(SiCHs), -4.25(SiCH3), 18.19 (SiC(CHs)3), 18.28 (SiC(CHs)3), 25.94 (SiC(CHjs)s),
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26.02 (SIC(CHs)s), 28.04 (OC(CHs)s), 67.71 (C-1), 74.82 (C-2'), 76.28 (C-3), 79.53 (C-4"),
82.85 (OC(CHs)3), 93.02 (C-1'), 102.50 (C-5), 124.81 (C-5'), 128.34, 128.49, 128.69 (C-3",
C-4", C-5", C-6", C-7"), 131.39 (C-6'), 135.96 (C-2"), 140.69 (C-6), 149.76 (C-2),
153.70 (Chz-C=0), 162.59, 162.88 (C-4, C-7").
Drehwert: [a]5, = +35.2 (c = 1.1, CHCls).
Schmelzpunkt: T, =62 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1686, 1460, 1253, 1110, 1053, 983, 833, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax = 256.
MS (ESI*): m/z = 718.4 [M+H]".
CasHssN306Si5 (718.00) ber.: 718.3565 [M+H]",
gef.: 718.3550 (ESI*-HRMS).

Synthese der (6'S)-N-Chbz-geschttzten Nucleosyl-Aminosaure 163

TBDMS'O O'I"BDMS

163

Eine Losung der Z-Didehydro-Aminosdure 45 (480 mg, 669 umol) in abs. Methanol (15 mL)
wurde mit (S,S)-Me-DUPHOS-Rh 46 (9.00 mg, 15.0 umol) wversetzt und 3d bei
Raumtemperatur unter einer Wasserstoff-Atmosphére (1 bar) gertihrt. Das Ldsungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und die Zielverbindung durch séulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (60 g, 4.5 x 14 cm, n-Hex:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (163): 420 mg (0.583 mmol, 87%, d.r. > 98:2) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.24 (n-Hex:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6=0.00(s, 3 H, SiCHs), 0.04 (s, 3H, SiCHs), 0.13 (s, 3 H,
SiCHg), 0.16 (s, 3 H, SiCHj3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHj3)3), 0.98 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 1.32 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 2.10(ddd, J=142Hz, J=105Hz, J=3.7Hz, 1H, 5-H,), 2.25(ddd,
J=142Hz, J=7.7Hz, J=2.3Hz, 1 H, 5-Hy), 3.75 (dd, J=4.9 Hz, J=4.7 Hz, 1 H, 3'-H),
4.37-4.43 (m, 2H, 2-H, 4-H), 4.55-4.63(m, 1H, 6-H), 5.01(s, 2H, 1"-H), 5.55(d,
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J=7.8Hz, 1H,5H),563(d, J=4.4Hz, 1H,6-NH), 5.64 (s, 1 H, 1'-H), 6.97-7.23 (m, 6 H,
6-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H) 8.61 (s, 1 H, 3-NH).
BC-NMR (126 MHz, CgDg): & = -5.11 (SiCHs3), -5.02 (SiCH3), -4.69 (SiCH3), -4.48 (SiCHs),
17.86 (SiC(CHs)s3), 17.88 (SiC(CHs)s), 25.66 (SiC(CHs)3), 25.73 (SiC(CHs)s3),
27.49 (OC(CHs)s), 36.26 (C-5'), 52.37 (C-6'), 66.66 (C-1"), 74.65(C-2), 75.61(C-3),
80.69 (C-4"), 81.89 (OC(CHs)3), 92.28 (C-1'), 102.06 (C-5), 128.11, 128.17, 128.29 (C-3",
C-4", C-5", C-6", C-7"), 136.69 (C-2"), 140.37 (C-6), 150.02 (C-2), 155.48 (Chz-C=0),
162.06 (C-4), 170.54 (C-7").
Drehwert: [a]5, = +23.7 (c = 1.3, CHCls).
Schmelzpunkt: T, =85 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 1686, 1252, 1154, 1056, 866, 835, 814, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 261.
MS (ESI"): m/z = 742.3 [M+Na]".
CasHs7N30gSi; (720.01) ber.: 742.3526 [M+Na]",

gef.: 742.3527 (ESI*-HRMS).

Synthese der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 43

TBDMS'O O'I"BDMS
43

Variante 1:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschiutzten Nucleosyl-Aminosaure 163 (50.0 mg, 69.0 umol)
in abs. Methanol (4 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (65.0 uL, 690 umol) versetzt. Es
wurde Palladium (10.0 mg, 9.40 umol, 10% auf Aktivkohle) hinzugegeben und 1 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter filtriert
und der Spritzenfilter mit Methanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach

Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.

Ausbeute (43): 40.0 mg (68.0 umol, 99%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante 2:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschutzten Nucleosyl-Aminosaure 163 (47.0 mg, 65.3 pmol)
in abs. iso-Propanol (4 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (66.0 pL, 708 umol) versetzt. Es
wurde Palladium (20.0 mg, 18.8 umol, 10% auf Aktivkohle) hinzugegeben und 6 h bei
Raumtemperatur gertihrt, wobei nach 3 h erneut Palladium (20 mg, 18.8 umol, 10% auf
Aktivkohle) hinzugegeben wurde. Die Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter
filtriert und der Spritzenfilter mit Methanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde

nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (43): 38.0 mg (65.3 umol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 3:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschutzten Nucleosyl-Aminosaure 163 (40.0 mg, 55.6 pmol)
in abs. iso-Propanol (5 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (52.0 pL, 556 umol) versetzt. Es
wurde Palladium Black (10 mg, 87.5 umol) hinzugegeben und 45 min bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und der
Spritzenfilter mit Methanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen

des Lésungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (43): 32.6 mg (55.6 pumol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

IH-NMR (500 MHz, CD30D): §=0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.11 (s, 3 H, SiCH3), 0.13 (s, 3 H,
SiCH3), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 1.48 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.87(ddd, J=141Hz, J=112Hz, J=54Hz, 1H, 5-H,), 2.11(ddd,
J=141Hz, J=8.1Hz, J=2.6 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.56 (dd, J=8.1Hz, J=5.4 Hz, 1 H, 6'-H),
3.91(dd, J=5.0Hz, J=4.6 Hz, 1 H, 3-H), 4.14 (ddd, J=11.2 Hz, J=5.0 Hz, J = 2.6 Hz,
1H, 4-H), 4.33 (dd, J = 4.6 Hz, J = 4.2 Hz, 1 H, 2"-H), 5.74 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.77 (d,
J=42Hz,1H, 1-H), 7.65 (d, J =8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (126 MHz,  CDsOD):  §=-4.47 (SiCHs),  -4.41 (SiCH3),  -4.38
(SiCHs), -3.97 (SiCHg), 18.87 (SIC(CHas)3), 18.94 (SiC(CHs)s),  26.40 (SiC(CHa)s),
26.47 (SIC(CHs)s), 28.34 (OC(CHa)s), 39.23 (C-5'), 53.76 (C-6'), 75.88 (C-2)), 76.63 (C-3),
82.82 (OC(CHs)s), 82.89 (C-4), 92.22 (C-1'), 102.99 (C-5), 142.78 (C-6), 152.14 (C-2),
166.01 (C-4), 174.76 (C-7).

Drehwert: [a]5, = +63.2 (c = 1.3, CHCly).

Schmelzpunkt: T, =83 °C.

IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1688, 1461, 1368, 1251, 1155, 835, 775, 673.
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UVIVIS (MeCN): Amax = 261.
MS (ESI"): m/z = 586.3 [M+H]".
C7H51N305Si (585.88) ber.: 586.3338 [M+H]",
gef.: 586.3366 (ESI*-HRMS).

Synthese des TFA-Salzes der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-

Aminosaure 167

F TBDMS‘O O'I"BDMS
167

Variante 1:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschutzten Nucleosyl-Aminosaure 163 (40.0 mg, 55.6 pmol)
in abs. iso-Propanol (4 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (52.0 uL, 556 pumol) und
Trifluoressigsaure (4.3ul, 56 pmol, auf 1% in iso-Propanol verdlnnt) versetzt. Es wurde
Palladium (20.0 mg, 18.8 umol, 10% auf Aktivkohle) hinzugegeben und 21h bei
Raumtemperatur geruhrt, wobei nach 2 h erneut Palladium (20 mg, 18.8 umol, 10% auf
Aktivkohle) und nach 17 h erneut 1,4-Cyclohexadien (52.0 uL, 556 pmol) und Palladium
(20 mg, 18.8 umol, 10% auf Aktivkohle) hinzugegeben wurden. Das Reaktionsgemisch
wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol (3 x 5 mL) gewaschen.

Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (167): 38.9 mg (55.6 pumol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschutzten Nucleosyl-Aminosaure 163 (20.0 mg, 29.2 umol)
in abs. iso-Propanol (2 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (27.2 uL, 292 umol) und
Trifluoressigsaure (2.3 uL, 29 umol, auf 1% in iso-Propanol verdlnnt) versetzt. Es wurde
Palladium Black (10.0 mg, 87.8 umol) hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol
(3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im

Vakuum erhalten.
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Ausbeute (167): 20.5 mg (29.2 pumol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): 6 =0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.12 (s, 3 H, SiCH3), 0.15 (s, 3 H,
SiCHg3), 0.16 (s, 3 H, SiCHj3), 0.93 (s, 9 H, SiC(CHs3)3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.52 (s, 9 H,
OC(CH3)3), 2.09(ddd, J=145Hz, J=116Hz, J=6.7Hz, 1H, 5-H,), 2.37 (ddd,
J=145Hz, J=6.8Hz, J=2.2 Hz, 1 H, 5-Hy), 4.02 (dd, J=5.9 Hz, J=4.7 Hz, 1 H, 3'-H),
4.10 (dd, J=6.8Hz, J=6.7Hz, 1H, 6-H), 4.23 (ddd, J=11.6 Hz, J=59 Hz, J=2.2 Hz,
1H, 4-H), 452 (dd, J=4.7Hz, J=3.7Hz, 1H, 2-H), 5.62(d, J=3.7Hz, 1H, 1-H),
5.73(d,J=8.1Hz,1H,5-H), 759 (d,J=8.1Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (126 MHz, CD;0D): d = -4.55 (SiCHjy), -4.41 (SiCHg), -4.41
(SiCH3), -3.94 (SiCH3), 18.87 (SiC(CHg)s), 18.95 (SiC(CHs);), 26.38 (SiC(CHg)s),
26.47 (SiC(CHj3)3), 28.17 (OC(CHj3)3), 35.11 (C-5"), 52.92 (C-6"), 75.02 (C-2"), 76.35 (C-3),
81.95 (C-4"), 85.61 (OC(CHg3)s), 95.12 (C-1"), 103.06 (C-5), 144.01 (C-6), 152.16 (C-2),
165.89 (C-4), 174.48 (C-7").

YE_NMR (282 MHz, CD;0D): & = -77.06 (s, CFs).

Drehwert: [a]5, =-33.3 (¢ = 1.5, CHCly).

Schmelzpunkt: T, =91 °C.

IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1675, 1462, 1371, 1253, 1156, 1136, 833, 776.

UV/VIS (MeCN): Amax = 2509.

MS (ESI"): m/z = 586.3 [M+H]".

C27Hs51:N30+Si; (585.88) ber.: 586.3338 [M+H]",
C27Hs5:N30;Si; - CF;COOH (699.91) gef.: 586.3340 (ESI"-HRMS).

Synthese der Nucleobasen-alkylierten (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-

Aminosaure 168

TBDMSO  OTBDMS
168
Eine Losung der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 43 (20.0 mg,

34.1 ymol) in abs. Acetonitril (4 mL) wurde mit 3-Azidopropyl-p-toluolsulfonat 113
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(8.70 mg, 34.1 umol) und Kaliumcarbonat (5.20 mg, 37.6 umol) versetzt. Es wurde 19 h bei
80°C gerihrt und die Zielverbindung ohne weitere  Aufarbeitung durch
sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (10 g, 1.5x 12 cm, DCM:MeOH 99:1 —
98:2) erhalten.

Ausbeute (168): 18.0 mg (26.9 pumol, 79%) eines farblosen Wachses.

DC: R¢ = 0.35 (PE:EtOAC 70:30).
'H-NMR (500 MHz, CDCls): & =0.07 (s, 3 H, SiCH3), 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.08 (s, 3 H,
SiCHs), 0.11 (s, 3 H, SiCHs3), 0.89 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 1.46 (s, 9 H,
OC(CHa)3), 1.77 (ddd, J =14.1 Hz, J=10.6 Hz, J= 6.6 Hz, 1 H, 5'-H,), 1.92 (tt, J = 7.0 Hz,
J=6.9Hz, 2 H, 2"-H), 2.16 (ddd, J=14.1 Hz, J=6.4 Hz, J=2.9 Hz, 1 H, 5-Hp), 3.35 (t,
J=6.9Hz, 2H, 3"-H), 3.58(dd, J=6.6 Hz, J=6.4Hz, 1H, 6-H), 3.68 (dd, J=6.2 Hz,
J=42Hz, 1H, 3-H), 402 (t, J=7.0Hz, 2 H, 1"-H), 4.12 (dd, J=4.2 Hz, J=3.1 Hz, 1 H,
2'-H), 4.18 (ddd, J=10.6 Hz, J=6.2 Hz, J=2.9 Hz, 1 H, 4-H), 5.71(d, J=3.1Hz, 1H,
1'-H), 5.79 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.36 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC-NMR (126 MHz, CDCls):  8=-474(SiCHs),  -4.62 (SiCH3),  -4.32
(SiCHs), -4.00 (SiCH3), 18.14 (SiC(CHa3)s), 18.21 (SiC(CHa3)s),  25.94 (SiC(CHa)s),
25.99 (SiC(CHa)s), 27.21 (C-2"), 28.16 (OC(CHs)3), 38.50 (C-5"), 38.75 (C-1"), 49.48 (C-3")
53.57 (C-6), 75.23(C-2), 75.46 (C-3'), 81.57 (OC(CHa)s), 81.68 (C-4'), 92.01 (C-1),
101.89 (C-5), 137.99 (C-6), 150.75 (C-2), 162.72 (C-4), 174.29 (C-7').
Drehwert: [a]5, = +55.6 (c = 1.8, CHCl5).
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 2096, 1709, 1665, 1456, 1252, 1155, 836, 776.
UV/IVIS (MeCN): Amax = 262.
MS (ESI"): m/z = 669.4 [M+H]".
CaoHssNsO7Si, (668.98) ber.: 669.3822 [M+H]",

gef.: 669.3833 (ESI*-HRMS).
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7.2.8.2 Synthese der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-

Aminosaure 162

Synthese der POM-Ester-Z-didehydro-Aminosaure 169

NH®

5
O 0]
L1k

4
1
N

w1
3 j\o :
4 ©2-AO H :
5" & 4N

¢ TBDMSO  OTBDMS
169

Eine auf -78 °C gekihlte Losung von Kaliumhexamethyldisilazan (0.28 mL, 190 umol, 0.7 m
in Toluol) in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit Phosphonat 79 (76.0 mg, 180 pumol) in
abs. Tetrahydrofuran (2 mL) versetzt und 10 min bei -78 °C gerthrt. Bei -78 °C wurde eine
Losung von 2',3'-O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-aldehyd 35 (100 mg, 212 pmol) in
abs. Tetrahydrofuran (3 mL) zugetropft. Das Gemisch wurde 16 h gerthrt und im Laufe
dieses Zeitraums langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde auf
0 °C gekuhlt und mit Methanol (5 mL) versetzt, mit Ethylacetat (40 mL) verdinnt, mit
halbgesattigter wassriger Natriumchloridldsung (40 mL) gewaschen, (ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.5 x 8.0 cm, iso-Hex:EtOAc
70:30) erhalten.

Ausbeute: (169): 103 mg (0.133 mmol, 75%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.17 (iso-Hex:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 =0.06 (s, 3 H, SiCH3), 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.09 (s, 3 H,
SiCHg), 0.11 (s, 3 H, SiCHj3), 0.89 (s, 9 H, SiC(CHs3)3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.22 (s, 9 H,
(CH3)3), 3.98 (dd, J=6.1Hz, J=3.9Hz, 1H, 3-H), 435(dd, J=39Hz, J=3.6Hz, 1H,
2'-H), 4.88 (dd, J=7.4Hz, J=6.1Hz, 1H, 4-H), 5.14 (s, 2 H, 1"-H), 5.57 (d, J = 3.6 Hz,
1H, 1-H), 573(dd, J=82Hz, J=23Hz, 1H, 5-H), 584 (s, 2H, 1"-H), 6.40 (d,
J=7.4Hz 1H,5-H), 6.77 (5, 1 H, 6-NH), 7.22 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.32-7.38 (m, 5 H,
3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 8.23 (s, 1 H, 3-NH).

BC-NMR (126 MHz, CDCly): 0 =-4.67 (SiCHj3), -4.62 (SiCHy), -4.33
(SICH3), -4.28 (SiCH3), 18.16 (SiC(CH3)3), 18.22 (SiC(CHs)s3), 25.92 (SiC(CHs)s),
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25.98 (SIC(CHs)s),  27.02 (C(=0)C(CHa)s),  38.96 (C(=0)C(CHg)s),  67.91 (C-1"),
74.68 (C-2'), 76.20(C-3), 79.35(C-4"), 80.44(C-1"), 93.20(C-1), 102.67 (C-5),
127.61 (C-5), 128.33, 12857, 128.74 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 129.44 (C-8"),
135.74 (C-2"), 140.62 (C-6), 149.81 (C-2), 153.58 (Chz-C=0), 162.57 (C-4), 162.70 (C-7'),
177.11 (C(=0)C(CHa)a).
Drehwert: [a]5, = +35.2 (c = 1.1, CHCly).
Schmelzpunkt: T, =62 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1686, 1460, 1253, 1110, 1053, 983, 833, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax = 256.
MS (ESI"): m/z = 798.3 [M+Na]".
Ca7Hs7N301:Si, (776.04) ber.: 798.3424 [M+Na]",

gef.: 798.3408 (ESI*-HRMS).

Synthese der (6'S)-N-Chbz-geschitzten POM-Ester-Nucleosyl-Aminosaure 170
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Eine Lodsung der POM-Ester-Z-didehydro-Aminosdure 169 (529 mg, 681 umol) in abs.
Methanol (15 mL) wurde mit (S,S)-Me-DUPHOS-Rh 46 (9.00 mg, 15.0 pumol) versetzt und
4d Dbei Raumtemperatur unter einer Wasserstoff-Atmosphare (1 bar) gerthrt. Das
Losungsmittel  wurde im  Vakuum entfernt und die  Zielverbindung durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (60 g, 4.5 x 9.0 cm, iso-Hex:EtOAc 70:30)
erhalten.

Ausbeute: (170): 456 mg (587 umol, 86%, d.r. = 95:5 — 80:20) eines farblosen Feststoffes.

DC: Ry =0.27 (iso-Hex:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): &=0.04 (s, 3H, SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H,
SiCHg), 0.11 (s, 3 H, SiCHj3), 0.96 (s, 9 H, SiC(CHs3)3), 0.96 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.11 (s, 9 H,
(CHs)3), 2.11 (ddd, J=14.3 Hz, J=115Hz, J=6.3 Hz, 1 H, 5-H;), 2.33 (m, 1 H, 5-Hy),
3.77(dd, J=4.1Hz, J=4.1Hz, 1H, 3-H), 4.28-4.34(m, 1 H, 4-H), 4.47-452 (m, 1H,
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2'-H), 4.60 (dd, J =11.5Hz, J=6.3Hz, 1 H, 6'-H), 5.03 (s, 2 H, 1"-H), 5.47 (m, 2 H, 5-H,
1-H), 5.59 (d, J=5.4 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.63 (d, J =5.4 Hz,1 H, 1"-Hy), 5.70 (d, J = 6.7 Hz,
1H, 6'-NH), 6.74 (d, J=8.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.04-7.25 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H),
9.09 (s, 1 H, 3-NH).
BBC-NMR (126 MHz, C¢Ds): 6 = -4.62 (SiCHs), -4.54 (SiCHs), -4.46 (SiCH3), -4.17 (SiCH3),
18.25 (SiC(CHg)s), 18.27 (SiC(CHg)3), 26.07 (SiC(CHj3)3), 26.08 (SiC(CHj3)3),
26.91 (C(=0)C(CHg3)3), 36.13 (C-5"), 38.78 (C(=0)C(CHs3)3), 52.64 (C-6), 67.12 (C-1"),
74.08 (C-2"), 75.97 (C-3"), 80.33 (C-1"), 81.78 (C-4"), 93.62 (C-1"), 102.54 (C-5), 128.35,
128.42, 128.70 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 137.00 (C-2"), 141.21 (C-6), 150.57 (C-2),
153.56 (Chz-C=0), 162.65 (C-4), 170.74 (C-7"), 176.55 (C(=O)C(CHy)s3).
MS (ESI): m/z = 800.4 [M+Na]".
Drehwert: [a]5, = +36.4 (c = 1.7, CHCly).
Schmelzpunkt: T, =52 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1689, 1461, 1253, 1158, 1052, 984, 835, 775..
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 260.
MS (ESI"): m/z = 800.4 [M+Na]"
C37Hs9N301;Si; (778.06) ber.: 800.3580 [M+Na]",

gef.: 800.3566 (ESI"-HRMS).

Synthese des TFA-Salzes der (6'S)-konfigurierten POM-Ester-Nucleosyl-

Aminosaure 162

TBDMS'O O'I"BDMS
162

Variante 1:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschiutzten POM-Ester-Nucleosyl-Aminosaure 170 (50.0 mg,
64.0 umol) in abs. iso-Propanol (4 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (60.0 pL, 640 pmol)
und Trifluoressigsédure (4.90 uL, 64.0 umol) versetzt. Palladium (6 x 10.0 mg, 56.0 pmol,
10% auf Aktivkohle) wurde innerhalb von 10 h portionsweise hinzugegeben und bei
Raumtemperatur geruhrt. Danach wurden erneut 1,4-Cyclohexadien (30.0 pL, 320 umol) und

263



7. Experimentalteil

abs. iso-Propanol (1.5 mL) zugegeben und weitere 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit
iso-Propanol (3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des

Losungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute: (162): 49.0 mg (64.0 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine Losung der (6'S)-N-Cbz-geschiitzten POM-Ester-Nucleosyl-Aminosaure 170 (100 mg,
129 pmol) in abs. iso-Propanol (3 mL) wurde mit Cyclohexadien (120 pL, 1.29 mmol) und
Trifluoressigsaure (10 uL, 130 pmol, auf 1% in iso-Propanol verdlnnt) versetzt. Es wurde
Palladium Black (20.0 mg, 175 umol) hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol
(4 x 6 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im

Vakuum erhalten.
Ausbeute (162): 20.5 mg (29.2 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD3;0D): 6 =0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.11 (s, 3 H, SiCH3), 0.14 (s, 3 H,
SiCHs3), 0.16 (s, 3 H, SiCHs3), 0.92 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.22 (s, 9 H,
(CHs)3), 2.20 (ddd, J = 14.7 Hz, J = 11.6 Hz, J = 7.2 Hz, 1 H, 5'-H,), 2.40 (ddd, J = 14.7 Hz,
J=6.0Hz, J=2.3Hz, 1H, 5-Hy), 404 (dd, J=5.0Hz, J=4.8 Hz, 1 H, 3-H), 4.22 (ddd,
J=11.6 Hz, J=5.0 Hz, J=2.3 Hz, 1 H, 4-H), 4.34 (dd, J=7.2 Hz, J=6.0 Hz, 1 H, 6-H),
455(dd, J=48Hz, J=45Hz, 1H, 2-H), 564(d, J=45Hz, 1H, 1-H), 5.74(d,
J=80Hz, 1H, 5-H), 584(d, J=57Hz, 1H, 1"-H,), 5.88(d, J=5.7Hz, 1 H, 1"-Hy),
7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (126 MHz,  CD3OD):  §=-4.46 (SiCHs),  -4.40 (SiCH3),  -4.36
(SiCH3), -4.01 (SiCH3), 18.87 (SiC(CHa3)3), 18.93 (SiC(CHs)s),  26.37 (SiC(CHa)a),
26.45 (SiC(CHs)s), 27.2 (C(CHa)3), 34.59 (C-5'), 39.78 (C(CHs)3), 52.43 (C-6'), 74.65 (C-2),
76.43 (C-3), 82.21(C-1"), 82.35(C-4"), 94.78(C-1'), 103.17(C-5), 144.17 (C-6),
152.21 (C-2), 165.85 (C-4), 169.11 (C-7'), 178.00 (C(=0)C(CHs)s).

YF.NMR (282 MHz, CD30D): & = -76.98 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, = -26.7 (c = 1.5, CHCIy).

Schmelzpunkt: Tp, =73 °C.

IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1759, 1677, 1462, 1257, 1089, 834, 777, 721.

UV/VIS (MeCN): Amax = 259.
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MS (ESI"): m/z = 644.3 [M+H]".
C29H53N304Si> (643.93) ber.: 644.3393 [M+H]",
C29Hs3N304Si; - CF3COOH (757.95) gef.: 644.3398 (ESI'-HRMS).

7.2.8.3 Synthese der (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 171

Synthese des Epoxy-tert-butylesters 104

TBDMSO OTBDMS
104

Zur Synthese von Epoxy-tert-butylester 104 wurde zunachst das korrespondierende Schwefel-
Ylid 173 aus dem tert-Butylester-Sulfonium-Salz 120 (546 mg, 2.12 mmol) generiert, wobeli
dieses zuvor in abs. THF (13 mL) suspendiert und unter Verwendung von frisch aktiviertem
Molekularsieb (4 A) fir 16 h unter Rilhren getrocknet wurde. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von Natriumhydrid (94.0 mg, 2.34 mmol) und das Reaktionsgemisch wurde fur 3 h
geriihrt. Die Suspension wurde filtriert, der Riickstand mit THF (2 x 15 mL) gewaschen und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Schwefel-Ylid 173 wurde im Vakuum
getrocknet, in abs. DCM (2.5 mL) aufgenommen und langsam unter Rihren zu einer auf 0 °C
gekuhlten Loésung von 2',3'-O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-aldehyd 35 (219 mg,
464 umol) in abs. DCM (5 mL) getropft. Es wurde fur weitere 1.5 h bei 0 °C geruhrt, mit
Dichlormethan (20 mL) verdinnt und mit Wasser (20 mL) gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit Ethylacetat (20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (ber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (45 g,
3.5x 16 cm, iso-Hex:EtOAc 80:20) erhalten.

Ausbeute (104): 115 mg (197 umol, 46%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢=0.25 (iso-Hex:EtOAc 80:20).
'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6 =-0.03 (s, 3 H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCH3), 0.11 (s, 3 H,
SiCHj3), 0.17 (s, 3 H, SiCHj3), 0.88 (s, 9 H, SiC(CHj3)3), 0.98 (s, 9 H, SiC(CHj3)3), 1.34 (s, 9 H,
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OC(CHa)s), 3.41(dd, J=19Hz, J=14Hz, 1H, 5-H), 3.63(d, J=19Hz, 1H, 6-H),
3.99 (dd, J=5.2Hz, J=4.1Hz, 1H, 3-H), 4.08(dd, J=5.2Hz, J=14Hz, 1H, 4-H),
4,12 (dd, J=4.1Hz, J=40Hz, 1H, 2-H), 5.31(dd, J=8.2Hz, J=2.2Hz, 1H, 5-H),
5.96 (d, J = 4.0 Hz, 1 H, 1'-H), 7.42 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H), 8.42 (s, 1 H, NH).
BC-NMR (126 MHz, CgDg): & = -4.96 (SiCHg), -4.62 (SiCHs3), -4.37 (SiCHs), -4.35 (SiCHs),
18.23 (SiC(CHs)s), 18.28 (SiC(CHs)s), 25.94 (SiC(CHa)s), 26.04 (SiC(CHa)s),
27.85 (OC(CHg)3), 51.38(C-6"), 56.89 (C-5', 73.62(C-3), 75.70(C-2"), 78.85 (C-4"),
82.56 (OC(CHas)s), 89.09 (C-1'), 102.82 (C-5), 138.43 (C-6), 150.41 (C-2), 162.11 (C-4),
167.06 (C-7).
Drehwert: [a]5, = +38.9 (c = 1.3, CHCly).
Schmelzpunkt: Tp, = 152 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1741, 1717, 1691, 1250, 1156, 1068, 832, 777.
UV/VIS (MeCN): Amax = 260.
MS (ESI*): m/z = 585.3 [M+H]".
C27H4sN05Si, (584.86) ber.: 585.3022 [M+H]",

gef.: 585.3024 (ESI*-HRMS).

Synthese des tert-Butylester-geschiitzten Azidoalkohols 174

\‘/ 0
5 74 3
0 .0 NH

6| 13&0

~oH N

TBDMSO  OTBDMS
174

Eine auf 0 °C gekuhlte Losung des Epoxy-tert-butylesters 104 (81.0 mg, 140 umol) in abs.
N,N-Dimethylformamid (8 mL) wurde mit Amberlyst®15 (42.0 mg, 200 umol) und
Tetrabutylammoniumazid (118 mg, 416 umol) versetzt und fir 12 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Es wurde filtriert und das Filtrat mit Diethylether (3 x 15 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurde mit Wasser (50 mL) gewaschen, uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 8 x 3 cm, iso-Hex:EtOAc
80:20) erhalten.

Ausbeute (38): 65.0 mg (100 umol, 74%) eines farblosen Feststoffes.
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DC: Rg=0.21 (iso-Hex:EtOAc 70:30).
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 35 °C): §=-0.03 (s, 3H, SiCH3), 0.02 (s, 3H, SiCHa),
0.10 (s, 3 H, SiCHj3), 0.11 (s, 3 H, SiCHs), 0.83 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHg)3),
1,45 (s, 9H, OC(CHj3)3), 3.80(d, J=8.2Hz, 1H, 6-H), 3.95-3.99 (m, 2 H, 4-H, 5'-H),
418 (dd, J=4.6Hz, J=2.6Hz, 1H, 3-H), 425(dd, J=6.1Hz, J=4.6 Hz, 1 H, 2-H),
572 (d, J=8.1Hz, 1H, 5-H), 5.84 (d, J=6.1Hz, 1 H, 1'-H), 6.28 (d, J =5.5 Hz, 1 H, OH),
7.95(d, J=8.1 Hz, 1 H, 6-H), 11.37 (s, 1 H, NH).
BC-NMR (126 MHz, DMSO-ds, 35°C): &=-4.57 (SiCHs), -4.39 (SiCH3), -4.30
(SiCH3), -4.10(SiCH3), 18.07 (SiC(CHg3)3), 18.19 (SiC(CHs)s3), 26.04 (SiC(CHz)s),
26.16 (SIC(CHs)3), 28.05 (OC(CHj3)3), 63.55 (C-6"), 69.50 (C-5"), 73.16 (C-3), 74.78 (C-2"),
82.92 (OC(CHg)3), 84.66 (C-4"), 87.42(C-1), 102.75(C-5), 140.55 (C-6), 151.27 (C-2),
162.23 (C-4), 167.77 (C-T").
Drehwert: [a]5, = +27.1 (c = 1.5, CHCly).
Schmelzpunkt: Ty, = 198 °C (Zersetzung).
IR (ATR): ¥ = 3327, 2929, 2857, 2104, 1695, 1246, 1148, 1112, 834, 774,
UV/VIS (MeCN): Amax = 260.
MS (ESI"): m/z = 628.3 [M+H]".
C27H49NsOsSi; (627.89) ber.: 628.3192 [M+H]",

gef.: 628.3191 (ESI*-HRMS).

Synthese (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 171

\‘/ Q
5“4 NH®
7° Lk

0
__WOH

TBDMSO OTBDMS
171
Variante 1:
Eine L6sung des tert-Butylester-geschitzten Azidoalkohols 174 (60.0 mg, 96.0 umol) in abs.
iso-Propanol (5 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (84.9 uL, 910 umol) versetzt. Es wurde
Palladium (40.0 mg, 38.0 pmol, 10% auf Aktivkohle) hinzugegeben und fir 8.5h bei

Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter filtriert

267



7. Experimentalteil

und der Spritzenfilter mit iso-Propanol (3 x5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde

nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.

Ausbeute (171): 57.0 mg (95.0 umol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine Losung des tert-Butylester-geschutzten Azidoalkohols 174 (50.0 mg, 79.6 pumol) in abs.
iso-Propanol (4 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (74.0 uL, 796 umol) versetzt. Es wurde
Palladium Black (20.0 mg, 175 pmol) hinzugegeben und 1.5 h bei Raumtemperatur gerdihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol
(3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Ldsungsmittels im

Vakuum erhalten.
Ausbeute (171): 47.9 mg (79.6 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

IH-NMR (500 MHz, CD3OD): §=0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.11 (s, 3 H, SiCH3), 0.13 (s, 3 H,
SiCH3), 0.16 (s, 3 H, SiCHs), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 1.50 (s, 9 H,
OC(CHg)3), 3.71(d, J=55Hz, 1H, 6-H), 403 (dd, J=5.4Hz, J=09Hz, 1H, 4-H),
4.17 (dd, J=55Hz, J=09Hz, 1H, 5-H), 420 (dd, J=5.4Hz, J=4.3Hz, 1H, 3-H),
432 (dd, J=43Hz, J=42Hz, 1H, 2-H), 571(d, J=8.1Hz, 1H, 5-H), 5.85(d,
J=42Hz, 1H, 1-H), 8.22 (d, J =8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC.NMR (126 MHz,  CDsOD):  §=-456(SiCHs),  -4.50 (SiCH3),  -4.32
(SiCH3), -4.04 (SiCHs), 18.89 (SIC(CHa)s),  18.95 (SIC(CHs)s),  26.41 (SiC(CHa)a),
26.46 (SiC(CHa)s), 28.32 (OC(CHy)3), 59.73 (C-6'), 70.44 (C-5'), 73.80 (C-3), 76.28 (C-2),
83.68 (OC(CHs)3), 85.53 (C-4), 90.82 (C-1'), 102.62 (C-5), 142.80 (C-6), 152.36 (C-2),
166.15 (C-4), 172.34 (C-7).
Drehwert: [a]5, = +14.5 (c = 1.4, CHCly).
Schmelzpunkt: T, =98 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929,2856, 1681, 1460, 1253, 1158, 1061, 835, 776, 555.
UVIVIS (MeCN): Amax = 205, 260.
MS (ESI"): m/z = 602.3 [M+H]".
C7Hs1N304Si, (601.89) ber.: 602.3287 [M+H]",

gef.: 602.3290 (ESI*-HRMS).
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7.2.8.4 Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosauren

Synthese des Epoxy-Indolinamids 34

TBDMSO  OTBDMS
34

Eine auf 0 °C gekuhlte Lésung von 2',3'-O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-aldehyd 35
(250 mg, 319 umol) in abs. Dichlormethan (6 mL) wurde mit (2'-(Indolin-1-yl)-2'-oxo0-ethyl)-
dimethylsulfoniumchlorid 36 (90.0 mg, 350 umol) versetzt. Es wurde entgaste wassrige
Natriumhydroxidlésung (71.0 puL, 350 umol, 5 M) vorsichtig hinzugetropft und das
resultierende Gemisch 8h bei 0°C und 10h bei Raumtemperatur geruhrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit Ethylacetat (150 mL) verdinnt und mit halbges. wéssriger
Natriumchloridlésung (2 x 100 mL) gewaschen, die organische Phase Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (40 g, 3.0 x 17 cm, n-Pent:EtOAc
70:30) erhalten.

Ausbeute (34): 150 mg (0.238 mmol, 75%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.12 (n-Pent:EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 35°C): §=-0.02(s, 3H, SiCH3), 0.05(s, 3H, SiCHj3),
0.13 (s, 3 H, SiCHj3), 0.15 (s, 3 H, SiCHs), 0.83 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHg)3),
3.19(dd, J=8.6 Hz, J=85Hz, 2H, 3"-H), 3.57(dd, J=2.3Hz, J=22Hz, 1H, 5-H),
3.86(d, J=22Hz, 1H, 6-H), 4.18(dd, J=2.3Hz, J=22Hz, 1H, 4'-H), 4.21 (ddd,
J=89Hz, J=84Hz, J=84Hz, 1H, 2"-H,), 4.25(dd, J=6.7 Hz, J=4.2 Hz, 1 H, 2'-H),
4.33 (ddd, J=89Hz, J=88Hz, J=87Hz, 1H, 2"-Hy), 443 (dd, J=4.2Hz, J=2.2 Hz,
1H, 3-H), 5.79(d, J=8.1Hz, 1H, 5H), 591(d, J=6.7Hz, 1H, 1-H), 7.04 (ddd,
J=75Hz, J=75Hz, J=0.6 Hz, 1 H, 6"-H), 7.18 (dd, J=7.8 Hz, J=7.5Hz, 1 H, 5"-H),
7.28 (d, J=7.5Hz, 1 H, 7"-H), 7.73 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H), 8.04 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, 4"-H),
11.40 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (126 MHz, DMSO-ds, 35°C): &=-5.17 (SiCHs), -4.96 (SiCHs), -4.76
(SICH3), -4.70 (SiCH3), 17.56 (SiC(CH3)3), 17.68 (SiC(CH3)3), 25.50 (SiC(CHs)s),
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25.66 (SIC(CHs)s), 27.48 (C-3"), 46.54 (C-2"), 50.82 (C-6), 56.78 (C-5), 73.19 (C-3),
73.70 (C-2), 80.98 (C-4), 86.46 (C-1), 102.72(C-5), 116.02 (C-4"), 123.91 (C-6"),
124.91 (C-7"), 127.02 (C-5"), 131.78 (C-7a"), 139.75 (C-6), 142.45 (C-3a"), 150.77 (C-2),
162.79 (C-4), 164.33 (C-7).
Drehwert: [a]5, = +71.0 (c = 1.6, CHCIy).
Schmelzpunkt: Tp, =212 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2856, 1692, 1561, 1253, 1165, 1070, 833, 777, 673.
UV/VIS (MeCN): Amax = 202, 259, 292.
MS (ESI*): m/z = 630.3 [M+H]".
Ca1H47N301Si5 (629.90) ber.: 630.3025 [M+H]",
gef.: 630.3026 (ESI*-HRMS).

Synthese des Bromids 177

TBDMSO  OTBDMS
177
Eine Losung des Epoxy-Indolinamids 34 (329 mg, 522 umol) in abs. Dichlormethan (10 mL)
wurde mit Tetrabutylammoniumbromid (674 mg, 2.09 mmol) und Amberlyst® 15 (329 mg,
1.57 mmol) versetzt und 15 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde erneut Amberlyst® 15
(165 mg, 785 umol) zugegeben und weitere 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde filtriert, der Rlckstand mit Dichlormethan (3 x 50 mL) gewaschen
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (45 g, 3.5x 11 cm, DCM:EtOAc 95:5)

erhalten.
Ausbeute (177): 291 mg (409 umol, 78%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Ry = 0.30 (DCM:EtOAC 90:10).
IH-NMR (500 MHz, DMSO-dg, 35 °C): &=-0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.00 (s, 3 H, SiCHy),
0.12 (s, 3 H, SiCH3), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.82 (s, 9 H, SiC(CH3)s), 0.93 (s, 9 H, SiC(CHa)s),
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3.16-3.24 (m, 2H, 3"-H), 4.14(ddd, J=10.2Hz, J=9.9Hz, J=7.8Hz, 1H, 2"-H,),
4.18 (ddd, J=10.2Hz, J=10.0Hz, J=6.9 Hz, 1 H, 2"-Hy), 4.21 (dd, J =4.7 Hz, J = 1.3 Hz,
1H, 3-H), 4.25(ddd, J=9.9Hz, J=6.7Hz, J=1.1Hz, 1H, 5-H), 4.29 (dd, J=7.1 Hz,
J=47Hz, 1H, 2-H), 4.44 (dd, J=1.3 Hz, J=1.1Hz, 1 H, 4-H), 453 (d, J=9.9 Hz, 1 H,
6'-H), 5.83 (dd, J=8.2Hz, J=2.2Hz, 1H, 5-H), 5.95(d, J=7.1Hz, 1H, 1-H), 6.62 (d,
J=6.7Hz, 1H, OH), 7.07 (ddd, J=7.6 Hz, J=6.9 Hz, J=0.9 Hz, 1 H, 6"-H), 7.20 (dd,
J=8.0Hz, J=7.6Hz, 1 H, 5"-H), 7.29 (d, J=6.9 Hz, 1 H, 7"-H), 7.92 (d, J=8.2 Hz, 1 H,
6-H), 8.14 (d, J =8.0 Hz, 1 H, 4"-H), 11.39 (d, J = 2.2 Hz, 1 H, NH).
BC-NMR (126 MHz, DMSO-ds, 35°C): &=-5.26 (SiCHs), -4.78 (SiCHj), -4.76
(SiCH3), -4.66 (SiCH3), 17.56 (SiC(CHs)3), 17.75(SiC(CHs)3), 25.50 (SiC(CHs)s),
25.67 (SIC(CH3)3), 27.22 (C-3"), 44.14(C-6"), 47.82(C-2"), 70.14 (C-5", 73.42(C-3),
74.36 (C-2"), 84.86(C-4), 86.00(C-1), 102.88(C-5), 116.42(C-4"), 124.25(C-6"),
124.99 (C-7"), 127.02 (C-5"), 132.41 (C-7a"), 139.70 (C-6), 142.31 (C-3a"), 150.84 (C-2),
162.84 (C-4), 165.37 (C-7").
Drehwert: [a]5, =-71.4 (c = 1.4, CHCI3).
Schmelzpunkt: T, = 245 °C (Zersetzung).
IR (ATR): ¥ = 2929, 2856, 1685, 1419, 1253, 1161, 1100, 832, 775, 753.
UV/VIS (MeCN): Amax (Ig €) = 203, 262, 293.
MS (ESI"): m/z = 710.2 [M+H]".
Ca1HasBrN;O;Si, (710.81) ber.: 710.2287 [M+H]",

gef.: 710.2285 (ESI*-HRMS).

Synthese des Lavulinyl-geschiutzten Bromids 178

TBDMSO OTBDMS
178
Eine auf 0 °C gekiihlte L6sung von Léavulinsdure (204 pL, 1.99 mmol) in abs. Dichlormethan
(15 mL) wurde mit 4-Dimethylaminopyridin (243 mg, 1.99 mmol) versetzt und 5 min bei
0 °C geruhrt. Es wurde N,N'-Di-iso-propylcarbodiimid (309 pL, 1.99 mmol) zugegeben und
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20 min bei 0 °C gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Bromid 177 (565 mg, 795 umol)
in abs. Dichlormethan (10 mL) versetzt und 3 h bei 0 °C gerlhrt. Die Reaktionsmischung
wurde mit Dichlormethan (100 mL) verdinnt, mit Wasser (100 mL) gewaschen und die
waéssrige Phase mit Dichlormethan (100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Die Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (60 g,
4.5 x 13 cm, DCM:EtOACc 90:10 — 85:15) erhalten.

Ausbeute (178): 619 mg (765 mmol, 96%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.19 (DCM:EtOACc 90:10).
IH-NMR (500 MHz, CDCl): & =-0.02 (s, 3 H, SiCH3), 0.04 (s, 3 H, SiCHg), 0.10 (s, 3 H,
SiCHsg), 0.13 (s, 3 H, SiCH3), 0.86 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 2.07 (s, 3 H,
5"-H), 2.38 (ddd, J=16.6 Hz, J=5.4 Hz, J=4.6 Hz, 1 H, 2"-H,), 2.47 (ddd, J=16.6 Hz,
J=10.1Hz, J=4.1Hz, 1H, 2"-Hy), 2.60 (ddd, J=18.8Hz, J=5.4Hz, J=4.1Hz, 1H,
3"-H,), 2.95(ddd, J=18.8Hz, J=10.1Hz, J=4.6 Hz, 1H, 3"-Hy), 3.20-3.32 (m, 2 H,
3"-H), 4.07 (ddd, J=10.0 Hz, J=9.6 Hz, J=7.5Hz, 1 H, 2"-H,), 4.11-4.19 (m, 2 H, 2-H,
3'-H), 4.29 (ddd, J=10.0Hz, J=9.7Hz, J=7.2 Hz, 1 H, 2"-Hy), 4.63 (d, J=10.1 Hz, 1 H,
6'-H), 4.68 (dd, J=15Hz, J=14Hz, 1H, 4-H), 5.76 (dd, J=10.0Hz, J=1.1Hz, 1H,
5-H), 5.79 (dd, J = 8.2 Hz, J= 1.2 Hz, 1 H, 5-H), 6.10 (d, J =6.9 Hz, 1 H, 1'-H), 7.08 (ddd,
J=75Hz, J=75Hz, J=09Hz, 1H, 6"-H), 7.17-7.24 (m, 2H, 5"-H, 7"-H), 7.64 (d,
J=8.2Hz, 1H,6-H),8.04 (s, 1 H, NH), 8.21 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 4"-H).
BC.NMR (126 MHz,  CDCly):  §=-4.90 (SiCHs),  -4.43 (SiCHs),  -4.35
(SiCH3), -4.32(SiCHs), 18.08 (SIC(CHa3)s), 18.15 (SIC(CHs)s),  25.84 (SiC(CHs)a),
26.03 (SiC(CHa)s), 28.14 (C-3"), 28.37 (C-2"), 29.46 (C-5"), 38.15 (C-3"), 41.70 (C-6),
48.18 (C-2"), 72.22 (C-3), 72.77 (C-5'), 74.49 (C-2'), 84.48 (C-4'), 87.16 (C-1'), 103.20 (C-5),
117.64 (C-4"), 124.95 (C-6", C-7"), 127.87(C-5"), 131.65(C-7a"), 140.21 (C-6),
142.64 (C-3a"), 150.35 (C-2), 162.53 (C-4), 164.29 (C-7"), 171.53 (C-1"), 206.32 (C-4").
Drehwert: [a]5, = +47.8 (c = 2.3, CHCls).
Schmelzpunkt: T, = 108 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2856, 1693, 1662, 1416, 1254, 1085, 833, 777, 754.
UV/VIS (MeCN): Amax = 203, 262, 293.
MS (ESIY): m/z = 830.2 [M+Na]".
CasHsaarNsOsSi, (808.91) ber.: 830.2474 [M+Na]",

gef.: 830.2485 (ESI*-HRMS).
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Synthese des Azido-Indolinamids 37

TBDMSO  OTBDMS
37
Eine Losung des Léavulinyl-geschitzten Bromids 178 (985 mg, 1.22 mmol) in abs.
N,N-Dimethylformamid (25 mL) wurde mit Tetrabutylammoniumazid (1.39 g, 4.87 mmol)
versetzt und 20 h bei Raumtemperatur geruhrt. Es wurde Hydrazinacetat (346 mg, 3.76 mmol)
in abs. Methanol (5mL) zugegeben und 2h bei Raumtemperatur geruhrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit Diethylether (250 mL) verdinnt, mit Wasser (4 x 150 mL)
gewaschen, die organische Phase (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (95 mg, 4.5 x 16 cm, DCM:EtOAc 90:10)

erhalten.
Ausbeute (37): 770 mg (1.14 mmol, 94%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.31 (DCM:EtOAc 90:10).

IH-NMR (500 MHz, CDClg): =0.04 (s, 3 H, SiCHz), 0.07 (s, 3 H, SiCH3), 0.10 (s, 3 H,
SiCH3), 0.10(s, 3H, SiCHs), 0.85(s, 9H, SiC(CHs)s), 0.88(s, 9H, SiC(CHa)s),
3.17-3.31 (m, 2 H, 3"-H), 3.94 (d, J=6.6 Hz, 1 H, 6-H), 4.11 (dd, J=3.1 Hz, J=1.0 Hz,
1H, 4-H), 4.16 (ddd, J=10.2 Hz, J=10.1 Hz, J=7.2 Hz, 1 H, 2"-Hy,), 4.20-4.27 (m, 2 H,
3'-H, 2"-Hy), 4.33 (ddd, J=7.4Hz, J=6.6Hz, J=1.0Hz, 1 H, 5-H), 4.38 (d, J = 6.6 Hz,
1H, OH), 451(dd, J=56Hz, J=47Hz, 1H, 2-H), 557 (d, J=5.6Hz, 1H, 1-H),
576 (dd, J=8.1Hz, J=15Hz, 1H, 5-H), 7.09 (dd, J=7.7Hz, J=75Hz, 1H, 6"-H),
7.20-7.25 (m, 2 H, 5"-H, 7"-H), 7.77 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H), 8.21 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, 4"-H),
8.58 (d, J = 1.5 Hz, 1 H, NH).

BC.NMR (126 MHz,  CDCly):  §=-4.74(SiCH3),  -452 (SiCHs),  -4.49
(SiCHs), -4.37 (SiCHs), 18.10 (SiC(CHa)s), 18.20 (SiC(CHg)s),  25.90 (SiC(CHa)s),
25.98 (SiC(CHa)s), 28.15 (C-3"), 48.28 (C-2"), 62.79 (C-6), 71.58 (C-5), 73.07 (C-3),
73.46 (C-2'), 86.06 (C-4), 93.16 (C-1), 102.60 (C-5), 117.81(C-4"), 124.94 (C-7"),
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125.12 (C-6"), 127.84 (C-5"), 131.89 (C-7a"), 142.15 (C-3a"), 142.63 (C-6), 150.39 (C-2),
162.56 (C-4), 165.95 (C-7").
Drehwert: [a]5, = +91.3 (c = 2.3, CHCly).
Schmelzpunkt: T, = 145 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 2107, 1689, 1662, 1253, 1161, 1118, 833, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax (Ig €) = 202, 259, 293.
MS (ESI"): m/z = 673.3 [M+H]".
C31H4sN6O7Si; (672.93) ber.: 673.3196 [M+H]",
gef.: 673.3194 (ESI*-HRMS).

Synthese des Azido-Indolamids 179

TBDMSO  OTBDMS
179
Eine Losung des Azido-Indolinamids 37 (828 mg, 1.23 mmol) in abs. Benzol (40 mL) und
abs. Acetonitril (40 mL) wurde mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-p-benzochinon (1.40 g,
6.15 mmol) versetzt und 3.5 d am Rickfluss erhitzt. Es wurde auf Raumtemperatur gekuhilt,
mit Dichlormethan (250 mL) verdlnnt, mit ges. wéssriger Natriumhydrogencarbonatldsung
(3 x 150 mL) gewaschen, die organische Phase tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (80 g, 4.5 x 14 cm, DCM:EtOAc 90:10)

erhalten.
Ausbeute (179): 745 mg (0.707 mmol, 90%) eines blass rosafarbenen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.31 (DCM:EtOAc 90:10).

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & =-0.04 (s, 3 H, SiCH3), 0.04 (s, 3 H, SiCHs), 0.08 (s, 3 H,
SiCHsg), 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.82 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.86 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 4.15 (dd,
J=20Hz, J=11Hz, 1H, 4-H), 422 (dd, J=4.8Hz, J=2.0Hz, 1 H, 3-H), 4.33 (ddd,
J=9.0Hz, J=72Hz, J=11Hz, 1H, 5-H), 453(d, J=9.2Hz, 1H, OH), 457 (d,
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J=7.2Hz, 1H, 6-H), 4.66 (dd, J=6.6 Hz, J=4.8 Hz, 1 H, 2-H), 5.29 (d, J = 6.6 Hz, 1 H,
1'-H), 5.71 (dd, J = 8.1 Hz, J = 1.7 Hz, 1 H, 5-H), 6.69 (dd, J = 3.9 Hz, J = 0.4 Hz, 1 H, 3"-H),
7.31(ddd, J=7.4Hz, J=7.2Hz, J=1.6 Hz, 1 H, 6"-H), 7.35 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 7.4 Hz,
J=14Hz, 1H, 5"-H), 7.41(d, J=81Hz, 1H, 6-H), 7.49(d, J=3.9Hz, 1H, 2"-H),
758 (dd, J=7.2Hz, J=14Hz, 1H, 7"H), 7.95(d, J=1.7Hz, 1H, NH), 8.41(d,
J=8.1Hz, 1H,4"H).
BC-NMR (126 MHz, CDCly): § = -4.93 (SiCHs), -4.54 (SiCHj), -4.44
(SiCH3), -4.44 (SiCH3), 18.04 (SiC(CHa3)3), 18.15 (SiC(CHs)s),  25.85 (SiC(CHa)a),
25.91 (SiC(CHs)s), 63.15(C-6), 72.08 (C-5'), 72.15(C-2'), 73.46(C-3), 86.08 (C-4),
95.57 (C-1), 102.72 (C-5), 110.72(C-3"), 116.91 (C-4"), 121.17 (C-6"), 124.86 (C-7"),
124.89 (C-2"), 125.67 (C-5"), 130.78 (C-7a"), 135.91 (C-3a"), 143.78 (C-6), 150.36 (C-2),
162.11 (C-4), 166.73 (C-7").
Drehwert: [a]5, = +71.4 (c = 1.1, CHCls).
Schmelzpunkt: T, =121 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 2110, 1681, 1453, 1254, 1159, 833, 776, 749.
UV/VIS (MeCN): Amax = 248, 301.
MS (ESI"): m/z = 671.3 [M+H]".
Ca1H4sNsO7Si; (670.91) ber.: 671.3039 [M+H]",

gef.: 671.3039 (ESI*-HRMS).

Synthese des tert-Butylester-geschitzten Azidoalkohols 180

\‘/ Q
5 ~a>NH®
7 6| 111%0
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TBDMSO  OTBDMS
180
Eine Losung des Azido-Indolamids 179 (145 mg, 216 umol) in abs. Tetrahydrofuran (8 mL)
wurde mit entgaster wassriger Lithiumhydroxidldsung (4.50 mL, 450 umol, 0.1 M) versetzt
und 45min bei Raumtemperatur geriihrt. ES wurde erneut entgaste wassrige
Lithiumhydroxidldsung (2.00 mL, 200 umol, 0.1 M) hinzugegeben und weitere 30 min bei
Raumtemperatur ~ geriihrt. Die  Reaktionsmischung wurde auf ges. wadssrige

Ammoniumchloridlésung (80 mL) gegeben, die wéssrige Phase mit Ethylacetat (3 x 40 mL)
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extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Der resultierende gelbliche, viskose Riickstand wurde in abs. Dichlormethan (10 mL) gel6st
und vorsichtig mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat (210 uL, 1.12 mmol) versetzt. Es wurde
11d bei Raumtemperatur geriihrt, wobei nach 4d und 7d erneut tert-Butyl-2,2,2-
trichloracetimidat (2 x 210 pL, 1.12 mmol) zugegeben wurde. Die Reaktionsmischung wurde
mit Ethylacetat (100 mL) verdiinnt, mit Wasser (3 x 100 mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (30 g, 3.0 x 13 cm, DCM:EtOAc
90:10) erhalten.

Ausbeute (180): 63.0 mg (100 umol, 46%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢=0.17 (DCM:EtOAC 90:10).
'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 =0.04 (s, 3H, SiCHj), 0.06 (s, 3 H, SiCHs), 0.09 (s, 3 H,
SiCHg), 0.09 (s, 3 H, SiCHj3), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 1.50 (s, 9 H,
OC(CHj3)3), 3.73 (d, J=6.0 Hz, 1 H, OH), 3.94 (d, J = 7.6 Hz, 1 H, 6'-H), 3.94-3.99 (m, 1 H,
5'-H), 4.10 (dd, J =3.8 Hz, J= 1.3 Hz, 1 H, 4'-H), 4.16 (dd, J = 4.6 Hz, J = 3.8 Hz, 1 H, 3'-H),
446 (dd, J=5.1Hz, J=4.6Hz, 1H, 2-H), 556(d, J=5.1Hz, 1H, 1-H), 5.74 (dd,
J=81Hz, J=22Hz, 1H, 5-H), 7.67(d, J=8.1Hz, 1H, 6-H), 8.71(d, J=2.2Hz, 1H,
NH).
BC-NMR (126 MHz, CDCly): d =-4.68 (SiCHjy), -4.65 (SiCH3), -4.52
(SICH3), -4.26 (SiCH3), 18.09 (SiC(CHs)3), 18.18 (SiC(CH3)3), 25.92 (SiC(CHs)s),
25.95 (SiC(CHj3)3), 28.08 (OC(CHj3)3), 65.14 (C-6"), 70.65 (C-5"), 72.74 (C-3"), 73.69 (C-2"),
84.05 (OC(CHg3)3), 84.72 (C-4"), 93.11(C-1"), 102.44 (C-5), 142.50 (C-6), 150.43 (C-2),
162.99 (C-4), 167.44 (C-7").
Drehwert: [a]5, = 30.0 (c = 0.3, CHCI5).
Schmelzpunkt: T, = 210 °C (Zersetzung).
IR (ATR): ¥ = 2928, 2856, 2111, 1715, 1691, 1255, 1157, 1097, 832, 779..
UV/VIS (MeCN): Amax = 260.
MS (ESI"): m/z = 628.3 [M+H]+.
C27H49N504Si, (627.89) ber.: 628.3192 [M+H]+,

gef.: 628.3191 (ESI"-HRMS).
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Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 172

TBDMSO  OTBDMS
172

Variante 1:

Eine Mischung aus Palladium (10.0mg, 9.40 umol, 10% auf Aktivkohle) und
1,4-Cyclohexadien (15.0 pL, 159 pmol) in abs. Methanol (2 mL) wurde 1 h ber frisch
aktiviertem Molekularsieb (3 A) bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde eine Lésung des tert-
Butylester-geschitzten Azidoalkohols 180 (10.0 mg, 15.9 umol) in abs. Methanol (1 mL)
hinzugegeben und weitere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde
durch einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit Methanol (3 x 5 mL) gewaschen.
Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.

Ausbeute (172): 8.90 mg (15.0 pumol, 94%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine LOsung des tert-Butylester-geschutzten Azidoalkohols 180 (10.0 mg, 15.9 pumol) in abs.
iso-Propanol (2 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (15.0 pL, 159 umol) versetzt. Palladium
(6 x 5.00 mg, 6 x 4.70 umol, 10% auf Aktivkohle) wurde innerhalb von 6 h portionsweise
hinzugegeben und bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde durch einen
Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit iso-Propanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die
Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im VVakuum erhalten.

Ausbeute (172): 8.58 mg (14.3 pumol, 90%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 3:

Eine LOsung des tert-Butylester-geschitzten Azidoalkohols 180 (20.0 mg, 32.0 umol) in abs.
iso-Propanol (4 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (39.8 uL, 427 umol) versetzt. Es wurde
Palladium Black (12.0 mg, 113 pmol) hinzugegeben und 1.5 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol
(3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im

Vakuum erhalten.
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Ausbeute (172): 19.2 mg (32.0 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

IH-NMR (500 MHz, CD30D): & =0.06 (s, 3 H, SiCHs), 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.13 (s, 3 H,
SiCHy), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 1.49 (s, 9 H,
OC(CHa)s), 3.46 (d, J=7.6Hz, 1H, 6-H), 3.75(dd, J=7.4Hz, J=13Hz, 1H, 5-H),
410 (dd, J=4.2Hz, J=13Hz, 1H, 4-H), 421 (dd, J=4.5Hz, J=4.2Hz, 1H, 3-H),
439 (dd, J=5.1Hz, J=45Hz, 1H, 2-H), 572(d, J=81Hz, 1H, 5-H), 5.90(d,
J=51Hz, 1H, 1-H), 8.16 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC.NMR (126 MHz,  CDsOD):  §=-4.48 (SiCHs),  -4.48 (SiCH3),  -4.37
(SiCHs), -4.07 (SiCHg),  18.90 (SiC(CHa)s), 18.94 (SiC(CHg)s),  26.42 (SIC(CHa)s),
26.42 (SIC(CHa)s), 28.31 (OC(CHa)s), 58.97 (C-6'), 72.39 (C-5'), 74.50 (C-3"), 76.43 (C-2),
82.94 (OC(CHa)z), 87.13 (C-4'), 90.34 (C-1'), 102.93 (C-5), 142.85 (C-6), 152.86 (C-2),
166.21 (C-4), 173.68 (C-7).
Drehwert: [a]5, = +10.0 (c = 1.0, CHCly).
Schmelzpunkt: Ty, = 117 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2856, 1685, 1461, 1257, 1157, 1060, 834, 776, 557.
UV/VIS (MeCN): Amax = 261.
MS (ESI*): m/z = 602.3 [M+H]".
C7H51N303Si5 (601.89) ber.: 602.3287 [M+H]",

gef.: 602.3288 (ESI*-HRMS).

Synthese des TFA-Salzes der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 176
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Eine LOsung des tert-Butylester-geschiutzten Azidoalkohols 180 (10.0 mg, 15.9 pumol) in abs.
iso-Propanol  (2mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (15.0 uL, 159 umol) und
Trifluoressigsdure (1.2 uL, 16 pmol, auf 1% in iso-Propanol verdiinnt) versetzt. Palladium
(10.0 mg, 56.0 pmol, 10% auf Aktivkohle) wurde hinzugegeben und 4 h bei Raumtemperatur
geruhrt, wobei nach 2 h erneut Palladium (10.0 mg, 56.0 umol, 10% auf Aktivkohle)
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hinzugegeben wurde. Die Reaktionsmischung wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und
der Spritzenfilter mit iso-Propanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach
Entfernen des Losungsmittels im VVakuum erhalten.

Ausbeute: (176): 10.2 mg (14.2 umol, 89%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD30D): & =0.07 (s, 3 H, SiCHj3), 0.11 (s, 3 H, SiCH3), 0.16 (s, 3 H,
SiCH3), 0.16 (s, 3 H, SiCHs3), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.55 (s, 9 H,
OC(CHa)3), 4.19(d, J=4.2Hz, 1H, 6-H), 4.23(dd, J=45Hz, J=3.8Hz, 1H, 3-H),
426 (dd, J=3.8Hz, J=1.0Hz, 1H, 4-H), 431(dd, J=4.2Hz, J=1.0Hz, 1H, 5-H),
439(dd, J=52Hz, J=45Hz, 1H, 2-H), 5.74(d, J=8.1Hz, 1H, 5-H), 5.95(d,
J=5.2Hz, 1H,1-H), 8.05(d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (126 MHz,  CD3OD):  §=-454 (SiCHs),  -4.45(SiCH3),  -4.36
(SiCH3), -4.03 (SiCH3), 18.88 (SiC(CHa3)3), 18.92 (SiC(CHs)s),  26.37 (SiC(CHa)a),
26.37 (SiC(CHs)s), 28.17 (OC(CHs3)3), 58.03 (C-6"), 68.50 (C-5'), 73.99 (C-3'), 75.99 (C-2),
85.93 (OC(CHs)s), 88.15 (C-4"), 90.58 (C-1'), 103.23 (C-5), 142.71(C-6), 152.49 (C-2),
165.94 (C-4), 167.73 (C-7).

YE.NMR (282 MHz, CD;0D): § = -76.91 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, =-28.6 (¢ = 1.1, CHCIy).

Schmelzpunkt: T, =80 °C.

IR (ATR): 7 = 2930, 2857, 1673, 1463, 1255, 1157, 1135, 834, 777, 721.

UV/VIS (MeCN): Amax = 260.

MS (ESI): m/z = 602.3 [M+H]".

C27Hs5:N306Si; (601.89) ber.: 602.3287 [M+H]",
C27H5:N304Si; - CFsCOOH (715.91) gef.: 602.3289 (ESI*-HRMS).
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Synthese der Nucleobasen-hydrierten (5'S,6'S)-konfigurierten  Nucleosyl-
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Aminosaure 175

TBDMSO  OTBDMS
175

Eine Losung des tert-Butylester-geschiutzten Azidoalkohols 180 (35.0 mg, 56.0 pumol) in abs.
iso-Propanol (5 mL) iiber frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A) wurde 30 min bei
Raumtemperatur gertihrt, mit Palladium Black (60 mg, 560 umol) versetzt und anschlieBend
9.5 h unter einer Wasserstoff-Atmosphére (1 bar) geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde
durch einen Spritzenfilter filtriert, der Spritzenfilter mit iso-Propanol (4 x 5 mL) gewaschen
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (8 g, 1.5 x 10 cm, DCM:MeOH 98:2 —
96:4) erhalten.

Ausbeute (175): 28.0 mg (46.0 umol, 83%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & =0.11 (s, 3 H, SiCH3), 0.11 (s, 3 H, SiCHs), 0.14 (s, 3 H,
SiCHg), 0.14 (s, 3 H, SiCHj3), 0.92 (s, 9 H, SiC(CHs3)3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 1.49 (s, 9 H,
OC(CHj3)3), 2.57-2.69 (m, 2 H, 5-H), 3.46-3.53 (m, 1 H, 6-H,), 3.48 (d, J = 6.6 Hz, 1 H, 6'-H),
3.68-3.73 (m, 1 H, 6-Hyp), 3.74 (dd, J=6.6 Hz, J=1.4 Hz, 1 H, 5'-H), 3.95 (dd, J = 3.7 Hz,
J=14Hz, 1H, 4-H), 4.18(dd, J=5.1Hz, J=3.7Hz, 1H, 3-H), 4.36 (dd, J=5.5 Hz,
J=5.1Hz,1H, 2-H),5.81(d, J=5.5Hz, 1 H, 1'-H).

BC-NMR (126 MHz, = CD;OD):  §=-4.38(SiCHj3),  -4.32(SiCH3),  -4.01
(SICH3), -4.01(SiCH3z), 18.94 (SiC(CHs)3), 18.94 (SiC(CHs)3), 26.43 (SiC(CHs)s),
26.45 (SiC(CHs3)3), 28.31 (OC(CHg)3), 31.95 (C-5), 38.64 (C-6), 58.99 (C-6"), 72.38 (C-5"),
73.80 (C-3"), 74.83(C-2"), 82.92 (OC(CHj3)3), 86.16 (C-4"), 90.78 (C-1"), 155.19 (C-2),
172.70 (C-4), 173.50 (C-7").

Drehwert: [a]5, = -27.3 (¢ = 1.1, CHCIy).

Schmelzpunkt: T, = 143 °C.

IR (ATR): ¥ = 2927, 2855, 1706, 1366, 1250, 1146, 1036, 877, 834, 775.

UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
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MS (ESI*): m/z = 604.3 [M+H]".
C27H53N3038i2 (60390) ber.: 604.3444 [|\/|+H]+,
gef.: 604.3448 (ES|+-HR|\/|S).

7.2.9 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76

7.29.1 Synthese der N-Cbz-geschitzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-

Nucleosyl-Aminosaure 181

S ™ TBDMSO OTBDMS

181

Variante 1:

Eine Losung des TFA-Salzes der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 167
(18.0 mg, 25.7 umol) in abs. Tetrahydrofuran (3 mL) Uber frisch aktiviertem Molekularsieb
(4 A) wurde mit 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-leucinamid 88 (9.00 mg,
28.3 umol) und N,N-Diisopropylethylamin (8.74 pL, 51.4 umol) versetzt und 24 h bei
Raumtemperatur  gerithrt. Es wurden Amberlyst® 15 (1.20mg, 5.65 umol) und
Natriumtriacetoxyborhydrid (11.0 mg, 51.4 umol) hinzugegeben und weitere 24 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und das Filtrat mit Ethylacetat
(70 mL) versetzt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumcarbonatldsung
(50 mL) gewaschen und die wassrige Phase mit Ethylacetat (3 x 40 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (6 g, 1.5 x 7.0 cm, DCM:MeOH 97.5:2.5)

erhalten.
Ausbeute (181): 16.0 mg (18.0 pumol, 70%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:
Eine Losung der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 43 (80.0 mg,
137 pmol) in abs. Tetrahydrofuran (6 mL) tiber frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) wurde
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mit 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-leucinamid 88 (47.0 mg, 147 pumol)
versetzt und 23h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurden Amberlyst® 15 (6.60 mg,
31.4 pmol) und Natriumtriacetoxyborhydrid (59.0 mg, 280 umol) hinzugegeben und weitere
24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und das Filtrat mit
Ethylacetat (100 mL) versetzt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger
Natriumcarbonatlosung (70 mL) gewaschen und die wassrige Phase mit Ethylacetat
(3x50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15¢, 2.5x 11 cm, DCM:MeOH
97.3:2.7) erhalten.

Ausbeute (181): 88.0 mg (98.8 umol, 72%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R = 0.24 (DCM:MeOH 95:5).

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & =0.08 (s, 3 H, SiCHs3), 0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)s3), 0.89-0.96 (m, 6 H, 5"-H), 0.93 (s, 9 H,
SiC(CH3)s), 1.48(s, 9H, OC(CHs);), 1.54(dd, J=7.1Hz, J=6.9Hz, 2H, 3"-H),
1.62-1.72 (m, 3H, 2"-H, 4™-H), 1.87-1.95(m, 1H, 5-H,), 2.00-2.07 (m, 1H, 5-Hy),
2.50-2.57 (m, 1 H, 1"-H,), 2.59-2.66 (m, 1 H, 1"-Hy), 3.19-3.29 (m, 2 H, 3"-H), 3.31-3.36 (m,
1H, 6-H), 3.90(dd, J=4.6 Hz, J=45Hz, 1H, 3-H), 4.04-4.13 (m, 2 H, 4-H, 2"-H),
434 (dd, J=45Hz, J=45Hz, 1H, 2-H), 5.07(d, J=12.7Hz, 1H, 1"-H,), 5.10 (d,
J=12.7Hz, 1H, 1V-Hp), 5.73(d, J=8.1Hz, 1 H, 5-H), 577 (d, J=45Hz, 1H, 1-H),
7.26-7.37 (m, 5 H, 3V-H, 4V-H, 5"-H, 6 -H, 7"-H), 7.64 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC.NMR (126 MHz,  CD3OD):  §=-4.41(SiCHs),  -4.40 (SiCH3),  -4.40
(SiCHs), -3.99 (SiCHs), 18.86 (SiC(CHa)s), 18.93 (SiC(CHs)s), 22.00 (C4-5"), 23.43 (Cy-5"),
25.93 (C-4™), 26.40 (SiC(CH3)3), 26.46 (SiC(CHs)s), 28.47 (OC(CHs)s), 30.37 (C-2"),
38.07 (C-5'), 38.30(C-3"), 42.28 (C-3"), 46.13(C-1"), 55.20 (C-2"), 60.72 (C-6),
67.71 (C-1"), 75.84 (C-2), 76.61(C-3"), 82.65 (OC(CHs)s), 82.89 (C-4'), 91.87 (C-1),
103.07 (C-5), 128.85 (C-3", C-7"), 129.02 (C-5"), 129.47 (C-4", C-6"), 138.17 (C-2"),
142.74 (C-6), 152.12 (C-2), 158.35 (Cbz-C=0), 165.97 (C-4), 174.77, 175.42 (C-7', C-1").
Drehwert: [a]5, = +12.5 (c = 1.6, CHCl5).

Schmelzpunkt: T, =69 °C.

IR (ATR): ¥ = 2928, 2855, 1686, 1458, 1255, 1153, 1043, 836, 776, 696.

UV/IVIS (MeCN): Amax = 261.
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MS (ESI*): m/z = 890.5 [M+H]".
C44H75N50108i2 (89028) ber.: 890.5125 [|V|+H]+,
gef.: 890.5129 (ESI*-HRMS).

7.2.9.2 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 76

76
Eine Losung der N-Cbz-geschitzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 181

(29.0 mg, 32.6 umol) in abs. iso-Propanol (3 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien (30.4 uL,
326 umol) versetzt. Es wurde Palladium Black (20.0 mg, 188 pumol) hinzugegeben und 1.5 h
bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert,
dieser mit iso-Propanol (4 x 5 mL) gewaschen und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Eine L6sung von O-tert-Butyl-L-valin-N-(C=0)-N-(N°-Boc)-L-lysin 85 (16.9 mg, 38.0 umol)
in abs. Tetrahydrofuran (3.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (5.10 mg, 38.0 umol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat  (19.8 mg, 38.0 umol)
und N,N-Diisopropylethylamin (13.0 uL, 75.9 umol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur
gertihrt und anschlielend auf 0 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine
Losung des farblosen Feststoffes in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C
und 3 h bei Raumtemperatur gerlhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
farblose Feststoff sdulenchromatographisch an Kieselgel (18 g, 2.0 x 12 cm, DCM:MeOH
97:3 — 96:4) gereinigt.

Die nachfolgende Reaktion der Synthesesequenz wurde nicht unter Inertgasbedingungen
durchgefiihrt. Der resultierende farblose Feststoff wurde mit Trifluoressigsaure (9.0 mL, 80%
in Wasser) versetzt und 23 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit
Wasser (30 mL) verdlnnt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung

wurde durch Reinigung mittels semipréaparativer HPLC (s.u.) erhalten.
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Ausbeute (76): 15.6 mg (16.1 umol, 49%, Uber 3 Stufen von 181) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (analytisch): tg =7.0 min (Methode QC_grad_pos_acid_2000, Injektionsvolumen:
20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (semipraparativ): tg = 15.2 min (Methode DWP315, Injektionskonzentration: 19 mg in
H,0:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (500 MHz, D,0): §=0.84 (d, J=6.0 Hz, 3H, 5"-H,), 0.89 (d, J=5.9 Hz, 3 H,
5"-Hy), 0.90 (d, J=6.9 Hz, 3 H, 4'-H,), 0.94 (d, J = 6.8 Hz, 3 H, 4'-Hy), 1.34-1.48 (m, 2 H,
4V_H), 1.49-1.70 (m, 6 H, 3"-H, 4"-H, 3"-H,, 5"-H), 1.71-1.80 (m, 1 H, 3"-Hy), 1.89 (ddt,
J=76Hz, J=6.6Hz, J=6.6Hz, 2H, 2"-H), 2.09-2.18 (m, 1H, 3"-H), 2.27 (ddd,
J=150Hz, J=105Hz, J=6.3Hz, 1H, 5-Hy), 242(ddd, J=15.0Hz, J=6.6Hz,
J=2.8Hz, 1H, 5-Hy), 2.96 (dd, J=7.6 Hz, J= 7.6 Hz, 2 H, 6"-H) 3.05 (t, J = 7.6 Hz, 2 H,
1"-H), 3.22 (dt, J=13.3 Hz, J=6.6 Hz, 1 H, 3"-H,), 3.29 (dt, J=13.3 Hz, J=6.6 Hz, 1 H,
3"-Hp), 3.91(dd, J=6.6 Hz, J=6.3 Hz, 1 H, 6-H), 4.04-4.11 (m, 3 H, 3-H, 2V-H, 2'-H),
4.11-4.17 (m, 1 H, 4'-H), 4.22 (dd, J=9.8 Hz, J=4.8 Hz, 1 H, 2"-H), 4.41 (dd, J =5.6 Hz,
J=3.8Hz 1H, 2-H), 572 (d, J=3.8 Hz, 1 H, 1-H), 5.85 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.63 (d,
J=8.1Hz, 1H,6-H).

BC-NMR (126 MHz, D,0): 6 =16.98 (C.-4"), 18.52 (Cy-4"), 20.67 (C4-5"), 22.06 (Cp-5"),
22.12 (C-4"), 24.41(C-4™), 25.66 (C-2"), 26.28(C-5"), 29.97 (C-3"), 30.80 (C-3"),
32.77 (C-5'), 35.97 (C-3"), 39.24 (C-6"Y), 39.52(C-3"), 44.27(C-1"), 52.60 (C-2"),
54.08 (C-2), 58.90 (C-2"), 59.48 (C-6'), 72.63 (C-2'), 72.96 (C-3"), 79.94 (C-4'), 91.84 (C-1'),
102.22 (C-5), 116.37(q, Jcr=291.8Hz, F;CCOO), 142.88(C-6), 151.45(C-2),
159.54 (NC(=O)N), 162.78 (q, %Jcr=35.4 Hz, F3CCOOQ), 166.24 (C-4), 171.89 (C-7Y),
174.95 (C-1"), 175.46 (C-1"), 176.79 (C-1Y).

YF-NMR (282 MHz, D,0O): & = -75.58 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, = 12.8 (c = 2.4, H,0).

Schmelzpunkt: T, = 196 °C.

IR (ATR): ¥ = 2963, 1638, 1546, 1460, 1430, 1389, 1192, 1131, 834, 799, 720, 597.

UV/VIS (MeCN): Amax = 261.

MS (ESI"): m/z = 743.4 [M+H]".

C3Hs4NgO1, (742.83) ber.: 372.2003 [M+2H]",
Ca2HssNgO1, - 2 CFsCOOH (970.87) gef.: 372.2007 (ESI*-HRMS).
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7.2.10 Synthese der Muraymycin-Prodrugs
7.2.10.1 Synthese des Bis-POM-Prodrugs 73

Synthese der N-Cbz-geschitzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-POM-Ester-

Nucleosyl-Aminosaure 188

5" v TBDMSO OTBDMS

188

Eine Losung des TFA-Salzes der (6'S)-konfigurierten POM-Ester-Nucleosyl-Aminosaure 162
(42.0 mg, 55.4 pumol) in abs. Tetrahydrofuran (4 mL) uber frisch aktiviertem Molekularsieb
(4 A) wurde mit 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-leucinamid 88 (17.7 mg,
55.4 umol) und N,N-Diisopropylethylamin (18.9 pL, 111 umol) versetzt und 23 h bei
Raumtemperatur  geriihrt. Es wurden Amberlyst®15 (2.60mg, 12.2 pmol) und
Natriumtriacetoxyborhydrid (23.3 mg, 111 umol) hinzugegeben und weitere 24 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und das Filtrat mit Ethylacetat
(100 mL) versetzt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumcarbonatldsung
(70 mL) gewaschen und die wassrige Phase mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (13 g, 2.0 x 8.0 cm, DCM:EtOAc 20:80 —
10:90) erhalten.

Ausbeute (188): 26.5 mg (27.9 pumol, 50%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Ry = 0.25 (DCM:MeOH 95:5).
IH-NMR (500 MHz, CDCls): §=0.01 (s, 3 H, SiCHs), 0.05 (s, 3 H, SiCH3), 0.07 (s, 3 H,
SiCHg), 0.08 (s, 3 H, SiCHg), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.90 (s, 9 H, SiC(CH3)s), 0.94 (d,
J=6.2Hz, 3H, 5"-H,), 0.94(d, J=6.2Hz, 3H, 5"-Hy), 1.20(s, 9H, C(=0)C(CHa)s),
1.45-1.54 (m, 1 H, 3"-H,), 1.54-1.70 (m, 4 H, 2"-H, 3"-Hp, 4"-H), 1.88 (ddd, J = 13.6 Hz,
J=7.0Hz, J=3.2Hz, 1H, 5-H,), 2.08 (ddd, J=13.6 Hz, J=135Hz, J=6.2Hz, 1H,
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5'-Hp), 2.57 (ddd, J = 12.2 Hz, J = 6.2 Hz, J = 6.2 Hz, 1 H, 1"-H,), 2.64-2.71 (m, 1 H, 1"-Hy),
3.31-3.40 (m, 2 H, 3"-H), 3.45 (dd, J=7.0 Hz, J=6.2 Hz, 1 H, 6-H), 3.82 (dd, J = 4.6 Hz,
J=3.4Hz, 1H, 3-H), 4.04 (ddd, J=13.5Hz, J=3.4Hz, J=3.2Hz, 1 H, 4-H), 4.27 (dd,
J=12.8Hz, J=8.7 Hz, 1 H, 2"-H), 4.66 (dd, J = 5.1 Hz, J = 4.6 Hz, 1 H, 2"-H), 5.13 (s, 2 H,
1V-H), 5.36 (d, J = 5.1 Hz, 1 H, 1-H), 5.43 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, 2"-NH), 5.71 (d, J = 8.1 Hz,
1H, 5-H), 5.75-5.80 (m, 2 H, 1'-H), 7.10-7.18 (m, 1 H, 1"-NH), 7.20 (d, J=8.1 Hz, 1 H,
6-H), 7.26-7.37 (m, 5 H, 3V-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7V-H), 9.24 (s, 1 H, 3-NH).
BC-NMR (126 MHz,  CDCly):  5=-458(SiCHs),  -4.40 (SiCHs),  -4.40
(SiCHs3), -4.16 (SiCHs), 18.17 (SiC(CHa)s), 18.28 (SiC(CHs)s), 22.32 (C4-5"), 23.24 (Cy-5"),
24.99 (C-4"), 25.99 (SiC(CHs)3), 26.05 (SiC(CHs)s), 27.10 (C(=0)C(CHs)s), 28.95 (C-2"),
36.61 (C-5'), 38.79 (C(=0)C(CHs)s), 38.99 (C-3"), 42.08 (C-3"), 46.55 (C-1"), 53.83 (C-2"),
59.19 (C-6'), 67.39 (C-1'), 72.71 (C-2"), 75.93 (C-3"), 80.10 (C-1"), 83.05 (C-4'), 95.13 (C-1),
102.68 (C-5), 128.85, 129.02, 129.47 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 136.54 (C-2"),
142.92 (C-6), 150.21 (C-2), 156.67 (Cbz-C=0), 163.16 (C-4), 172.44 (C-1"), 175.42 (C-7"),
177.21 (C(=0)C(CHa)s).
Drehwert: [a]5, = +15.4 (c = 1.3, CHCly).
Schmelzpunkt: T, =60 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 1689, 1461, 1252, 1159, 1104, 1042, 835, 776.
UV/IVIS (MeCN): Amax = 260.
MS (ESI"): m/z = 948.5 [M+H]".
CusH77NsO12Si, (948.32) ber.: 948.5180 [M+H]",

gef.: 948.5187 (ESI"-HRMS).

Synthese des Bis-TFA-Salzes der L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-

) S 4>NH
3™ 3" 1" '

Aminosaure 191

O

TBDMSIO O'II'BDMS
191
Eine LoOsung der N-Cbz-geschitzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-POM-Ester-Nucleosyl-
Aminosaure 188 (47.0mg, 49.6 umol) in abs. iso-Propanol (2.5mL) wurde mit
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1,4-Cyclohexadien (46.2 uL, 496 umol) und Trifluoressigsdure (7.6 puL, 99 umol, auf 1% in
iso-Propanol verdiinnt) versetzt. Es wurde Palladium Black (20.0 mg, 188 pumol)
hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur gerlihrt. Das Reaktionsgemisch wurde durch einen
Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol (4 x 5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung

wurde nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (191): 51.7 mg (49.6 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rs = 0.25 (DCM:MeOH 95:5).

'H-NMR (500 MHz, CD30D): & =0.05 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.14 (s, 3 H,
SiCHs3), 0.16 (s, 3 H, SiCH3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 0.99 (d,
J=6.4Hz, 3H, 5"-H,), 1.01(d, J=6.4Hz, 3H, 5"-Hy), 1.22(s, 9 H, C(=0)C(CHs)3),
1.64-1.72 (m, 3 H, 3"-H, 4"-H), 1.88-2.00 (m, 2 H, 2"-H), 2.32 (ddd, J = 14.3 Hz, J = 8.0 Hz,
J=3.0Hz, 1 H, 5-H,), 2.39 (ddd, J = 14.3 Hz, J = 11.8 Hz, J = 5.0 Hz, 1 H, 5-H), 3.15 (dd,
J=79Hz, J=75Hz, 2H, 1"-H), 3.26-3.39 (m, 2 H, 3"-H), 3.82-3.87 (m, 1H, 2"-H),
4.06 (dd, J=4.8Hz, J=35Hz, 1H, 3-H), 4.19 (ddd, J=11.8 Hz, J=3.5Hz, J=3.0 Hz,
1 H, 4-H), 4.32 (dd, J=8.0 Hz, J=5.0 Hz, 1 H, 6'-H), 4.66 (dd, J=5.4 Hz, J= 4.8 Hz, 1 H,
2'-H), 5.63 (d, J=5.4 Hz, 1 H, 1"-H), 5.75 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.85 (d, J = 5.7 Hz, 2 H,
1V-H,), 5.90 (d, J = 5.7 Hz, 2 H, 1"-Hy), 7.67 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (126 MHz,  CD3;OD):  §=-4.63(SiCHs),  -4.36 (SiCH3),  -4.31
(SiCHs3), -4.16 (SiCH3), 18.86 (SiC(CHa)3), 18.94 (SiC(CHs)s), 22.08 (C.-5™), 23.00 (Cy-5"),
25.52 (C-4™), 26.36 (SiC(CHs3)s), 26.44 (SiC(CHs)s), 27.27 (C(=0)C(CHs)s), 27.46 (C-2"),
34.12 (C-5'), 37.55 (C-3"), 39.80 (C(=0)C(CHa)s3), 41.68 (C-3"), 45.61 (C-1"), 53.11 (C-2"),
58.41 (C-6"), 73.95(C-2"), 76.52(C-3), 82.28(C-4'), 82.47(C-1V), 94.73(C-1),
103.35 (C-5), 118.07 (q, “Jcr = 293.9 Hz, F3CCOO0), 144.88 (C-6), 152.29 (C-2), 162.68 (q,
2Jer = 35.1 Hz, F;CCOO0), 165.86 (C-4), 168.57 (C-7", 171.37 (C-1"),
178.02 (C(=0)C(CHa)s).

YE_NMR (282 MHz, CD;0D): & = -72.99 (s, CFs).

Drehwert: [a]5, = -6.7 (c = 1.5, CHCIy).

Schmelzpunkt: T, =57 °C.

IR (ATR): ¥ = 2928, 2856, 1664, 1463, 1256, 1182, 1133, 835, 778, 721.

UV/VIS (MeCN): Amax = 259.

MS (ESI"): m/z = 814.5 [M+H]".

CsH71N5010Si, (814.18) ber.: 814.4812 [M+H]",
C3sH71N5010Si; - 2 CF3COOH (1042.23) gef.: 814.4814 (ESI*-HRMS).
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Synthese des vollstandig geschitzten Bis-POM-Prodrugs 192

TBDMSO OTBDMS

Variante 1:

Eine Lésung von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-(N°-Boc)-L-lysin 83 (6.43 mg, 12.8 umol) in
abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (1.72 mg, 12.8 pumol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat  (6.64 mg, 12.8 umol)
und N,N-Diisopropylethylamin (4.30 puL, 25.5 umol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlielend auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine
Losung des Bis-TFA-Salzes der L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 191
(13.3 mg, 12.8 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) hinzugetropft und 1 h bei 0 °C und 3 h
bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die
Zielverbindung durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.5 x 12 cm,
DCM:MeOH 97:3) erhalten.

Ausbeute (192): 7.2 mg (~ 5.5 umol, ~ 40%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine Lésung von O-POM-L-Valin-N-(C=0)-N-(N°-Boc)-L-lysin 83 (10.8 mg, 21.4 umol) in
abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (2.90 mg, 21.4 pmol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat  (11.1 mg, 21.4 umol)
und N,N-Diisopropylethylamin (10.3 puL, 64.0 umol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlielend auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine
Losung des Bis-TFA-Salzes der L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 191
(20.3 mg, 19.5 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C und 3 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Es wurde Trifluoressigsdure (3.0 uL, 39 umol, auf 1% in

Tetrahydrofuran verdlinnt) hinzugegeben, weitere 15 min gerlhrt, das Ldsungsmittel im
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Vakuum entfernt und die Zielverbindung als TFA-Salz durch séulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (12 g, 2.0 x 10 cm, DCM:MeOH 97:3) erhalten.

Ausbeute (192 als TFA-Salz): 18.9 mg (~ 13 umol, ~ 70%) eines farblosen Feststoffes.

Aufgrund der Komplexitat der NMR-Spektren wurde Verbindung 192 lediglich per LC-MS
Analyse identifiziert, weshalb auf Basis einer hinreichenden Reinheit durch
sédulenchromatographische Reinigung, belegt durch das UV-Chromatogramm (A =254 nm) der
LC-MS-Analyse, nur eine ungefahre Ausbeute angegeben werden kann. 192 wurde direkt in

der folgenden globalen sauren Entschitzung zum Bis-POM-Prodrug 73 umgesetzt.

DC: Ry = 0.33 (DCM:MeOH 95:5).
MS (ESI*): m/z = 1299.8 [M+H]".

Synthese des Bis-POM-Prodrugs 73

73
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Eine auf

0 °C gekihlte Loésung des vollstandig geschiitzten Bis-POM-Prodrugs 192 (21.1 mg,
~ 16 umol) in Tetrahydrofuran (1.5 mL) wurde mit auf 0 °C gekuhlter Trifluoressigsaure
(6.5mL, 10% in Wasser) versetzt und 24h bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 mL) verdunnt und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Zielverbindung wurde durch Reinigung mittels semipraparativer HPLC (s.u.)

erhalten.

Ausbeute (73): 7.4 mg (6.17 pmol, 27%, uber 2 Stufen von 191) eines farblosen Feststoffes
(~40% basierend auf zuriickgewonnener N-Boc-geschitzter Vorlduferverbindung und
angenommener hinreichender Reinheit von 192).
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HPLC (analytisch): tr = 10.6 min (Methode QC_grad_pos_acid 2000, Injektionsvolumen:
20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (semipréaparativ): tg = 12.8 min (Methode DWP289, Injektionskonzentration: 18 mg in
H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (500 MHz, D,0): =0.83 (d, J=5.7 Hz, 3H, 5"-H,), 0.87 (d, J=6.6 Hz, 3 H,
4'-H,), 0.88(d, J=6.1Hz, 3H, 5"-Hy), 0.90(d, J=6.8Hz, 3H, 4"-H,), 1.16(s, 9 H,
POM-b-C(=0)C(CHa3)s), 1.16 (s, 9 H, POM-a-C(=0)C(CHs)3), 1.34-1.47 (m, 2 H, 4"-H),
1.49-1.70 (m, 6H, 3"-H, 4"-H, 3“-H, 5“-H), 1.71-1.80 (m, 1H, 3“-Hy, 1.89 (ddt,
J=72Hz, J=6.9Hz, J=6.6 Hz, 2 H, 2"-H), 2.11 (dqq, J=6.8 Hz, J = 6.6 Hz, J = 6.0 Hz,
1 H, 3'-H), 2.41 (ddd, J = 14.9 Hz, J = 9.9 Hz, J = 5.0 Hz, 1 H, 5-H,), 2.49 (ddd, J = 14.9 Hz,
J=7.7Hz,J=1.8Hz, 1 H, 5-Hy), 2.96 (dd, J = 7.7 Hz, J = 7.7 Hz, 2 H, 6"-H) 3.06-3.12 (m,
2H, 1"-H), 3.21(dt, J=14.4Hz, J=6.6Hz, 1H, 3"-H,), 3.25-3.32(m, 2H, 3"-Hy),
4.00-4.09 (m, 3H, 3-H, 4-H, 2V-H), 4.11(d, J=6.0 Hz, 1 H, 2"-H) 4.22 (dd, J = 9.7 Hz,
J=46Hz, 1H, 2"-H), 4.34(dd, J=7.7Hz, J=5.0Hz, 1 H, 6'-H), 4.66 (dd, J=4.3 Hz,
J=4.0Hz, 1 H, 2-H), 5.69 (d, J = 4.0 Hz, 1 H, 1'-H), 5.72 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, POM-b-1-H,),
5.80(d, J=5.9Hz, 1H, POM-a-1-H,), 5.85(d, J=59Hz, 1H, POM-a-1-Hp), 5.85 (d,
J=6.0 Hz, 1 H, POM-b-1-Hy), 5.86 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.59 (d, J =8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC-NMR (126 MHz, D,0): & = 17.08 (C,-4"), 18.28 (Cy-4"), 20.58 (C5-5"), 22.11 (Cy-5"),
22.13 (C-4V), 24.37 (C-4™), 25.52 (C-2"), 25.94 (C(=0)C(CHj3)3-POM-a),
26.02 (C(=0)C(CHs)s-POM-b), 26.31 (C-5"), 29.90 (C-3Y), 30.71(C-3Y), 32.04 (C-5),
35.91 (C-3"), 38.53, 38.56 (C(=0)C(CHs3)s-POM-a, C(=0)C(CHs)s-POM-b), 39.18 (C-6"),
39.40 (C-3"), 44.25(C-1"), 5250 (C-2"), 54.40 (C-2"), 57.16 (C-6), 58.77 (C-2%),
72.46 (C-2"), 72.83(C-3), 78.68(C-4), 80.07(C-POM-b-1), 81.48 (C-POM-a-1),
92.10 (C-1'), 102.29 (C-5), 116.30 (q, “Jcr = 291.5 Hz, FsCCOO0), 142.91 (C-6), 151.26 (C-2),
159.34 (NC(=O)N), 162.95(q, %Jcr=35.8 Hz, F3CCOO0), 166.10 (C-4), 167.56 (C-7)),
173.21 (C-1Y), 174.90 (C-1"), 175.47 (C-1"), 179.45 (C(=0)C(CH3)3-POM-a),
179.81 (C(=0)C(CHj3)3-POM-b).

YE.NMR (282 MHz, D,0): & = -75.59 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, = +26.7 (c = 0.8, H,0).

Schmelzpunkt: Ty, = 142 °C.

IR (ATR): ¥ = 2965, 1755, 1667, 1552, 1462, 1199, 1180, 1128, 1103, 982, 834, 799, 721.
UV/VIS (MeCN): Amax = 261.
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MS (ESI*): m/z = 971.5 [M+H]".
Cu4H74NgO16 (97112) ber.: 486.2681 [M+2H]+,
C44H74N8015 "2 CF3COOH (1199.16) gef.: 486.2703 (ES|+-HRMS).

7.2.10.2 Synthese des Nucleobasen-verlinkten Mono-POM-Prodrugs 74

Synthese des vollstdndig geschitzten O-tert-Butyl-Nucleosyl-Aminosaure-
verlinkten Mono-POM-Prodrugs 193

TBDMSO  OTBDMS

193
Eine Losung von O-tert-Butyl-L-valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 85 (9.80 mg, 21.8 umol)
in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (2.90 mg, 21.8 umol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat  (11.3 mg, 21.8 umol)
und N,N-Diisopropylethylamin (7.50 puL, 43.6 umol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur
gertihrt und anschlielend auf 0 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine
Losung des Bis-TFA-Salzes der L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 191
(22.7 mg, 21.8 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C und 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die
Zielverbindung durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.0 x 13 cm,
DCM:MeOH 97:3) erhalten. Aufgrund der Komplexitait der NMR-Spektren wurde
Verbindung 193 lediglich per LC-MS Analyse identifiziert, weshalb auf Basis einer
hinreichenden Reinheit durch s&ulenchromatographische Reinigung, belegt durch das
UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS-Analyse, nur eine ungefdhre Ausbeute
angegeben werden kann. 193 wurde direkt in der folgenden globalen sauren Entschiitzung

umgesetzt.
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Ausbeute (193): 21.1 mg (~ 17 umol, ~ 80%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R; = 0.24 (DCM:MeOH 95:5).
MS (ESI*): m/z = 1241.7 [M+H]".

Synthese des TFA-Salzes des vollstandig geschitzten O-Benzyl-Nucleosyl-

Aminosaure-verlinkten Mono-POM-Prodrugs 195

195
Eine Losung von O-Bn-L-Valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 86 (9.10 mg, 19.0 umol) in abs.
Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (2.60 mg, 19.0 pmol),

Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat  (9.90 mg, 19.0 umol)
und N,N-Diisopropylethylamin (9.10 uL, 53.5 umol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur
gertihrt und anschlielend auf 0 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine
Losung des Bis-TFA-Salzes der L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosédure 191
(18.0 mg, 17.3 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C und 3 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Es wurde Trifluoressigsédure (2.7 uL, 35 umol, auf 1% in
Tetrahydrofuran verdiinnt) hinzugegeben, weitere 15 min gerlhrt, das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt und die Zielverbindung als TFA-Salz durch s&ulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (129, 2.0x 10cm, DCM:MeOH 97:3) erhalten. Aufgrund der
Komplexitat der NMR-Spektren wurde Verbindung 195 lediglich per LC-MS Analyse
identifiziert, weshalb auf Basis einer hinreichenden Reinheit durch sdulenchromatographische
Reinigung, belegt durch das UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS-Analyse, nur eine
ungefahre Ausbeute angegeben werden kann. 195 wurde direkt in der folgenden globalen

sauren Entschitzung umgesetzt.

Ausbeute (195): 19.1 mg (~ 14 pumol, ~ 80%) eines farblosen Feststoffes.
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DC: R¢ = 0.21 (DCM:MeOH 95:5).
MS (ESI): m/z = 1275.7 [M+H]".

Synthese des Nucleosyl-Aminosaure-verlinkten Mono-POM-Prodrugs 74

74

Eine Losung des TFA-Salzes des vollstdndig geschiitzten O-Benzyl-Nucleosyl-Aminoséure-

verlinkten Mono-POM-Prodrugs 195 (15.0 mg, ~ 11 umol) in abs. iso-Propanol (2 mL) wurde
mit 1,4-Cyclohexadien (50.0 uL, 624 umol) und Trifluoressigsaure (0.9 uL, 12 pmol, auf 1%
in iso-Propanol verdinnt) versetzt. Es wurde Palladium Black (10.0 mg, 94.0 pmol)
hinzugegeben und 30 min bei Raumtemperatur gerlihrt. Das Reaktionsgemisch wurde durch
einen Spritzenfilter filtriert, dieser mit iso-Propanol (4 x5mL) gewaschen und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Die nachfolgende Reaktion der Synthesesequenz wurde nicht unter Inertgasbedingungen
durchgefuhrt. Eine Lésung des resultierenden farblosen Feststoffes wurde in Tetrahydrofuran
(I mL) gel6st, mit Trifluoressigsdure (4.5mL, 20% in Wasser) versetzt und 14 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 mL) verdinnt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch Reinigung mittels

semipraparativer HPLC (s.u.) erhalten.
Ausbeute (74): 8.2 mg (7.56 umol, 56%, tber 3 Stufen von 191) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (analytisch): tg =8.8 min (Methode QC_grad_pos_acid_2000, Injektionsvolumen:
20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (semipraparativ): tg = 8.3 min (Methode DWP289, Injektionskonzentration: 18 mg in
H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).
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'H-NMR (500 MHz, D,0): §=0.85(d, J=5.5Hz, 3H, 5"-Hy), 0.90 (d, J=5.4 Hz, 3 H,
5"-Hy), 0.91(d, J=6.6 Hz, 3H, 4'-H,), 0.95(d, J=6.7Hz, 3H, 4"-Hp), 1.18(s, 9 H,
C(=0)C(CHs)s), 1.36-1.49 (m, 2 H, 4"-H), 1.51-1.71 (m, 6 H, 3"-H, 4"-H, 3"-H,, 5"-H),
1.73-1.82 (m, 1 H, 3"-Hy), 1.91 (ddt, J = 7.1 Hz, J = 6.7 Hz, J = 6.6 Hz, 2 H, 2"-H), 2.15 (dqq,
J=7.2Hz,J=6.7Hz, J=6.6 Hz, 1 H, 3'-H), 2.42 (ddd, J = 14.3 Hz, J = 9.5 Hz, J = 4.6 Hz,
1H, 5-H,), 2.50 (ddd, J =14.3 Hz, J=7.3 Hz, J= 1.1 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.97 (dd, J = 7.6 Hz,
J=7.6Hz, 2H, 6"-H) 3.07-3.15(m, 2H, 1"-H), 3.22 (dt, J=13.3Hz, J=6.7Hz, 1H,
3"-Hy), 3.32 (dt, J=13.3 Hz, J=6.6 Hz, 1 H, 3"-Hp), 4.05-4.11 (m, 4 H, 3-H, 4-H, 2"-H,
2"-H), 4.24 (dd, J=9.7 Hz, J=4.3Hz, 1H, 2"-H), 436 (dd, J=9.5Hz, J=7.3Hz, 1H,
6'-H), 4.43 (dd, J=4.0 Hz, J=3.8 Hz, 1 H, 2-H), 5.70 (d, J=3.8 Hz, 1 H, 1-H), 5.82 (d,
J=58Hz, 1H, 1"-H,), 5.86(d, J=5.8Hz, 1H, 1-Hp), 5.87 (d, J=8.1Hz, 1 H, 5-H),
7.61 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (126 MHz, D,0): & = 16.87 (C.-4"), 18.43 (Cp-4"), 20.52 (C,-5"), 22.02 (Cy-5"),
22.06 (C-4"), 24.32 (C-4"), 25.47 (C-2"), 25.88 (C(=0)C(CHs)3), 26.20 (C-5"), 29.88 (C-3%),
30.62 (C-3"), 31.93 (C-5"), 35.85 (C-3"), 38.47 (C(=O)C(CHs)3), 39.15 (C-6"), 39.37 (C-3"),
44.17 (C-1"), 52.47 (C-2"), 54.23(C-2"), 57.12(C-6), 58.73(C-2), 72.41(C-2),
7277 (C-3), 78.64 (C-4'), 81.43(C-1"), 92.10(C-1), 102.24(C-5), 116.22(q,
LJer =291.4 Hz, FsCCOO), 142.86 (C-6), 151.22 (C-2), 159.45 (NC(=O)N), 162.84 (q,
2Jer =35.7 Hz, FsCCOO), 166.06 (C-4), 167.50 (C-7'), 174.88 (C-1"), 175.48 (C-1"),
176.53 (C-1"), 179.42 (C(=O)C(CHa)3).

YE.NMR (282 MHz, D,0): & = -75.59 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, =-79.2 (c = 0.6, H,0).

Schmelzpunkt: Ty, = 148 °C.

IR (ATR): ¥ = 2963, 1656, 1551, 1464, 1181, 1128, 799, 769, 720, 551.

UV/IVIS (MeCN): Amax = 261.

MS (ESI"): m/z = 857.5 [M+H]".

C3sHssNgO14 (856.97) ber.: 857.4619 [M+H]",
CagHesNgO14 - 2 CFsCOOH (1085.02) gef.: 857.4615 (ESI*-HRMS).
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7.2.10.3 Synthese des Peptidketten-verlinkten Mono-POM-Prodrugs 75

75
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefuhrt. Eine
Losung des Bis-POM-Prodrugs 73 (11.5mg, 9.39 umol) in Wasser wurde 7d bei

Raumtemperatur geruhrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung

wurde durch Reinigung mittels semipréparativer HPLC (s.u.) erhalten.
Ausbeute (75): 5.1 mg (4.70 umol, 50%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (analytisch): tr =9.4 min (Methode QC_grad_pos_acid_2000, Injektionsvolumen:
20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (semipréparativ): tr = 9.9 min (Methode DWP289, Injektionskonzentration: 18 mg in
H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (500 MHz, D,0): §=0.76 (d, J=5.9 Hz, 3H, 5"-H,), 0.81 (d, J=6.9 Hz, 3 H,
4'"-H,), 0.81(d, J=5.8Hz, 3H, 5"-Hp), 0.84(d, J=6.9Hz, 3H, 4"-H), 1.09 (s, 9 H,
C(=0)C(CHa)s), 1.27-1.40 (m, 2 H, 4V-H), 1.42-1.63 (m, 6 H, 3"-H, 4™-H, 3"-H, 5"-H),
1.64-1.73 (m, 1 H, 3"-Hy), 1.82 (ddt, J = 7.9 Hz, J = 6.4 Hz, J = 6.4 Hz, 2 H, 2"-H), 2.04 (dqq,
J=69Hz, J=69Hz, J=57Hz, 1H, 3'-H), 2.25(ddd, J=155Hz, J=10.6 Hz,
J=5.6Hz, 1 H, 5-H,), 2.39 (ddd, J=15.5Hz, J=7.0Hz, J=2.7 Hz, 1 H, 5'-Hy), 2.89 (dd,
J=7.6Hz, J=7.6Hz, 2H, 6"-H) 3.01(t, J=7.9Hz, 2H, 1"-H), 3.15(dt, J=13.2 Hz,
J=6.4Hz, 1H, 3"-H,), 3.21 (dt, J=13.2Hz, J=6.4Hz, 1 H, 3"-H}), 3.96-4.02 (m, 3 H,
3-H, 6-H, 2"-H), 4.04(d, J=5.7Hz, 1H, 2'-H), 4.08 (ddd, J=10.6 Hz, J=6.4 Hz,
J=27Hz, 1H, 4-H), 4.12-4.18 (m, 1 H, 2"-H), 4.34 (dd, J =5.6 Hz, J= 3.6 Hz, 1 H, 2'-H),
5.65(d, J=3.6 Hz, 1H, 1-H), 5.66 (d, J=6.4 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.77 (d, J=6.4 Hz, 1 H,
1¥-Hp), 5.78 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 5-H), 7.54 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (126 MHz, D,0): & = 17.04 (C.-4"), 18.20 (Cp-4"), 20.58 (C,-5"), 22.02 (Cy-5"),
22.02 (C-4"), 24.32 (C-4"), 25.55 (C-2"), 25.96 (C(=O)C(CHs)s), 26.24 (C-5"), 29.81 (C-3Y),
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30.72 (C-3"), 32.33 (C-5"), 35.87 (C-3"), 38.51 (C(=0O)C(CHs)3), 39.14 (C-6"), 39.42 (C-3"),
4413 (C-1"), 52.49 (C-2"), 54.11(C-2"Y), 58.34(C-6), 58.74(C-2Y), 72.51(C-2),
72.88 (C-3"), 79.46 (C-4'), 80.04(C-1Y), 91.74(C-1), 102.15(C-5), 116.27(q,
LJer = 2915 Hz, F,CCOO0), 142.74 (C-6), 151.33 (C-2), 159.30 (NC(=O)N), 162.12 (q,
2Jor =35.6 Hz, FsCCOO), 166.12 (C-4), 171.06 (C-7'), 173.22(C-1"), 174.86 (C-1"),
175.30 (C-1"), 179.79 (C(=0)C(CHs)s).

PE.NMR (282 MHz, D,0): § = -75.59 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, = 85.7 (c = 0.47, H,0).

Schmelzpunkt: Tp, = 160 °C.

IR (ATR): ¥ = 2963, 1640, 1550, 1463, 1198, 1180, 1129, 1102, 982, 799, 720, 550.

UV/VIS (MeCN): Amax = 261.

MS (ESI"): m/z = 857.5 [M+H]".

C3sHesNgO14 (856.97) ber.: 857.4619 [M+H]",
CasHesNgO1s - 2 CFsCOOH (1085.02) gef.: 857.4615 (ESI*-HRMS).

7.2.11 Synthese der propylverlinkten aminoribosylierten Muraymycin-

Analoga

7.2.11.1 Synthese des 6'-N-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 89 wund des 6'-N-verlinkten deribosylierten

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 91

Synthese der 6'-N-Glycosyl-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 197

TBDMSO OTBDMS

197
Eine Losung der (6'S)-konfigurierten 5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 43 (83.0 mg,
142 pmol) in abs. Tetrahydrofuran (6 mL) tiber frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) wurde
mit dem Aminoribose-abgeleiteten Aldehyd 95 (63.0 mg, 169 umol) versetzt und 24 h bei
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Raumtemperatur  gerithrt. Es wurden Amberlyst® 15 (6.60 mg, 31.2 umol) und
Natriumtriacetoxyborhydrid (60.0 mg, 284 pumol) zugegeben und weitere 22h bei
Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und das Filtrat mit
Ethylacetat (100 mL) versetzt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger
Natriumcarbonatlésung (100 mL) gewaschen und die wassrige Phase mit Ethylacetat
(3x50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (16 g, 2.5 x 10 cm, DCM:MeOH
97.5:2.5) erhalten.

Ausbeute (197): 101 mg (107 pmol, 76%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.30 (DCM:MeOH 94:6).
'H-NMR (500 MHz, CDs0D): & =0.09 (s, 3 H, SiCH3), 0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs3), 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1V-H), 0.89 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5"-H),
0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.93 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 1.44 (s, 9 H, NC(=0)OC(CHs)3), 1.49 (s,
9 H, C(=0)OC(CHs)3), 158 (q, J=7.5Hz, 2H, 2"-H), 1.67(q, J=7.5Hz, 2H, 4"-H),
1.70-1.82 (m, 2 H, 2"-H), 1.86-1.94 (m, 1 H, 5'-H,), 2.00-2.08 (m, 1 H, 5-Hy), 2.58-2.65 (m,
1H, 1"-H,), 2.65-2.72 (m, 1 H, 1"-Hp), 3.17 (d, J = 7.2 Hz, 2 H, 5"-H), 3.34 (dd, J = 9.2 Hz,
J=47Hz, 1H, 6-H), 3.41-3.47 (m, 1H, 3"-H,), 3.74-3.80 (m, 1H, 3"Hy), 3.91 (dd,
J=46Hz, J=4.4Hz, 1H, 3-H), 4.04-4.10 (m, 1 H, 4'-H), 4.16 (dd, J = 7.2 Hz, J = 7.2 Hz,
1H, 4"-H), 4.33(dd, J=4.4Hz, J=4.1Hz, 1H, 2-H), 4.60(d, J=6.0 Hz, 1 H, 3"-H),
4.67 (d, J=6.0 Hz, 1 H, 2"-H), 5.01 (s, 1 H, 1"-H), 5.75 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.78 (d,
J=4.1Hz, 1H,1-H), 7.65 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (126 MHz,  CD3OD):  §=-4.40 (SiCHs),  -4.39 (SiCH3),  -4.39
(SiCH3), -3.98 (SiCH3), 7.75(C-5"), 8.72(C-1"), 18.88 (SiC(CHs)s), 18.94 (SiC(CHa)s,
26.40 (SIC(CHa)s), 26.47 (SIC(CHs)s), 28.47 (NC(=0)OC(CHs)3), 28.79 (C(=0)OC(CHa)s),
29.92 (C-4"), 30.31(C-2"Y), 30.54 (C-2"), 38.00(C-5'), 44.63(C-5"), 46.10 (C-1"),
60.70 (C-6"), 67.13(C-3"), 75.92(C-2), 76.60(C-3), 80.28 (NC(=O)OC(CHs)s),
82.57 (C(=0)OC(CH3)s),  82.92 (C-4), 83.83(C-3"), 87.09 (C-2"), 87.20 (C-4"),
91.87 (C-1'), 103.04 (C-5), 110.00 (C-1"), 117.68 (C-3"), 142.68 (C-6), 152.15 (C-2),
158.31 (Boc-C=0), 166.01 (C-4), 174.84 (C-7).

Drehwert: [a]5, = -15.0 (c = 1.0, CHCIy).

Schmelzpunkt: T, =62 °C.

IR (ATR): ¥ = 2931, 2858, 1692, 1561, 1366, 1251, 1157, 1090, 836, 776.
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UVIVIS (MeCN): Amax = 261.
MS (ESI"): m/z = 943.5 [M+H]".
CasHasN4O13Si, (943.34) ber.: 943.5490 [M+H]",
gef.: 943.5486 (ESI*-HRMS).

Synthese des vollstdndig geschitzten verkirzten 6'-N-aminoribosylierten

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 196
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196

Eine LoOsung der 6'-N-Glycosyl-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminosaure 197 (88.0 mg,
93.3 umol) in abs. Tetrahydrofuran (6 mL) tber frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) wurde
mit 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-Leucinamid 88 (33.0 mg, 103 pmol)
versetzt und 39h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden Amberlyst® 15 (4.30 mg,
20.5 pmol) und Natriumtriacetoxyborhydrid (39.3 mg, 187 pumol) hinzugegeben und weitere
15h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde erneut mit 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-
(3'-oxopropyl)-L-Leucinamid 88 (33.0 mg, 103 pumol) versetzt und nach weiteren 4 h erneut
Natriumtriacetoxyborhydrid (39.3 mg, 187 umol) hinzugegeben. Es wurde weitere 18 h
geriihrt, erneut Natriumtriacetoxyborhydrid (39.3 mg, 187 umol) hinzugegeben und weitere
2 h gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und das Filtrat mit Ethylacetat (100 mL)
versetzt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumcarbonatldsung (70 mL)
gewaschen und die wassrige Phase mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch zweifache s&ulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (18 g, 2.0 x 13 cm, DCM:MeOH 98.2:1.8 — 98:2; 59, 1.0 x 13 cm,
DCM:MeOH 98:2) erhalten.
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Ausbeute (196): 81.6 mg (65.4 pmol, 70%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rs = 0.26 (DCM:MeOH 96:4).
'H-NMR (500 MHz, CD30D): & = 0.06 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHj), 0.13 (s, 3 H,
SiCHs), 0.15 (s, 3 H, SiCHs), 0.86 (t, J=7.5Hz, 3H, 1'-H), 0.88-0.93 (m, 3 H, 5""-H),
0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.92-0.97 (m, 6 H, 5™-H), 1.44 (s, 9 H,
NC(=0)OC(CHa)s), 1.48 (s, 9H, C(=0)OC(CHs)s), 1.51-1.57 (m, 2H, 3"-H), 1.57(q,
J=75Hz, 2H, 2""-H), 1.67(q, J=7.5Hz, 2H, 4"-H), 1.62-1.75 (m, 5H, 2"-H, 4"-H,
2'-H), 1.77-1.85 (m, 1 H, 5-H,), 2.17-2.27 (m, 1 H, 5'-Hp), 2.52-2.62 (m, 2 H, 1"-H, 1'-H,),
2.64-2.67 (M, 2 H, 1"-Hp, 1'-Hp), 3.13-3.19 (m, 2 H, 5"-H), 3.22 (dd, J = 6.7 Hz, J = 6.7 Hz,
2H, 3"H), 3.40-347(m, 1H, 3"-H,), 3.50(dd, J=10.6Hz, J=35Hz, 1H, 6-H),
3.66-3.73 (m, 1 H, 3"-Hp), 3.94 (dd, J=4.5Hz, J=4.1Hz, 1H, 3-H), 3.96-4.02 (m, 1 H,
4'-H), 4.12 (dd, J=8.9Hz, J=7.7Hz, 1H, 2"-H), 4.15(dd, J=7.3Hz, J=6.8 Hz, 1 H,
4V-H), 4.40 (dd, J = 4.8 Hz, J=4.5Hz, 1 H, 2'-H), 4.59 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, 3"-H), 4.67 (d,
J=6.0Hz, 1H, 2"-H), 5.01(s, 1H, 1"-H), 5.07(d, J=12.5Hz, 1H, 1"-H,), 5.11(d,
J=125Hz, 1H, 1V-Hp), 5.76 (d, J=8.1Hz, 1 H, 5-H), 5.78 (d, J=4.8 Hz, 1 H, 1-H),
7.24-7.38 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"V-H,), 7.61 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC-NMR (126 MHz,  CDiOD):  §=-4.43(SiCH3),  -4.31(SiCHj),  -4.23
(SiCHs), -3.98 (SiCH3), 7.80 (C-5"), 8.74 (C-1""), 18.86 (SiC(CHa)s), 19.00 (SiC(CHa)s),
22.06 (Co-5"™), 23.48 (Cp-5"), 25.95(C-4"™), 26.39 (SiC(CHs)s),  26.49 (SiC(CHs)s),
28.68 (C(=0)OC(CH3)s),  28.81 (NC(=O)OC(CH3)3),  29.26 (C-2"),  29.93 (C-4"),
30.13 (C-2"), 30.33 (C-2"), 35.38(C-5), 38.59(C-3"), 42.36(C-3"), 44.67 (C-5"),
49.28 (C-1Y), 49.97 (C-1"), 55.12 (C-2"), 61.91(C-6), 66.82(C-3"), 67.73(C-1"),
75.63 (C-2"), 76.96 (C-3'), 80.27 (NC(=O)OC(CHy3)3), 82.60 (C(=0)OC(CHa)s), 83.35 (C-4Y),
83.88 (C-2"), 87.03(C-3"), 87.10(C-4"), 91.76 (C-1), 103.23(C-5), 110.00 (C-1"),
117.67 (C-3'"), 128.88, 129.04, 129.49 (C-3V, C-4V, C-5Y, C-6" C-7"), 138.18 (C-2"),
142.84 (C-6), 152.15 (C-2), 158.28, 158.34 (Chz-C=0, Boc-C=0), 165.94 (C-4), 172.89,
175.19 (C-7', C-1").
Drehwert: [a]5, = -5.0 (¢ = 1.0, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, =75 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2857, 1692, 1366, 1258, 1153, 1087, 1043, 836, 777.
UV/IVIS (MECN): Amax = 260.
MS (ESI"): m/z = 1247.7 [M+H]".
Ce2H106NsO16Si2 (1247.73) ber.: 1247.7277 [M+H]",

gef.: 1247.7252 (ESI*-HRMS).
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Synthese des N-Chz-entschitzten verkirzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons 93
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Variante 1:

Eine Losung des vollstandig geschiitzten verkirzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 196 (20.0 mg, 16.0 umol) in abs. Methanol (3 mL) wurde mit
Palladium (10.0 mg, 9.40 umol, 10% auf Aktivkohle) und 1,4-Cyclohexadien (15.0 pL,
160 pmol) versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde durch
einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit Methanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die
Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im VVakuum erhalten.

Ausbeute (93): 16.0 mg (14.0 umol, 88%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine Losung des vollstandig geschiitzten verkirzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 196 (28.2 mg, 22.6 umol) in abs. iso-Propanol (3 mL) wurde mit
1,4-Cyclohexadien (21.0 puL, 226 umol) versetzt. Es wurde Palladium Black (10.0 mg,
94.0 umol) hinzugegeben und 1.5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmischung
wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit iso-Propanol (4 x 5 mL)
gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Lodsungsmittels im Vakuum

erhalten.
Ausbeute (93): 25.2 mg (22.6 umol, quant.) eines farblosen Wachses.

DC: R =0.10 (DCM:MeOH 95:5).
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'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.07 (s, 3 H, SiCHs3), 0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.13 (s, 3 H,
SiCH3), 0.15 (s, 3 H, SiCH3), 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1"-H), 0.89 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5"-H),
0.90 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.95-1.02 (m, 6 H, 5™-H), 1.45 (s, 9 H,
NC(=0)OC(CHa)s), 1.49 (s, 9 H, C(=0)OC(CHa)s), 1.58 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, 2"-H), 1.67 (q,
J=75Hz, 2H, 4"-H), 1.63-1.77 (m, 7H, 2"-H, 3"-H, 4™-H, 2"-H), 1.77-1.85(m, 1H,
5'-H,), 2.17-2.26 (m, 1 H, 5'-Hp), 2.56-2.65 (M, 2 H, 1"-H, 1V-H,), 2.66-2.78 (m, 2 H, 1"-Hp,
1V-Hy), 3.13-3.26 (M, 3 H, 3"-H,, 5'-H), 3.33-3.41 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.42-3.49 (m, 1 H, 3"-H,),
3.51(dd, J =105 Hz, J = 3.5 Hz, 1 H, 6'-H), 3.68-3.75 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.76-3.81 (m, 1 H,
2"-H), 3.95 (dd, J = 4.4 Hz, J=4.1 Hz, 1 H, 3-H), 3.96-4.01 (m, 1 H, 4'-H), 4.13-4.19 (m,
1H, 4-H), 4.43 (dd, J=4.8 Hz, J=4.4Hz, 1 H, 2"-H), 4.58-4.62 (m, 1 H, 3'-H), 4.68 (d,
J=6.0Hz, 1H, 2'-H), 4.99-5.02 (m, 1 H, 1'-H), 5.76 (d, J=4.8 Hz, 1 H, 1-H), 5.77 (d,
J=8.0Hz, 1 H, 5-H), 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H).
BC-NMR (126 MHz,  CDiOD):  §=-4.43(SiCH3),  -4.34 (SiCHj),  -4.27
(SiCHs3), -3.98 (SiCH5), 7.79 (C-5"), 8.73 (C-1"), 18.86 (SiC(CHs)s), 19.00 (SiC(CHs)s),
22.29 (C;-5"™), 23.08 (Cp-5"), 25.56 (C-4"™), 26.38 (SiC(CHs)s),  26.48 (SiC(CHs)s),
28.67 (C(=0)OC(CHs)s),  28.81 (NC(=0)OC(CHs)s),  29.42 (C-2"),  29.93 (C-4"),
30.06 (C-2"), 30.32(C-2"), 35.10(C-5), 39.07 (C-3"), 41.99 (C-3"), 44.63(C-5%),
50.05 (C-1Y), 50.27 (C-1"), 53.25(C-2"), 62.04 (C-6), 66.83(C-3Y), 75.61(C-2",
76.99 (C-3"), 80.30 (NC(=O)OC(CHs)s3), 82.69 (C(=0)OC(CHs)3), 83.29 (C-4'), 83.89 (C-2),
87.04 (C-3"), 87.12(C-4Y), 92.13(C-1), 103.15(C-5), 109.91 (C-1Y), 117.71(C-3"),
142.95 (C-6), 152.09 (C-2), 158.32 (Boc-C=0), 166.04 (C-4), 170.68, 172.93 (C-7', C-1").
Drehwert: [a]5, = -53.8 (¢ = 1.3, CHCly).
IR (ATR): ¥ = 2961, 2929, 1695, 1366, 1258, 1149, 1085, 1014, 867, 797.
UVIVIS (MeCN): Amax = 260.
MS (ESI"): m/z = 1113.7 [M+H]".
CsaH100N6014Si, (1113.59) ber.: 1113.6897 [M+H]",

gef.: 1113.6909 (ESI*-HRMS).
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Synthese des vollstindig geschitzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons 198
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198
Eine Losung von O-tert-Butyl-L-valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 85 (6.10 mg, 13.7 umol)
in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (1.90 mg, 13.7 umol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (7.1 mg, 13.7 umol) und
N,N-Diisopropylethylamin (4.70 uL, 27.3 pmol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur gerihrt
und anschlieBend auf 0 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine Lésung des
N-Cbz-entschutzten verkilrzten 6'-N-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons
93 (15.2 mg, 13.7 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C und 3 h
bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die
Zielverbindung durch sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.0 x 13 cm,
DCM:MeOH 97:3) erhalten. Aufgrund der Komplexitit der NMR-Spektren wurde
Verbindung 198 lediglich per LC-MS Analyse identifiziert, weshalb auf Basis einer
hinreichenden Reinheit durch s&ulenchromatographische Reinigung, belegt durch das
UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS-Analyse, nur eine ungefédhre Ausbeute
angegeben werden kann. 198 wurde direkt in der folgenden globalen sauren Entschiitzung

umgesetzt.
Ausbeute (198): 20.4 mg (~ 13 umol, ~ 95%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.22 (DCM:MeOH 95:5).
MS (ESI"): m/z = 1541.0 [M+H]".
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Synthese des 6'-N-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-

Analogons 89 und des 6'-N-deribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 91

91

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Das

vollstandig  geschitzte 6'-N-aminoribosylierte  5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 198
(16.0 mg, ~ 10 umol) wurde mit Trifluoressigsdure (5.0 mL, 80% in Dichlormethan) versetzt
und 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Dichlormethan
(20 mL) verdinnt und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der resultierende farblose
Feststoff wurde mit Trifluoressigsdure (5.0 mL, 10% in Wasser) versetzt und 10 min beli
Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 mL) verdinnt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindungen wurden durch Reinigung mittels

semipréaparativer HPLC (s.u.) erhalten.
Ausbeute (89): 5.00 mg (3.92 umol, 37%, lber 2 Stufen von 93) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (89) (analytisch): tg=6.7 min (Methode QC_grad pos_acid 2000, Injektions-
volumen: 20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).
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HPLC (89) (semipraparativ): tg =12.3 min (Methode DWP269, Injektionskonzentration:
15 mg in H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (89) (500 MHz, D,0): § = 0.90 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, 5"-H,), 0.95 (d, J = 5.2 Hz, 3 H,
5"-Hy), 0.96 (d, J = 6.2 Hz, 3 H, 4'-H,), 1.00 (d, J = 6.8 Hz, 3 H, 4'-Hp), 1.41-1.54 (m, 2 H,
4V_H), 1.56-1.77 (m, 6 H, 3"-H, 4"-H, 3"-H,, 5"-H), 1.70-1.86 (m, 1 H, 3"-Hy,, 1.95-2.06 (m,
3 H, 2"-H, 2"-H,), 2.06-2.15 (m, 1 H, 2“-Hy), 2.16-2.25 (m, 2 H, 5'-H,, 3'-H), 2.43-2.49 (m,
1H, 5-Hy), 3.03 (dd, J=7.6 Hz, J = 7.6 Hz, 2 H, 6"-H), 3.09 (dd, J = 11.5 Hz, J = 11.1 Hz,
1H, 5"-H,), 3.16-3.27(m, 2H, 1"H, 3"-H.), 3.27-3.34(m, 2H, 1"-Hp, 1"-H,),
3.34-3.40 (m, 2H, 3"Hp, 1Y-Hy), 3.42(dd, J=13.3Hz, J=24Hz, 1H, 5"-Hy),
3.61-3.67 (m, 1H, 3"-H,), 3.88(ddd, J=6.9Hz, J=43Hz, J=39Hz, 1H, 3"-Hy),
4.07 (dd, J=9.6 Hz, J=3.1Hz, 1H, 6-H), 4.10-4.19 (m, 5H, 3-H, 2V-H, 2"-H, 2"-H,
4_H), 4.22 (dd, J=6.3 Hz, J=4.8 Hz, 1 H, 3"'-H), 4.26 (dd, J=7.7 Hz, J=6.6 Hz, 1 H,
4'-H), 4.30 (dd, J =10.0 Hz, J=4.7 Hz, 1 H, 2"-H), 4.55 (dd, J=4.9 Hz, J=45Hz, 1H,
2'-H), 5.03 (s, 1 H, 1Y-H), 5.76 (d, J=4.5Hz, 1 H, 1-H), 5.92 (d, J=8.1 Hz, 1 H, 5-H),
7.69 (d, J=8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (89) (126 MHz, D,0): &=16.96 (C,-4"), 18.49 (Cy-4"), 20.58 (C5-5"),
21.95 (C-4Y), 22.12 (Cy,-5"), 24.13(C-2"), 24.19 (C-2"), 24.40 (C-4™), 26.25(C-5"),
29.46 (C-5), 29.92 (C-3"), 30.68(C-3"), 36.14 (C-3"), 39.21(C-6"), 39.52(C-3"),
43.11 (C-5""), 49.65 (C-1"), 50.64 (C-1"), 52.47 (C-2"), 54.24 (C-2"), 58.89 (C-2"),
63.30 (C-6), 65.62 (C-3), 72.36 (C-3"), 72.42(C-2), 73.08(C-3), 74.05(C-2",
78.26 (C-4""), 8052 (C-4'), 92.19(C-1), 102.29 (C-5), 107.52 (C-1""), 116.33(q,
LJcr =291.5 Hz, F5CCOO), 143.23 (C-6), 151.28 (C-2), 159.51 (NC(=O)N), 162.97 (q,
2Jer =355 Hz, FsCCOO0), 166.09 (C-4), 171.57 (C-7'), 174.76 (C-1"), 175.45 (C-1"),
176.71 (C-1Y).

YF-NMR (89) (282 MHz, D,0): & = -75.57 (s, CF3).

Drehwert (89): [a]5, =-11.3 (c = 1.3, H,0).

Schmelzpunkt (89): T, = 145 °C.

IR (89) (ATR): ¥ = 3066, 2962, 1668, 1556, 1464, 1199, 1131, 1030, 835, 799, 721, 551.
UVIVIS (89) (MeCN): Amax = 260.

MS (89) (ESI*): m/z = 932.5 [M+H]".

CaoHesNgO16 (932.05) ber.: 466.7504 [M+2H]",
CuoHesNgO16 - 3 CFsCOOH (1274.11) gef.: 466.7504 (ESI"-HRMS).

Ausbeute (91): 0.75 mg (0.728 umol, 7%, lber 2 Stufen von 93) eines farblosen Feststoffes.
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HPLC (91) (analytisch): tg=6.9 min (Methode QC_grad pos_acid 2000, Injektions-
volumen: 20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (91) (semipréparativ): tg = 16.5 min (Methode DWP315 2, Injektionskonzentration:
21 mg in H,0:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (91) (500 MHz, D;0): § = 0.80 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, 5™-H,), 0.85 (d, J = 4.9 Hz, 3 H,
5"-Hp), 0.86 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, 4'-H,), 0.90 (d, J = 6.7 Hz, 3 H, 4'-Hp), 1.31-1.43 (m, 2 H,
4V-H), 1.46-1.67 (M, 6 H, 3"-H, 4"-H, 3"-H,, 5"-H), 1.69-1.76 (m, 1 H, 3"-Hy,, 1.84-1.95 (m,
4H, 2"-H, 2“-H), 2.10 (dqq, J=6.7Hz, J=6.6 Hz, J=6.1Hz, 1H, 3"-H), 2.14 (ddd,
J=140Hz, J=10.7Hz, J=3.0Hz, 1H, 5-Hy), 2.37-2.42(m, 1H, 5-Hp), 3.03 (dd,
J=75Hz, J=75Hz, 2H, 6"-H), 3.07-3.19(m, 2H, 1"-H, 3"-H,), 3.19-3.27 (m, 3 H,
1"-Hp, 3"-Hp, 1"-Hy), 3.29-3.35 (m, 1 H, 1"-Hy), 3.60-3.68 (m, 2 H, 3"-H), 4.00-4.10 (m, 4 H,
3-H, 6'-H, 2"-H, 2'-H), 4.15-4.22 (m, 1 H, 4-H, 2"-H), 4.44 (dd, J = 5.1 Hz, J = 4.4 Hz, 1 H,
2'-H), 5.67 (d, J =4.4 Hz, 1 H, 1-H), 5.82 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 1 H,
6-H).

BC.NMR  (91) (126 MHz, D,0): §=16.94 (Ca-4Y), 18.47 (Cp-4Y), 20.61 (Co-5"),
22.01 (C-4Y), 22.09 (Cyx-5"), 24.22(C-2"), 24.38(C-4"), 26.21(C-2"), 26.24 (C-5"),
29.34 (C-5'), 29.92 (C-3Y), 30.74 (C-3Y), 36.11(C-3"), 39.21(C-6"), 39.54 (C-3"),
49.87 (C-1"), 50.97 (C-1"), 52.50 (C-2"), 54.08 (C-2"), 58.84 (C-2Y), 59.13 (C-3",
62.70 (C-6'), 72.47 (C-2), 73.02 (C-3"), 80.50 (C-4"), 92.01 (C-1'), 102.29 (C-5), 116.33 (q,
YJer = 291.5 Hz, F;CCOO0), 143.11(C-6), 151.30(C-2), 159.48 (NC(=O)N), 162.97 (q,
2Jer = 35.4 Hz, FsCCOO), 166.10 (C-4), 171.35(C-7'), 174.73(C-1"), 175.35(C-1"),
176.70 (C-1Y).

YE.NMR (91) (282 MHz, D,0): § = -75.59 (s, CF3).

Drehwert (91): [a]2, = 6.7 (c = 0.8, H,0).

Schmelzpunkt (91): T, = 150 °C.

IR (91) (ATR): ¥ = 2962, 1670, 1556, 1464, 1389, 1262, 1199, 1133, 1065, 834, 800, 768.
UV/VIS (91) (MeCN): Amax = 260.

MS (91) (ESI"): m/z = 801.4 [M+H]".

CasHesoNgO13 (800.91) ber.: 401.2213 [M+2H]",
C3sHeoNgO13 * 2 CF3COOH (1028.95) gef.: 401.2220 (ESI*-HRMS).
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Synthese des 6'-N-desribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons

Analogons 91

91
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Das
vollstandig geschitzte 6'-N-aminoribosylierte  5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 198
(21.2 mg, ~ 14 umol) wurde mit Trifluoressigsaure (6.0 mL, 80% in Wasser) versetzt und

24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 mL)
verdinnt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch

Reinigung mittels semipraparativer HPLC (s.u.) erhalten.
Ausbeute (91): 5.10 mg (4.96 umol, 35%, iber 2 Stufen von 93) eines farblosen Feststoffes.

(Analytische Daten von Verbindung 91 s.0.)
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7.2.11.2 Synthese des N3-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 90 und des N3-verlinkten deribosylierten

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 92

Synthese des vollstdndig geschitzten verkirzten N3-aminoribosylierten

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 199

2Vii 4Vii
1V|I O 3\/“ O 5VI|
5 o 5 -4 N/\v/\o (0] 5v;\l)J\OJ<
> | 13& 2 H
3" 1" , 6 N o)
3V 2 HN/\"/\N\‘ '
4v 2 H

TBDMSO  OTBDMS

199

Eine Losung der N-Chz-geschitzten L-Leucin-propyl-5'-Desoxy-Nucleosyl-Aminoséure 181
(81.0 mg, 91.0 umol) in abs. Acetonitril (10 mL) wurde mit dem Aminoribose-abgeleiteten
Tosylat 96 (48.2 mg, 91.0 umol) und Kaliumcarbonat (13.8 mg, 100 pumol) versetzt und 2 h
Raumtemperatur, 2 h bei 40 °C, 2 h bei 60 °C, 2 h bei 70 °C und weitere 16 h am Ruckfluss
geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Ethylacetat (150 ml) verdinnt und mit Wasser
(100 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (259, 2.5x 11 cm, DCM:MeOH 98:2)
erhalten.

Ausbeute (199): 79.1 mg (63.4 pumol, 70%, 80% brsm) eines farblosen Feststoffes.

DC: R = 0.13 (DCM:MeOH 96:4).

'H-NMR (500 MHz, CD3OD): & =0.11 (s, 3 H, SiCHs), 0.11 (s, 3 H, SiCH3), 0.11 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.87-0.92 (m, 3 H, 5"'-H), 0.88 (t, J=7.5Hz, 3H, 1"-H),
0.89-0.96 (m, 6 H, 5™-H), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.93 (s, 9 H, SiC(CH3)s), 1.44 (s, 9 H,
NC(=0)OC(CHa)s), 1.49 (s, 9H, C(=0)OC(CHs)s), 1.51-1.56 (m, 2H, 3"-H), 1.58(q,
J=75Hz, 2H, 2""H), 1.64-1.72 (m, 3 H, 2"-H, 4"-H), 1.67 (q, J=7.5Hz, 2 H, 4"-H),
1.83-1.90 (m, 2 H, 2'-H), 1.88-1.96 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.02-2.10 (m, 1 H, 5-Hy), 2.52-2.59 (m,
1H, 1"-H,), 2.60-2.68 (m, 1 H, 1"-Hy), 3.13-3.18 (m, 2 H, 5"-H), 3.21-3.29 (m, 2 H, 3"-H),
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3.25(dd, J=9.7Hz, J=4.3Hz, 1H, 6-H), 3.39-3.46 (m, 1 H, 3'-H,), 3.72-3.78 (m, 1 H,
3'-Hp), 3.85(dd, J=5.3Hz, J=4.3Hz, 1H, 3-H), 400 (dd, J=6.9Hz, J=6.9Hz, 2 H,
1Y-H) 4.07-4.13 (m, 2 H, 4'-H, 2"-H), 4.16 (dd, J = 7.1 Hz, J = 7.1 Hz, 1 H, 4"-H), 4.31 (dd,
J=4.3Hz, J=3.6Hz, 1 H, 2-H), 4.55(d, J = 6.0 Hz, 1 H, 3"-H), 4.66 (d, J=6.0 Hz, 1 H,
2Y-H), 5.00 (s, 1 H, 1V-H), 5.05-5.12 (m, 2 H, 1"-H), 5.80 (d, J = 3.6 Hz, 1 H, 1'-H), 5.84 (d,
J=8.0Hz, 1 H,5-H), 7.25-7.38 (m, 5 H, C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 7.64 (d, J = 8.1 Hz,
1H, 6-H).
BC-NMR (126 MHz,  CDiOD):  §=-4.47 (SiCHs),  -4.41 (SiCHj),  -4.17
(SiCHs), -3.93 (SiCHs3), 7.77 (C-5"), 8.81 (C-1""), 18.91 (SiC(CHa)s), 18.93 (SiC(CHa)s),
22.01 (C,-5"™), 23.44 (Cy-5"™), 25.94 (C-4™), 26.47 (SiC(CH3)3), 26.48 (SiC(CHa)s),
28.47 (C(=0)OC(CH3)s;),  28.67 (C-2"),  28.78 (NC(=0)OC(CHa3)s),  29.91 (C-4",
30.35 (C-2"), 30.73(C-2"), 37.95(C-5), 38.20(C-3"), 40.04 (C-1Y), 42.28 (C-3"),
4462 (C-5"), 46.09 (C-1"), 55.23(C-2"), 60.75(C-6), 67.11(C-3%), 67.72 (C-1"),
75.21 (C-2"), 76.52 (C-3'), 80.27 (NC(=0)OC(CHs)s), 82.24 (C-4'), 83.03 (C(=0)OC(CHs)3),
83.84 (C-2""), 87.05(C-3"), 87.15(C-4"), 92.75(C-1'), 102.41(C-5), 110.14 (C-1"),
117.64 (C-3'"), 128.88, 129.04, 129.48 (C-3V, C-4", C-5", C-6", C-7"), 138.18 (C-2V),
140.52 (C-6), 152.33 (C-2), 158.32, 158.35 (Boc-C=0, Cbz-C=0), 164.83 (C-4), 174.56,
175.49 (C-7', C-1").
Drehwert: [a]5, = -4.5 (¢ = 1.1, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, =66 °C.
IR (ATR): ¥ = 2959, 2930, 2857, 1708, 1663, 1258, 1156, 1091, 802, 778.
UV/IVIS (MCN): Amax = 262.
MS (ESI"): m/z = 1247.7 [M+H]".
Ce2H106N6O016Siz (1247.73) ber.: 1247.7277 [M+H]",

gef.: 1247.7292 (ESI*-HRMS).
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Synthese des N-Cbz-entschitzten verkirzten N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons 94

TBDMSO OTBDMS
94

Variante 1:

Eine Losung des vollstandig geschitzten verkirzten N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 199 (23.0 mg, 18.0 umol) in abs. Methanol (3 mL) wurde mit
Palladium (10.0 mg, 9.40 pmol, 10% auf Aktivkohle) und 1,4-Cyclohexadien (15.0 pL,
160 pmol) versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde durch
einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit Methanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die

Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (94): 16.0 mg (~ 14 umol, ~ 75%) eines farblosen Wachses.
Variante 2:

Eine Losung des vollstandig geschitzten verkirzten N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 199 (27.4 mg, 22.0 umol) in abs. iso-Propanol (3 mL) wurde mit
1,4-Cyclohexadien (21.0 uL, 226 umol) versetzt. Es wurde Palladium Black (10.0 mg,
94.0 umol) hinzugegeben und 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung
wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und der Spritzenfilter mit iso-Propanol (4 x 5 mL)
gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Lodsungsmittels im Vakuum

erhalten.
Ausbeute (94): 24.0 mg (~ 22 pmol, ~ 95%) eines farblosen Wachses.

Aufgrund von Rotamerenbildung war eine Charakterisierung anhand von NMR-Spektren
nicht moglich. Da die Zielverbindung jedoch zweifelsfrei mittels hochaufgel6ster
Massenspektrometrie identifiziert werden konnte wurde auf eine weitere Charakterisierung

verzichtet. Auf Basis einer hinreichenden Reinheit durch s&ulenchromatographische
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Reinigung, belegt durch das UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS-Analyse, kann nur
eine ungefdhre Ausbeute angegeben werden. 94 wurde direkt in der folgenden

Peptidkupplung umgesetzt.

MS (ESI"): m/z = 1113.7 [M+H]".
C54H100N6014Si2 (111359) ber.: 1113.6909 [M+H]+,
gef.: 1113.6905 (ESI*-HRMS).

Synthese des volistdndig geschitzten N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons 200

2Viii 4Viii
1viii O 3Viii O "5viii
| NG 5HJ\OJ<

TBDMSO  OTBDMS

200
Eine L6sung von O-tert-Butyl-L-valin-N-(C=0)-N-(N°-Boc)-L-lysin 85 (6.30 mg, 14.1 pmol)
in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (2.00 mg, 14.1 umol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (7.4 mg, 14.1 umol) und
N,N-Diisopropylethylamin (4.80 uL, 28.2 pmol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur gerthrt
und anschlieBend auf 0 °C gekuhlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine Lésung des
N-Cbz-entschiutzten verklrzten N3-aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 94
(16.0 mg, ~ 14 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C und 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das L&dsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die
Zielverbindung durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.0 x 12 cm,
DCM:MeOH 97:3) erhalten. Aufgrund der Komplexitdt der NMR-Spektren wurde
Verbindung 200 lediglich per LC-MS Analyse identifiziert, weshalb auf Basis einer
hinreichenden Reinheit durch s&ulenchromatographische Reinigung, belegt durch das
UV-Chromatogramm (A =254 nm) der LC-MS-Analyse, nur eine ungefédhre Ausbeute
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angegeben werden kann. 200 wurde direkt in der folgenden globalen sauren Entschiitzung

umgesetzt.
Ausbeute (200): 18.4 mg (~ 12 umol, ~ 85%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.21 (DCM:MeOH 95:5).
MS (ESI*): m/z = 1541.0 [M+H]".

Synthese des N3-verlinkten aminoribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-

Analogons 90 und des N3-deribosylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 92

92

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt. Das

vollstandig geschiitzte N3-aminoribosylierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 200 (20.0 mg,
~ 13 umol) wurde mit Trifluoressigsaure (6.0 mL, 80% in Dichlormethan) versetzt und 30 h
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Dichlormethan (20 mL)
verdinnt und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der resultierende farblose Feststoff
wurde mit Trifluoressigsdaure (5.0 mL, 10% in Wasser) versetzt und 10 min bei

Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 mL) verdinnt und das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindungen wurden durch Reinigung mittels
semipraparativer HPLC (s.u.) erhalten, wobei 92 als Reinstoff und 90 als nicht trennbare o/3
Anomerenmischung (49:51) erhalten wurde und die weitere Charakterisierung anhand dieses

Gemisches durchgefiihrt wurde.

Ausbeute (90): 5.1 mg (4.00 umol, 26%, Uber 3 Stufen von 199) eines farblosen Feststoffes
als a/p Anomerenmischung (49:51).

HPLC (90) (analytisch): tg=6.5min (Methode QC_grad pos_acid_2000, Injektions-
volumen: 20 pL (¢ ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (90) (semipraparativ): tgr = 14.4 min (Methode DWP315, Injektionskonzentration:
15 mg in H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'"H-NMR (90) (500 MHz, D,0): § = 0.86 (d, J = 6.0 Hz, 3 H, 5"-H,), 0.86 (d, J = 6.0 Hz, 3 H,
5"-H,), 0.92(d, J=5.9Hz, 3H, 5"Hyp), 0.92(d, J=59Hz, 3H, 5"-Hy), 0.93(2d,
J=6.9Hz, 3H, 4%-H,), 0.93(2d, J=6.9 Hz, 3H, 4'-H,), 0.96 (d, J=6.8 Hz, 3 H, 4'-Hp),
0.96 (d, J=6.8Hz, 3H, 4'-Hp), 1.35-1.51 (m, 2x 2 H, 2x 4"-H), 1.52-1.74 (m, 2Xx 6 H,
2x3"-H, 2x4"-H, 2x3"H, 2x5"H), 1.74-1.84 (m, 2x 1 H, 2 x 3"-Hy), 1.86-1.98 (m,
2Xx4H, 2x2"H, 2x2"-H), 2.16 (dqg, J=6.9Hz, J=6.8Hz, J=5.4Hz, 1H, 3"-H),
2.16 (dqg, J = 6.9 Hz, J = 6.8 Hz, J = 5.4 Hz, 1 H, 3'-H), 2.32 (ddd, J = 15.0 Hz, J = 11.3 Hz,
J=5.7Hz, 1 H, 5-H,), 2.32 (ddd, J = 15.0 Hz, = 11.3 Hz, J = 5.7 Hz, 1 H, 5'-H,), 2.45 (ddd,
J=15.0Hz, J=6.4Hz, J=25Hz, 1H, 5-Hp), 2.45(ddd, J=15.0Hz, J=6.4Hz,
J=25Hz, 1H, 5-Hy), 2.99 (dd, J=7.6 Hz, J=7.6 Hz, 2 H, 6"-H), 2.99 (dd, J = 7.6 Hz,
J=7.6Hz, 2H, 6"-H), 3.04-3.13 (M, 2Xx 3 H, 2 x 1"-Hp, 2 x 5"-H,), 3.21-3.28 (m, 2 x 1 H,
2 X 3"-Hy), 3.29-3.42 (m, 2x 2 H, 2x3"Hp, 2x5"-Hy), 3.56 (dt, J=10.2 Hz, J=6.0 Hz,
1H, B-3"-H,), 3.63(dt, J=10.4Hz, J=6.2Hz, 1H, «-3"-H,), 3.79-3.87 (m, 2x1H,
2 x 3"-Hy), 3.94 (dd, J=11.3Hz, J=6.4Hz, 1H, 6-H), 3.94 (dd, J=11.3 Hz, J=6.4 Hz,
1H, 6-H), 3.97-4.04 (m, 2x3H, 2x1"-H, o-3"-H, B-2""-H), 4.04-4.09 (M, 2x2H,
2x3-H, 2x2%H), 4.09-420 (m, 1x3H, 1x4H, 2x4-H, 2x2"-H, a-2""-H, p-3""-H,
B-4""-H), 4.20-4.28 (m, 1 x 1 H, 1 x 2 H, 2 x 2"-H, 0-4""-H), 4.34-4.39 (M, 2 x 1 H, 2 x 2-H),
4.98 (s, 1H, p-1""-H), 5.15(d, J=4.3Hz, 1H, o-1""-H), 5.79(d, J=3.5Hz, 1 H, 1-H),
5.81 (d, J=3.5Hz, 1 H, 1-H), 5.94 (d, J=8.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.94 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H),
7.64 (d, J=8.1Hz, 1 H, 6-H), 7.64 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

B3C-NMR (90) (126 MHz, D;0): & = 16.91 (2 x Ca-4"), 18.43 (2 x Cp-4"), 20.58 (2 x C5-5"),
21.98 (2 x C-4"), 22.04 (2 x Cp-5"), 24.32 (2 x C-4™), 25.56 (2 x C-2"), 26.20 (2 x C-5"),
26.65, 26.89 (a-C-2" p-C-2"), 29.87 (2xC-3Y), 30.70(2xC-3"),  32.67 (2xC-5),
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35.93 (2 x C-3"), 38.96, 39.04 (a-C-1"', B-C-1"), 39.16 (2 x C-6"), 39.42 (2 x C-3"), 41.37,
43.11 (a-C-5", B-C-5"), 44.24(2xC-1"), 5251 (2xC-2"), 54.02(2xC-2"),
58.82 (2 x C-2Y), 59.32 (2x C-6), 66.53 (B-C-3"), 66.67 (a-C-3"), 70.54 (B-C-3"M,
70.69 (a-C-3"), 72.52 (0a-C-2"") 72.88, 72.92 (2xC-2', 2xC-3), 74.07 (B-C-2"",
78.07 (B-C-4""), 78.79 (a-C-4""), 79.29, 79,35 (a-C-4', p-C-4"), 91.79, 92.16 (0-C-1', B-C-1Y),
101.64, 101.68 (a-C-5, P-C-5), 102.31 (0-C-1""), 107.51 (B-C-1""), 116.29(q,
LJcr = 291.5 Hz, FsCCOO), 116.29 (q, *Jcr = 291.5 Hz, FsCCOO), 140.20, 140.31 (a-C-6,
B-C-6), 151.52, 151.57 (a-C-2, B-C-2), 159.46 (2 x NC(=O)N), 162.96 (q, 2Jcr = 35.5 Hz,
FsCCOO0), 162.96 (q, “Jcr = 35.5 Hz, FsCCOO0), 165.09, 165.15 (a-C-4, B-C-4), 171.80,
171.85 (a-C-7', p-C-7'), 174.85 (2 x C-1"), 175.40 (2 x C-1"), 176.69 (2 x C-1%).

YE_NMR (90) (282 MHz, D,0): & = -75.57 (s, CF3), -75.57 (s, CF3).

Drehwert (90): [a]2, = 29.3 (c = 0.7, H,0).

Schmelzpunkt (90): T, = 156 °C.

IR (90) (ATR): ¥ = 3293, 3082, 2961, 1649, 1553, 1462, 1182, 1129, 835, 799, 721.

UV/IVIS (90) (MeCN): Amax = 262.

MS (90) (ESI*): m/z = 932.5 [M+H]".

CuoHsgNgO16 (932.05) ber.: 466.7504 [M+2H]",
CuoHgsNoO16 * 3 CFsCOOH (1274.11) gef.: 466.7507 (ESI"-HRMS).

Ausbeute (92): 4.5 mg (4.37 umol, 27%, tber 3 Stufen von 199) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (92) (analytisch): tg=6.8 min (Methode QC_grad pos_acid_2000, Injektions-
volumen: 20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (92) (semipréparativ): tg = 16.7 min (Methode DWP315 2, Injektionskonzentration:
15 mg in H,O:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (92) (500 MHz, D;0): =0.90 (d, J=5.6 Hz, 3H, 5"-H,), 0.94-0.97 (m, 6 H,
5"-Hp, 4v-Hy), 0.99 (d, J = 6.5 Hz, 3 H, 4"-Hp), 1.41-1.53 (m, 2 H, 4"-H), 1.55-1.76 (m, 6 H,
3"-H, 4"-H, 3“-H, 5"“-H), 1.78-1.85(m, 1H, 3"-Hy, 1.88(it, J=7.1Hz, J=6.4Hz,
2 H, 2Y-H), 1.94 (ddt, J=7.0 Hz, J=6.9 Hz, J=6.6 Hz, 2 H, 2"-H), 2.19 (dqq, J = 6.7 Hz,
J=6.5Hz,J=59Hz, 1H,3"-H), 2.31 (ddd, J=15.1 Hz, J=8.9 Hz, J = 6.3 Hz, 1 H, 5'-H,),
2.47 (ddd, J=15.1 Hz, J=5.8 Hz, J=1.8 Hz, 1 H, 5-H}), 3.03 (dd, J=7.5Hz, J=7.5 Hz,
2 H, 6"-H), 3.07-3.15 (m, 2 H, 1"-H), 3.28 (ddd, J=13.3Hz, J=6.9 Hz, J=6.4 Hz, 1 H,
3"-H,), 3.34 (ddd, J=13.3Hz, J=7.0Hz, J=6.4 Hz, 1 H, 3"-Hy), 3.67 (t, J=6.4 Hz, 2 H,
3“.H), 3.90(dd, J=6.3Hz, J=5.8Hz, 1H, 6-H), 401(t J=7.1Hz, 2H, 1"-H),
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4.08-4.13 (m, 2 H, 3-H, 2'-H), 4.15(dd, J=7.6 Hz, J=6.0Hz, 1H, 2"-H), 4.19 (ddd,
J=89Hz, J=7.2Hz, J=1.8Hz, 1H, 4-H), 4.28 (dd, J=9.3Hz, J=4.7 Hz, 1 H, 2"-H),
443 (dd, J=3.7Hz, J=27Hz, 1H, 2-H), 581(d, J=27Hz, 1H, 1-H), 5.97(d,
J=8.1Hz, 1 H,5-H), 7.67 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (92) (126 MHz, D,0): &=16.94 (C,-4"), 18.48 (Cy-4"), 20.64 (C5-5"),
22.00 (C-4"), 22.07 (Cyp-5"), 24.36 (C-4"), 25.62(C-2"), 26.23 (C-5"), 29.34 (C-2"),
29.94 (C-3%), 30.76 (C-3"Y), 32.87(C-5), 35.93(C-3"), 38.67 (C-1'), 39.20 (C-6"),
39.50 (C-3"), 44.26 (C-1"), 52.54 (C-2"), 54.00(C-2"), 58.91(C-2"), 59.32(C-3"),
59.93 (C-6'), 72.81 (C-2'), 72.90 (C-3), 79.80 (C-4"), 92.49 (C-1'), 101.66 (C-5), 116.33 (q,
LJer =291.9 Hz, FsCCOO0), 140.55 (C-6), 151.55(C-2), 159.46 (NC(=O)N), 162.99 (q,
2Jer =355 Hz, FsCCOO0), 165.19 (C-4), 172.13 (C-7'), 174.85(C-1"), 175.35(C-1"),
176.79 (C-1Y).

YF-NMR (92) (282 MHz, D,0): & = -75.59 (s, CF3).

Drehwert (92): [a]3, = 27.0 (c = 0.6, H,0).

Schmelzpunkt (92): T, = 185 °C.

IR (92) (ATR): ¥ = 3306, 2961, 1645, 1554, 1462, 1199, 1181, 1130, 1084, 836, 800, 721.
UVIVIS (92) (MeCN): Amax = 262.

MS (92) (ESI*): m/z = 801.4 [M+H]".

CasHgoNgO13 (800.91) ber.: 401.2213 [M+2H]",
CasHeoNgO13 - 2 CFsCOOH (1028.95) gef.: 401.2217 (ESI*-HRMS).
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7.2.12 Synthese des naturstoffanalogen (5'S,6'S)-konfigurierten

5'-aminoribosylierten Muraymycin-Analogons 213

7.2.12.1 Glycosylierungsreaktionen mit vereinfachten strukturverwandten

Glycosylakzeptoren
Glycosylierungsreaktion mit Methanol

Synthese von 5-Azido-1-O-methyl-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-B-D-ribose 202

202

Zu einer auf -40°C gekihlten Losung der 1-O-Acetyl-5-azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-
desoxy-B-D-ribose 136 (43.0 mg, 150 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) wurde
Trimethylsilylbromid (80.0 pL, 610 umol) getropft und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es
wurde erneut auf -40 °C gekdhlt, Trimethylsilyloromid (160 pL, 1.22 mmol) hinzugetropft
und weitere 2 h bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Es folgte eine dritte Zugabe von
Trimethylsilybromid (160 uL, 1.22 mmol) unter gleicher Vorgehensweise. Nach weiteren 2 h
bei Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Eine auf -20 °C gekihlte Ldsung von Silbertrifluormethansulfonat (61.0 mg, 240 umol) in
abs. Dichlormethan (3 mL) Uber frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) wurde mit abs.
Methanol (8.00 uL, 200 umol) versetzt und 1h gerihrt. Die Reaktionslosung wurde
auf -10 °C erwérmt, das getrocknete Bromid in abs. Dichlormethan (2 mL) hinzugetropft und
14 h bei -10 °C gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Triethylamin (2 mL) versetzt, Gber
Celite® filtriert und die Celite® mit Dichlormethan (3 x 50 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde mit ges. wéssriger Natriumhydrogencarbonatlésung (100 mL) gewaschen, tber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g,
2.5 x 13 cm, iso-Hex:Et,0 80:20) erhalten.

Ausbeute (202): 10.5 mg (40.8 umol, 27%, 37% brsm) eines farblosen Ols.

DC: R¢=0.16 (iso-Hex:EtOAc 90:10).
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'H-NMR (500 MHz, C¢Dg): 6 =0.79 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1-H), 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5-H),
1.41(q, J=75Hz, 2H, 2-H), 1.68(q, J=75Hz, 2H, 4'-H), 2.66 (dd, J=12.5 Hz,
J=6.5Hz, 1H, 5-Hy), 2.93 (dd, J=12.5Hz, J=8.0 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.03 (s, 3H, 1"-H),
4.18 (dd, J=6.0 Hz, J = 0.5 Hz, 1 H, 3-H), 4.22-4.29 (m, 1 H, 4-H), 4.43 (d, J = 6.0 Hz, 1 H,
2-H), 4.95 (s, 1 H, 1-H).
BC.NMR (126 MHz, CgDg): 6=7.73(C-5'), 8.56 (C-1'), 29.38 (C-4), 29.67 (C-2),
53.88 (C-5), 54.88 (C-1"), 82.75 (C-3), 85.87 (C-2), 85.93 (C-4), 110.46 (C-1), 116.90 (C-3").
Drehwert: [a]5, = -24.2 (c = 1.7, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 2972, 2932, 2098, 1463, 1272, 1095, 1045, 962, 923, 824,
UV/VIS (MeCN): keine messbare Absorption.
MS (ESI"): m/z = 280.1 [M+Na]".
Ci11H19N304 (257.29) ber.: 280.1268 [M+Na]",

gef.: 280.1272 (ESI"-HRMS).

Glycosylierungsreaktionen mit dem N-Cbz-L-Threonin-tert-butylester 101

Synthese des glycosylierten N-Cbz-L-Threonin-tert-butylesters 203

Variante 1:

Zu einer auf -40°C gekihlten Losung der 1-O-Acetyl-5-azido-2,3-O-(3"-pentyliden)-5-
desoxy-B-D-ribose 136 (46.0mg, 161 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) wurde
Trimethylsilylbromid (84.0 pL, 640 umol) getropft und 1.5 h bei Raumtemperatur geruhrt. Es
wurde erneut auf -40 °C gekdhlt, Trimethylsilylbromid (169 uL, 1.30 mmol) hinzugetropft
und weitere 1.5 h bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Es folgten zwei weitere Zugaben von
Trimethylsilybromid (169 pL, 1.30 mmol) unter gleicher Vorgehensweise. Nach jeweils
weiteren 1.5 h bei Raumtemperatur wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Eine auf -20 °C gekuhlte Losung von N-Cbz-L-Threonin-tert-butylester 101 (40.0 mg,
129 pmol) in abs. Dichlormethan (3 mL) Uber frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A) wurde
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mit Silbertrifluormethansulfonat (54.0 mg, 210 umol) versetzt und 1h gerlhrt. Die
Reaktionsldsung wurde auf -10 °C erwdrmt, das getrocknete Bromid in abs. Dichlormethan
(2.5 mL) hinzugetropft und 14 h bei -10 °C geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit
Triethylamin (2 mL) versetzt, filtriert und mit Dichlormethan (150 mL) verdinnt. Die
organische Phase wurde mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (100 mL)
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(20 g, 2.5 x 13 cm, iso-Hex:Et,0O 80:20) erhalten.

Ausbeute (203): 7.18 mg (13.4 umol, 8%, 31% brsm) eines farblosen Ols.

Variante 2:

Eine auf 0 °C gekihlte Losung des Ribosyl-Trichloracetimidats 137 (30.0 mg, 77.4 pmol) in
abs. Dichlormethan (2 mL) tber frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A) wurde mit N-Chz-L-
Threonin-tert-butylester 101  (12.0mg, 38.7umol)  versetzt und  langsam
Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (0.4 pL, 2.3 pumol, auf 1% in Dichlormethan verdunnt)
hinzugetropft. Es wurde 30 min bei 0 °C gerihrt, die Reaktionsmischung auf ges. wassrige
Natriumhydrogencarbonatldsung (50 mL) gegeben, mit Dichlormethan (50 mL) verdinnt, die
Phasen getrennt und die waéssrige Phase mit Dichlormethan (50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.5 x 13 cm, iso-Hex:EtOAc 90:10)

erhalten.
Ausbeute (203): 14.8 mg (27.7 pmol, 72%) eines farblosen Ols.

Variante 3:

Eine LoOsung von 5-Azido-1-thioethyl-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-p-D-ribose [(-138
(19.0 mg, 66.1 pmol) in abs. Dichlormethan iiber frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A)
wurde mit N-Cbz-L-Threonin-tert-butylester 101 (14.4 mg, 46.6 umol) versetzt und
auf -15°C geklhlt. Es wurde mit Dimethyl(methylthio)sulfoniumtrifluormethansulfonat
(DMTST) 109 (68.0 mg, 264 pmol) versetzt und 3.5 h bei -15 °C und weitere 1.5 h bei -10 °C
geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde erneut auf -15 °C gekuhlt, mit Triethylamin (1 mL)
versetzt, mit Dichlormethan (5 mL) verdunnt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15 g,
2.5 x 8.0 cm, PE:EtOAC 90:10 — 70:30) erhalten.
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Ausbeute (203): 9.00 mg (16.8 pumol, 36%, 60% brsm) eines farblosen Ols.

Variante 4:

Das B-Pentenylglycosid p-139 (14.4mg, 46.2 umol) und der N-Cbz-L-Threonin-tert-
butylester 101 (10.9 mg, 46.6 pmol) wurden mit Toluol (2 x 5 mL) coevaporiert und tber
frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A) in abs. Dichlormethan (3mL) gel6st. Unter
Lichtausschluss wurde mit N-lodsuccinimid (15.0 mg, 66.5 pumol) versetzt und tber 10 min
langsam Triethylsilyltrifluormethansulfonat (3.0 pL, 13 pmol, auf 0.5% in Dichlormethan
verdunnt) hinzugetropft. Es wurde 10 min gerlihrt, erneut Uber 10 min Triethylsilyl-
trifluormethansulfonat (3.00 pL, 13.3 umol, 0.5% in Dichlormethan) hinzugetropft, weitere
10 min gerthrt und die Zugabe des Triethylsilytrifluormethansulfonats auf analoge Weise
wiederholt. Es wurde 10 min gertihrt, erneut mit N-lodsuccinimid (10.0 mg, 44.3 pumol)
versetzt, weitere 10 min gerihrt, mit Eis (5 g) versetzt und das Reaktionsgemisch langsam auf
Raumtemperatur erwarmt. Es wurde mit Dichlormethan (70 mL) verdinnt und die organische
Phase mit 10%iger Natriumthiosulfatlosung (50 mL), ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlésung (50 mL) und ges. wassriger Natriumchloridlosung (50 mL)
gewaschen. Es wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (14 g, 2.5 x 8.0 cm, PE:EtOAc 90:10 — 70:30) erhalten.

Ausbeute (203): 4.90 mg (9.17 umol, 26%, 41% brsm) eines farblosen Ols.

Das a-Anomer der Zielverbindung 203 konnte jeweils nur verunreinigt und in Spuren durch
massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden,

die an dieser Stelle aber nicht weiter aufgefuhrt sind.

DC: Rg=0.21 (iso-Hex: Et,0 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CgDg): 6=0.79 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 1"-H), 0.90-0.99 (m, 6 H, 5"-H,
4-H), 1.35(s, 9H, OC(CHs)3), 1.41(q, J=7.4Hz, 2H, 2"-H), 1.66 (q, J=7.4Hz, 2 H,
4"-H), 2.88 (dd, J =12.6 Hz, J=7.4 Hz, 1 H, 5"-H,), 3.15 (dd, J = 12.6 Hz, J = 6.9 Hz, 1 H,
5"-Hyp), 4.21-4.29 (m, 4 H, 3-H, 2"-H, 3"-H, 4"-H), 4.42 (dd, J=9.2Hz, J=25Hz, 1H,
2-H), 5.08 (d, J=12.3 Hz, 1 H, 1'-H,), 5.13 (d, J=12.3 Hz, 1 H, 1'-Hp), 5.18 (s, 1 H, 1"-H),
5.58 (d, J =9.2 Hz, 1 H, NH), 7.01-7.24 (m, 5 H, 3-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

BC-NMR (126 MHz, C¢Ds): & = 7.75 (C-5"), 8.59 (C-1"), 16.12 (C-4), 28.01 (OC(CHs)s),
29.32 (C-4™), 29.57(C-2"), 53.36(C-5"), 59.81(C-2), 67.21(C-1), 72.58(C-3),
81.95 (C-3"), 82.77 (OC(CHg)3), 85.67 (C-2"), 86.34 (C-4"), 106.73 (C-1"), 117.07 (C-3"),
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128.35, 128.59, 128.66 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7"), 137.19 (C-2), 156.91 (Cbz-C=0),
169.73 (C-1).
Drehwert: [a]5, = -30.0 (c = 1.7, CHCIy).
IR (ATR): ¥ = 2975, 2939, 2102, 1721, 1507, 1155, 1074, 1040, 924, 697.
UV/VIS (MeCN): Amax = 206.
MS (ESI): m/z = 557.3 [M+Na]".
Ca6H33N4Og (534.61) ber.: 557.2582 [M+Na]",
gef.: 557.2587 (ESI-HRMS).

Glycosylierungsreaktionen mit der N-Cbz-geschitzten (5'S,6'R)-konfigurierten

Nucleosyl-Aminosaure 100
Synthese  der  N-Cbz-geschutzten  (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-
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100
Zu einer auf -60 °C gekuhlten Losung von Benzyloxycarbonylchlorid (13.0 pL, 92.0 umol)

Aminosaure 100

0]

und Natriumhydrogencarbonat (42.0 mg, 50.0 umol) in abs. Tetrahydrofuran (4 mL) wurde
langsam eine Losung der (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 171 (50.0 mg,
83.0 umol) in abs. Tetrahydrofuran (3 mL) getropft. Das Gemisch wurde 3 h geriihrt und im
Laufe dieses Zeitraums auf Raumtemperatur erwdrmt. Es wurde mit Ethylacetat (120 mL)
verdunnt und mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (120 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (25 g, 3.0 x 9.0 cm, iso-Hex:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (100): 50.0 mg (67.0 pumol, 81%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢=0.28 (iso-Hex:EtOAc 60:40).
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): =0.05 (s, 3 H, SiCH3), 0.05 (s, 3 H, SiCHs), 0.08 (s, 3 H,
SiCHg), 0.08 (s, 3 H, SiCHj3), 0.86 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.46 (s, 9 H,
OC(CHs)3), 4.05(d, J=4.2Hz, 1 H, 4-H), 4.10-4.14 (m, 1 H, 3-H), 4.17 (dd, J = 5.5 Hz,
J=42Hz, 1 H,5-H), 4.24 (d, J=6.3Hz, 1H, OH), 4.39 (dd, J=4.0 Hz, J=3.7 Hz, 1 H,
2'-H), 4.56 (dd, J =8.6 Hz, J=5.5Hz, 1 H, 6'-H), 5.06 (d, J =12.3 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.14 (d,
J=123Hz, 1H, 1"-Hp), 553(d, J=4.0Hz, 1H, 1-H), 5.62(d, J=7.8Hz, 1H, 5-H),
5.70 (d, J=8.6 Hz, 1 H, 6'-NH), 7.28-7.38 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H) 7.69 (d,
J=7.8Hz,1H,6-H),8.71 (s, 1 H, 3-NH).
BC-NMR (126 MHz, CDCly): d =-4.79 (SiCHjy), -4.75 (SiCHg), -4.75
(SICH3), -4.42(SiCH3), 17.91 (SiC(CHs)3), 18.02 (SiC(CHs3)3), 25.76 (SiC(CHs)s),
25.83 (SIC(CHj3)3), 27.91 (OC(CHs)3), 57.99 (C-6"), 67.16 (C-1"), 69.90 (C-5"), 72.36 (C-3),
73.55 (C-2"), 83.19 (OC(CHg3)3), 84.80 (C-4"), 92.59 (C-1'), 102.12 (C-5), 128.08, 128.29,
128.54 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 136.15(C-2"), 141.97 (C-6), 150.20 (C-2),
156.88 (Cbz-C=0), 162.89 (C-4), 168.99 (C-7").
Drehwert: [a]5, = -8.4 (¢ = 1.2, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, =81 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2856, 1681, 1460, 1253, 1158, 1061, 835, 776, 555.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 260.
MS (ESI"): m/z = 758.3 [M+Na]".
CssHs7N3010Si; (736.02) ber.: 758.3475 [M+Na]",

gef.: 758.3441 (ESI*-HRMS).
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Synthese der glycosylierten  N-Cbz-geschitzten (5'S,6'R)-konfigurierten

Nucleosyl-Aminosaure 102

102

Variante 1:

Zu einer auf -40°C gekihlten Losung der 1-O-Acetyl-5-azido-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-
desoxy-B-D-ribose 136 (55.0mg, 193 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) wurde
Trimethylsilyloromid (100 pL, 758 umol) getropft und 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es
wurde erneut auf -40 °C gekihlt, Trimethylsilylbromid (200 uL, 1.52 mmol) hinzugetropft
und weitere 1.5 h bei Raumtemperatur weitergerihrt. Es folgten zwei weitere Zugaben von
Trimethylsilybromid (200 pL, 1.52 mmol) unter gleicher Vorgehensweise. Nach jeweils
weiteren 1.5 h bei Raumtemperatur wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Eine auf -20 °C gekihlte Losung der N-Chz-geschutzten (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-
Aminosaure 100 (34.0 mg, 46.0 umol) in abs. Dichlormethan (3 mL) tber frisch aktiviertem
Molekularsieb (4 A) wurde mit Silbertrifluormethansulfonat (49.0 mg, 190 pmol) versetzt und
1 h geruhrt. Die Reaktionslésung wurde auf -10 °C erwérmt, das getrocknete Bromid in abs.
Dichlormethan (2 mL) hinzugetropft und in 14 h unter Rihren auf Raumtemperatur erwarmt.
Das Reaktionsgemisch wurde mit Triethylamin (2 mL) versetzt, durch Celite® filtriert und die
Celite® mit Dichlormethan (150 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit ges.
wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (100 mL) gewaschen, (ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch sdaulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.5 x 13 cm, iso-Hex:EtOAc
80:20) erhalten.

Ausbeute (102): 5.70 mg (5.90 pmol, 13%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante 2:

Eine auf 0 °C gekihlte Losung des Ribosyl-Trichloracetimidats 137 (27.0 mg, 69.7 pmol) in
abs. Dichlormethan (2 mL) tber frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A) wurde mit der N-Cbz-
geschutzten (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 100 (22.0 mg, 29.9 umol)
versetzt und langsam Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (0.4 pL, 2.3 umol, auf 1% in
Dichlormethan verdunnt) hinzugetropft. Es wurde 1h bei 0°C gerihrt, erneut langsam
Trimethylsilyl-trifluormethansulfonat (0.4 uL, 2.3 pmol, auf 1% in Dichlormethan verdinnt)
hinzugetropft und weitere 30 min bei 0 °C gerlhrt. Die Reaktionsmischung wurde auf ges.
wassrige Natriumhydrogencarbonatlésung (50 mL) gegeben, mit Dichlormethan (50 mL)
verdunnt, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit Dichlormethan (50 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel  im  Vakuum  entfernt.  Die  Zielverbindung  wurde  durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g, 2.5 x 13 cm, iso-Hex:EtOAc 70:30)
erhalten.

Ausbeute (102): 12.7 mg (13.2 umol, 44%, 69% brsm) eines farblosen Feststoffes.

Variante 3:

Eine Losung von 5-Azido-1-thioethyl-2,3-O-(3'-pentyliden)-5-desoxy-p-D-ribose [(-138
(19.4 mg, 67.5 pmol) in abs. Dichlormethan iiber frisch aktiviertem Molekularsieb (3 A)
wurde mit der N-Chz-geschitzten (5'S,6'R)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 100
(19.7mg, 26.8 umol) wversetzt und auf -15°C gekuhlt. Es wurde mit
Dimethyl(methylthio)sulfoniumtrifluormethansulfonat (DMTST) 109 (26.2 mg, 101 pumol)
versetzt und 2 h bei -15 °C und weitere 30 min bei -5 °C geruhrt. Das Reaktionsgemisch
wurde erneut auf -15 °C gekihlt, mit ges. wéssriger Natriumhydrogencarbonatlosung (3 mL)
versetzt und mit Dichlormethan (50 mL) verdunnt. Die organische Phase wurde mit ges.
wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (60 mL) gewaschen, die wassrige Phase mit
Dichlormethan (20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde
durch s&ulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (159, 2.5x 8.0 cm, PE:EtOAc
70:30) erhalten.

Ausbeute (102): 1.30 mg (1.35 pmol, 5%, 13% brsm) eines farblosen Feststoffes.
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Variante 4:

Eine Losung des B-Pentenylglycosids $-139 (58.0 mg, 185 umol) und der N-Chz-geschiitzten
(5'S,6'R)-konfigurierten  Nucleosyl-Aminosdure 100 (102 mg, 139 umol) in abs.
Dichlormethan (6 mL) (ber frisch aktiviertem Molekularsieb (3A) wurde unter
Lichtausschluss mit N-lodsuccinimid (54.1 mg, 241 umol) versetzt und es wurde unter
Rihren langsam Uber 15 min Triethylsilyltrifluormethansulfonat (17 pL, 74 pmol, auf 1% in
Dichlormethan verdiinnt) hinzugetropft. Es wurde 15 min gerthrt, mit Eis (10 g) versetzt und
das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Es wurde mit Dichlormethan
(150 mL) verdunnt und die organische Phase mit 10%iger Natriumthiosulfatlésung (150 mL),
ges. wassriger  Natriumhydrogencarbonatlésung (150 mL) und ges.  waéssriger
Natriumchloridldsung (150 mL) gewaschen. Es wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (25 g, 2.5 x 15 cm, PE:EtOAc 75:25 —
70:30) erhalten.

Ausbeute (102): 44.0 mg (45.8 umol, 33%, 58% brsm) eines farblosen Feststoffes.

Das a-Anomer der Zielverbindung 102 konnte jeweils nur verunreinigt und in Spuren durch
massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden,

die an dieser Stelle aber nicht weiter aufgefuhrt sind.

DC: R¢= 0.35 (PE: EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): §=0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.11 (s, 3 H, SiCHs), 0.11 (s, 3 H,
SiCH3), 0.19 (s, 3H, SiCHs), 0.85(t, J=7.6Hz, 3H, 1V-H), 0.88 (s, 9 H, SiC(CHas)s),
0.90 (t, J=7.6 Hz, 3 H, 5"-H), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 1.46 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.55 (q,
J=7.4Hz, 2H, 2V-H), 1.69 (dg, J=7.4 Hz, J=1.9 Hz, 2 H, 4"-H), 3.22 (dd, J = 12.9 Hz,
J=6.1Hz, 1 H, 5"-H,), 3.46 (dd, J = 12.9 Hz, J = 5.3 Hz, 1 H, 5"-Hy), 3.99 (dd, J = 7.2 Hz,
3.8 Hz, 1 H, 3-H), 4.12-4.15(m, 2 H, 2-H, 4'-H), 4.20 (dd, J =4.1 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 5-H),
434 (ddd, J=6.1Hz, J=5.3Hz, J=0.6 Hz, 1 H, 4"-H), 4.49 (d, J=6.1 Hz, 1 H, 2"-H),
461 (dd, J=6.1Hz, J=0.6 Hz, 1H, 3"-H), 4.90 (dd, J=9.3Hz, J=4.1Hz, 1H, 6-H),
5.08 (d, J=12.0Hz, 1 H, 1"-H,), 5.15(d, J=12.0Hz, 1 H, 1"-Hy), 5.26 (s, 1 H, 1"-H),
5.66 (dd, J=8.2Hz, J=18Hz, 1H, 5-H), 568(d, J=19Hz, 1H, 1-H), 5.97(d,
J=9.3 Hz, 1 H, 6-NH), 7.28-7.40 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 8.00 (d, J = 8.2 Hz,
1H, 6-H), 8.48 (d, J = 1.8 Hz, 1 H, 3-NH).

BC-NMR (126 MHz, CDCly): 8 = -5.04 (SiCHa), -4.99 (SiCHs), -3.97
(SiCH3), -3.71 (SiCH3), 7.65(C-5"), 8.51 (C-1"), 18.10 (SiC(CHs)s), 18.10 (SiC(CHa)s),
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25.92 (SiC(CHa3)s), 25.95 (SiC(CHs)s), 28.11 (OC(CHs)s),  29.06 (C-4"), 29.28 (C-2"),
53.06 (C-5"), 58.58 (C-6"), 67.29(C-1"), 71.04(C-5), 74.97(C-3), 76.62(C-2),
81.98 (C-3"), 83.16 (OC(CHs);), 83.49 (C-4"), 85.41(C-2"), 86.38 (C-4™), 90.83(C-1),
101.49 (C-5), 112.77 (C-1"), 117.84 (C-3"), 128.43, 128.65, 128.77 (C-3", C-4", C-5", C-6",
C-7"), 136.41(C-2"), 140.00 (C-6), 149.99 (C-2), 156.71 (Cbhz-C=0), 163.03(C-4),
168.47 (C-7").
Drehwert: [a]5, = +10.8 (c = 1.9, CHCIy).
Schmelzpunkt: Tp, =75 °C.
IR (ATR): ¥ = 2931, 2856, 1692, 1461, 1253, 1165, 1070, 833, 777, 673.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 262.
MS (ESI"): m/z = 983.5 [M+Na]".
C45H72Ns013Si (961.27) ber.: 983.4588 [M+Na]",

gef.: 983.4600 (ESI*-HRMS).

7.2.12.2 Synthese der (5'S,6'S)-konfigurierten  N-Cbz-geschitzten

Nucleosyl-Aminosaure 33

TBDMSO  OTBDMS
33

Zu einer auf -60 °C gekuhlten Lésung von Benzyloxycarbonylchlorid (9.90 pL, 69.5 umol)
und Natriumhydrogencarbonat (31.8 mg, 379 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde
langsam eine Losung der (5'S,6'S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosaure 172 (38.0 mg,
63.1 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2 mL) getropft. Das Gemisch wurde 3 h geriihrt und im
Laufe dieses Zeitraums auf Raumtemperatur erwarmt. Es wurde mit Ethylacetat (70 mL)
verdinnt und mit ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (70 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (15 g, 2.5 x 8.0 cm, PE:EtOAc 70:30) erhalten.

Ausbeute (33): 37.4 mg (50.8 umol, 80%) eines farblosen Feststoffes.
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DC: R = 0.23 (iso-Hex:EtOAc 60:40).
'H-NMR (500 MHz, CDCl3): §=0.02 (s, 3 H, SiCHa), 0.06 (s, 3 H, SiCHs), 0.07 (s, 3 H,
SiCHg), 0.08 (s, 3 H, SiCHj3), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.45 (s, 9 H,
OC(CHj3)3), 4.02 (m, 2 H, 3-H, OH), 4.09-4.15 (m, 2 H, 2'-H, 4'-H), 4.39 (dd, J=7.0 Hz,
J=45Hz, 1 H, 5-H), 450 (dd, J=5.0 Hz, J=4.5 Hz, 1 H, 6'-H), 5.09 (d, J =12.3 Hz, 1 H,
1"-H,), 5.12 (d, J = 12.3 Hz, 1 H, 1"-Hy), 5.43 (d, J =5.1 Hz, 1 H, 1'-H), 5.52 (d, J = 7.0 Hz,
1H, 6'-NH), 5.70 (dd, J =8.0 Hz, J = 1.6 Hz, 1 H, 5-H), 7.28-7.37 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H,
6"-H, 7"-H), 7.51 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H), 8.25 (d, J = 1.6 Hz, 1 H, 3-NH).
BC-NMR (126 MHz, CDCly): d =-4.73 (SiCHj), -4.63 (SiCH3), -4.46
(SiCH3), -4.26 (SiCH3), 18.11 (SiC(CHs)3), 18.18 (SiC(CHs)s3), 25.94 (SiC(CHs)s),
25.97 (SiC(CHj3)3), 28.03 (OC(CHa)3), 57.85 (C-6"), 67.36 (C-1"), 71.00 (C-5"), 73.09 (C-3),
73.19 (C-2"), 83.31 (OC(CHg)3), 85.54 (C-4"), 94.17 (C-1"), 102.42 (C-5), 128.30, 128.41,
128.68 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 142.97 (C-6), 150.13 (C-2), 156.57 (Cbz-C=0),
162.56 (C-4), 169.41 (C-7").
Drehwert: [a]5, =-9.3 (¢ = 1.1, CHCIy).
Schmelzpunkt: T, = 167 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 1731, 1697, 1668, 1253, 1158, 1122, 835, 777.
UV/VIS (MeCN): Amax = 205, 260.
MS (ESI"): m/z = 758.3 [M+Na]".
CssHs7N3010Si; (736.02) ber.: 758.3475 [M+Na]",

gef.: 758.3470 (ESI*-HRMS).

7.2.12.3 Synthese des Amino-Indolamids 207

TBDMSO  OTBDMS
207
Eine Losung des Azido-Indolamids 180 (60.0 mg, 89.4 umol) in abs. iso-Propanol (4 mL)
wurde mit 1,4-Cyclohexadien (83.0 uL, 894 umol) versetzt. Es wurde Palladium Black
(20.0mg, 188 umol) hinzugegeben und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
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Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol
(3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des Losungsmittels im

Vakuum erhalten.
Ausbeute (207): 57.7 mg (89.4 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD30D): & =0.04 (s, 3 H, SiCH3), 0.04 (s, 3 H, SiCH3), 0.08 (s, 3 H,
SiCHs3), 0.13 (s, 3 H, SiCH3), 0.89 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHa)3), 3.62 (d,
J=6.4Hz, 1H, 6-H), 3.86(dd, J=6.5Hz, J=1.3Hz, 1H, 5-H), 4.10 (dd, J=2.8 Hz,
J=1.3Hz, 1H, 4-H), 419(dd, J=45Hz, J=29Hz, 1H, 3-H), 439 (dd, J=6.0 Hz,
J=45Hz, 1H,2-H),5.74 (d, J=8.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.94 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, 1-H), 6.42 (dd,
J=3.1Hz, J=0.9 Hz, 1 H, 3"-H), 6.98 (ddd, J =8.0 Hz, J= 7.1 Hz, J = 1.0 Hz, 1 H, 5"-H),
7.07 (ddd, J=8.2Hz, J=7.1Hz, J=12Hz, 1H, 6"-H), 7.20 (d, J=3.1Hz, 1H, 2"-H),
7.36 (dd, J=8.2Hz, J=1.8Hz, 1 H, 7"-H), 7.52 (ddd, J=8.0 Hz, J=1.2 Hz, J=0.9 Hz,
1 H, 4"-H), 8.16 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).
BC.NMR (126 MHz,  CD3;OD):  §=-458(SiCHs),  -4.47 (SiCH3),  -4.37
(SiCH3), -4.20 (SiCH3), 18.89 (SiC(CHa3)3),  18.94 (SiC(CHs)s),  26.36 (SiC(CHa)a),
26.37 (SiC(CHs)s), 58.34 (C-6), 72.29 (C-5'), 75.04(C-3), 76.25(C-2), 87.72(C-4),
89.78 (C-1), 102.21 (C-3"), 103.10 (C-5), 112.07 (C-7"), 119.92 (C-5"), 121.12 (C-4"),
122.13 (C-6"), 125.41 (C-2"), 129.43 (C-7a"), 137.65 (C-3a"), 142.84 (C-6), 152.51 (C-2),
166.03 (C-4), 174.81 (C-7").
Drehwert: [a]5, = +15.4 (c = 1.3, MeOH).
Schmelzpunkt: T, =65 °C.
IR (ATR): ¥ = 3312, 2929, 2857, 1734, 1578, 1389, 1337, 1251, 1157, 1084, 939, 741.
UV/VIS (MeCN): Amax = 264.
MS (ESI"): m/z = 645.3 [M+H]".
Ca1H4sN407Si, (644.92) ber.: 645.3134 [M+H]",

gef.: 645.3137 (ESI*-HRMS).
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7.2.12.4 Synthese des Cbz-geschutzten Indolamids 208

208
Zu einer auf -60 °C gekuhlten Lésung von Benzyloxycarbonylchlorid (13.0 pL, 90.4 umol)

und Natriumhydrogencarbonat (41.4 mg, 493 umol) in abs. Tetrahydrofuran (2.5 mL) wurde
langsam eine Losung des Amino-Indolamids 207 (53.0mg, 82.2 umol) in abs.
Tetrahydrofuran (2 mL) getropft. Das Gemisch wurde 3 h geriihrt und im Laufe dieses
Zeitraums auf Raumtemperatur erwéarmt. Es wurde mit Ethylacetat (70 mL) verdiinnt und mit
ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (70 mL) gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (20 g,
2.5 x 11 cm, DCM:EtOAC 90:10) erhalten.

Ausbeute (208): 45.6 mg (58.5 pumol, 71%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.20 (PE:EtOAC 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & =-0.11 (s, 3 H, SiCHs), -0.02 (s, 3 H, SiCHs), 0.02 (s, 3 H,
SiCH3), 0.04 (s, 3 H, SiCH3), 0.79 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.85 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 4.09 (dd,
J=5.0Hz, J=2.3Hz, 1 H, 3-H), 4.12-4.20 (m, 1 H, 4'-H), 4.24 (dd, J = 7.1 Hz, J = 4.8 Hz,
1 H, 5-H), 4.49 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, OH), 4.54 (dd, J = 6.1 Hz, J = 5.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.09 (d,
J=12.2Hz, 1 H, 1™-H,), 5.15(d, J=6.1 Hz, 1 H, 1"-H), 5.17 (d, J=12.2 Hz, 1 H, 1"-Hp),
5.25(dd, J=7.1Hz, J=65Hz, 1H, 6-H), 559(d, J=8.0Hz, 1H, 5-H), 5.97(d,
J=6.5Hz, 1 H, 6“NH), 6.66 (d, J=3.0 Hz, 1 H, 3"-H), 7.25-7.37 (m, 8 H, 6-H, 5"-H, 6"-H,
3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 7.57 (dd, J=6.2 Hz, J=2.5Hz, 1 H, 7"-H), 7.69 (s, 1 H,
3-NH), 7.71 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, 2"-H), 8.28 (dd, J = 6.9 Hz, J = 2.2 Hz, 1 H, 4"-H).
BC-NMR (126 MHz, CDCly): 8 = -4.98 (SiCHa), -4.58 (SiCHs), -4.50
(SiCH3), -4.50 (SiCH3), 17.99 (SiC(CHs)s), 18.12 (SiC(CHs)s),  25.81 (SiC(CHa)s),
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25.90 (SiC(CHs)s), 56.40 (C-6), 67.56 (C-1"), 71.80 (C-2'), 72.25(C-5), 73.72 (C-3),
85.38 (C-4'), 95.40 (C-1), 102.41(C-5), 109.88 (C-3"), 116.52 (C-4"), 121.00 (C-7"),
124.65 (C-6"), 125.15(C-5"), 125.99 (C-2"), 128.34, 128.52, 128.70 (C-3™, C-4™, C-5",
C-6", C-7"), 130.99 (C-7a"), 135.85, 136.06 (C-3a", C-2"), 143.47 (C-6), 149.97 (C-2),
156.12 (Cbz-C=0), 162.08 (C-4), 169.49 (C-7).
Drehwert: [a]5, = +46.7 (c = 1.5, CHCly).
Schmelzpunkt: T, =171 °C.
IR (ATR): ¥ = 3303, 2952, 2856, 1694, 1663, 1123, 1066, 835, 775, 556.
UV/VIS (MeCN): Amax = 246, 293, 301.
MS (ESI"): m/z = 779.4 [M+H]".
Ca9Hs4N4O5Si, (779.05) ber.: 779.3502 [M+H]",

gef.: 779.3505 (ESI*-HRMS).

7.2.12.5 Synthese des glycosylierten N-Cbz-geschttzten Indolamids 209

OTBDMSO OTBDMS

209

Variante 1:

Eine auf -30 °C gekihlte Losung der 5-Azido-1-fluor-2,3-O-(3'-pentyliden)-1,5-didesoxy-[3-
D-ribose B-15 (8.80 mg, 35.9 umol) und des N-Cbz-geschitzten Indolamids 208 (18.2 mg,
23.4 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) iiber frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) wurde
uber 1 h 20 min alle 20 min mit Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (4 x 1.1 pL, 9.0 umol,
auf 0.1 m in Dichlormethan verdiinnt) versetzt, 30 min bei -30 °C und 3 h bei -10 °C gerhrt.
Bei -20 °C wurde erneut Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (2.5 pL, 20 pmol, auf 0.1 M in

Dichlormethan verdiinnt) hinzugegeben und weitere 2 h bei 0°C geruhrt. Erneut wurde
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bei -10°C mit Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (2.5 L, 20 pmol, auf 0.1M in
Dichlormethan verdlnnt) versetzt und 2 h bei 10 °C und weitere 2 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekihlt und mit ges. waéssriger
Natriumhydrogencarbonatlésung (3 mL) versetzt. Es wurde mit Ethylacetat (70 mL)
verdinnt, die organische Phase mit ges. wassriger Natriumchloridlésung (70 mL) gewaschen,
uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15 g,
2.0 x 14 cm, DCM:EtOAc 95:5 — 90:10) erhalten.

Ausbeute (209): 1.5 mg (1.49 umol, 6%, 12% brsm) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:

Eine Losung des B-Pentenylglycosids -139 (15.7 mg, 50.4 umol) und des N-Cbhz-geschiitzten
Indolamids 208 (28.2 mg, 36.2 umol) in abs. Dichlormethan (3 mL) Uber frisch aktiviertem
Molekularsieb (4 A) wurde unter Lichtausschluss mit N-lodsuccinimid (16.3 mg, 72.5 pmol)
versetzt und es wurde unter Rihren langsam uber 10 min Triethylsilyltrifluormethansulfonat
(5.5 L, 24 pmol, auf 1% in Dichlormethan verdunnt) hinzugetropft. Es wurde 10 min
gertihrt, mit Eis (5¢g) versetzt und das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur
erwarmt. Es wurde mit Dichlormethan (70 mL) verdinnt und die organische Phase mit
10%iger Natriumthiosulfatlésung (70 mL), ges. wassriger Natriumhydrogencarbonatldsung
(70mL) und ges. wassriger Natriumchloridlésung (70 mL) gewaschen. Es wurde uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Zielverbindung wurde durch sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (14 g,
2.0 x 12 cm, PE:EtOAc 75:25 — 70:30 — 65:35) erhalten.

Ausbeute (209): 9.90 mg (10.3 pumol, 27%, 44% brsm) eines farblosen Feststoffes.

Das a-Anomer der Zielverbindung 209 konnte jeweils nur verunreinigt und in Spuren durch
massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden,

die an dieser Stelle aber nicht weiter aufgefuhrt sind.

DC: R¢= 0.28 (PE:EtOAC 70:30).

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): &=-0.05 (s, 3 H, SiCHs), 0.01 (s, 3 H, SiCH3), 0.03 (s, 3 H,
SiCH3), 0.05 (s, 3 H, SiCHs), 0.78 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.82-0.88 (m, 3 H, 1-H) 0.85 (s, 9 H,
SiC(CHa)s), 0.88-0.95 (m, 3H, 5Y), 1.55(q, J=7.4Hz, 2H, 2'-H), 1.69 (dg, J=7.4 Hz,
J=23Hz 2H, 4%-H), 3.41-3.49 (m, 1H, 5"-H,), 3.52 (dd, J=13.1Hz, J=4.1Hz, 1H,
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5V-Hp), 3.98 (dd, J=4.5Hz, J=3.5Hz, 1H, 3-H), 4.03(dd, J=5.3Hz, J=45Hz, 1H,
2-H), 4.10(dd, J=35Hz, J=11Hz, 1H, 4-H), 4.24(ddd, J=6.3Hz, J=4.1Hz,
J=3.0Hz, 1H, 4"-H), 4.42 (dd, J=5.5Hz, J=1.1Hz, 1H, 5-H), 4.46 (dd, J = 6.6 Hz,
J=2.2Hz, 1H, 2V-H), 459 (dd, J=6.6 Hz, J =3.0 Hz, 1 H, 3"-H), 5.00 (d, J = 12.0 Hz,
1H, 1"-H,), 526 (d, J=12.0Hz, 1 H, 1™-Hp), 5.26 (d, J=2.2 Hz, 1 H, 1V-H), 5.34 (dd,
J=74Hz, J=55Hz, 1H, 6-H), 542 (dd, J=8.2Hz, J=1.7Hz, 1H, 5-H), 5.68 (d,
J=5.3Hz, 1H, 1-H), 6.41(d, J=7.4Hz, 1H, 6-NH), 6.63(d, J=3.9Hz, 1H, 3"-H),
7.26-7.39 (m, 7 H, 5"-H, 6"-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H), 7.43(d, J=8.2 Hz, 1 H,
6-H), 7.54 (dd, J=6.9 Hz, J=1.2Hz, 1 H, 7"-H), 7.80 (d, J=3.9 Hz, 1 H, 2"-H), 8.12 (d,
J=1.7Hz, 1 H, 3-NH), 8.33 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 4"-H).
BC-NMR (126 MHz, = CDCly):  §=-4.71(SiCHs),  -4.71(SiCH3),  -4.63
(SiCHs3), -4.24 (SiCH3), 7.82(C-5"), 8.51(C-1"), 17.94 (SiC(CHs)s), 18.17 (SiC(CHa)s),
25.72 (SIC(CHa)s), 25.87 (SiC(CHa)s), 29.04 (C-4Y), 29.41 (C-2"), 52.87 (C-5"), 55.31 (C-6'),
67.55 (C-1"), 72.54(C-3), 74.85(C-2'), 79.57(C-5), 81.10(C-3"), 83.82(C-4"),
84.59 (C-4'), 85.37(C-2"), 88.39(C-1), 102.05(C-5), 109.68 (C-3"), 112.12 (C-1"),
116.76 (C-4"), 119.05 (C-3"), 121.02 (C-7"), 124.54 (C-6"), 125.26 (C-5"), 125.83 (C-2"),
128.65, 128.76, 130.83 (C-3", C-4", C-5" C-6", C-7"), 130.83 (C-7a"), 136.00, 136.15
(C-3a", C-2"), 139.52 (C-6), 149.97 (C-2), 156.21 (Cbz-C=0), 162.65 (C-4), 168.90 (C-7").
Drehwert: [a]5, = +18.6 (c = 1.6, CHCIly).
Schmelzpunkt: T, =80 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 2104, 1691, 1453, 1259, 1206, 1081, 1045, 834, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax = 246, 301.
MS (ESI"): m/z = 1004.5 [M+H]".
CaoHeaN701,Si, (1004.30) ber.: 1004.4616 [M+H]",

gef.: 1004.4628 (ESI*-HRMS).
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7.2.12.6 Synthese der glycosylierten (5'S,6'S)-konfigurierten N-Cbz-

geschutzten Nucleosyl-Aminosaure 99

99

Variante 1:

Eine Losung des glycosylierten N-Cbz-geschitzten Indolamids 209 (12.9 mg, 12.8 umol) in
abs. Tetrahydrofuran (1.5 mL) wurde mit entgaster waéssriger Lithiumhydroxidlésung
(250 uL, 25.0 pmol, 0.1 m) versetzt und 45 min bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde erneut
entgaste wassrige Lithiumhydroxidlésung (100 uL, 10.0 umol, 0.1 M) hinzugegeben und
weitere 30 min bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde auf ges. wassrige
Ammoniumchloridlésung (30 mL) gegeben, die wassrige Phase mit Ethylacetat (3 x 30 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Der resultierende violett, grau, braune, viskose Rickstand wurde in abs. Dichlormethan
(1.5 mL) geldst und mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat (12.0 uL, 64.2 umol) versetzt. Es
wurde 11 d bei Raumtemperatur gerihrt, wobei nach 3 d, 6 d und 8 d erneut tert-Butyl-2,2,2-
trichloracetimidat (3 x 12.0 pL, 64.2 umol) zugegeben wurde. Weiterhin wurde jeweils nach
2 d abs. Dichlormethan (1 mL) hinzugefugt. Die Reaktionsmischung wurde mit Ethylacetat
(40 mL) verdinnt, mit Wasser (3 x 30 mL) gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (10 g, 2.0 x 8.0 cm, DCM:EtOAc 90:10)
erhalten.

Ausbeute (99): 3.5 mg (3.64 umol, 28%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante 2:

Eine Losung des pB-Pentenylglycosids B-139 (20.1 mg, 64.5 umol) und der (5'S,6'S)-
konfigurierten N-Cbz-geschitzten Nucleosyl-Aminosaure 33 (35.6 mg, 48.4 umol) in abs.
Dichlormethan (3 mL) dber frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) wurde unter
Lichtausschluss mit N-lodsuccinimid (18.9 mg, 83.9 umol) versetzt und es wurde unter
Rihren langsam tber 10 min Triethylsilyltrifluormethansulfonat (5.8 pL, 26 pmol, auf 1% in
Dichlormethan verdiinnt) hinzugetropft. Es wurde 15 min gerthrt, mit Eis (5 g) versetzt und
das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Es wurde mit Dichlormethan
(70 mL) verdinnt und die organische Phase mit 10%iger Natriumthiosulfatlésung (70 mL),
ges. waéssriger  Natriumhydrogencarbonatlosung  (7O0mL) und ges.  waéssriger
Natriumchloridldsung (70 mL) gewaschen. Es wurde Gber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (15 g, 2.0 x 12 cm, PE:EtOAc 75:25 —
70:30) erhalten.

Ausbeute (99): 16.6 mg (17.3 pumol, 36%, 58% brsm) eines farblosen Feststoffes.

Das a-Anomer der Zielverbindung 99 konnte jeweils nur verunreinigt und in Spuren durch
massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden,

die an dieser Stelle aber nicht weiter aufgefuhrt sind.

DC: R¢=0.28 (iso-Hex: EtOAc 70:30).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 =0.07 (s, 3 H, SiCH3), 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.09 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.83 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 1"-H), 0.88 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 5"-H),
0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.90(s, 9H, SiC(CHs)s), 1.45(s, 9H, OC(CHas)s), 1.53(q,
J=7.4Hz, 2H, 2"-H), 1.66 (dq, J = 7.4 Hz, J= 1.8 Hz, 2 H, 4"-H), 3.55 (dd, J = 13.0 Hz,
J=4.0Hz, 1 H, 5"-H,), 3.72 (dd, J = 13.0 Hz, J = 3.9 Hz, 1 H, 5"-Hy), 3.94 (dd, J = 5.7 Hz,
J=41Hz, 1H, 3-H), 413 (dd, J=5.7Hz, J=2.3Hz, 1H, 4-H), 4.16 (dd, J = 4.1 Hz,
J=3.6Hz, 1 H, 2-H), 4.31-4.34 (m, 1 H, 4"-H), 4.39 (dd, J = 2.3 Hz, J = 1.9 Hz, 1 H, 5"-H),
448 (d, J=6.3Hz, 1H, 2"-H), 451(dd, J=9.2Hz, J=19Hz, 1H, 6-H), 4.64(dd,
J=6.3Hz, J=14Hz, 1H, 3"-H), 497 (d, J=12.1 Hz, 1 H, 1"-Hy), 5.14 (s, 1 H, 1"-H),
5.24 (d, J=12.1Hz, 1H, 1"-H,), 5.44(d, J=3.6 Hz, 1H, 1'-H), 5.60 (dd, J=8.2 Hz,
J=2.1Hz, 1H, 5-H), 6.15 (d, J= 9.2 Hz, 1 H, 6'-NH), 7.24-7.36 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H,
6"-H, 7"-H), 7.82 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H), 8.02 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, 3-NH).

BC-NMR (126 MHz, = CDCly):  §=-4.86 (SiCH3),  -4.84 (SiCH3),  -4.17
(SiCH3), -3.89 (SiCH3), 7.55(C-5"), 8.52 (C-1"), 18.12 (SiC(CHs)s), 18.17 (SiC(CHa)s),
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25.97 (SiC(CHa3)s), 26.01 (SiC(CHs)s), 28.08 (OC(CHs)s), 28.93 (C-4Y), 29.39 (C-2"),
53.46 (C-5"), 56.53(C-6"), 66.99 (C-1"), 71.51(C-5), 74.83(C-3), 77.78(C-2),
81.75 (C-3"), 82.68 (OC(CHs);), 85.27 (C-4™), 85.99 (C-4"), 86.44 (C-2"), 90.63 (C-1"),
101.12 (C-5), 112.26 (C-1"), 117.92 (C-3"), 128.33, 128.40, 127.68 (C-3", C-4", C-5", C-6",
C-7"), 136.77 (C-2"), 140.84 (C-6), 149.91(C-2), 156.40 (Cbhz-C=0), 162.94 (C-4),
168.79 (C-7").
Drehwert: [a]5, =-7.0 (c = 0.7, CHCIy).
Schmelzpunkt: Tp, =72 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2857, 2104, 1685, 1457, 1253, 1160, 1059, 835, 775.
UV/VIS (MeCN): Amax = 261.
MS (ESI"): m/z = 961.5 [M+H]".
C4sH72NgO13Si, (961.27) ber.: 961.4769 [M+H]",

gef.: 961.4778 (ESI*-HRMS).

7.2.12.7 Synthese der glycosylierten (5'S,6'S)-konfigurierten N-Boc-N-Cbz-

geschitzten Nucleosyl-Aminosaure 210

210

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Eine

Losung der glycosylierten (5'S,6'S)-konfigurierten N-Cbz-geschutzten Nucleosyl-Aminoséure
99 (36.5mg, 38.9 umol) in abs. THF/Toluol (1:1, 3.6 mL) wurde mit Triphenylphosphan
(30.0 mg, 114 umol) und Wasser (34.2 uL, 1.90 mmol) versetzt und 4 h und 30 min bei 50 °C
geruhrt. Es wurde auf 0 °C gekihlt, Di-tert-butyldicarbonat (33.1 mg, 152 umol) und
Natriumhydrogencarbonat (6.40 mg, 75.9 umol) hinzugefigt und weitere 1.5h bei
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Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit Wasser (50 mL) versetzt und die
waéssrige Phase mit Ethylacetat (50 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde mit ges.
waéssriger Natriumchloridlésung (50 mL) gewaschen, ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (10 g, 2.0 x 10 cm, PE:EtOAc 75:25)
erhalten.

Ausbeute (210): 20.6 mg (19.9 umol, 52%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢= 0.24 (PE:EtOAc 70:30).
'H-NMR (500 MHz, CDCls): & =0.05 (s, 3 H, SiCH3), 0.06 (s, 3 H, SiCH3), 0.07 (s, 3 H,
SiCHs3), 0.09 (s, 3H, SiCH3), 0.78-0.95 (m, 6 H, 1"-H, 5"-H), 0.85 (s, 9 H, SiC(CHs)s),
0.88 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.42 (s, 9 H, NC(=0)OC(CHs)3), 1.46 (s, 9 H, C(=O)OC(CHa)s),
1.47-1.54 (m, 2 H, 2V-H), 1.59-1.68 (m, 2 H, 4"-H), 3.10-3.20 (m, 1 H, 5"-Hy), 3.35-3.45 (m,
1H, 5"-Hy), 3.99 (dd, J=3.7Hz, J=3.7Hz, 1 H, 3-H), 4.10 (dd, J = 3.7 Hz, J = 3.7 Hz,
1H, 4-H), 4.24-4.30 (m, 2 H, 5-H, 4"-H), 4.45-4.52 (m, 3 H, 2-H, 6-H, 2"-H), 4.58 (d,
J=6.1Hz, 1H, 3"-H), 5.05(d, J =12.1 Hz, 1 H, 1"-H,), 5.15 (d, J = 12.1 Hz, 1 H, 1"-Hp),
5.23 (s, 1 H, 1"-H), 5.51-5.59 (m, 2 H, 1'-H, 6'-NH), 5.65 (dd, J = 6.4 Hz, J=6.4 Hz, 1 H,
5"-NH), 5.74 (d, J=7.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.28-7.38 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"-H),
7.59 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, 6-H), 8.23 (s, 1 H, 3-NH).
BC-NMR (126 MHz, CDCly): 8 = -4.96 (SiCHa), -4.70 (SiCHs), -4.70
(SiCH3), -4.32 (SiCH3), 7.51(C-5"), 8.37 (C-1Y), 17.94 (SiC(CHs)s), 18.00 (SiC(CHa)s),
25.74 (SiC(CHa)s), 25.80 (SIC(CHa)s), 27.90 (C(=0)OC(CHs)s), 28.38 (NC(=0)OC(CHa)s),
28.83 (C-4"), 29.12(C-2"), 43.33(C-5"), 56.43(C-6'), 67.23(C-1"), 72.42(C-3),
73.64 (C-2'), 79.10 (C-5'), 79.51 (NC(=0)OC(CHs)s), 81.86 (C-3"), 83.36 (C(=O)OC(CHa)s),
85.06 (C-4'), 86.17 (C-2"), 86.84 (C-4"™), 91.45(C-1'), 102.02 (C-5), 112.45(C-1"),
117.34 (C-3"), 128.29, 128.41, 127.48 (C-3", C-4", C-5", C-6", C-7"), 136.00 (C-2"),
141.90 (C-6), 149.95 (C-2), 156.02 (Cbz-C=0, Boc-C=0), 162.64 (C-4), 168.71 (C-7').
Drehwert: [a]5, = +9.7 (c = 1.6, CHCI5).
Schmelzpunkt: T, =85 °C.
IR (ATR): ¥ = 2930, 2856, 1691, 1457, 1367, 1252, 1158, 1060, 835, 776.
UV/IVIS (MeCN): Amax = 260.
MS (ESI"): m/z = 1035.5 [M+H]".
CsoHgzN4015Si, (1035.39) ber.: 1035.5388 [M+H]",

gef.: 1035.5404 (ESI*-HRMS).
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7.2.12.8 Synthese der glycosylierten (5'S,6'S)-konfigurierten N-Boc-

geschitzten Nucleosyl-Aminosaure 211

TBDMS‘O O'I"BDMS
211
Eine LOsung der glycosylierten (5'S,6'S)-konfigurierten N-Boc-N-Cbz-geschiitzten Nucleosyl-
Aminosaure 210 (18.0mg, 17.4pumol) in abs. iso-Propanol (2mL) wurde mit
1,4-Cyclohexadien (16.2 uL, 174 umol) versetzt. Es wurde Palladium Black (20.0 mg,
188 umol) hinzugegeben und 1h bei Raumtemperatur geruhrt. EsS wurde erneut mit
1,4-Cyclohexadien (16.2 pL, 174 pmol) und Palladium Black (20.0 mg, 188 umol) versetzt
und weitere 30 min bei Raumtemperatur gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde durch einen
Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-Propanol (3 x 5 mL) gewaschen. Die Zielverbindung

wurde nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhalten.
Ausbeute (211): 15.7 mg (17.4 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

IH-NMR (500 MHz, CD3OD): § =0.13 (s, 3 H, SiCH3), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.16 (s, 3 H,
SiCH3), 0.19 (s, 3 H, SiCH3), 0.86 (t, J=7.4Hz, 3 H, 1"-H), 0.88-0.94 (m, 3 H, 5"-H),
0.92 (s, 9 H, SiC(CHa)s), 0.96 (5, 9 H, SiC(CHa)s), 1.45 (s, 9 H, NC(=0)OC(CHs)s), 1.50 (s,
9 H, C(=0)OC(CHg)s), 1.57 (q, J=7.5Hz, 2H, 2"-H), 1.68 (q, J=7.5Hz, 2 H, 4"-H),
3.18 (dd, J = 13.6 Hz, J = 6.6 Hz, 1 H, 5"-Hy), 3.28-3.35 (M, 1 H, 5"-Hy), 3.66 (d, J = 2.4 Hz,
1H, 6-H), 4.14 (dd, J = 4.0 Hz, J=3.9 Hz, 1 H, 3-H), 4.17-4.25 (m, 3 H, 4-H, 5-H, 4"-H),
443(dd, J=43Hz, J=39Hz, 1H, 2-H), 466(d, J=59Hz, 1H, 2"-H), 4.72(d,
J=59Hz, 1H, 3"H), 525(, 1H, 1"-H), 581(d, J=43Hz, 1H, 1-H), 5.84(d,
J=8.0Hz, 1 H,5H),7.91(d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H).

BC.NMR (126 MHz,  CDsOD):  §=-4.48(SiCHg),  -4.36 (SiCH3),  -4.13
(SiCH3), -3.82 (SiCHs), 7.83 (C-5™), 8.78 (C-1"), 18.90 (SiC(CHa)s), 18.94 (SiC(CHa)s),
26.44 (SiC(CHa)s), 26.46 (SiIC(CHsg)s), 28.34 (C(=0)OC(CHs)s), 28.78 (NC(=0)OC(CHsa)s),
29.86 (C-4"), 30.36 (C-2"), 44.15 (C-5"), 58.72 (C-6"), 73.73 (C-3"), 73.87 (C-2'), 80.33 (C-5/,
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NC(=0)OC(CHjs)3), 82.86 (C-4'), 83.29 (C-3"), 83.39 (C(=0)OC(CHs3)3), 87.61 (C-2", C-4"),
91.12 (C-1'), 103.02 (C-5), 114.14 (C-1"), 116.19 (C-3"), 142.88 (C-6), 152.25(C-2),
158.57 (Boc-C=0), 166.12 (C-4), 172.97 (C-7").
Drehwert: [a]5, = -20.0 (c = 1.5, MeOH).
Schmelzpunkt: Tp, =77 °C.
IR (ATR): ¥ = 2929, 2856, 1690, 1459, 1366, 1252, 1163, 1102, 836, 776.
UV/VIS (MeCN): Amax = 261.
MS (ESI"): m/z =901.5 [M+H]".
CasH76N4O13Si, (901.26) ber.: 901.5020 [M+H]*,
gef.: 901.5027 (ESI*-HRMS).

7.2.12.9 Synthese der glycosylierten N-Cbz-geschitzten L-Leucin-propyl-

Nucleosyl-Aminosdure 214

TBDMSO OTBDMS

214
Eine Losung der glycosylierten (5'S,6'S)-konfigurierten N-Boc-geschiitzten Nucleosyl-

Aminosaure 211 (15.7 mg, 17.4 umol) in abs. Dichlormethan (2 mL) tber frisch aktiviertem
Molekularsieb (4 A) wurde mit  2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3'-oxopropyl)-L-
leucinamid 88 (6.50 mg, 20.4 umol) und Eisessig (11.0 pL, 193 pumol) versetzt und 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C gekuhlt und mit ges.
waéssriger Natriumhydrogencarbonatldsung (1 mL) versetzt, filtriert und das Filtrat mit
Ethylacetat (50 mL) verdinnt. Die organische Phase wurde mit ges. wassriger
Natriumhydrogencarbonatlosung (50 mL) und ges. wassriger Natriumchloridlésung (50 mL)
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Zielverbindung wurde durch saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
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(10 g, 1.5 x 13 cm, PE:EtOAc 60:40 — 50:50) erhalten. Aufgrund von Rotamerenbildung war
eine Charakterisierung anhand von NMR-Spektren nicht mdglich. Da die Zielverbindung
jedoch zweifelsfrei mittels LC-MS-Analyse identifiziert werden konnte wurde auf eine
weitere Charakterisierung verzichtet. Auf Basis einer hinreichenden Reinheit durch
saulenchromatographische Reinigung, belegt durch das UV-Chromatogramm (A =254 nm) der
LC-MS-Analyse, kann nur eine ungefdhre Ausbeute angegeben werden. 214 wurde direkt in
der folgenden N-Cbz-Entschiitzung umgesetzt.

Ausbeute (214): 15.6 mg (~ 13 umol, ~ 75%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.42 (PE:EtOACc 50:50).
MS (ESI"): m/z = 1221.7 [M+H]".

7.2.12.10 Synthese der glycosylierten  L-Leucin-propyl-Nucleosyl-

Aminosaure 215

TBDMSO OTBDMS

215
Eine LOsung der glycosylierten N-Chz-geschiitzten L-Leucin-propyl-Nucleosyl-Aminosaure
214 (12.2mg, ~ 10 umol) in abs. iso-Propanol (1.5 mL) wurde mit 1,4-Cyclohexadien
(9.40 pL, 101 pumol) versetzt. Es wurde Palladium Black (10.0 mg, 94.0 pmol) hinzugegeben
und 45 min bei Raumtemperatur geruhrt. Es wurde erneut mit 1,4-Cyclohexadien (9.40 puL,
101 umol) und Palladium Black (10.0 mg, 94.0 umol) versetzt und weitere 45 min bei
Raumtemperatur geruhrt bevor erneut mit 1,4-Cyclohexadien (9.40 uL, 101 umol) und
Palladium Black (10.0 mg, 94.0 umol) versetzt und weitere 1 h bei Raumtemperatur geruhrt
wurde. Das Reaktionsgemisch wurde durch einen Spritzenfilter filtriert und dieser mit iso-
Propanol (3x5mL) gewaschen. Die Zielverbindung wurde nach Entfernen des

Losungsmittels im  Vakuum erhalten. Aufgrund von Rotamerenbildung war eine
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Charakterisierung anhand von NMR-Spektren nicht méglich. Da die Zielverbindung jedoch
zweifelsfrei mittels LC-MS-Analyse identifiziert werden konnte wurde auf eine weitere
Charakterisierung  verzichtet. Auf Basis einer hinreichenden Reinheit durch
saulenchromatographische Reinigung, belegt durch das UV-Chromatogramm (A =254 nm) der
LC-MS-Analyse, kann nur eine ungefahre Ausbeute angegeben werden. 215 wurde direkt in

der folgenden Peptidkupplung umgesetzt.
Ausbeute (215): 10.9 mg (~ 10 pumol, ~ quant.) eines farblosen Feststoffes.

MS (ESI*): m/z = 1087.6 [M+H]".

7.2.12.11 Synthese des vollstandig geschiitzten aminoribosylierten (5'S,6'S)-
Muraymycin-Analogons 216

OH ¥ '
TBDMSO OTBDMS

216
Eine Losung von O-tert-Butyl-L-valin-N-(C=0)-N-(N*-Boc)-L-lysin 85 (4.80 mg, 10.7 pmol)
in abs. Tetrahydrofuran (1.5 mL) wurde mit 1-Hydroxybenzotriazol (1.50 mg, 10.7 umol),
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (5.6 mg, 10.7 umol) und
N,N-Diisopropylethylamin (3.65 uL, 21.5 pmol) versetzt, 30 min bei Raumtemperatur gerthrt
und anschlieBend auf 0 °C gekdhlt. Bei dieser Temperatur wurde langsam eine Lésung der
glycosylierten L-Leucin-propyl-Nucleosyl-Aminosdure 215 (11.5mg, ~ 10 pmol) in abs.
Tetrahydrofuran (1.5 mL) hinzugetropft, 1 h bei 0 °C und 3 h bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die Zielverbindung durch

séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (14 g, 2.0 x 12 cm, DCM:MeOH 97:3)
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erhalten. Aufgrund der Komplexitat der NMR-Spektren wurde Verbindung 216 lediglich per
LC-MS-Analyse identifiziert, weshalb auf Basis einer hinreichenden Reinheit durch
sédulenchromatographische Reinigung, belegt durch das UV-Chromatogramm (A =254 nm) der
LC-MS-Analyse, nur eine ungefahre Ausbeute angegeben werden kann. 216 wurde direkt in

der folgenden globalen sauren Entschiitzung umgesetzt.
Ausbeute (216): 13.2 mg (~ 9 umol, ~ 80%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.32 (DCM:MeOH 95:5).
MS (ESI*): m/z = 1514.9 [M+H]".

7.2.12.12 Synthese des aminoribosylierten (5'S,6'S)-Muraymycin-
Analogons 213

213

Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. Das

vollstandig geschiutzte aminoribosylierte (5'S,6'S)-Muraymycin-Analogon 216 (13.2 mg,
~ 9 pmol) wurde mit auf 0 °C gekuhlter Trifluoressigsaure (2.0 mL, 80% in Wasser) versetzt
und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (30 mL)
verdinnt und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Zielverbindung wurde durch

Reinigung mittels semipraparativer HPLC (s.u.) erhalten.

Ausbeute (213): 4.60mg (3.73 umol, 26% Uber 4 Stufen von 211) eines farblosen

Feststoffes.
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HPLC (analytisch): tg =6.6 min (Methode QC_grad_pos_acid_2000, Injektionsvolumen:
20 pL (c ~ 1 mg/mL, in H,0)).

HPLC (semipréaparativ): tg = 22.6 min (Methode DWP392, Injektionskonzentration: 13 mg in
H,0:MeCN 95:5 (0.8 mL)).

'H-NMR (500 MHz, D,0): =0.72 (d, J=5.8 Hz, 3H, 5"-H,), 0.82 (d, J=6.9 Hz, 3 H,
5"-Hp), 0.82 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, 4'-H,), 0.86 (d, J = 6.8 Hz, 3 H, 4"-Hp), 1.26-1.41 (m, 2 H,
AV-H), 1.44-154(m, 2H, 3"-H, 4™H), 1.54-1.64(m, 4H, 3"-Hy, 3“-H, 5"“-H),
1.65-1.74 (m, 1 H, 3"-Hp), 1.81 (dddd, J=7.3Hz, J=7.3Hz, J=7.1Hz, J=6.9 Hz, 2 H,
2"-H), 2.06 (dgq, J=6.9Hz, J=6.8Hz, J=6.1Hz, 1H, 3-H), 2.89(dd, J=7.6Hz,
J=7.6Hz, 2 H, 6"-H), 3.00 (ddd, J=14.2 Hz, J=7.3 Hz, J=7.3 Hz, 1 H, 1"-H,), 3.15 (m,
3 H, 1"-Hp, 3"-Ha, 5"-Hy), 3.20-3.27 (m, 1 H, 3"-Hp), 3.29 (dd, J = 13.3 Hz, J=2.8 Hz, 1 H,
5.Hp), 3.96 (d, J = 4.8 Hz, 1 H, 6'-H), 3.98 (d, J = 6.1 Hz, 1 H, 2-H), 4.03 (dd, J = 8.7 Hz,
J=55Hz, 1H, 2"-H), 4.07(d, J=6.8Hz, 1H, 2"-H), 4.08-4.15(m, 2 H, 3"-H 4"-H),
4.15-421 (m, 2H, 3-H, 2"-H), 4.27-432(m, 2H, 2-H, 4-H), 4.43(dd, J=4.8Hz,
J=4.6Hz, 1 H,5-H),5.17 (s, 1 H, 1“-H), 5.68 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, 1"-H), 5.79 (d, J = 8.1 Hz,
1H,5-H),7.71 (d, J=8.1 Hz, 1 H, 6-H).

BC-NMR (126 MHz, D,0): & = 16.89 (C,-4"), 18.46 (Cp-4"), 20.67 (Co-5"), 21.97 (C-4"),
22.01 (Cy-5"), 24.33(C-4™), 25.08(C-2"), 26.20 (C-5"), 29.92(C-3"), 30.73(C-3"),
36.81 (C-3"), 39.16 (C-6"), 39.54 (C-3"), 41.86(C-5"), 52.52(C-2"), 54.00 (C-2"),
56.24 (C-1"), 58.93 (C-2"), 69.72(C-3), 70.85(C-6'), 71.65(C-3"), 73.19(C-2),
74.64 (C-2"), 7750 (C-5'), 7851 (C-4), 82.91(C-4), 90.92(C-1), 101.81(C-5),
109.25 (C-1Y), 116.29(q, Jcr=297.7Hz, F;CCOO), 142.20 (C-6), 151.34 (C-2),
159.44 (NC(=O)N), 162.98 (q, “Jcr=35.5Hz, FsCCO0), 166.24 (C-4), 171.76 (C-7),
174.45 (C-1"), 175.33 (C-1"), 176.91 (C-1Y).

YE.NMR (282 MHz, D,0): & = -75.60 (s, CF3).

Drehwert: [a]5, = +20.6 (c = 0.2, H,0).

Schmelzpunkt: Tp, = 182 °C.

IR (ATR): ¥ = 3291, 3076, 2961, 1668, 1553, 1200, 1133, 800, 722, 563.

UV/IVIS (MeCN): Amax = 263.

MS (ESI"): m/z = 906.4 [M+H]".

C37Hs3N9O17 (905.96) ber.: 453.7244 [M+2H]",
C37He3NgO17 - 3 CF3COOH (1248.03) gef.: 453.7244 (ESI*-HRMS).
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7.3 Biologische Arbeiten

7.3.1 Fluoreszenz-basierter MraY-Assay

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe Ducho von S. Koppermann und J. Ludwig
durchgefuhrt. Basierend auf der Methode von Bugg und Mitarbeitern®®®! wurde die
Abnahme der Fluoreszenz-Intensitit iber die Zeit bei Wellenldngen von Aex = 355 nm und
Xem =520 nm (BMG Labtech POLARstar Omega, 384-Well-Plate-Format) bestimmt. Um die
MraY -katalysierte Reaktion zu starten, wurde eine Membranpréparation von MraY aus
S.aureus (1 pL) zu einer Mischung aus Undecaprenylphosphat (50 uM) und dansyliertem
Park's Nucleotid™®! (synthetisch, 7.5 uM) in Puffer (100 mM Tris-HCI Puffer pH 7.5,
200 mM KCI, 10mM MgCl,, 0.1% Triton X-100, 20 uL gesamt) gegeben. Wurde
inhibitorische in vitro-Aktivitat gegen MraY beobachtet, wurden alle Konzentrationen als
Triplikate gemessen und (ber diese ein sigmoidaler Fit gelegt um die ICs-Werte inklusive

des entsprechenden Fehlers zu erhalten (Arbeitsvorschrift adaptiert von Wohnig et. al.t%®)).

7.3.2 Antibakterielle Aktivitatsmessungen

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe Ducho von S. Koppermann und J. Ludwig
durchgefuhrt. In Doppelbestimmungen wurden Lésungen des potentiellen antibakteriellen
Wirkstoffes (4 pL) in DMSO sowie DMSO als Kontrolle zu 196 pL LB-Medium gegeben.
Nach Durchmischung wurden 100 pL der Mischungen unter sterilen Bedingungen zu 100 pL
LB-Medium auf eine 96-Well-Platte gegeben. Die Verdiinnung wurde wiederholt, sodass sich
unterschiedliche Konzentrationen des Wirkstoffes im LB-Medium auf der Platte ergaben.
Eine entsprechende Bakterienkultur wurde bei 37 °C fir 2 h unter Schiitteln (185 rpm)
inkubiert und anschlieBend mit LB-Medium verdinnt (1:10). Die optische Dichte ODggo
wurde gemessen (BMG Labtech POLARstar Omega, 384-Well-Plate-Format) und es wurde
bis zu einer ODggo =0.06 verdinnt. 100 uL der Bakterien-Praparation wurden zu den
Inhibitor-Mischungen auf der 96-Well-Platte gegeben und zu Beginn der Messung und nach
einer Inkubation von 16 h bei 37 °C (50 rpm) die optische Dichte bestimmt (BMG Labtech
POLARstar Omega, 384-Well-Plate-Format). Wurde antibakterielle Aktivitdt beobachtet,
wurden die Messungen mindestens zweifach wiederholt, der schlechteste und der beste Wert
verworfen und die Ubrigen Werte zu den entsprechend angegebenen Minimalen
Inhibitorischen  Konzentrationen (MIC) gemittelt (Arbeitsvorschrift adaptiert wvon
Spork et al.l*¥?),
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7.3.3 Stabilitatsassays in biologischen Medien

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe Ducho von S. Boettcher und M. Jankowski
durchgefuhrt. In vitro-Stabilitatsassays wurden in Puffer, in humanem Plasma (Biotrend), in
humanem Serum (Sigma Aldrich), in LB-Nahrmedium (Sigma Aldrich), in Zelllysat (E. coli
DH5a) und mit Schweineleberesterase (PLE, Sigma Aldrich) in Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die Mischungen wurden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und die Stabilitat
der zu untersuchenden Substanzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Dabei kamen
LC-UV-(Accela UHPLC mit einem TSQ Quantum Access Max und einem PDA Detektor
(Thermo Scientific)) sowie LC-MS/MS-Methoden (Dionex UltiMate 3000 RS UHPLC mit
einem TF Q-Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific)) zum Einsatz. Die Messungen wurden
durch die Zugabe entsprechender  Stopplosungen  (doppeltes  Volumen  der
Inkubationsmischung) mit internem Standard zum jeweiligen Messzeitpunkt abgebrochen. Es
wurde gemischt, dann zentrifugiert (17000 xg) und der Uberstand untersucht
(Arbeitsvorschrift adaptiert von Spork et al.*).

Assay zur Pufferstabilitéat: Es wurde Phosphatpuffer verwendet (50 mM, 547 mg Na,HPQy,
155 mg KH,;PO4, 100 mL H,0, pH 7.3). Die Messzeitpunkte waren O h, 1 h, 2 h, 4 h und 6 h.
Wurde mittels LC-UV analysiert, wurden Endkonzentrationen der zu untersuchenden
Substanzen von 750 uM eingestellt (3 uL Arbeitsstammldsung (7.5 mM in H,0), 27 uL
Puffer). Als interner Standard in der Stopplosung wurde Phenazon genutzt (1 mM in
Methanol). Bei LC-MS/MS-Analysen waren die Endkonzentrationen um den Faktor 10
kleiner (75 uM (3 pL Arbeitsstammlésung (750 uM in H,0), 27 uL Puffer)). Zudem wurde
bei LC-MS/MS-Analyse fur die Quantifizierung eine Kalibriergerade mit einer
entsprechenden  Verdinnungsreihe gemessen. Als interner Standard wurde mit
Diphenhydramin in der Stopplosung (1 uM in Acetonitril) gearbeitet (nach M. Jankowski,

unveroffentlicht).

Assay zur Plasmastabilitat: Es wurde humanes Plasma oder humanes Plasma in H,O (1:10
verdinnt) genutzt. Die Messzeitpunkte waren 0 min, 5 min, 15 min, 60 min und 150 min.
Analysiert wurde mit LC-MS/MS. Die sonstige Vorgehensweise und die entsprechenden
Konzentrationen waren analog zum Pufferstabilitdtsassay (nach M. Jankowski,

unveroffentlicht).

Assay zur Serumstabilitat: Es wurde humanes Serum in H,O (1:10 verdiinnt) genutzt. Die

Messzeitpunkte waren O min, 5 min, 15 min, 60 min und 150 min. Analysiert wurde mit
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LC-MS/MS. Die sonstige Vorgehensweise und die entsprechenden Konzentrationen waren

analog zum Pufferstabilitatsassay (nach M. Jankowski, unverdffentlicht).

Assay zur Stabilitat im LB-Nahrmedium: Die Messzeitpunkte waren 30 min und 150 min. Die
Endkonzentrationen der zu untersuchenden Substanzen betrugen 1upuM (3 puL
Arbeitsstammldsung (30 uM in H,0), 27 uL. LB-Nahrmedium). Analysiert wurde mit LC-
MS/MS. Es wurde ohne internen Standard in der Stopplésung (Acetonitril) gearbeitet (nach
M. Jankowski, unverdffentlicht).

Assay zur Stabilitat im Zelllysat (E. coli DH5a): Die Messzeitpunkte waren 30 min und
150 min. Die Endkonzentrationen der zu untersuchenden Substanzen betrugen 1 uM (3 pL
Arbeitsstammldsung (30 M in H,0), 27 uL Zelllysat (E. coli DH5a)). Analysiert wurde mit
LC-MS/MS. Es wurde ohne internen Standard in der Stopplosung (Acetonitril) gearbeitet

(nach M. Jankowski, unveroffentlicht).

Assay mit Schweineleberesterase: Es wurde Schweineleberesterase in Puffer (0.032 mM Tris
Puffer, 387 mg Tris, 143mg MgCl;, 100mL H,O, pH 7.3) verwendet (1.12 mg
(1 mg =18 U) in 814 pL Tris-Puffer, finale Konzentration 1 U/ 40 pL). 1U entspricht 1 pmol
Substratumsatz von Ethylbutyrat in der Minute. Die Messzeitpunkte waren 30 min und
150 min. Die Endkonzentrationen der zu untersuchenden Substanzen betrugen 1 uM (3 pL
Arbeitsstammlésung (30 uM in H,0), 27 pL Schweineleberesterase in Puffer). Analysiert
wurde mit LC-MS/MS. Es wurde ohne internen Standard in der Stoppldsung gearbeitet (nach

M. Jankowski, unveroffentlicht).
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9. Anhang

9.1 HPLC-Methoden

9.1.1 Analytische HPLC-Methoden

Methode QC_grad_pos_acid_60_600:
HPLC-Anlage: Thermo Scientific, Detektor: MWD (250.0), MS, Flussrate:
0.8 mL/min, Séule: EC 125/3 NUCLEODUR 100-5 C18ec (5 um, 5 x 100 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 17 20 21 25

B [%] 5 100 100 5 5

Methode QC_grad_pos_acid_2000:
HPLC-Anlage: Thermo Scientific, Detektor: MWD (250.0), MS, Flussrate:
0.8 mL/min, Saule: EC 125/3 NUCLEODUR 100-5 C18ec (5 pum, 5 x 100 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 19 22 23 25

B [%] 5 100 100 5 5

9.1.2 Semipréaparative HPLC-Methoden

Methode DWP269:
HPLC-Anlage: Agilent Technologies 1200 Series, Detektor: MWD (254.16/280.16),
Flussrate: 3 mL/min, Saule: LiChroCART® Purospher® RP-18e (5 pm, 10 x 250 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 36 44 441

B [%] 5 100 100 1
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Methode DWP289:
HPLC-Anlage: Agilent Technologies 1200 Series, Detektor: MWD (254.16/280.16),
Flussrate: 3 mL/min, Saule: LiChroCART® Purospher® RP-18e (5 pm, 10 x 250 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 30 34 44 441

B [%] 25 70 100 100 25

Methode DWP315:
HPLC-Anlage: Agilent Technologies 1200 Series, Detektor: MWD (254.16/280.16),
Flussrate: 3 mL/min, Séaule: LiChroCART® Purospher® RP-18e (5 pm, 10 x 250 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 36 40 44 441

B [%] 5 70 100 100 1

Methode DWP315_2:
HPLC-Anlage: Agilent Technologies 1200 Series, Detektor: MWD (254.16/280.16),
Flussrate: 3 mL/min, Séaule: LiChroCART® Purospher® RP-18e (5 pm, 10 x 250 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 36 40 44 441

B [%] 5 60 100 100 1

Methode DWP392:
HPLC-Anlage: Agilent Technologies 1200 Series, Detektor: MWD (254.16/280.16),
Flussrate: 3 mL/min, Saule: LiChroCART® Purospher® RP-18e (5 pm, 10 x 250 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% TFA); B - Acetonitril (0.1% TFA)

t [min] 0 36 40 44 441

B [%] 5 40 100 100 1
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9.2 LC-MS/MS-Methoden flir die Stabilitdtsmessungen der
Muraymycin-Prodrugs
Methode fur die Messungen am HIPS Saarland

UHPLC-Anlage: Thermo Scientific, Detektor: MS/MS, Flussrate: 0.55 mL/min, Séule:

Accucore RP-MS-C18 150/2.1 2.6 (2.6 um, 2.1 x 150 mm)
Eluenten: A - Wasser (0.1% FA); B - Acetonitril (0.1% FA)

t [min] 0 040 1.60 270 271 350

B [%] 23 23 99 99 23 23

Methode fur die Messungen am Pharmakologischen Institut der UdS in Homburg:
UHPLC-Anlage: ThermoFisher Scientific, Detektor: Orbitrap-MS, Flussrate:
0.5 mL/min, Saule: Accucore PhenylHexyl column (2.6 um, 2.1 x 100 mm)
Eluenten: A - Wéassrige Ammoniumformiatlésung (2 mM) (0.1% FA, 1% Acetonitril,
pH 3); B - Ammoniumformiatldsung (2 mM) in Acetonitril:Methanol (50:50) (0.1%
FA, 1% Wasser)

t [min] 0 7 71 79 101

B [%] 05 60 955 955 05
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