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Abstract: Wir présentieren die erste Totalsynthese der
Thiamyxine A-C und des jetzt vollstindig charakteri-
sierten Thiamyxins E, einer interessanten Klasse thiazol-
und thiazolinreicher Depsipeptide mit vielféltiger antivi-
raler Aktivitdt. Die Synthese zeichnet sich aus durch
einen parallelen Ringschluss zu zwei Methylthiazolin-
Einheiten unter geringer Epimerisierung des sehr labi-
len benachbarten stereogenen Zentrums. Des Weiteren
wird die dreistufige Synthese einer ungewohnlichen
Hydroxysdure sowie die oxidationsfreie Eliminierung
eines Phenylselenids zum Dehydroalanin gezeigt. Die
Ausnutzung des sdurelabilen Stereozentrums am Isoleu-
cin-Rest und die erneute Offnung der Makrolactone
ermoglichen den Zugang zu den vier Thiamyxinen in
guten Ausbeuten und Diastereomerenverhéltnissen aus
einem einzigen Vorldufer. Durch die modular gestaltete
Totalsynthese sind weitere Bioaktivitdtstests und die
Erforschung eines Pharmakophors iiber die Synthese
weiterer Derivate moglich. )

Viele thiazol- und thiazolinhaltige Naturstoffe wie Thianga-
zol,"! Didehydromirabazol,” Baringolin,” und Apratoxin™
sind aufgrund ihrer bemerkenswerten tumorselektiven Cyto-
toxizitit, antibiotischen und/oder antiviralen AKtivititen,
von hohem biologischen und synthetischen Interesse. Die
kiirzlich vorgestellten® Thiamyxine stellen eine neue Grup-
pe von thiazol-/thiazolinreichen Naturstoffen dar, die von
Miiller et al. aus einem Myxobakterienstamm (MCy9487)
der Familie der Myxococcaceae isoliert wurden.[®!

Diese Depsipeptide kommen sowohl in einer makrocy-
clischen Form (Thiamyxin A und B) als auch in einer
offenkettigen Form als Hydroxysdure (Thiamyxin C) oder
Glycerinester (Thiamyxin D) vor (Abbildung 1). Die beiden
letztgenannten sind vermutlich Nebenprodukte des Cyclisie-
rungsprozesses und werden als untrennbare Diastereome-

[*] K. Bauer, Prof. Dr. U. Kazmaier
Organische Chemie |, Universitit des Saarlandes
Campus C4.2, 66123 Saarbriicken (Deutschland)
E-mail: u.kazmaier@mx.uni-saarland.de

0 © 2023 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-
VCH GmbH. Dieser Open Access Beitrag steht unter den Be-
dingungen der Creative Commons Attribution Non-Commercial Li-
cense, die eine Nutzung, Verbreitung und Vervielfiltigung in allen
Medien gestattet, sofern der urspriingliche Beitrag ordnungsgemif
zitiert und nicht fiir kommerzielle Zwecke genutzt wird.

Angew. Chem. 2023, 135, 202305445 (1 of 6)

MeO\_ o

) Y\H ﬁl NJ\@
n N O NQ/S
s

L, 5
= o9 Hf‘é

(S)-Thiamyxin A
(R)-Thiamyxin B

(R)-Thiamyxin C OR = OH
(R)-Thiamyxin D OR = Glycerin

Abbildung 1. Thiamyxine isoliert aus MCy9487.

rengemische isoliert, die sich nur am Isoleucin-a-Zen-
trum (*) unterscheiden.®

Das fiir die Biosynthese verantwortliche Polyketid-Synt-
hase (PKS)/Nicht-Ribosomale-Peptid-Synthase (NRPS) Hy-
brid-Gen-cluster enthélt zwei Epimerisierungsdoménen —
eine im Alanin- und eine im Isoleucin-inkorporierenden
Modul. Die hoéhere Produktionsrate und der p-allo-Isoleu-
cin-Rest zeigen, dass Thiamyxin B das Hauptprodukt des
biosynthetischen Genclusters ist. Die Thiamyxine zeigen
eine interessante Aktivitidt gegen verschiedene RNA-Viren
(humanpathogenes Corona-, Dengue- und Zika-Virus) mit
hohen nanomolaren oder niedrigen mikromolaren 1Cs-Wer-
ten. Da der ICy-Wert der cytotoxischen Aktivitdt im Ver-
gleich zur antiviralen Aktivitit fiinfmal hoher ist, deutet dies
auf einen unterschiedlichen Wirkmechanismus hin. Eine
Totalsynthese dieser Naturstoffe konnte Derivatisierungs-
optionen fiir die Untersuchung von Biosynthesewegen,
Wirkmechanismen und Pharmakophoren ermoglichen und
letztlich erhebliche Mengen an Material fiir Bioaktivitits-
tests liefern, um die geringen Produktionsraten von
MCy9487 zu kompensieren. Der anspruchsvollste Teil der
Synthese ist das Thiazolin-Thiazol-Thiazolin-Fragment mit
einem labilen Stereozentrum am benachbarten Isoleucin.
Eine Epimerisierung an dieser Stelle gilt es zu vermeiden,
da die Diastereomere von Thiamyxin C wahrscheinlich nicht
getrennt werden konnen.®

Die interessanten biologischen Aktivitdten dieser Ver-
bindungsklasse und unser Interesse an der Totalsynthese
von peptidischen Naturstoffen”) haben uns dazu veranlasst,
ein Syntheseprotokoll zu entwickeln, das, unter Ausnutzung
der konfigurativen Labilitdt des Isoleucin a-Zentrums (*),
einen Zugang zur gesamten Thiamyxin-Familie ermoglicht.
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Die Synthese beginnt mit dem Aufbau des Thiazolin-
Thiazol-Thiazolin-Bausteins (Schema 1). Als erstes wurde a-
Methylcystein 2 aus Cystein 1 nach einem Protokoll von
Pattenden et al.l¥l dargestellt. Eine sich anschlieBende Veres-
terung, gefolgt von einer Tritylierung unter sauren Bedin-
gungen,” lieferte das geschiitzte a-Methylcystein 3 in guter
Ausbeute. Die Peptidkniipfung mit N-Allyloxycarbonyl
(Alloc)-geschiitztem Isoleucin unter Standardkniipfungsbe-
dingungen mit HATU (1-[Bis(dimethylamin)methylen]-1H-
1,2,3-triazol[4,5-b]pyridinium-3-oxid-hexafluorophosphat) in
DMF lieferte Dipeptid 4. Anstelle des sehr teuren p-Allo-
Isoleucins wurde giinstiges L-Isoleucin, in Erwartung einer
Racemisierung des normalerweise empfindlichen Stereozen-
trums an der C-2-Exomethinposition neben Thiazolinen,
verwendet."”! Durch Verseifung des Methylesters, Aktivie-
rung der Sdure und Quenchen mit einer wissrigen Ammoni-
aklosung wurde ein primédres Amid gebildet. Verbindung 5
wurde mittels Lawessons Reagenz['!! in Thioamid 6 iiber-
fiihrt, welches dann verwendet wurde um iiber ein modifi-
ziertes Hantzsch Protokoll von Meyers et al.'?! ein Thiazol
einzufiihren.

SH
HS 1) AcCl, MeOH STrt
)\ 5 Stufen_ E Reflux, 12 h S\
48 % $
H,N” >COOH COOH 2) TrtOH, TFA
Hl .HC| Rt 3h 83% H2N" COOMe
1 2 3
™S
Alloc-lle-OH, NMM K?(COOME 1) LIOH, THF/H,0
Rt, 28 h
HATU, DMF 0w NH t, 28
0°C >Rt 16h 2) a) CICOOE, NEt,
68 % b) NHa, THF
AllocHN 7 0°C — Rt 2h
= o ?
4 84.%
™s S NaHCO;
Lawessons : NH BrCH,COCOOEt
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NH
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82 %
AllocHN" ™
7 B
S 8
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-
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Schema 1. Synthese des Bis-Thiazolin Bausteins 9; Abkiirzungen:
NMM (N-Methylmorpholin), TFAA (Trifluoressigsiure Anhydrid).
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Diese Synthesesequenz wurde bereits in anderen Synthe-
sen verwendet!™ und lieferte das Thiazol 7 mit einer
Ausbeute von 84 %. Die Verwendung von Methanol als Co-
Losungsmittel bei der anschlieBenden Verseifung verkiirzte
die Reaktionszeit erheblich und war entscheidend fiir die
vollstindige Umsetzung. Eine weitere Uronium-basierte
Peptidkniipfung mit geschiitztem o-Methylcystein 3 lieferte
Verbindung 8 in guten Ausbeuten. Fiir die Thiazolinbildung
wurden die besten Ergebnisse mit einer Ausbeute von 66 %
und einem Diastereomerenverhéltnis (dr) von 93:7 mithilfe
einer Methode von Kelly et al.'*! {iber eine Phosphor(V)-
vermittelte Dehydratisierung, erreicht. Ein weiteres vielver-
sprechendes Protokoll mittels Molybdénkatalyse von Ishiha-
ra et al.l®®! lieferte das Bis-Thiazolin 9 lediglich in einer
Ausbeute von 40-48 % und einem dr von 1:1 (mit verschie-
denen getesteten Molybdénkatalysatoren). Obwohl die Epi-
merisierung der C-2-Exomethinposition ein beabsichtigter
Prozess war, sollte sie fiir eine saubere Synthese mit iiber-
schaubarer Analytik so lange wie moglich unterdriickt
werden. Beim Versuch die Thiazolinbildung am Ende der
Gesamtsynthese durchzufiihren, war leider keines der oben
genannten Verfahren!' erfolgreich. Thomas et al. berichten
von dhnlichen Problemen mit einem Phosphor-(V)-basierten
Ansatz an einer hochfunktionalisierten Zwischenstufe ihrer
Totalsynthese von Vioprolid-Vorstufen.™ Letztendlich wur-
de dieser “late-stage” Ansatz nicht weiter verfolgt und die
weitere Synthese mit dem Bis-Thiazolin 9 fortgesetzt. Die
Synthese des niachsten Bausteins 18 (Schema 2) startete mit
dem literaturbekannten primidren Amid von N-Methyl Valin
10.'%1 Eine weitere Sequenz aus Thionylierung und der
modifizierten Hantzsch Reaktion lieferte Thiazol 11, wel-
ches zuvor von Pattenden et al. in einer &hnlichen Route
synthetisiert wurde.!™¥ Verseifung des Ethylesters gefolgt
von einer Fischer-Veresterung bei gleichzeitiger Boc-Ent-
schiitzung ergab Aminhydrochlorid 12. Um 12 mit O-methy-
liertem Serin 131" zu kniipfen, wurden verschiedene Kniip-
fungsbedingungen getestet: EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimid)/HOBt (N-Hydroxybenzotriazol),
HATU, PyAOP ((7-Azabenzo-triazol-1-yloxy)tripyrrolidi-
nophosphonium hexafluorophosphat), BOP-CI (Bis(2-Oxo-
3-oxazolidinyl)phos-phinium chlorid). Alle Versuche resul-
tierten in starker Epimerisierung des a-Stereozentrums am
O-methylierten Serin, darunter auch Kniipfungen ohne
zusitzliche Base mit dem freien Amin von 12 und EDC/
HOBt.

SchlieBlich erwies sich die direkte Kopplung mit Boc-
geschiitztem Serin und die Reisolierung des reaktionstrégen
Amins 12 als ein zufriedenstellender Ansatz mit 41 %
Ausbeute bzw. 83 % Ausbeute, bezogen auf das reisolierte
Startmaterial (brsm). Das resultierende Peptid 14 wurde mit
Silber(I)-oxid und Methyliodid zu Verbindung 15 O-methy-
liert.'? Das Boc-entschiitzte Aminhydrochlorid 16 wurde
mit N-Boc-Phenyl-Selenocystein 171" gekniipft um Tripep-
tid 18, als Vorldufer des nordostlichen Fragments der
Thiamyxine, in guter Ausbeute zu erhalten.

Die ungewohnliche Z-Alkensdure 22 (Schema3) im
siidlichen Teil der Thiamyxine wurde in einer kurzen 3-
stufigen Synthese, ausgehend von Propargylalkohol 19,
dargestellt. Eine trans-Hydrostannylierung nach Fiirstner
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Schema 2. Synthese des nordéstlichen Fragments der Thiamyxine;
Abkiirzungen: DME (1,2-Dimethoxyethan).

BuzSnH HO HO
A (Cp*RuCly),
N “DCM. Rt, 20 min + | BugSn._~
DCM, Rt, 20 min 7 SnBus 3
(0P 87:13) 200 20p
Pd(OAc),, AsPhg, HO o

Benzochinon, TFA

CO (1 atm LiOH, THF/H,O
( ) > CooMe ——————  Z “COOH
MeOH, Rt, 16 h 0°C >Rt 14 h
76 % 98 %
21 22

Schema 3. Synthese der ungewshnlichen Z-Alkensiure 22.

et al.® lieferte das (Z)-Stannyl Alken 20@ und durch B-
Addition das Nebenprodukt 20 in einem Verhiltnis von
87:13. Dieses konnte entweder direkt chromatographisch
abgetrennt werden, oder wesentlich einfacher als Lacton
nach der sich anschlieBenden Pd-katalysierten Methoxycarb-
onylierung.”"! Diesem Protokoll folgend wurde die (Z)-
Alkensdure 22 nach anschlieBender Verseifung in einer
Gesamtausbeute von 58 % iiber drei Stufen erhalten.

Nach der Boc-Entschiitzung von 18 wurde das Peptid 23
mit Lithiumcarboxylat 24 gekniipft (Schema 4), um eine
sdurekatalysierte Epimerisierung am labilen Isoleucin-a-
Zentrum zu vermeiden. Die Peptidkniipfung mit PyAOP
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lieferte Verbindung 25 in einer Ausbeute von 77 %, verun-
reinigt mit 10 % des Epimerisierungsprodukts, das durch
Saulenchromatographie abgetrennt werden konnte. Die an-
schlieBende Pd-katalysierte Alloc-Entschiitzung unter neu-
tralen Bedingungen mit Phenylsilan als Allylfinger gefolgt
von einer HATU-Kniipfung mit Alloc-p-Ala-OH, lieferte
Verbindung 26 in 73 % Ausbeute iiber zwei Stufen. In dieser
Peptidkniipfung kam es erneut zu einer Epimerisierung von
10%. Das Epimerengemisch 26 wurde erneut Alloc-ent-
schiitzt und anschlieBend mit (Z)-Alkensdure 22 gekniipft.
Hierbei wurde der Thiamyxin-Vorldufer 27 mit einem dr
von 82:18 erhalten. Abschlieend sollte nun die Verseifung
des Methylesters, gefolgt von einer oxidativen Eliminierung
zum Dehydroalanin, durchgefiihrt werden. Zu unserer
Uberraschung fithrte die Verwendung von mehr als zwei
Aquivalenten Lithiumhydroxid bereits wihrend der Versei-
fung zur vollstindigen Abspaltung des Phenylselenids, was
zu einem Gemisch aus dem (§)-konfigurierten, bisher unbe-
schriebenen, Thiamyxin E als Hauptdiastereomer und dem
(R)-konfigurierten Thiamyxin C als Nebendiastereomer in
einem Verhiltnis von 77:23 fithrte. Die Versuche die
Diastereomere iiber priaparative HPLC mit 0.1 % HCOO-
H,/MeCN zu trennen, schlugen fehl und fiihrten zu einer
weiteren Epimerisierung und somit zu einem dr von 1:1.
Wodurch sich erneut die Sdureempfindlichkeit des a-Stereo-
zentrums am Isoleucin zeigte.

Um Zugang zu den Thiamyxinen A und B zu erhalten,
war der nachste Schritt die Makrolactonisierung. Eine Aus-
wahl der getesteten Bedingungen ist in Tabelle 1 dargestellt.
Eine Steglich-artige Veresterung® mittels DIC (N,N'-Diiso-
propylcarbodiimid)/DMAP (4-Dimethylaminopyridin) lie-
ferte kein Cyclisierungsprodukt, sondern fiihrte ausschlief3-
lich zum unreaktiven N-Acyl-Harnstoff® (Eintrag1).
Verwendung des Standardpeptidkniipfungsreagenz PyAOP,
resultierte lediglich in 10 % Produktbildung zusammen mit
zahlreichen unbekannten Nebenprodukten (Eintrag?2). Im
dritten Eintrag wurde eine relativ neue Methode von Zhao
et al.? getestet, bei der ein Alkinylamid als Kniipfungsrea-
genz verwendet wird. Im ersten Schritt wurde eine vollstin-
dige Umsetzung zum a-Acyloxyenamid beobachtet, aller-
dings fiihrte der sidurekatalysierte zweite Schritt nicht zur
Cyclisierung. Yamaguchi-Bedingungen®! mit TCBC (2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid) in Toluol (mit Acetonitril als Co-
Losungsmittel aufgrund von Loslichkeitsproblemen) fiihrten
zu 31 % Ausbeute (Eintrag 4). Andere Yamaguchi-basierte
Makrolactonisierungen mittels MNBA
(2-Methyl-6-Nitrobenzoe-sidureanhydrid)®  zeigten gute
Ausbeuten in Toluol/MeCN und funktionierten noch besser
in MeCN (Eintrige 5 und 6). Die besten Ergebnisse erreich-
te schlieBlich die Cyclisierung mit TCBC in MeCN, welche
eine Mischung der Thiamyxine A und B mit 63 % Ausbeute
lieferte. Die Reaktionsdauer belief sich trotz Hochverdiin-
nung (2 mM) auf nur eine Stunde (Eintrag 7).

Die Aufreinigung durch priparative HPLC ergab die
diastereomerenreinen Thiamyxine A und B mit 30 % und
29% Ausbeute. Zu unserer Uberraschung fiihrte die Ver-
wendung von 0,1 %iger wéssriger Ameisensdure als Elu-
tionsmittel zu keiner Epimerisierung. Offensichtlich sind die
cyclischen Derivate im Vergleich zu den offenkettigen
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Schema 4. Kniipfung der Bausteine und finale Entschiitzung.

Tabelle 1: Makrolactonisierung der Thiamyxine E/C.
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wr\QA

NMM, PyAOP ~ )K[

DMF, 0°C - Rt, 16 h /[ g
N7

77 %
(+ 10 % Epimer)
MeOOC AllocHN.. /¢ S
)
25 S

S AR
1) Pd(PPhj),, PhSiH3 JLY\ )K( \“ J\K\

2) 22, NMM, PyAOP,
DMF, 0°C — Rt, 14 h,
72 % (dr 82:18)

THF, Rt, 10 min, 84 %
(S)
MeOOC \<\§\ ﬁ

Bedingungen
Thiamyxine E/C
Lésungsmittel, Rt

prép. HPLC

MeO.

30w
=L o 3 N N/§

Thiamyxine A/B

> (S)-Thiamyxin A 30 % dr: >99:1

(R)-Thiamyxin B 29 % dr: 99:1

Eintrag Bedingungen Lésungsmittel Ausbeute
1 2 Aquiv. DIC, 5 Aquiv. DMAP, 48 h DMF -

2 5 Aquiv. PyAOP, 5 Aquiv. Et;N, 10 Aquiv. DMAP, 72 h DMF 10%"

3 1) 1.0 Aquiv. MyTSA 2) 0.05 Aquiv. pTsOH*H,0, 5d DCM -

4 1.05 Aquiv. TCBC, 5 Aquiv. Et;N, 10 Aquiv. DMAP, 30 h Tol/MeCN 31 %"

5 1.1 Aquiv. MNBA, 5 Aquiv. Et;N, 10 Aquiv. DMAP, 24 h Tol/MeCN 48 %"

6 1.1 Aquiv. MNBA, 5 Aquiv. Et;N, 10 Aquiv. DMAP, 18 h MeCN 60 %"

7 1.05 Aquiv. TCBC, 5 Aquiv. Et;N, 10 Aquiv. DMAP, 1 h MeCN 63 %"

[a] Ausbeute tiber LC-MS bestimmt. [b] Isolierte Ausbeute; Abkiirzungen: MyTSA (N

(p-Toluolsulfonsiure monohydrat).
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-(Methyl)-N-

(p-Toluolsulfonyl)ethinylamin), pTsOH-H,O
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S
(S)-Thiamyxin A LiOH, THF/H,0 /
P ————— 7 !
(R)-ThiamyxinB 0°C —Rt 2h N"'S N\{
HOOC o)
HO

(S)-Thiamyxin E 73 % (dr: 92:8)
(R)-Thiamyxin C 61 % (dr: 95:5)

Schema 5. Zugang zu Thiamyxin E und C iiber Verseifung der Makro-
lactone.

Varianten Thiamyxin C und E weniger empfindlich gegen-
iiber sdurekatalysierter Epimerisierung. Um schlielich die
stereoisomerenreinen offenkettigen Thiamyxine zu erhalten,
haben wir die diastereomerenreinen Thiamyxine A und B
mit Lithiumhydroxid verseift (Schema 5). So konnten die
Thiamyxine E und C mit einem dr von 92:8 und 95:5
erhalten werden. Die NMR-spektroskopischen Daten der
synthetisierten Thiamyxine A—C stimmen mit den veréffent-
lichten Daten von Miiller et al.¥! iiberein. Ein Vergleich mit
den NMR-Rohdaten der Gruppe von Rolf Miiller ergab,
dass das synthetische Thiamyxin E mit dem Nebendiastereo-
mer in deren Thiamyxin C Probe iibereinstimmt (siche
Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend wurde hier die erste Totalsynthese
der cyclischen Depsipeptide Thiamyxin A und B sowie der
offenkettigen Derivate C und E gezeigt. Die Route umfasst
den parallelen Ringschluss von zwei Methylthiazolin-Einhei-
ten mit geringer Epimerisierung, eine kurze dreistufige
Synthese zur ungewohnlichen (Z)-Alkensdure 22 und eine
Makrolactonisierung unter Yamaguchi-Bedingungen. Durch
Verseifung der Makrolactone synthetisierten wir Thiamy-
xin C und zusédtzlich das hier vollstindig charakterisierte
Diastereomer Thiamyxin E in guter Diastereomerenrein-
heit, wodurch die durch Miiller et al.! erarbeitete Struktur
und Stereochemie bestdtigt werden konnte. Unter Ausnut-
zung des sehr empfindlichen a-Stereozentrums am Isoleucin
konnten vier Naturstoffe iiber eine gemeinsame Route
synthetisiert werden. Wir haben hier eine modulare Total-
synthese der Thiamyxine vorgestellt, die eine breite Deriva-
tisierung zur Untersuchung des Pharmakophors der Thiamy-
xine oder zur Aufklirung des antiviralen Targets
ermoglichen konnte. Weitere Tests zur antiviralen Aktivitét
der synthetisierten Thiamyxine sind derzeit im Gange.
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