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1.1. Einleitung

1. THEORETISCHER TEIL

1.1. Einleitung

Die einzigartige Effizienz, mit der die Natur hochfunktionalisierte Verbindungen
hervorbringt, bleibt bis heute uniibertroffen. Eine Vielzahl dieser Naturstoffe zeigt
biologische Aktivitit gegeniiber lebenden Organismen. Die natiirliche Verfiigbarkeit
dieser potentiellen pharmazeutischen Wirkstoffe, ist jedoch héufig sehr eingeschrinkt.
Die Organische Chemie verfolgt mit der Synthese solcher Naturstoffe weitaus mehr
Ziele als lediglich die Kommerzialisierung seltener, natiirlicher Wirkstoffe. Zum einen
ist es teilweise nur durch die Synthese im Labor in Kombination mit spektroskopischen
Methoden moglich, die exakte Struktur dieser Molekiile aufzukldren. Zum anderen
bietet eine solche Synthese auch den Zugang zu moglichen Naturstoffderivaten, was
wiederum Aussagen iiber Struktur-Aktivitits-Beziehungen und schlieflich sogar das
Design neuer Wirkstoffe erlaubt.

In die Syntheseplanung haben in den vergangenen Jahren vermehrt Begriffe wie
Effizienz und Atomdkonomie Einzug gehalten.™” Um diesen Anspriichen gerecht zu
werden, sollten ausschlieBlich geriistaufbauende Reaktionen zum Tragen kommen und
atomaufwindige Schutzgruppenchemie vermieden werden. Letztlich spricht man von
einer ,,idealen Synthese®, wenn zudem bei allen Transformationen die Oxidationsstufen
der aufgebauten funktionellen Gruppen oder Kohlenstoffeinheiten denen im Zielmole-
kiil entsprechen.”

Neben den 6konomischen Gesichtspunkten, die im Zusammenhang mit dem Begriff der
idealen Synthese fielen, ist auch die Stereoselektivitidt der geplanten Reaktionen ein
wichtiges Kriterium bei der Planung von Synthesen. Die Stereokontrolle kann durch den
Einsatz geeigneter Reagenzien und Katalysatorsysteme — als sogenannte Reagenz-
kontrolle der Stereoselektivitidt — oder aber durch das Ausnutzen inhérent dirigierender
Effekte des Substrats selbst — als sogenannte Substratkontrolle der Stereoselektivitit —

bewerkstelligt werden."’

Neben diesen beiden genannten Moglichkeiten der
stereoselektiven Synthese bietet aber auch die Natur eine Auswahl an Bausteinen, wie
beispielsweise Aminosduren, deren Strukturmotive sich immer wieder in komplexeren
Naturstoffen finden lassen und auf die im Zuge von Synthesen zuriickgegriffen werden
kann. Diese Arbeit bewegt sich im Spannungsfeld zwischen den an eine ideale Synthese

gestellten Anspriichen in puncto Wirtschaftlichkeit und Selektivitit einerseits und der
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praktischen Realisierbarkeit andererseits. Sie beschiftigt sich mit der Synthese von
Derivaten des antimikrobiellen Naturstoffs Amythiamicin D (1d) und versucht dariiber

hinaus, Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir diese Naturstoffklasse abzuleiten.




1.2. Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

1.2. Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

1.2.1. Antibiotika und ihre Wirkprinzipien

Die Entdeckungsgeschichte antibiotischer Wirkstoffe beginnt im Jahr 1893, als es
B. Gosio gelang, Mycophenolsdure (3) aus dem Schimmelpilz Penicillium brevi-
compactum zu isolieren und damit das Wachstum von Milzbranderregern zu verhindern
(Abbildung 1)."! Eine 1897 durch E. Duchesne eingereichte und vom Pariser Institut
Pasteur abgelehnte Dissertationsschrift beschiftigte sich darauthin erstmals mit der sys-
tematischen Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit von Schimmelpilzen. Das
erste kommerziell erhiltliche Antibiotikum war schlieBlich das von P. Ehrlich ent-
wickelte und ab 1910 durch das Unternchmen Hoechst unter dem Namen Salvarsan®
vertriebene Arsphenamin (4). Dessen Anwendungsspektrum war vergleichsweise klein,

dennoch wurde es unter anderem erfolgreich gegen den Syphilis-Erreger eingesetzt.
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Abbildung 1. Die von B. Gosio entdeckte Mycophenolséure (3), P. Ehrlichs Arsphenamin (4) in der trimeren Form,
das Sulfonamid Prontosil® (5) und Penicillin G (6).

Dass Arsphenamin, im Gegensatz zu den Annahmen von P. Ehrlich, als Gemisch aus
Trimeren und Pentameren vorliegt, konnte erst in jiingster Vergangenheit gezeigt
werden.”® Auf Salvarsan® folgte im Jahr 1935 die Zulassung von Prontosil® (5), dem
ersten Antibiotikum aus der Gruppe der Sulfonamide, deren therapeutische Anwendung

auf die Studien von G. Domagk zurﬁckgeht.[g] In den 1940er Jahren schlieBlich kamen
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die ersten Penicilline — die wohl prominentesten Vertreter aus der Gruppe der
B-Lactam-Antibiotika — auf den Markt. Das natiirliche Penicillin G (6) wird auch heute
noch therapeutisch eingesetzt, wenngleich ein steter Zuwachs an resistenten Stammen
beobachtet werden kann."'® Diese Resistenz wird in den meisten Fillen durch eine in
vielen Keimen exprimierte P-Lactamase hervorgerufen, die in der Lage ist, den
B-Lactamring der Penicilline zu spalten. Auch Weiterentwicklungen wie das strukturell
eng verwandte, aber Lactamase-unempfindlichere Methicillin (7) konnten die Ausbrei-

tung von Resistenzen nicht verhindern (Abbildung 2).

CO.H
Methicillin (7)

Abbildung 2. Methicillin (7): Die beiden Methoxygruppen erschweren die Resistenz-verursachende Spaltung des
Lactamrings durch B-Lactamasen.

Danach setzte eine rasante Entwicklung in der Antibiotikaforschung ein. Auf die
B-Lactam-Antibiotika folgte bis in die 1960er Jahre eine Vielzahl neuer Strukturklassen
mit unterschiedlichen Wirkmechanismen (Abbildung 3). Die damit verbundene Vielfalt
an Therapiemoglichkeiten fiihrte in den folgenden Jahrzehnten zu einem steten welt-

weiten Riickgang an Neuinfektionen.

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

»Innovation gap”

Makrolide

Sulfonamide

Oxazolidinone

Abbildung 3. Entwicklung von Antibiotika-Klassen seit der Entdeckung in den 1940er Jahren.!""

Dies hatte zur Folge, dass die meisten Pharmaunternehmen ihre Aktivititen in der

Antibiotikaforschung einstellten, was sich heute als ,,Innovation gap* in den Statistiken
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niederschligt und einen drastischen Riickgang bei der Zahl der Neuzulassungen nach

sich zog (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Anzahl der neu zugelassenen Antibiotika seit 1983.1'%!

Infolgedessen bildeten sich — auch bedingt durch den allzu sorglosen Einsatz von
Antibiotika — Resistenzen. Verstirkt wird diese Entwicklung heute durch gesell-
schaftliche Faktoren wie starkes Bevolkerungswachstum und Mobilitit, was letzten
Endes zu einer pandemischen Wiederausbreitung von neuen oder von bereits als besiegt
geglaubten Infektionskrankheiten fiihrt."”!

Diese alarmierende Entwicklung lédsst sich anhand der Zahl der Neuinfektionen mit dem
Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) nachvollziehen. Dessen Resis-
tenz wird zum einen durch die Expression der oben beschriebenen B-Lactamase, zum
anderen aber auch durch das Vorhandensein des Resistenzgens mecA, das fiir ein

modifiziertes Penicillin-Bindeprotein kodiert, hervorgerufen.“‘”
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Abbildung 5. Zunahme des Anteils an MRSA unter allen S. aureus-Stammen seit den 1990er Jahren. Nach 2005 tritt
eine Stabilisierung ein.!!
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Der Anteil an MRSA unter allen S. aureus-Stimmen in Deutschland ist seit den 1990er
Jahren auf tiber 25% im Jahr 2005 gestiegen, hat sich danach allerdings auf diesem
Niveau stabilisiert (Abbildung 5).1%" Bei anderen Keimen, wie beispielsweise
Pseudomonas aeruginosa, der in vielen Fillen fiir im Krankenhaus erworbene
Lungenentziindungen, sogenannte nosokomiale Pneumonien, verantwortlich ist, sind
ebenfalls Multiresistenzen dokumentiert."”’

Die Entwicklungen in der jiingsten Vergangenheit belegen die Notwendigkeit, neue
Antibiotika und insbesondere solche mit neuartigen Wirkmechanismen zu erforschen.
Alle heute zugelassenen antibakteriellen Wirkstoffe greifen entweder in die bakterielle

Zellwandsynthese, in den Folsduremetabolismus, in die DNA-Replikation oder in die

Proteinbiosynthese ein (Abbildung 6).

DNA-Replikation
Nitroimidazole, Chinolone

g /
Zellwandsynthese %
Penicilline . N
Cephalosporine ,,:f';r Erotelnb|o§ynthese
. ‘ rythromycin (50S)
Vancomyain *’{;;;Q— Chloramphenicol (50S)
T
o O, OH Tetracycline (30S)
o A _on Streptomycin (30S)
T o I T i Kanamycin (308S)
MR T
RN NN Kirromycin (EF-Tu)

Enacyloxin lla (EF-Tu)

GE2270A (EF-Tu)
Folsduremetabolsimus | Amythiamicine (EF-Tu)

Sulfonamide, Trimethoprim

Thiazolylpeptide

Abbildung 6. Antibiotika und deren Angriffsorte in Bakterien: Die géngigen antibiotischen Wirkstoffe greifen in die
bakterielle Zellwandsynthese, in die DNA-Replikation, den Folsduremetabolismus oder in die Proteinbiosynthese ein.
Im letztgenannten Fall wird entweder die 50S- bzw. die 30S-Untereiheit des Ribosoms oder der bakterielle Elon-
gationsfaktor Tu (EF-Tu) inhibiert.

Unter den Wirkstoffen, die die bakterielle Proteinbiosynthese inhibieren, sind in letzter
Zeit insbesondere GE2270 A und die Amythiamicine (1) aus der Gruppe der Thiazolyl-
peptide in den Fokus der Forschung geriickt (Abbildung 6, rechts unten).""® Sie inhi-

bieren den bakteriellen Elongationsfaktor Tu (EF-Tu). Dieser unterscheidet sich deut-
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lich von dem homologen Elongationsfaktor eEF-1 beim Menschen, was EF-Tu zu

einem gut untersuchten Target-Protein auf der Suche nach neuen Antibiotika macht.!"”!

1.2.2. Thiazolylpeptide als Inhibitoren der bakteriellen Proteinbiosynthese

Die nihere Betrachtung des Elongationscyclus der bakteriellen Proteinbiosynthese
(Schema 1) liefert ein differenzierteres Bild der Inhibierung des Elongationsfaktors Tu
(EF-Tu) durch die genannten Antibiotika aus der Gruppe der Thiazolylpetide, aber auch
durch Kirromycin und Enacyloxin Ila. Der bindre Komplex aus EF-Tu und GTP (EF-
Tu-GTP) ist in der Lage, mit aminoacylierter transfer-RNA (aa'RNA) einen terniiren
Komplex EF-Tu-GTP-aa’RNA zu bilden (I). Dieser bindet wiederum an das
Ribosom (II), wo schlieBlich nach korrekter Codon-Anticodon-Paarung und unter
Hydrolyse von GTP zu GDP die Ubertragung der Aminoacylgruppe auf die bereits
bestehende Peptidkette (AS), erfolgt (III). Der Ribosomkomplex mit der verldngerten
Peptidkette (AS),; bleibt nach der Dissoziation (IV) unter Freisetzung von 'RNA und P;
zuriick. Abschliefend wird EF-Tu-GDP durch den Elongationsfaktor Ts (EF-Ts) wieder
in die GTP-Form iiberfiihrt (V).

GE2270A
Amythiamicine

I
aaRNA EF-Ts-GDP

EF-Tu-GTP
V
I EF-Ts-GTP

EF-Tu-GTP-aa'RNA EF-Tu-GDP

AL p
[Ribosomkomplex (AS), ] I TRANSPEPTIDIERUNG {Ribosomkomplex (AS),M]

TRANSLOKATION
= Verlangerung der Peptidkette 'RNA, P;

11

Kirromycin
Enacyloxin lla

Schema 1. Bakterieller Elongationscyclus: Kirromycin und Enacyloxin Ila inhibieren die Diffusion des Ribosom-
komplexes nach der Translokation, wihrend GE2270 A und die Amythiamicine (1) die Bildung eines ternidren
Komplexes aus EF-Tu*GTP und aa'RNA verhindern (EF-Tu = Elongationsfaktor Tu, GTP = Guanosintriphosphat,
aa'RNA = aminoacylierte transfer-RNA, (AS), = n-gliedrige Peptidkette, P; = freies Phosphat, GDP = Guanosindi-
phosphat, EF-Ts = Elongationsfaktor Ts).
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Kirromycin und Enacyloxin Ila fixieren den EF-Tu-GDP-Komplex in einer dem
GTP-Komplex gleichenden Konformation. Infolgedessen wird die Freisetzung von
EF-Tu-GDP aus dem Ribosom verhindert, was den Elongationscyclus zum Stillstand
bringt.!"*! GE2270 A als Vertreter der Thiazolylpeptide bindet hingegen an EF-Tu-GTP
und verhindert die Ausbildung des terniren EF-Tu-GTP-aa'RNA-Komplexes.””! Eine
alternative Bildung des quaterniren Komplexes EF-Tu-GTP-aa'RNA-GE2270A ist zu-
mindest im Falle von EF-Tu(wf) nicht moglich. Die bakterielle Proteinbiosynthese
kommt so zu einem sehr frilhen Zeitpunkt zum Erliegen. Auch die antimikrobielle
Wirkung der Amythiamicine (1) ist auf die Inhibierung des EF-Tu-GTP-Komplexes
zuriickzufiihren.*"!

Der 44 kDa schwere Protein EF-Tu besteht aus drei Doménen. Die in Schritt III des
Elongationscyclus stattfindende GTP-Hydrolyse fiihrt zu einer Konformationsidnderung
in der nukleotidbindenden Domine 1 (D1) von EF-Tu, was in der GDP-Form

schlieBlich zu einer Verschiebung derselben relativ zu den Doménen 2 (D2) und 3 (D3)

fiihrt (Abbildung 7).

Abbildung 7. Konformationsdnderung von EF-Tu. Links: EF-Tu(7t)-GDPNP (PDB: 1EXM); Rechts:
EF-Tu(Ta)-GDP (PDB: 1TUI) mit den beiden Switch-Regionen [GDPNP = Guanosin-5'-(B,y-imino)triphosphat].’*>

Infolgedessen weist die GDP-Form von EF-Tu nur eine sehr geringe Affinitit
gegeniiber aa'RNA auf.*!! Verantwortlich fiir diese starke Bewegung sind zwei Switch-
Regionen in Domine 1. Die erste ist die sogenannte Switch-Helix (Switch I), die sich
iiber die Reste Pro™ bis Ile®* erstreckt. Sie lisst sich in der GDP-Form als -Haarnadel
wiederfinden. Die zweite Switch-Region (Switch II) ist an Gly83 lokalisiert, welches

beim Ubergang von der GTP- in die GDP-Form um 180° kippt. Wenngleich der Signal-
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weg, der zur GTP-Hydrolyse fiihrt, nicht vollstindig aufgeklart ist, scheint es doch
unstrittig, dass die Einleitung dieses Prozesses durch die Offnung einer hydrophoben
Barriere (,,hydrophobic gate*), umgrenzt durch die Reste Val*® und Ile®® geschieht. Die
Vorschldge waren auf Basis einer im Jahr 2011 von R. Voorhees et al. erstmals
veroffentlichten  Kristallstruktur  des ~ Ribosomkomplexes  zusammen  mit
EF-Tu(Tt)-GDPCP-Trp-RNA™ magglich geworden [GDPCP = Guanosin-5'-(p,y-meth-
ylen)triphosphat]."” Eine Beteiligung von His® gilt ebenfalls als gesichert, nicht jedoch
dessen exakte Funktion (Abbildung 8).

Switch |

Abbildung 8. Detailansicht des Ribosomkomplexes mit der Domine 1 von EF-Tu(71)-GDPCP-Trp-RNA™. Gut zu
erkennen ist das Wassermolekiil, das unter Beteiligung von His™ fiir die GTP-Hydrolyse verantwortlich ist [GDPCP
= Guanosin-5'-(B,y-methylen)triphosphat].”*"!

Der Austausch von His™ gegen Ala® senkt die Hydrolyserate um den Faktor 10°. Der
Austausch gegen GIn®* hingegen hat nur einen moderaten Einfluss auf die Hydrolyse-
geschwindigkeit, was gegen die von R. Voorhees et al. postulierte Rolle von His* als
allgemeine Base spricht.[26’27]

Auch gegen die Thiazolylpeptide wurden bereits Resistenzen beobachtet. So fiihren
beispielsweise die Mutationen Val**°Ala, Gly>’Ser und Gly*”’Ala zu einer signifikant
reduzierten Aktivitit von GE2270 A. Bemerkenswerterweise wurde jedoch in einigen
dieser genannten Fille die Bildung eines quaterndren aber nicht aktiven Komplexes

EF-Tu-GTP-aa'RNA-GE2270 A beobachtet.'***!

Einen groflen Beitrag zum Verstindnis der Wechselwirkung zwischen EF-Tu-GTP und

GE2270 A lieferte die im Jahr 2006 von A. Parmeggiani und P. Nissen veroffentlichte
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Kristallstruktur des terndren Komplexes EF-Tu(7t)-GDPNP-GE2270 A (Abbild-
ung 9).2% Die Kristallstruktur zeigt, dass GE2270 A im Wesentlichen an die Doméne 2
bindet (zur Struktur von GE2270 A vgl. Abbildung 10). Innerhalb eines 3.8 A-Radius
bestehen 14 Kontakte zwischen GE2270 A und Doméne 2, lediglich sieben derartige
Kontakte bestehen mit Doméne 1. Die Bindungsstelle von GE2270 A stimmt in weiten

Teilen mit denen der aa'RNA iiberein, was die Inhibierung von EF-Tu erklirt.

Abbildung 9. Kiristallstruktur des terndren Komplexes EF-Tu(7t)*GDPNP-GE2270 A von A. Parmeggiani und
P. Nissen mit einer Auflosung 1.6 A (PDB: 2C77).” Die markierte Region von GE2270 A und bei Thiazolyl-
peptiden im Allgemeinen bietet einen interessanten Ansatzpunkt fiir die Synthese von Naturstoff-Analoga.

Neben ausgedehnten hydrophoben Wechselwirkungen zwischen EF-Tu und GE2270 A
tragen vor allem auch Wasserstoffbriickenbindungen zu der starken Bindung zwischen
EF-Tu und GE2270 A bei. Von den 21 oben genannten Kontakten innerhalb 3.8 A sind
zwoOlf Wasserstoffbriicken, wiederum fiinf hiervon haben eine Linge von unter 3.5 A.

216 223

Fiir die beiden in Abbildung 9 gezeigten Aminosiduren Asp konnten im

Komplex EF-Tu(77)*GDPNP-GE2270 A und im ebenfalls ternidren Proteinkomplex

und Arg

10
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EF-Tu(7Ta):GDPNP-Phe-RNA™® Wasserstoffbriickenbindungen zum jeweiligen Ligan-
den nachgewiesen werden, was die Konkurrenz von GE2270 A und aa'RNA um die ge-

meinsame Bindungsstelle an EF-Tu eindrucksvoll demonstriert.*"

Aufgrund der Lage zwischen den Doménen 1 und 2 sowie der Nihe zu den beiden
Switch-Helices (vgl. Abbildung 7) kommt der Phenylhydroxymethyl-Gruppe, in Ab-
bildung 9 durch Hinterlegung markiert, sowohl funktionell als auch aus synthetischer

Sicht eine Schliisselrolle zu.

1.2.3. Struktur der Amythiamicine

Die Amythiamicine (1) weisen eine enge strukturelle Verwandtschaft mit dem
Thiazolylpeptid GE2270 A auf, was wiederum nahelegt, dass auch die zugrunde-
liegenden Mechanismen der EF-Tu-Inhibierung identisch sind (Abbildung 10). Eine
entsprechende Kristallstruktur ist derzeit jedoch nicht bekannt.

Alle vier Amythiamicine (1) besitzen einen trisubstituierten Pyridinkern und sechs
Thiazoleinheiten, wovon zwei direkt und drei davon iiber Amidbindungen miteinander
verkniipft sind. Die sechste Thiazoleinheit befindet sich in der 6-Position des
Pyridinkerns und fungiert als Bindeglied zwischen dem Makrocyclus und dem
Substituenten R' im Nordteil. Im Fall von Amythiamicin A (1a) befindet sich dort, wie
auch bei GE2270 A, ein Oxazolin-Ring, dessen 4-Position iiber eine Amidbindung mit
einem Prolinrest verkniipft ist. Der Substituent R' in Amythiamicn B (1b) entspricht
dem formalen Hydrolyseprodukt des Oxazolin-Rings und ist folglich ein Serin-Prolin-
Dipeptid. Amythiamicin C (1c¢) tridgt einen Diketopiperazin-Baustein, der ebenfalls aus
Serin und Prolin aufgebaut ist. Amythiamicin D (1d) schlieBlich besitzt einen einfachen
Methylester. Die Substituenten in der Schliisselregion R? sowie auch R’ sind bei allen
Amythiamicinen identisch, unterscheiden sich jedoch deutlich von denen in GE2270 A.

Die Entdeckung der Amythiamicine geht auf die Arbeiten von 7. Takeuchi et al. zuriick.
Sie isolierten diese Naturstoffe 1994 aus der Fermentationsbrithe von Amycolatopsis sp.
MI481-42F4, einem Mikroorganismus aus einer Bodenprobe, die im Tokioter Stadt-
bezirk Nerima-ku genommen wurde. Die Strukturaufklidrung erfolgte kurze Zeit spiter
durch chemischen Abbau und NMR-Analysen.”!! Die Stereozentren aller Amythia-
micine entstammen den natiirlichen L-Aminosiuren, was im Jahr 2005 durch die Total-

synthese von Amythiamicin D (1d) durch C. J. Moody et al. bestitigt wurde.””

11
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0]
i N—NH,
OM N

GE2270A R'= ):N D R? = (S)-CH(OH)Ph, R® = CH,OMe
s,

o}
i N—NH;
OMN N
Amythiamicin A (1a) R'= )=y Q R2=jPr,R®=H
™,
OH

0
. . 1 )J\ O 2 _; 3
Amythiamicin B (1b) R'=% N o R2=iPr,R3=H

0 0
Amythiamicin C (1c) R'= % o/\)j;ND R2 = jPr, R®=H
HN
o)
o)
Amythiamicin D (1d) R'= EAOMe R2=jPr,R®=H

Abbildung 10. Strukturen von GE2270 A und der Amythiamicine A-D (1a-d) mit markierter Schliisselregion bei R*
im Vergleich.

12



1.2. Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

In mehreren verodffentlichten Studien wurden Struktur-Aktivitdts-Beziehungen fiir eine
Vielzahl von Thiazolylpetiden hergeleitet.*>**! Besonders auffallend dabei ist, dass der
Substituent R' an der nérdlichen Thiazoleinheit eine sehr untergeordnete Rolle spielt,
denn die relativ komplexen Substituenten R' bei den Amythiamicinen A-C (1a-c) sowie
bei GE2270 A tragen nicht maBigeblich zur antimikrobiellen Wirkung bei. Erklédrbar
wird dies bei einem Blick auf die Kristallstruktur in Abbildung 9, wobei der Grofteil
des Substituenten R' von GE2270 A aus dem Protein herausragt und damit keinen
Beitrag zur Bindung an EF-Tu leisten kann.”” Einen Beitrag zur Bindung leistet
lediglich der sich unmittelbar an den nérdlichen Thiazolring anschlieBende Teil von R'.
In der Kiristallstruktur wurde dort eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem
Oxazolinring seitens GE2270 A und Arg223 seitens EF-Tu identifiziert, was wiederum
nahelegt, dass dies auch bei Amythiamicin A (1a) der Fall ist. Bei den Amythia-
micinen B-D (1b-d) ist an Stelle des Oxazolinrings eine Amid- oder Estergruppe vor-
handen. Die elektronische Situation stellt sich jedoch sehr dhnlich dar, was wiederum
erkliart, warum der Methylester im Fall des strukturell einfachsten Vertreters Amy-
thiamicin D (1d) dasselbe breite Wirkungsspektrum wie die iibrigen Thiazolylpeptide
besitzt. Der Rest R’ spielt ebenfalls eine untergeordnete Rolle, denn der Ersatz der
Methoxymethylgruppe durch einen einfachen Wasserstoffsubstituenten hat keinen
negativen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitit. Beispiele hierfiir liefern die
natiirlichen Analoga GE2270 D1 und GE2270 C1.5

Die im vorangegangenen Abschnitt diskutierte Schliisselrolle der Phenylhydroxy-
methyl-Gruppe in GE2270 A sollte aufgrund der engen strukturellen Verwandtschaft
allen Resten R” der allgemeinen Struktur I zukommen (vgl. Abbildungen 9 und 10). In

216
und

der Kristallstruktur lisst sich eine 2.5 A lange Wasserstoffbriicke zwischen Asp
der OH-Gruppe in R? von GE2270 A erkennen. Den Amythiamicinen (1) hingegen fehlt
eine entsprechende Moglichkeit zur Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung,
nicht jedoch die Fihigkeit zu hydrophoben Wechselwirkungen durch die Isopro-
pylgruppen, die teilweise die Funktion des Phenylrests von GE2270 A iibernehmen
konnen. Die Abwesenheit dieses Substituenten, also der Fall R’ = H, fiihrt zu einer
massiven Absenkung der antimikrobiellen Aktivitit.”*! Der Ersatz der polaren
OH-Gruppe durch einen deutlich hydrophoben Chlorsubstituenten hingegen, d. h.
R” = CH(CI)Ph, verursacht einen vergleichsweisen geringen Effekt. Hierbei gilt es

allerdings noch zu beriicksichtigen, dass der Chlorsubstituent durch die Umsetzung mit

13
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Thionylchlorid eingefiihrt wurde. Dies geschieht nach einem Sn2-Mechanismus, was

eine dort nicht niiher diskutierte Inversion der Konfiguration zur Folge hat.**!

Wie auch GE2270 A inhibieren die Amythiamicine (1) das Wachstum Gram-positiver

und einiger Gram-negativer Bakterien (Tabelle 1). Bei intraperitonealer Verabreichung
von 100 mg/kg zeigen sie keine akute Toxizitit an Mzusen.”'!

Tabelle 1. MIC-Werte in ug/mL der Amythiamicine (1) (MIC = minimal inhibitory concentration).”*'!

Amythiamicin

Mikroorganismus

A (1a) B (1b) C(1c) D (1d)
Staphylococccus aureus Smith 0.20 <0.78 6.25 0.20
S. aureus No. 5 (MRSA) 0.20 1.56 100 0.39
S. aureus No. 17 (MRSA) 0.20 1.56 > 100 0.39
Bacillus anthracis 0.10 <0.78 1.56 0.20
B. subtilis NRRL B-558 0.20 > 100 > 100 3.12
Corynebacterium bovis 1810 0.78 100 > 50 1.56
Escherichia coli NIHJ > 100 > 100 > 100 > 100
Salmonella enteritidis 1891 0.39 > 50 >50 1.56
Pseudomonas aeruginosa A3 > 50 > 50 > 50 > 50
Mycobacterium smegmatis ATCC607 50 100 > 50 3.12

1.2.4. Synthetische Vorarbeiten

Im Jahr 1998 gelang C. J. Moody et al. die Totalsynthese von Promothiocin A (11) als
erste Totalsynthese eines Thiazolylpeptids iiberhaupt.”**"! Der Aufbau der Thiazol-
einheiten beschrinkt sich hierbei auf die Methoden von A. Hantzsch oder S. Gabriel
sowie deren Verkniipfung durch gut etablierte Peptidkupplungen.m“‘o] Auch die darauf
folgenden Totalsynthesen weiterer Thiazolylpeptide variieren in diesem Punkt nur
unwesentlich. Zum Aufbau des zentralen N-heterocyclischen Sechsrings kommen
jedoch sehr unterschiedliche Strategien zum Tragen, was diesen Schliisselschritt zum
Unterscheidungsmerkmal der im Folgenden diskutierten Vorarbeiten macht.

In der oben erwéhnten Totalsynthese von Promothiocin A (11) wird auf eine Bohlmann-

Rahtz-Cyclisierung zum Aufbau des zentralen Pyridinkerns zuriickgegriffen.””! Als

14



1.2. Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

Bausteine dienten hierbei das von L-Alanin abgeleitete Enamin 8 und das Alkinyl-

keton 9, die zur zentralen 2,3,6-trisubstituierten Pyridineinheit 10 fiihrten (Schema 2).

A
EtO\[ o NH2 OBn
(@)
(0]

N 9)
*%o (EtOH), 50 °C, 16 h
83%
NHBoc
8 10

Promothiocin A (11)

Schema 2. Schliisselschritt der Totalsynthese von Promothiocin A (11) durch C. J. Moody et al. aus dem Jahr
1998.5%¢!

Inspiriert durch die Arbeiten durch B. W. Bycroft und H. G. Floss zur Aufklirung der
Thiazolylpeptidbiosynthese folgten in den anschlieBenden Jahren Totalsynthesen, die
sich einer biomimetischen Hetero-Diels-Alder-Reaktion als Schliisselschritt zum

41 . .
I 74 nennen sind hier

Aufbau des sechsgliedrigen N-Heterocyclus bedienten.
insbesondere die Synthesen von Thiostrepton, GE2270 A und GE2270 T in den Jahren
2004 und 2006, sowie die 2008 publizierten Totalsynthesen der Amythiami-
cine A (1a), B (1b) und C (1c).[42'48] Dabei machten sich K. C. Nicolaou et al. in allen
Fillen die Dimerisierung eines Azadiens zu einem Dehydropiperidin zu Nutze, an die
sich gegebenenfalls eine Oxidation zum Pyridin anschloss (nicht gezeigt). Im Gegensatz
dazu wurde 2004 in der Erstsynthese von Amythiamicin D (1d, vgl. Abbildung 10)
durch C. J. Moody et al. eine ebenfalls biomimetische aber gekreuzte Hetero-Diels-
Alder-Reaktion zwischen dem von L-Cystein abgeleiteten Enamin 12 und dem

Azadien 13 verwendet, die unter den durchgefiihrten Bedingungen direkt zum gezeigten

Pyridin-Baustein 14 fiihrte (Schema 3)."1 Ein weiterer Meilenstein stellte die erste

15
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Totalsynthese von Micrococcin P1 (17) dar, mittels der es M. A. Ciufolini et al. gelang,
[49]

die Konstitution und die Absolutkonfiguration dieses Naturstoffs aufzukliren.

S
V}\COZMe
N Et0, N
BnO,C ﬁ)LNHAc
X S (PhMe)
+ 120 °C pw, 12 h

33%

Schema 3. Gekreuzte Hetero-Diels-Alder-Reaktion zum Aufbau des Pyridinkerns 14 von Amythiamicin D (1d, vgl.
Abbildung 10) nach C. J. Moody et al."””

Der Schliisselschritt stellt in diesem Fall eine Hantzsch-Reaktion zum Aufbau des
trisubstituierten Pyridins 16 dar (Schema 4).P% Als Ausgangsmaterial diente das

1,5-Diketon 15, dessen Umsetzung mit Ammoniumacetat und eine anschlieBende

TBSO
1.) NH,OAc, (EtOH), 16 h \,f/s
2.)DDQ, (PhMe), 1 h - N

‘ 97% (2 Stufen) j\WN
0) ” S

N S
ﬁ N1C02Et

N\ Micrococcin P1 (17)

Schema 4. Hantzsch-Pyridin-Synthese als Schliisselschritt in der Totalsynthese von Micrococcin P1 (17).1
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1.2. Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

Oxidation mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ) den gewiinschten Bau-
stein 16 in 92% Ausbeute lieferte.

Die bisher vorgestellten synthetischen Arbeiten griffen allesamt auf ringaufbauende
Strategien zuriick, um den zentralen 2,3,6-trisubstituierten Pyridinbaustein einzufiihren.
Einen ginzlich neuen Weg beschritten 7. Bach et al. bei den jiingsten Totalsynthesen
von GE2270 A durch H. M. Miiller und O. Delgado, sowie der Amythiami-
cine C (1c¢) und D (1d) durch C. Ammer."®™ Kernelement dieser Totalsynthesen bil-

deten regioselektive Kreuzkupplungen an polyhalogenierten Aromaten, die bereits in

zahlreichen Vorarbeiten von 7. Bach et al. beschrieben wurden.”!"!
Br
I N
A L0
NS Z Br
— Znl
O’ﬂ>_/ kat. Pd,(db
NH o OEt at. Pdy(dba);
N NH N kat. TFP
/g & —¢ ) © (DMA/THF), 45 °C, 16 h
S N S
\N o /\ 87%
H 18 MeO
@)
(0] OtBu \
/_)\OtBu —
— SY/N (21)
Znl

kat. PACl,(PPhs),
(DMA), 45 °C, 3.5 h

48%

NH O OEt
NH N

N
o)
k( J < 20
- S S
N 0]
H 22 MeO

Schema 5. Schliisselschritte der Totalsynthese von GE2270 A durch H. M. Miiller und O. Delgado 1: Die regio-
selektive Zinkierung von 2,6-Dibrom-3-iodpyridin fithrte zum Zinkorganyl 19. Dessen anschlieBende Umsetzung in
einer Negishi-Kupplung mit 18 lieferte den Baustein 20, der wiederum in einer weiteren Negishi-Kupplung
regioselektiv zum Pyridinbaustein 22 umgesetzt werden konnte. I’®
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Aufbauend auf den Vorarbeiten von G. Heckmann, gelang hier bei der Synthese von
GE2270 A eine regioselektive Zinkierung mit 2,6-Dibrom-3-iodpyridin. Das so er-
haltene Zinkorganyl 19 wurde anschlieBend in einer Negishi-Kupplung mit dem Iodthia-
zolbaustein 18 umgesetzt (Schema 5). Mit dem so erhaltenen Dibrompyridin 20 gelang
in einer weiteren Negishi-Kupplung die regioselektive Verkniipfung mit dem
Zinkorganyl 21 in der 2-Position zum Pyridinbaustein 22.7%" Versuche, die letzt-
genannte Kreuzkupplung mit komplexer substituierten Zinkorganylen an Stelle von 21
durchzufiihren, blieben erfolglos. Nach der Verseifung des Ethylesters zur Carbonsdure
23 wurde die Peptidbindung mit dem Bithiazolbaustein 24 gekniipft, was den Baustein

25 als Vorladufer fiir die Makrocyclisierung lieferte (Schema 6).

DPPA, iPr,NEt
(DMF), RT, 16 h

87% (2 Stufen) J

BN
NH o) OR
\\‘\(N NH N Q
jatatt: e
S N S —
~N
H (@] /\ S__N SnMe;
MeO (L
=
= X N
23R H]']MLiOH N 5y
tBUOH/THF), RT, 1 h =
22R=Et — ) Br ) N
N”"s 7> "0TBDPS
HN._O
0 \i
NH o NH

Schema 6. Schliisselschritte der Totalsynthese von GE2270 A durch H. M. Miiller und O. Delgado 1I: Der
Baustein 25 als Vorlédufer fiir die anschlieBende Cyclisierung wurde durch Peptidkupplung der Sdure 23 mit dem
Amin 24 erhalten.!”®

Der Ringschluss mittels Stille-Kupplung zum Makrocyclus erfolgte mit Tetrakis(tri-
phenylphosphin)palladium(0) als Katalysator bei 85 °C in Toluol. Der Umsatz war nach
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35 h vollstdndig und der Makrocyclus wurde mit einer Ausbeute von 85% erhalten. Bei
der Kreuzkupplung entstandenes Triphenylphosphinoxid konnte allerdings sdulen-
chromatographisch nicht abgetrennt werden. Dennoch gelangen die abschlieBenden
Schritte der Totalsynthese von GE2270 A problemlos, und verbliebene Verunreini-
gungen wurden durch HPLC-Reinigung entfernt. Die Gesamtausbeute betrug 4.8% iiber

20 Stufen in der ldngsten linearen Sequenz.

1.) kat. Pd(PPh),
(PhMe), 85 °C, 35 h, 85%
2.) TFA, (CH,Cl,), RT, 2 h
3.) H-Ser-Pro-NH,, TOTU, iProNEt
(DMF), RT, 4 h, 65% (2 Stufen)
4.) DAST, (CH,CI,), =78 °C, 1 h
5.) TBAF, (THF), RT, 2 h
55% (2 Stufen)

oL
NH @]

““‘K(N/ "
o SN =

GE2270 A  MeO

Hy

Schema 7. Schliisselschritte der Totalsynthese von GE2270 A durch H. M. Miiller und O. Delgado 11I: Makro-
cyclisierung des Bausteins 25 durch eine Stille-Kupplung und Abschluss der Totalsynthese (TOTU = O-((Eth-
oxycarbonyl)cyanomethylenamino]-N, N, N/, N'-tetramethyluroniumtetrafluoroborat, DAST = Diethylaminoschwefel-
trifluorid).”®

Die Synthese der Amythiamicine C (1¢) und D (1d) durch C. Ammer baute auf den
Vorarbeiten zu GE2270 A durch H. M. Miiller und O. Delgado auf.”™ Die
Schliisselschritte der Synthese von Amythiamicin C (1¢) wurden in Analogie zu der

oben vorgestellten Strategie bei GE2270 A durchgefiihrt. Die leichten Abweichungen
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im Substitutionsmuster brachten dabei keine nennenswerten Nachteile mit sich. Die
Stille-Makrocyclisierung zu 27 wurde unter nahezu identischen Bedingungen wie bei
GE2270 A auch mit dem Stannan 26 durchgefiihrt (Schema 8). Den Abschluss der
Synthese bildete schlieBlich, nach der Freisetzung der Saure 28, eine Steglich-Ver-
esterung mit dem Alkohol 29. Reste von Triphenylphosphinoxid und des Alkohols 29
mussten durch HPLC-Reinigung abgetrennt werden. Auch bei der Synthese von
Amythiamicin C (1c¢) gelang es wie schon bei GE2270 A nicht, den gesamten nord-

lichen Baustein in einer Kreuzkupplungsreaktion in der 6-Position des Pyridins einzu-

fiithren.

D
>
N
3] 2 Br /M kat. Pd(PPh3),

S (PhMe), 85 °C, 22 h

TNH 79% B}

27 X = OtBu
28 X = OH j TFA, (CH,Cl,)
0
HO/\)LN EDC, DMAP
HN (CH,Cl,)
)\)\ I 20% (3 Stufen)
< 0 (29)
Y
NH Q
o x=°© HN )
o

Amythiamicin C (1c)

Schema 8. Abschlielende Schritte der Totalsynthese von Amythiamicin C (1¢) durch C. Ammer-.
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1.2. Theoretische Grundlagen und Stand der Forschung

Basierend auf der Annahme von K. C. Nicolaou, dass viele Thiazolylpeptide die Ten-
denz zu einer ,priviligierten Struktur® zeigen, wurde bei der Synthese von Amy-
thiamicin D (1d) versucht, die Stille-Makrocyclisierung vor der Kreuzkupplung mit dem
Nordfragment durchzufiihren, was die Differenzierung zwischen der 2- und der

6-Position am Pyridinkern des Bausteins (30) erforderte (Schema 9).[78]

SnMe3
7
S /)
N
P
S -
d kat. Pd(PPhs),
O~_NH
T (PhMe), 85 °C, 45 h

32 2,3-Regioisomer 31 3,6-Regioisomer
28% 28%

Schema 9. Versuch der regioselektiven Stille-Makrocyclisierung als Schliisselschritt in der Totalsynthese von Amy-
thiamicin D (1d). "™

Die optimierten Bedingungen, die auch bei den vorangegangenen Makrocyclisierungen
verwendet wurden, fiihrten aber lediglich zu einem 1/1-Gemisch der beiden Regio-
isomere. Der sterisch begiinstigte Ringschluss zum 3,6-Regioisomer 31 konkurriert
demnach erfolgreich mit dem Ringschluss zum gewiinschten 2,3-Regioisomer 32. Die
Zuordnung der jeweiligen Konstitution erfolgte zunichst {iiber die chemische
Verschiebung der Protonen an C4 und C5 des Pyridins in den '"H-NMR Spektren. Die

weitere Umsetzung mit dem Zinkorganyl 33 in einer Negishi-Kreuzkupplung bestitigte
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schlieBlich die korrekte Zuordnung, da nur die Reaktion mit dem 2,3-Regioisomer 32
zum Naturstoff Amythiamicin D (1d) fithren konnte (Schema 10). Auch in diesem Fall
mussten Riickstinde von Triphenylphosphinoxid durch HPLC-Reinigung entfernt
werden. Die Gesamtausbeute in der Totalsynthese von Amythiamicin D (1d) betrug

4.5% tiber zehn Stufen in der ldngsten linearen Sequenz.

0
OMe
S\(N (33)
Znl

kat. PdCly(PPhs),
(DMA/THF), 45 °C, 24 h

43%

32 2,3-Regioisomer

N“>s S
_ H

Z

)

O

NH ) H NH
/ /
- go sA — s
H
Amythiamicin D (1d)

Schema 10. Abschluss der Totalsynthese: Die finale Negishi-Kupplung des 2,3-Regioisomers 32 mit dem Zink-
organyl 33 fiihrte direkt zum Naturstoff Amythiamicin D (1d)."®!
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1.3. Aufgabenstellung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Synthese neuartiger Thiazolylpeptide der
allgemeinen Struktur I wie in Abbildung 11 dargestellt. Die in Abschnitt 1.2.2. dis-
kutierten Struktur-Aktivitdts-Beziehungen lieferten ein sehr klares Bild iiber den Beitrag
der Substituenten R', R und R’ zur Inhibierung des bakteriellen Elongationsfaktors Tu

(EF-Tu).

Analyse von
Struktur-Aktivitéts-Beziehungen

I

Amythiamicin D (1d) R2 = jPr
* = (3)

AmyD-CH,0X (2) R2 = CH,OX, X = H, Alkyl...
NH * = (8) oder (R)

Abbildung 11. Allgemeine Struktur I der Thiazolylpeptide und daraus hervorgegangene Leitstruktur
AmyD-CH,0X (2) als Derivat des Naturstoffs Amythiamicin D (1d).

Die beiden Substituenten R' und R* erfiillen mit R'=CO,Me und R’=H alle
hinreichenden Bedingungen, um eine Bindung an EF-Tu zu gewdhrleisten und sollten

zur Vergleichbarkeit im Rahmen dieser Studie beibehalten werden. Die Suche nach
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einer neuen Leitstruktur konzentrierte sich deshalb auf den Substituenten R”. Die
Einfihrung einer Hydroxymethylgruppe (d.h. R*=CH,0X, X =H) wiirde die
Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zu Asp216 ermdglichen (vgl. Diskussion zu Abbild-
ung 9), wie sie fiir GE2270 A bereits beschrieben wurde, im Fall der Isopropylgruppe
von Amythiamicin D (1d) aber nicht moglich ist. Sie wiirde zum anderen aber auch eine
einfache weitere Derivatisierung, beispielsweise zu X = Alkyl, gewihrleisten. Die da-
raus resultierende Leitstruktur AmyD-CH,OX (2) stellt letztlich ein Derivat des Natur-
stoffs Amythiamicin D (1d) dar. Der Fokus dieser Arbeit sollte zunédchst auf das Derivat
mit der freien Hydroxygruppe (X = H) gerichtet sein.

Die Plausibilitdt der Leitstruktur AmyD-CH,OX (2) sollte durch biologische Studien
belegt werden. So sollte auch die Anderung der Konfiguration an der mit * markierten
Position von der natiirlichen (S)- hin zur unnatiirlichen (R)-Konfiguration weitere

Hinweise auf die Rolle des neuen Substituenten R liefern.

24



1.4. Synthesestrategie

1.4. Synthesestrategie

In Analogie zu den Vorarbeiten von T. Bach et al. sollten die Synthesen der Naturstoff-
derivate AmyD-CH,OX (2) durch regioselektive Kreuzkupplungen moglich sein
(Schema 11). Die Strategie entspricht in weiten Teilen der Synthese von GE2270 A
durch H. M. Miiller und O. Delgado sowie der Synthese von Amythiamicin C (1c¢)

durch C. Ammer."%™
Nordfragment (34)
O
/_Q\\OtBu
OMe | Ostfragment (37)

— Me;Sn

G
I SEN \[B\>_()\*(CH20X
>_{ : NH
I )\*(CHZOX 2

— HN O

NH
j/-\t/ Pyridinkern (35)
E|
~ k f |

S

F
AmyD-CH,OX (2) N f e0_ O
0% > NH \j\’

o N.»
N~ 0 g
H /o

Sadfragment [(S, S)-36]

Schema 11. Retrosynthetische Analyse der Leitstruktur AmyD-CH,0X (2): Die Strategie ist analog zu den Syn-
thesen von GE2270 A und Amythiamicin C (1c).

In den Schliisselschritten I und II sollten durch Negishi-Kreuzkupplungen das Siid-
fragment (5,5)-36 und das Nordfragment 34 regioselektiv mit dem Pyridinkern 35
verkniipft werden. Um die Orthogonalitdt der Schutzgruppen zu gewihrleisten, sollte
das Nordfragment zunichst als fert-Butylester eingefiihrt werden. In Schritt III sollte

anschlieend die Verkniipfung mit verschiedenen neuartigen Ostfragmenten (37) durch
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eine Peptidkupplung erfolgen. Schliisselschritt IV sollte letztlich die Makrocyclisierung
durch eine Stille-Kreuzkupplung ermoglichen. Eine Umesterung zum Methylester im
Nordteil sollte dann den Abschluss der Synthese des jeweiligen Hydroxymethyl-
Derivats (2) von Amythiamicin D (1d) darstellen.
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

1.5.1. Synthese des Pyridinkerns (Ring A)

Die Synthese des Pyridinkerns (Ring A) erfolgte ausgehend von 3-Aminopyridin in
zwel Stufen (Schema 12). Im ersten Schritt erfolgte die Bromierung zu 3-Amino-2,6-
dibrompyridin (49). Die anschlieBende Einfithrung des Halogensubstituenten wurde
durch die Uberfithrung von 49 in das entsprechende Diazoniumsalz und dessen
Substitution mit Kaliumiodid durchgefiihrt, was den gesuchten Pyridinbaustein 35 in

82% Ausbeute lieferte."!

NBS Br
| SN (MeCN) RT, 16h | NN NaNO: KI N
= 39% Ng  (BMH,S0y)
NH, NH, m, | ; N
3-Aminopyridin 49 82% I/ Br
35

Schema 12. Darstellung des zentralen Pyridinbausteins 35 (Ring A) ausgehend von 3-Aminopyridin.

1.5.2. Synthese des Siidfragments (Ringe D-F)

Das Siidfragment (S,5)-36 besteht aus drei iiber Peptidbindungen verkniipften Thiazol-
bausteinen. Ring D des Siidfragments wurde ausgehend von N-Boc-geschiitztem
L-Valin synthetisiert (Schema 13). Dieses wurde in das gemischte Anhydrid tiberfiihrt
und mit Ammoniak abgefangen, was das Amid (5)-50 in 94% Ausbeute lieferte.

NHBOSH NMM, IBC; NH; NHBO;H

WKN (THF), 20 °C = RT, 16 h ﬁkﬁ 2
O 94 % o
(S)-Boc-Val-OH (S)-50

Schema 13. Darstellung des Amids (S)-50 aus dem natiirlichen N-Boc-geschiitzten L-Valin.

Durch weitere Umsetzung mit dem Lawesson-Reagenz wurde daraus das entsprechende
Thioamid (S5)-51 erhalten (Schema 14).[6” Die im Anschluss erfolgte Cyclisierung zum
Thiazol (5)-52 in einer Hantzsch-Reaktion verlief racemisierungsfrei mit Ethylbrom-

pyruvat und Trifluoressigsdureanhydrid (TFAA) in Dimethoxyethan. Nach der Abspal-
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tung der Boc-Schutzgruppe wurde daraus in quantitativer Ausbeute das freie

Amin (S5)-53 erhalten.

KHCO3; BrCH,COCO,Et;

NHBoc Lawesson-Reagenz NHBoc TFAA, PyH, NEt3
ﬁ.»%NHz (THF), RT, 18 h ﬁ»\\%“”z (DME), —20 °C, 16 h
o) 70 % S 50%

(S)-50 (S)-51
NHBoc TFA NH,
K(N OEt  (CHClp), RT, 3h K(N OFt
— - /D
W s ﬂo quant. 7 o
(S)-52 (S)-53

Schema 14. Abschluss der Synthese von Ring D des Siidfragments. Die Cyclisierung in einer Hantzsch-Reaktion
zum Thiazol (S)-52 verlief racemisierungsfrei.

Den Auftakt zur Synthese von Ring E als zweitem Baustein bildete die Peptidkupplung
zwischen (§)-Boc-Asp(OBn)-OH und (S,R)-H-Thr-OMe-HCI mit HBTU (Schema 15).

(S,R)-H-Thr-OMe-HClI
L on HBTU, HOBt-H,O, NEt,
/L (DMF), 25 °C - RT,14 h
O L o
o)

BocHN

BnO quant.
(S)-Boc-Asp(OBn)-OH (S,S,R)-54
1.) IBX
(MeCN),™4, 4 h BocHN
2.) Lawesson-Reagenz N 0
(THF), 1L, 16 h * -~
40% (2 Stufen) Bno” o S OMe

(S)-55, 84% ee

1.) H,, kat. Pd(OH),/C
(MeOH), 50 °C, 12 h BocHN
2.) IBC, NMM; H,NMe o

(THF), ~25°C - RT, 2 h NN
SN0
H

91% (2 Stufen) OMe

(S)-56

Schema 15. Synthese von Ring E des Siidfragments. Die Cyclisierung zum Thiazol (S5)-55 verlief mit 84% ee nicht
vollig racemisierungsfrei (HBTU = O-Benzotriazol-N,N,N N’, N’ -tetramethyluroniumhexafluorphosphat).
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Dabei wurde in quantitativer Ausbeute das Dipeptid (S,S,R)-54 erhalten. Der Ring-
schluss zum Thiazol (5)-55 erfolgte nach der Methode von S. Gabriel durch Oxidation
des sekunddren Alkohols mit IBX und der anschlieBenden Umsetzung mit dem
Lawesson-Reagenz. Bei dieser Reaktion trat, wie bereits durch C. Ammer beschrieben,
eine partielle Racemisierung auf (84% ee).”® Die abschlieBende hydrogenolytische
Spaltung des Benzylesters und die Umsetzung zum Amid lieferte den fertigen
Ring E (5)-56. Die Synthese von Ring F, dem dritten Bausteins des Siidfragments,
gelang wieder iiber eine Hantzsch-Reaktion (Schema 16). Die Kondensation von

Ethylbrompyruvat mit Thioharnstoff lieferte hier das Thiazol 57 in 91% Ausbeute.

H2N'HBI"
O,  Br  (HN),C=S N” S tBUONO, CHl,
100 °C, 1 h — (THF), 0 °C = RT, 30 min
EtO —F > EtO >
0 91% o 75%
Ethylbrompyruvat 57

A

N K,COs3 N’ES
=/ (MeOH/H,0), RT, 3 h =
EtO = HO
N 98% N
58 59

Schema 16. Synthese von Ring F des Siidfragments.

Die weitere Umsetzung zum lodthiazol 58 durch Substitution und die abschlieende
Verseifung mit Kaliumcarbonat in wissrigem Methanol fithrten schlieBlich zur freien

Sdure 59.

Zur Verkniipfung der oben beschriebenen Ringe D-F zum Siidfragment wurde zunéchst
der Thiazolbaustein (S)-56 verseift und anschlieBend mit dem Amin ($)-53 in einer
Peptidkupplung umgesetzt (Schema 17). Der Baustein (S,5)-60 wurde in quantitativer
Ausbeute erhalten. Fiir die Verkniipfung mit dem Ring F musste zunichst die Boc-
Schutzgruppe abgespalten werden, was durch die Behandlung von (S,5)-60 mit
ethanolischer Chlorwasserstofflosung gelang. Letztere wurde in situ durch Zutropfen
von Acetylchlorid in Ethanol hergestellt. Die anschlieBende Kupplung mit der Thia-
zolcarbonidure 59 lieferte das Siidfragment (S,5)-36 mit einem d.r.>95/5 in einer

Ausbeute von 72%, was schlieBlich dessen Synthese im MultigrammmalBstab ermog-
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lichte und die Reproduzierbarkeit der von C. Ammer beschriebenen Synthese dieses
Bausteins belegte.”® Auf dieser Stufe gelang es, das Minderdiastereomer (R,S)-36
sdulenchromatographisch abzutrennen. Dessen Bildung ist auf die Vewendung des oben
beschriebenen, nicht enantiomerenreinen Bausteins (5)-56 in der Kupplung zum Dithia-

zol (§,5)-60 zuriickzufiihren.

1.) LIOH
(MeOH), RT, 16 h
2.) (S)-53, EDC-HCI, HOBt:H,O

o N O o
/g \//E/ (DMF), =10 °C » RT, 12 h - EtO )
S OMe -
\H 0] quant. (2 Stufen) BocHN S
(S)-56

BocHN

0 D

\\\\\k(/N \

k £/ j
HN—,

SN0 S\g//(

| H

\)/ S (S,5)-60

N F
7 Et0_° 1.) AcCl
(EtOH), RT, 14 h

o~ A o Np 2.) 59, EDC-HCI, HOBt-H,0
K(/N S (DMF), -10 °C > RT, 16 h
JQC :
SN Yo S HN—>, 72% (2 Stufen)
H /T

Sidfragment [(S,S)-36]
d.r. > 95/5

~

Schema 17. Fertigstellung des Siidfragments (S,5)-36: Durch die Verwendung des nicht enantiomerenreinen
Bausteins (S)-56 konnte das nach der Kupplung mit der lodthiazolcarbonsdure 59 erhaltene, unerwiinschte Diastereo-
mer (R,S)-36 sdulenchromatographisch abgetrennt werden.

1.5.3. Synthese des Nordfragments (Ring G)

Die Synthese des Nordfragments erfolgte ausgehend von der Thiazolcarbonsidure 59

nach einer ebenfalls von C. Ammer entwickelten Vorschrift (Schema 18).[78]

o) 0
OH OtBu
— tBUTCAI, EtzoBF3 —
S__N (CH,CI/THF), RT, 1 h S%N
, 94% |
Nordfragment
59 (34)

Schema 18. Veresterung der Thiazolcarbonsidure 59 zum Nordfragment 34.
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Die Veresterung der Thiazolcarbonsdure 59 mit 2,2,2-Trichloracetimidsdure-zert-butyl-
ester (fBuTCAI) und Bortrifluorid als Katalysator lieferte den zert-Butylester 34 in einer
Ausbeute von 94%.

1.5.4. Synthese neuartiger Ostfragmente (Ringe B und C)

Als Zugang zu den neuartigen Ostfragmenten (37) kamen zwei Synthesestrategien in
Betracht (Schema 19). Die Kniipfung der C,C-Bindung zur 2,4°-Bithiazoleinheit sollte
iber eine regioselektive Kreuzkupplung mit 2,4-Dibromthiazol (48) erfolgen.

Regioselektive Kreuzkupplung Br<__N
\
Me3Sn N / S \[S>7Br
2
TB\LV C A« _CH,OX 8+
S N /</\3
HN\EO — M| N/)\*(CHZOX
Ostfragment (37) NH HN_. _O
2 [M] = SnMe; CO,H \E
61 NHFmoc

.

/s L :
Br/<N\//\\*(CH20X oder  EtO,C” O =

HoN x CH,OX

NHPG
NHPG
63

“ [M] = CO,H
Strategie 1

JS CH,OX

Br’(N\/)\ |(

MgBr + O *_N
64 j\ 65

[M] = SnMe3
Strategie 11

Schema 19. Mogliche Synthesestrategien als Zugang zu den neuartigen Ostfragmenten (37) iiber regioselektive
Kreuzkupplungen (PG = Schutzgruppe, [M] = allg. zur Transmetallierung auf Palladium befdhigte Gruppe).

Dieser Schnitt fithrte in der retrosynthetischen Analyse zum Thiazolbaustein 61 als
Kupplungspartner. Der Rest [M] bezeichnet hierbei eine allgemeine, zur Transmetall-
terung auf Palladium befdhigte, funktionelle Gruppe. In Strategie I sollte mit

[M] =CO,H eine decarboxylierende, d. h. durch Abspaltung von Kohlenstoffdioxid
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eingeleitete Kreuzkupplung zum Tragen kommen. Das benétigte Substrat 61 sollte
wiederum aus dem Thioamid 62 zuginglich sein. Strategie II hingegen greift mit
[M] = SnMe; auf eine Stille-Kreuzkupplung zuriick und fiihrt zum Thiazol-Baustein 63,
der durch eine diastereoselektive Addition der Grignard-Verbindung 64 an ein chirales

Sulfinamid (65) zugédnglich gemacht werden sollte.

Bei den Studien zur Synthese des Bithiazols 37 wurde zunichst Strategie I verfolgt. Die
im Schliisselschritt vorgesehene, decarboxylierende Kreuzkupplung beruht auf Arbeiten
zu decarboxylierenden Kupplungsreaktionen im Allgemeinen, worunter die im Jahr

2] Thnen

2002 von A. G. Myers et al. vorgestellte Heck-Reaktion eine der ersten war.
gelangen damit beispielsweise in exzellenten Ausbeuten die Kupplung von subs-
tituierten Benzoesduren mit Acyrlsdureestern. Etwas spiter publizierten P. Forgione,
F. Bilodeau et al. die Kreuzkupplung von heteroaromatischen Carbonsduren mit ver-

schiedenen Arylbromiden.'®’

ggf. Ar
J25ch i = <\_/T 68
Ar
X COzH \ X/ Ar
Ar R
67
ArBr
ArPdLBr

R
H X\ COzH CO2, H
\
R
PdLAr

Schema 20. Mechanistischer Vorschlag zur decarboxylierenden Kreuzkupplung mit heterocyclischen Carbonsduren
(X=0,S,NMe).”

Die Autoren schlagen dabei zwei konkurrierende Reaktionswege vor (Schema 20). Der

bevorzugte Reaktionspfad I verlduft iiber die Addition des elektrophilen Pd(II)-Inter-
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mediats an die 3-Position des Heterocyclus. AnschlieBend erfolgt eine C3,C2-Wan-
derung des Palladiums unter Abspaltung von Kohlendioxid. Nach der reduktiven
Elimierung unter Riickbildung von PdL, wird schlieBlich das erwartete Produkt 66
erhalten. Fiir den Fall R =H wird jedoch ein konkurrierender Reaktionspfad II beo-
bachtet, der nach Abspaltung des Protons und reduktiver Eliminierung zum Neben-
produkt 67 fiihrt. Das Nebenprodukt kann erneut in den Katalysecyclus eintreten und
tiber den Reaktionsweg I zum 2,3-biarylierten Produkt 68 weiterreagieren. Die Bildung
dieses unerwiinschten Nebenprodukts erklédrt auch die in einigen Fiéllen dokumentierten
schlechten Ausbeuten bei der Verwendung unsubstituierter Carbonsiuren.

Als Nukleophil in den Studien zur Optimierung der Kupplungsbedingungen benutzten
die Autoren N-Methylpyrrol-2-carbonsdure. Anhand dieser Verbindung sollte in der hier
vorliegenden Arbeit zunichst iiberpriift werden, ob eine durch Decarboxylierung einge-
leitete Kreuzkupplung mit 2,4-Dibromthiazol (48) regioselektiv in der 2-Position ver-

lauft und zum gezeigten Biaryl 69 fiihrt (Schema 21).

HOZC/Q

kat. PdL,
Additiv
Bra_N Cs,CO; ar_ N 7@
2 r \
\[ Y2Br  (DMF) 150170°Cpw N
S > s |
48 69

Schema 21. Testsystem zur regioselektiven decarboxylierenden Kreuzkupplung von N-Methylpyrrol-2-carbonsiure
mit 2,4-Dibromthiazol (48) als Elektrophil.

Einige der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit dem in Schema 21
gezeigten Testsystem sind exemplarisch in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die von P. Forgione
und F. Bilodeau genannten Bedingungen fiihrten bei deren Anwendung auf das Test-
system tatsidchlich zum gewiinschten Biaryl 69, die Ausbeute lag allerdings bei lediglich
8% (Eintrag 1). Das Kupplungsprodukt 69 wurde vollstindig charakterisiert, wodurch
belegt werden konnte, dass die Kreuzkupplung regioselektiv in der 2-Position des
Elektrophils 48 erfolgt. Die Verwendung von drei an Stelle von zwei Aquivalenten der
Carbonsidure wirkte sich nachteilig auf den Reaktionsverlauf aus (Eintrag 2). Die
Bildung von 69 wurde nicht beobachtet. Stattdessen wurden erhebliche Mengen des
n-Butylesters der N-Methylpyrrol-2-carbonsiure isoliert. Ohne Zusatz von Tetrabutyl-

ammoniumchloridmonohydrat (TBACI-H,0), auf dessen Anwesenheit die Bildung des
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n-Butylesters zuriickgefiihrt werden kann, wurden in einem weiteren Ansatz 9% des
gewiinschten Produkts 69 isoliert (Eintrag 3). Bei Verwendung von unterstochio-
metrischen Mengen des Additivs gelang es, das Biaryl 69 mit einer Ausbeute von 29%
zu isolieren (Eintrag 4). Dennoch wurde auch in diesem Fall die Bildung des
n-Butylesters beobachtet und weitere Optimierungsversuche blieben ohne Erfolg. Der
Wechsel des Katalysators unter Beibehaltung der Bedingungen aus Eintrag 4 erwies
sich ebenfalls als wenig erfolgreich (Eintrdge 5 und 6). Bei der Verwendung von
Pd,(dba); wurden so lediglich 17% des gewiinschten Produkts 69 erhalten. Die Analyse
des Rohprodukts mittels GC-MS zeigte, dass es unter diesen Bedingungen zu einer
zweiten Kupplung in der 4-Position des Elektrophils gekommen war. Die Absenkung
der Tempertaur auf 150 °C verhinderte diese Nebenreaktion nur teilweise, und die Aus-
beute an 69 stieg deshalb nur leicht auf 21%.

Tabelle 2. Ergebnisse der decarboxylierenden Kreuzkupplung mit dem in Schema 21 gezeigten Testsystem; “Iso-
lierte Ausbeute, ? Literaturbedingungen (dba = Dibenzylidenaceton, TBACI = Tetrabutylammoniumchlorid).

ArCO,H PdL, Additiv Cs,CO; T t Ausbeute
(Aq.) (%) (Aq) (Ag) [°C] [min] [%]°
1° 2.0 Pd(rBusP),(5) TBACI-H,O (1.0) 1.5 170 8 8
2 3.0 Pd(rBusP),(5) TBACI-H,O (1.5) 2.0 170 8 0
3 2.0 Pd(rBusP), (5) - 1.5 170 8 9
4 2.0 Pd(rBu;P), (5) TBACI-H,0 (0.1) 1.5 170 8 29
5 2.0 Pdy(dba); (5) TBACI-H,O (0.1) 1.5 170 8 17
6 2.0 Pd,(dba); (5) TBACI-H,O (0.1) 1.5 150 8 21
7 2.0 Pd(PPh;)4 (10) TBACI-H,O (0.1) 1.5 170 8 0

Bei Verwendung von Pd(PPhs), als Katalysator wurde unter den im Ubrigen mit Ein-
trag 4 identischen Bedingungen keine Reaktion beobachtet (Eintrag 7). Neben dem be-
schriebenen n-Butylester wurde in vielen Féllen auch 4-Bromthiazol — das Produkt einer
Hydrodebromierung des Elektrophils 48 — als Nebenprodukt identifiziert. Hinzu kamen
in allen Féllen nicht unerhebliche Mengen eines schwarzen Niederschlags, bei dem es
sich vermutlich um ein Polymerisationsprodukt von N-Methylpyrrol-2-carbonsdure
handelt. Zusammenfassend war es nach einigen Optimierungsversuchen gelungen, die
Ausbeute des gewiinschten Kupplungsprodukts 69 auf 29% zu steigern. Weitere

Verbesserungen konnten jedoch nicht erzielt werden. Eine Anderung der Verhiltnisse
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der Reaktanden hitte etwaige Nebenreaktionen verhindern konnen, erschien aber im
Hinblick auf die geplante Synthese und Komplexitit der darin einzusetzenden Bausteine

wenig sinnvoll.

Nachdem die Testreaktion fiir Strategie I wenig erfolgversprechend verlief, wurde
Strategie 1I in Betracht gezogen (vgl. Schema 19). Der Aufbau des Thiazols 63 sollte
demnach durch die diastereoselektive Addition der Grignard-Verbindung 64 an ein
chirales Sulfinamid (65) erfolgen. Die Verwendung chiraler Sulfinamide in diastereo-
selektiven Additionsreaktionen an Imine geht im Wesentlichen auf die Arbeiten von
J. A. Ellman et al. zuriick.'®®! Die Auxiliare lassen sich als Sulfinsiuremethylester in
einer sauren Methanolyse wieder abspalten.[66] Wie in Abschnitt 1.3. erwihnt, richtete
sich der Fokus beim Aufbau eines neuartigen Ostfragments (37) zunichst auf die
Synthese des Derivats mit der freien Hydroxygruppe (X =H, vgl. hierzu auch
Abbildung 11), das aus der Entschiitzung des entsprechenden Silylethers (X = SiR3)
zuganglich sein sollte. Den Auftakt zur Synthese des in diesem Fall bendtigten
Sulfinamids (Rs)-40 bildete  deshalb die Schiitzung von Ethylenglykol als
Monosilylether mit TBSCI und Imidazol als Base (Schema 22).

DMSO, (COCI),, PyH;

OH TBSCI, ImH OTBS NEt;
(THF), RT, 16 h H (CH,Cl,), 78 °C = 10 °C, 1 h
OH 94 % OH 76%
Ethylenglykol 38
«oNH
OTBS OTBS
wfr. CuSOy4
| (CH.Cly), RT, 17 h |
O > O\ /N
92% “STR)
39 4\
(Rs)-40

Schema 22. Von Ethylenglykol ausgehende Synthese des chiralen Sulfinamids (Rg)-40.

Der Silylether 38 wurde anschlieBend in einer Swern-Oxidation in den Aldehyd 39
uiberfithrt. Dessen Kondensation mit dem mittlerweile kommerziell erhéltlichen

(Rs)-(+)-2-Methyl-2-propansulfinamid lieferte mit wasserfreiem Kupfer(Il)-sulfat in
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Dichlormethan das gewiinschte Sulfinamid (Rs)-40 in 92% Ausbeute. Die anschlie-
Bende Addition der Grignard-Verbindung 64 fiihrte mit einer passablen Diastereo-

selektivitit von d.r. = 73/27 zum gezeigten Thiazolbaustein 41 (Schema 23).

/=S  OTBS
B C_
O« NH
5 S'R)
Br—(/;\ /#
N
MgB

OTBS o8 (Rs,S)-41, anti-Ellman-Produkt

| (CH,Cl,), =78 °C =» RT, 16 h
93%, d.r. = 73/27

+
S OTBS
4\ Br/(/w

O _NH
(Rs)-40 SR

Al

(Rg,R)-41, Ellman-Produkt
Schema 23. Diastereoselektive Ellman-Addition mit dem Sulfinamid (Rg)-40.

Die Darstellung der Grignard-Verbindung 64 erfolgte als Losung in einem Gemisch aus
Tetrahydrofuran und Diethylether, die bei =78 °C zu einer Losung des Sulfinamids in
Dichlormethan getropft wurde. Ubereinstimmend mit den Studien von C. Ammer hatte
das Verhiltnis von Dichlormethan zu den etherischen Losungsmitteln einen
entscheidenen Einfluss auf die Diastereoselektivitit. So konnte im ersten Versuch bei
einem Verhiltnis von 6:1 keine Selektivitit festgestellt werden. Die angegebene
Diastereoselektivitdt von d.r. = 73/27 lie} sich bei einem Verhiltnis der Losungsmittel
von 14:1 erzielen. Eine weitere Erhohung des Anteils an Dichlormethan ist in der Praxis
nur durch Verdiinnung der Reaktionslosung realisierbar, was dann allerdings mit einer
nur unvollstindigen Reaktion einhergeht. Entgegen den Beobachtungen in den
Synthesen der Amythiamicine (1) durch C. Ammer liefert die diastereoselektive
Addition von 64 an das Sulfinamid (Rs)-40 bevorzugt das anti-Ellman-Produkt
(Rs,S)-41. Erkliart werden kann diese Beobachtung anhand einer vorgelagerten E/Z-Iso-
merisierung der C,N-Doppelbindung des Substrats (Rs)-40. Dies fiihrt formal zu einer
Addition aus dem entgegengesetzen diastereotopen Halbraum. Die erwihnte E/Z-Iso-
merisierung fithrt — und zwar nur im Fall des (Z)-Imins — zu einer Stabilisierung des

Ubergangszustands im Additionsschritt, was letztlich unter kinetischer Kontrolle zum
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

anti-Ellman-Produkt fiihrt. Diese ungewohnliche Selektivitit wurde bereits in einer
Arbeit von J. C. Barrow et al. beschrieben und ist Schema 24 veranschaulicht.”®* Die
vorliegenden mechanistischen Befunde erklidren auch die geringere Diastereoselektivitit

bei der Anwesenheit koordinierender Losungsmittel.

[ AW]H

X LIM-Ar o [M] A
\

stabilisierende

H J Wechselwirkung
Ar(R)_CH,0OX rS) 5L CH,0X
O« Os /-
/TS) jf)
Ellman-Produkt anti-Ellman-Produkt

Schema 24. Erkldarung des Auftretens von anti-Ellman-Selektivitit bei der Addition von Arylmetallverbindungen an

chirale Sulfiamide mit zusitzlicher Koordinationsmoglichkeit."s

Die Abtrennung des Minderdiastereomers (Rs,R)-41 gelang mittels Sdulenchromato-
graphie, was den préaparativen Nutzen dieser Reaktion enorm steigerte. Es wurden so
66% des Thiazolbausteins (Rs,S)-41 und 25% des Minderdiastereomers (Rs,R)-41
erhalten. Unter Einbeziehung der Mischfraktionen entspricht dies einer Gesamtausbeute
von 93%. Die Synthese des Ostfragments wurde anschlieBend mit den beiden
getrennten Diastereomeren (Rs,S)-41 und (Rs,R)-41 aus der Ellman-Addition
fortgesetzt. Das Auxiliar wurde durch saure Methanolyse abgespalten, was in guten

Ausbeuten zu den enantiomerenreinen Thiazolbausteinen (5)-42 und (R)-42 fiihrte. Die
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Hydroxygruppe musste darauthin erneut mit TBSCI geschiitzt werden, was den Silyl-

ether (5)-43a in 81% und den Silylether (R)-43a in 72% Ausbeute lieferte. (Schema 25).

S OTBS 4 M HCI
Br/(/N\/ (MeOH), RT, 1 h

«o.-NH l
Osq
/T\ TBSCI, NEt S OTBS

J S OH 3

(Rs,S)-41 BF’Q\H (CH2Clp), RT, 20 h BFJNC/)\H

(Rs,R)-41 NH, NH,
(S)-42, 84% (S)-43a, 81%
(R)-42, 94% (R)-43a, 72%

Schema 25. Methanolyse der Sulfinamide nach der der Ellman-Addition und anschliefende Schiitzung als Silylether
mit TBSCI.

Versuche, den freien Aminoalkohol 42 in literaturbekannte Verbindungen zu
tiberfithren, um durch Vergleich der spezifischen Rotation die Absolutkonfiguration zu
bestimmen, blieben erfolglos. Dass die diastereoselektive Addition der Grignard-
Verbindung 64 an das Sulfinamid (Rs)-40 aber tatsédchlich iiber den in Schema 24
diskutierten Mechanismus zum anti-Ellman-Produkt fithrt, konnte schlieBlich durch
Uberfithrung des Amins (S)-43a in die jeweiligen Mosher-Amide belegt werden. Es
gelang hierdurch zweifelsfrei die (S)-Konfiguration des Amins (5)-43a, das aus dem

Hauptdiastereomer der Ellman-Addition hervorging, nachzuweisen.

OTBS

S
Br/(/NE/)\(:Sﬂ

HN. _O

MeOI(S)

ph CFs

(R)-MTPA-CI, PyH (S.S)-47

S OTBS (CDCl,), RT, 1 h

a
Br N/)\) quant. Umsatz

NH,
OTBS

S
(S)-43a _ Br/%

(S)-MTPA-CI, PyH

WL O (S,R)-47

M j@’
07 cr

Ph ~"3

Schema 26. Uberfiihrung des Amins (S)-43a in die beiden Mosher-Amide (S,S)-47 und (S,R)-47. Es gilt hierbei zu
beachten, dass die Verwendung von (R)-MTPA-Cl zur Bildung des entsprechenden (S)-konfigurierten
Phenylessigsdureamids fiithrt und umgekehrt.
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

Die Protonen in der Umgebung des fraglichen Stereozentrum erfahren in den beiden
Mosher-Amiden (S,5)-47 und (S,R)-47 eine unterschiedliche Abschirmung durch die
Phenylgruppe, was folglich zu unterschiedlichen chemischen Verschiebungen im

'H-NMR-Spektrum fiihrt (Abbildung 12).

R -
=711 Br
Abschirmung H =
S /N
H
S
HN ©
—oO
(R) ‘
CF;
85=7.16 Br MeO
H\‘/< CH,OTBS
= R -
N 8" =23.93,4.15
S
\i (S,R)-47
N | "
MeQO
p—]
(S) |
CF;
CH,OTBS

85 =3.88,4.13
Abschirmung
(S,S)-47

Abbildung 12. Vorzugskonformationen der beiden Mosher-Amide. Die Abschirmung durch die Phenylgruppe macht
sich besonders an den Protonen des Thiazolrings und der CH,-Gruppe bemerkbar.

Konventionsgemdll wird aus den unterschiedlichen chemischen Verschiebungen der
beiden Diastereomere die Grofe AS™® abgeleitet, wobei ASS® = §°—8 gilt. Allgemein
folgt daraus fiir Substituenten mit AS®® > 0, dass sie sich in der dargestellten Projektion
oberhalb der Zeichnungsebene befinden. Substituenten mit A8*® <0 befinden sich
demnach unterhalb der Zeichnungsebene. Im vorliegenden Fall wurden fiir das
Amin (5)-43a Werte von AS*® = +0.05 fiir den Thiazolring sowie AS®® = —0.05 und
AR = —0.02 fiir die beiden Methylenprotonen gefunden, was das Vorliegen der
(S)-Konfiguration eindeutig belegte. Ausgehend vom Amin 43a wurde die Synthese des
Ostfragments durch die Kupplung mit Fmoc-geschiitztem Glycin fortgesetzt
(Schema 27). Die so erhaltenen Amide ($)-44a und (R)-44a wurden mit Hexamethyl-
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dizinn und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) als Katalysator in die entsprech-
enden Stannane (S)-45a und (R)-45a iiberfiihrt. Die anschlieBende Kreuzkupplung mit
2.,4-Dibromthiazol lieferte regioselektiv die beiden 2,4°-Bithiazole (S)-46a und (R)-46a

in exzellenten Ausbeuten von 86% und 94 %.

Fmoc-Gly-OH S OTBS MegSn,
B /[ S OTBS  pyBroP, iPr,NEt Br/</\/ kat. Pd(PPha),
N" (CH,Cl,), 0°C, 4 h N (PhMe), 100 °C, 1.5h

NH, HN
(S)-43a (S)-44a, 94% NHFmoc
(R)-43a (R)-44a, 99%

Br N
\)
Is OTBS Is>_ Br B _N_ /=S OTBS
Me;Sn . /)\H \[\ q /)\)
S

(48)
HN.__O kat. Pd(PPhs), HN.__O
\f (PhMe), 90 °C, 16 h \f
(S)-45a, 82% NHEmoc - (S)-46a, 86% NHEmoc
(R)-45a, 80% (R)-46a, 94%

MesSn N /=S OTBS
1.) MegSny, kat. Pd(PPha), \@%\H
(PhMe), 90 °C, 2.5 h S N
2.) Piperidin, (DMF), RT, 3 h HN__O
- Ostfragmente
(S)-37a, 94% NH,

(R)-37a, 83%
Schema 27. Abschluss der Synthese des Ostfragments (5)-37a und seines optischen Antipoden (R)-37a.

Den Abschluss des Aufbaus der beiden Ostfragmente (§)-37a und (R)-37a bildete eine
erneute Stannylierung mit Hexamethyldizinn und die Abspaltung der Fmoc-Schutz-
gruppe mit Piperidin in DMF. Auch hierbei wurden mit 94% fiir das Enantiomer

(8)-37a und 83% fiir das Enantiomer (R)-37a sehr gute Ausbeuten erzielt.

Die oben beschriebenen Ostfragmente (S)-37a und (R)-37a sollten nach Abspaltung der
TBS-Schutzgruppe schlieBlich zu den Naturstoffderivaten AmyD-CH,0OX (2) mit freier
Hydroxygruppe, d. h. mit X =H fiihren (vgl. Abbildung 11). Um den Einfluss dieser
funktionellen Gruppe nidher zu studieren, sollte ebenfalls ein Derivat mit einer

maskierten Hydroxygruppe synthetisiert werden. Zu diesem Zwecke schien die
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

Derivatisieung der Hydroxygruppe als BOM-Ether (BOM = Benzyloxymethyl) inte-
ressant. Im Hinblick auf die weitere Verwendung erwies es sich als praktikabler, die
BOM-Gruppe zu einem moglichst frithen Zeitpunkt einzufiihren. Dies gelang in drei

Stufen, ausgehend vom freien Aminoalkohol (5)-42 in 23% Ausbeute (Schema 28).

1) BOC20, NEt3
(CH,Cl,), RT, 16 h
2.) BOMCI, TBAI, iPr,NEt

(THF), RT, 16 h s OBomM Fmoc-Gly-OH
I )\) 3.) TFA /( PyBrOP, iPr,NEt
(CH.Cl,), RT, 5 h (CH,Cl,), 0°C, 4 h
NH, 23% (3 Stufen) NH2 94%
(S)-42 (S)-43b

BOM BOM
/(\S OBO MegSn, Messn/(\S OBO

kat. Pd(PPhs),
0 (PhMe), 100 °C, 1.5 h HE

HN , .
\f 69% \E
(S)-45b

(S)-44b NHFmoc

Br N
T
S BN_ /=S OBOM
(48) \E\ \ /)\) 1.) MegSn, kat. Pd(PPhs),

s |II

0]

s |l|

NHFmoc

kat. Pd(PPha), S (PhMe), 90 °C, 2.5 h
(PhMe), 90 °C, 16 h HN.__O 2.) Piperidin, (DMF), RT, 3 h
- \E 70% (2 Stufen)

989 -
% (S)-46b NHFmoc

MesSn.__N %s OBOM
A\
\@ N/)\(Sy

S H —
uN. .o BOM= %0

Ostfragment

(S)-37b NH,

Schema 28. Abschluss der Synthese des Ostfragments (S5)-37b ausgehend vom Aminoalkohol (§)-42.

Die direkte O-Alkylierung des Aminoalkohols mit BOMCI wurde wegen der zu
erwartenden hohen Nukleophilie der freien Aminogruppe nicht versucht. Die weitere
Umsetzung des geschiitzten Aminoalkohols (5)-43b fand in Analogie zu den Synthesen
der Ostfragmente (S5)-37a und (R)-37a statt. Die Peptidkupplung zum Amind (S)-44b
gelang in 94% Ausbeute. Dessen palladiumkatalysierte Stannylierung und die folgende
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regioselektive Kreuzkupplung mit 2,4-Dibromthiazol (48) verliefen ebenfalls in guten
bis sehr guten Ausbeuten. Durch eine weitere Stannylierung und die abschlielende
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe gelangte man schlieBlich zum Ostfragment

(5)-37b, das mit einer Ausbeute von 70% erhalten wurde.

Neben dem primédren Ziel, neuartige Ostfragmente mit einem CH,OX-Substituenten
einzufithren wurde versucht, die Palette der Ellman-Addition um ein weiteres Sulfin-
amid zu erweitern (vgl. Schema 19, links unten). Besonderes Interesse galt dabei

Substraten der allgemeinen Struktur II mit einem terminalen Alkin (Schema 29).

l
1|
Br{w
0]

fl
W)
: .
e

B Ostfragmente
\\S/N mit
£(S) > terminalem Alkin

/l\

I

Schema 29. Zugang zu neuen Ostfragmenten mit einem terminalen Alkin: Der Aufbau des Stereozentrums sollte
auch hier durch eine diastereoselektive Addition der Grignard-Verbindung 64 an ein chirales Sulfinamid moglich
sein.

Die Addition des Grignard-Organyls 64 an ein chirales Sulfinamid wiirde zu Ver-
bindungen der allgemeinen Struktur III fithren, deren Umsetzung schlieBlich weitere
neuartige Ostfragmente liefern sollte. Die Abwesenheit einer zusitzlichen Koordin-
ationsmoglichkeit sollte iiber den in Schema 24 links dargestellten Ubergangszustand
zum Ellman-Produkt fithren. Dies wiederum erforderte die Verwendung des
entsprechenden (S§)-Sulfinamids, um zur natiirlichen (S)-Konfuguration im Additions-
produkt zu gelangen. Um eine konkurrierende Deprotonierung des Substrats zu
verhindern, sollte auBerdem ein silylgeschiitztes Alkin verwendet werden. Ausgehend
von Prop-2-in-1-ol (n = 0) wurde deshalb in einer dreistufigen Sequenz mit sehr guter
Ausbeute das terminal geschiitzte Alkinol 72 synthetisiert (Schema 30). Durch
Oxidation mit IBX in THF wurde hieraus in 67% Ausbeute der leichtfliichtige
Aldehyd 73 erhalten. Durch anschliefende Kondensation mit (Ss)-(—)-2-Methyl-2-pro-
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

pansulfinamid in Anwesenheit von wasserfreiem Kupfer(II)-sulfat in Dichlormethan

gelangte man schlielich zum gewiinschten Sulfinamid (Ss)-74.

3,4-DHP
= kat. p-TsOH = nBuLi, TIPSCI
/ 0°C, 1.5h / (THF), =78 °C > RT, 16 h
of 89% (O/\( ° 79%
Prop-2-in-1-ol 70
SiJ\ SiJ\
Z — kat. p-TsOH Z — IBX
(MeOH), 55 °C, 3 h (THF), 75°C, 6 h
O © 93% OH 67%
71 72
O\\S/ NH2
Z f wfr. CuSQOy =Z —
| (CHxCly), RT, 16 h |
o) 5 > O.._N
73 0% S(s) (Sg)-74

Schema 30. Synthese des chiralen Sulfinamids (Ss)-74 als Substrat fiir eine weitere diastereoselektive Ellman-
Addition (3,4-DHP = 3,4-Dihydro-2H-pyran).

Die hiermit geplante Ellman-Addition wurde unter verschiedenen Reaktionsbe-
dingungen getestet, die in Tabelle 3 aufgelistet sind. Mit dem Grignard-Organyl, d. h.
[M] = MgBr, wurde bei —=78 °C kein Umsatz festgestellt (Eintrag 1).

| S S Sij\
O\\§,N ‘ Br {\I/J\ BrW

: M] :
AT — O...NH
[M] = MgBr, Li =
(Se)74 (versch. Bedingungen) /l\
S)-

(Ss,S)-75, Ellman-Produkt

Schema 31. Diastereoselektive Ellman-Addition mit dem Sulfinamid (Sg)-74.
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Auch die langsame Erwidrmung auf Raumtemperatur fiihrte nicht zur Bildung des
gewiinschten Additionsprodukts (Ss,5)-75. Stattdessen wurde eine Mischung ver-
schiedener Zersetzungsprodukte erhalten (Eintrag 2). Die Verwendung der Organo-

lithium-Verbindung brachte ebenfalls nicht den gewiinschten Erfolg (Eintrag 3).

Tabelle 3. Ergebnisse der diastereoselektiven Ellman-Addition aus Schema 31 mit dem Sulfinamid (Ss)-74.

# M] T Ausbeute Bemerkung
1 MgBr -78 °C 0% kein Umsatz
2 MgBr -78°C > RT 0% teilweise Zersetzung
3 Li -78°C>RT 0% teilweise Zersetzung

Es ist naheliegend, dass die in Konjugation zur Imin-Doppelbindung stehende
Dreifachbindung des Alkins Nebenreaktionen im Sinne eines Michael-Akzeptors
verursachen kann. Charakterisierbare Nebenprodukte zur Stiitzung dieser These konnten

allerdings nicht isoliert werden.

1.5.5. Verkniipfung, Cyclisierung und Abschluss der Inhibitorsynthesen

Der im Abschnitt 1.4 vorgestellten Synthesestrategie folgend, wurde zunichst das Siid-

fragment ($,5)-36 mit dem Pyridinbaustein verkniipft (Schema 32).

Br
= Br ~N
| . | A
>/7$ n Z Br
N
7 Et0_° kat. Pdy(dba)s NS
kat. TFP F
O~ 'NH y oN ] (DMAJTHF),45°C, 16 h Of

» \
/L // />/S 62% \ NH
HN—,
\H oS // HN§\< . EtO o
7 879\%0 N
S,S)-36
( ) HN\/“\D

Schema 32. Negishi-Kupplung zur Verkniipfung des Siidfragments (S,5)-36 mit dem zentralen Pyridinbaustein.
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Das durch direkte Zinkierung erhaltene Zinkorganyl 19 lieferte in einer Negishi-Kreuz-
kupplung mit dem Siidfragment (S,5)-36 den Baustein (S,5)-76 mit einer Ausbeute von
62%. Der Umsatz war in den meisten Fillen vollstindig. Eine Reinigung mittels HPLC
war dennoch notwendig, um alle Verunreinigungen und gegebenenfalls Reste des
Ausgangsmaterials abzutrennen. Durch eine weitere Negishi-Kupplung gelang es, das
Nordfragment nach Bildung des entsprechenden Zinkorganyls 21, regioselektiv in der
sterisch leichter zugénglichen 6-Position des Pyridinrings von (S,5)-76 einzufiihren, was

zu dem in Schema 33 gezeigten Baustein (S,5)-77 fiihrte.

o)
OtBu
SN (21) Q
Y OtBu
Znl —
kat. PdCl,(PPhs), SEN
(DMA), 45 °C, 3.5 h
» N N
52% l A
Br
N“F'S

Schema 33. Erneute Negishi-Kupplung zur regioselektiven Einfithrung des Nordfragments.

Auch hier war eine Reinigung mittels HPLC notwendig, da sich Reste von ent-
standenem Triphenylphosphinoxid nicht vollstindig abtrennen lieBen. Die vergleichs-
weise kurze Reaktionszeit von durchschnittlich 3.5 h war in diesem Fall ausreichend,
um einen vollstindigen Umsatz zu erzielen. Dennoch muss erwihnt werden, dass bei
der Verwendung einer neuen Charge des Katalysators Bis(triphenylphosphin)palladi-
um(II)-dichlorid sogar noch erheblich kiirzere Reaktionszeiten beobachtet wurden.
Lingere Reaktionszeiten fiihrten zur doppelten Kupplung in der 2- und 6-Position des
Pyridins. Dieses Doppelkupplungsprodukt war auch durch Reinigung mittels HPLC

nicht abtrennbar. Das Auftreten dieses Nebenprodukts musste deshalb durch erneute
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Optimierung der Bedingungen verhindert werden, was durch eine Verkiirzung der

Reaktionszeit auf 2.5 h unter Beibehaltung der Reaktionstemperatur von 45 °C gelang.

Nach der Fertigstellung des Bausteins (§,5)-77 sollte nun die Verkniipfung mit den Ost-
fragmenten erfolgen. Wegen der groBten Ahnlichkeit zum Naturstoff Amythiami-
cin D(1d) wurde zundchst die Kupplung mit dem Ostfragment (S)-37a untersucht.
Zunichst wurde hierzu der Ethylester des Bausteins (S5,5)-77 mit 1 M LiOH in einem

Gemisch aus fert-Butanol und Tetrahydrofuran verseift (Schema 34).

o)
/_Q\\OtBu
o 1.)1 M LiOH

(tBUOH/THF), RT, 3 h
2.) DPPA, iPr,NEt
| (DMF), RT, 16 h

MesSn. N Ms OTBS
7 N =
N7S \ES NP

e Ko

NH Y Ostfragment
at (S)-37a NH,
I-/IN §>N EtO o 0
O s 7)\%0 f OtBu
N7\ —
HN ! S SEN

0] —QTBS
NH O
HN\\{ HN
/ =N 0
e
NN
HN\/’\%
/:\

78a, 63% (2 Stufen)

Schema 34. Verseifung und Kupplung des Bausteins (S,5)-77 mit dem Ostfragment (S)-37a zum Cyclisierungs-
vorldufer 78a.

Die anschlieBende Kupplung mit dem Ostfragment (S)-37a unter Verwendung von

Diphenylphosphorylazid (DPPA) als Kupplungsreagenz verlief problemlos und lieferte
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den Cyclisierungsvorldufer 78a in 63% Ausbeute iiber beide Stufen. Als letzter
Schliisselschritt der Synthese verblieb nun die Makrocyclisierung in einer intra-
molekularen Stille-Kreuzkupplung (vgl. Schema 11). Die Cyclisierung wurde unter den
Bedingungen, wie sie auch in der Synthese von GE2270 A zum Einsatz kamen,
durchgefiihrt und lieferte den Makrocyclus 79a mit einer guten Ausbeute von 64%

(Schema 35).7!

S__N
Me;Sn
B jf\s
= Br
N =< kat. Pd(PPhs),

NS j/s (PhMe), 85 °C, 20 h -
f HN—, 64%

HN‘\< HN OtBu
/ 5 S\N o —
7)\%0 N~ SG.N
HN\:/LS y
H |A
AN AN =S oTBS
|B\>—@/ .|
78a N/ S S N W
£ HN. _O
o T
NH o) NH
LN NH N o
/g ;E/ s<Db|
NS
Vi) N\
H
79a

Schema 35. Intramolekulare Stille-Kreuzkupplung zum Makorcyclus 79a.

Auch in dieser Reaktion bereitete, wie schon durch H. M. Miiller, O. Delgado und
C. Ammer beschrieben, die Bildung von Triphenylphosphinoxid Probleme bei der
Aufreinigung, da es sich sdulenchromatographisch nicht abtrennen lie3. Auf eine Reini-
gung mittels HPLC wurde auf dieser Stufe verzichtet, die angegebene Ausbeute ist
daher entsprechend korrigiert. In einer Vergleichsstudie wurde versucht, die Ausbeute
im Cyclisierungschritt durch Verwendung eines anderen Losungsmittels oder eines

anderen Katalysators an Stelle von Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) zu ver-
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bessern. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 gegeniibergestellt. Bei der Verwendung von
N,N-Dimethylformamid als Losungsmittel konnten jedoch lediglich 26% des Makro-
cyclus 79a isoliert werden (Eintrag 2). Der Wechsel zu Tris(dibenzylidenaceton)di-
palladium(0) als Katalysator unter Zusatz von Tri(2-furyl)phosphin fiihrte zu einem

nicht trennbaren Produktgemisch (Eintrag 3).

Tabelle 4. Ergebnisse der Optimierungsversuche fiir die Stille-Makrocyclisierung.

# Pd-Katalysator Losungsmittel T [°C] t [h] Ausbeute [%]

1 Pd(PPhs), PhMe 85 20 64
2 Pd(PPhy), DMF 85 20 26
3 Pdy(dba)y/TFP PhMe 85 20 0

Nach der erfolgreichen Cyclisierung bildete die gleichzeitige Abspaltung des tert-Butyl-
esters und der TBS-Schutzgruppe durch die Behandlung mit Trifluoressigsaure (TFA),
gefolgt von der Veresterung mit Trimethylsilyldiazomethan (TMSCHN;), den Ab-

schluss der ersten Inhibitorsynthese (Schema 36).

1.) TFA, (CH,Cl,), RT, 6 h
2.) TMSCHN,
(MeOH/THF), RT, 1 h

OTBS
)\ N h}om

A My
b L

AmyD-CH,OH (2a)
52% (2 Stufen)

Schema 36. Abschluss der Synthese des Naturstoffderivats AmyD-CH,OH (2a).
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Die gezeigte Schlusssequenz lieferte das Naturstoffderivat AmyD-CH,OH (2a) mit
einer Ausbeute von 52% iiber zwei Stufen. Bei der Cyclisierung entstandenes Tri-

phenylphosphinoxid konnte sdulenchromatographisch abgetrennt werden.

AmyD-CH,0OH (2a) weist im Ostfragment eine (S)-Konfiguration auf, die derjenigen
seines natiirlichen Vorbilds Amythiamicin D (1d) entspricht (vgl. hierzu Abbildung 11).
Um die Rolle des Hydroxymethyl-Substituenten niher studieren zu konnen, sollte als
nichstes das entsprechende (R)-konfigurierte Epimer synthetisiert werden. Den Auftakt
hierzu bildete deshalb die Kupplung des Bausteins (S5,5)-77 mit dem (R)-konfigurierten
Ostfragment (R)-37a (Schema 37).
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Schema 37. Verseifung und Kupplung des Bausteins (S,$)-77 mit dem (R)-konfigurierten Ostfragment (R)-37a zum
Cyclisierungsvorladufer epi-78a.
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Diese Reaktion fithrte unter Verwendung von DPPA als Kupplungsreagenz in 79%
Ausbeute zum gewiinschten Cyclisierungsvorldufer epi-78a. Die anschlielende
intramolekulare Kreuzkupplung wurde wieder mit Tetrakis(triphenylphosphin)palla-
dium(0) als Katalysator bei 85 °C in Toluol durchgefiihrt und lieferte nach 20 h
Reaktionszeit den Makrocyclus epi-79a mit einer Ausbeute von 62% (Schema 38).

o}

OtBu
_ N

Me3Sn

%
N ~
N = kat. Pd(PPh3),
NS \ s (PhMe), 85 °C, 20 h

62%
0:8J HN OTBS ’
o

HN\\< HN
/ =N o) Q
\ p—
HN%S SEN
epi-718a oTBS
|B\>—<\ o
’
VKNS

/ﬂ)_H/ HN \EO
Faeva

epi-79a
Schema 38. Intramolekulare Stille-Kreuzkupplung zum Makorcyclus epi-79a.

Auch in diesem Fall war das Cyclisierungsprodukt mit Triphenylphosphinoxid verun-
reinigt, die angegebene Ausbeute ist entsprechend korrigiert. Den Abschluss der
Synthese bildete, wie bereits beschrieben, die zweistufige Sequenz zur Abspaltung des
tert-Butylesters und der TBS-Schutzgruppe sowie die Umsetzung der freien Sidure zum
entsprechenden Methylester. Die Spaltung des tert-Butylesters erfolgte mit Trifluor-
essigsdure in Dichlormethan. Um unter diesen Bedingungen auch die Abspaltung des

Silylethers zu bewerkstelligen, sind, wie in der vorangegangenen Inhibitorsynthese ge-
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

zeigt, relativ lange Reaktionszeiten notwendig. Im nun vorliegenden Fall wurde deshalb
durch Zugabe von Fluorwasserstoff-Pyridin-Komplex die Abspaltung der TBS-Schutz-
gruppe beschleunigt, was die kiirzere Reaktionszeit und damit gleichzeitig die bessere

Ausbeute dieser Schlusssequenz erklirt (Schema 39).

1.) TFA; HF-PyH
(CH,Clp), RT, 4 h

2.) TMSCHN,
(MeOH/THF), RT, 1 h

|

Vgl. hierzu Diskussion
zum "H-NMR-Spektrum

epi-AmyD-CH,OH (epi-2a)
92% (2 Stufen)

Schema 39. Abschluss der Synthese des Naturstoffderivats epi-AmyD-CH,OH (epi-2a).

Die Sequenz fiihrte schlieBlich nach Veresterung der Carbonsdure in einer Ausbeute
von 92% iiber beide Stufen zum Naturstoffderivat epi-AmyD-CH,OH (epi-2a). Bei der
Charakterisierung dieser Verbindung fiel eine deutliche Verbreitung der Signale im
'H-NMR-Spektrum auf. Die unnatiirliche (R)-Konfiguration im Ostteil des vorliegenden
Naturstoffderivats verursacht offensichtlich Konformationsidnderungen am gesamten
Riickgrat des Makrocyclus. Die beiden zu der in Schema 39 markierten Methylengruppe
gehorenden Protonen, sind wegen des benachbarten stereogenen Zentrums diastereotop.

Sie sollten daher unterschiedliche chemische Verschiebungen im NMR-Spektrum auf-
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1. Theoretischer Teil

weisen. Fiir das Naturstoffderivat AmyD-CH,OH (2a) ist dies mit Signalschwerpunkten
von 1.28 ppm und 2.70 ppm tatsdchlich der Fall. Vollig anders stellt sich die Situation
bei dessen Epimer epi-AmyD-CH,OH (epi-2a) dar (Abbildung 13). Hier weisen die
beiden Protonen bei Raumtemperatur eine iibereinstimmende chemische Verschiebung
mit einem Signalschwerpunkt von 2.40 ppm auf, was fiir eine fluktuierende Struktur
spricht. Die 'H-NMR-Signale der diskutierten Methylengruppe sind in Abbildung 13

mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 13. 'H-NMR-Spektrum des Naturstoffderivats epi-AmyD-CH,OH (epi-2a), aufgenommen bei verschie-
denen Temperaturen. Beim Abkiihlen von Raumtemperatur auf 10 °C deutet sich eine Aufspaltung des mit einem
Pfeil markierten Signals an, unterhalb von O °C tritt schlieBlich eine Verbreiterung aller Signale auf.

Um diese These weiter zu stiitzen, wurden 1H-NMR-Spektren bei verschiedenen Temp-
eraturen aufgenommen, dabei war beim Abkiihlen von Raumtemperatur auf 10 °C eine
Aufspaltung der Signale deutlich zu erkennen. Unterhalb von 0 °C setzte eine Verbreit-
erung aller Protonensignale ein. In einer NMR-Studie berichteten C. J. Moody et al.
vom Vorhandensein einer Wasserstoffbriicke zwischen der Carbonylgruppe an C28 und
dem Proton an N13 von Amythiamicin D (ld).[m Ferner wurde eine Konformation in
Ubereinstimmung mit derjenigen von GE2270 A im Komplex mit dem Elongations-
faktor Tu angenommen (vgl. Abschnitt 1.2.2). Die rdumliche Nihe von C28 zu dem in

epi-AmyD-CH,OH (epi-2a) (R)-konfigurierten Stereozentrum im Ostteil liefert in die-
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

sem Zusammenhang eine mogliche Erkldarung fiir den weitreichenden Einfluss dieser
Konfiguration. So ist es durchaus denkbar, dass die unnatiirliche (R)-Konfiguration in
epi-AmyD-CH,OH (epi-2a) die Ausbildung der oben erwihnten Wasserstoffbriicke und

einer damit einhergehenden fixen Konformation verhindert.

Einen dritten Abkommling von Amythiamicin D (1d) sollte der Einbau des Ostfrag-
ments (S)-37b liefern (Schema 40). Die Kupplung mit dem Baustein (S,5)-77 gelang
unter den bereits bei den vorangegangenen Kupplungen verwendeten Bedingungen und

fiihrte in 54% Ausbeute zum Cyclisierungsvorldufer 78b.
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Schema 40. Verseifung und Kupplung des Bausteins (S,5)-77 mit dem BOM-geschiitzten Ostfragment (S)-37b zum
Cyclisierungsvorlaufer 78b.
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Auch die intramolekulare Stille-Kreuzkupplung zum Makrocyclus 79b gelang unter den
etablierten Bedingungen in guter Ausbeute (Schema 41). Die angegebene Ausbeute ist
auch in diesem Fall wegen einer Verunreinigung mit Triphenylphosphinoxid bereits ent-

sprechend korrigiert.

HN
UN\\< =N
TR
NN
N AL kat. Pd(PPhs),

: (PhMe), 85 °C, 20 h
52%

OBOM
()

79b

Schema 41. Intramolekulare Stille-Kreuzkupplung zum Makorcyclus 79b.

Den Abschluss der Synthese von AmyD-CH,OBOM (2b) bildeten schlieBlich wieder
die Spaltung des fert-Butylesters mit Trifluoressigsdure und die Veresterung mit Tri-

methylsilyldiazomethan mit einer Ausbeute von 60% iiber beide Stufen. Der BOM-
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

Ether erwies sich unter diesen Bedingungen als weitestgehend stabil. Wegen der im
Vergleich zu den anderen Naturstoffderivaten geringeren Polaritit mussten Reste von

Triphenylphosphinoxid aus dem Makrocyclisierungsschritt durch eine Reinigung

mittels HPLC abgetrennt werden.
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Schema 42. Abschluss der Synthese des Naturstoffderivats AmyD-CH,OBOM (2b).
Nach den erfolgreichen Totalsynthesen von AmyD-CH,OH (2a), dessen Epimer
epi-AmyD-CH,OBOM (epi-2a) und AmyD-CH,OBOM (2b) waren somit drei Derivate

des natiirlichen Thiazolylpeptids Amythiamicin D (1d) fiir vergleichende biochemische

Studien verfiigbar.
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1.5.6. Biochemische und theoretische Arbeiten

Hauptaugenmerk bei den biochemischen Arbeiten galt zunédchst der Untersuchung der
antimikrobiellen Aktivitit der synthetisierten Inhibitoren. Hierzu wurden in Ko-
operation mit 7. Menzel aus der Arbeitsgruppe von S. A. Sieber die MIC-Werte

(MIC = minimal inhibitory concentration) ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5

zusammengefasst.
Tabelle 5. Ermittelte MIC-Werte in uM.
Inhibitor
w
9 ~
ikroorganismus h’

A < < 2

= T am ®

- - 3 < Q <

£ g £ A g a

g S > > < >

| = £ g ] =

N M < < Sy <
Staphylococccus aureus NCTC 8325 2.5 > 100 0.32 0.63 > 100 > 100
S. aureus Mu50 (MRSA, VISA) > 100 > 100 0.32 1.25 > 100 > 100
Listeria monocytogenes EGD-e 12.5 2.5 0.32 5.00 > 100 > 100
Streptococcus pyogenes ATCC 10231 100 0.3 > 100 > 100 > 100 > 100
Pseudomonas aeruginosa PAO1 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

Die gefundenen MIC-Werte lagen fiir den Naturstoff Amythiamicin D (1d) teilweise im
niedrigen mikromolaren Bereich. Eine antimikrobielle Aktivitdt in derselben Grofen-
ordnung wurde fiir das strukturell am engsten verwandte Hydroxymethyl-Derivat
AmyD-CH,0OH (2a) gefunden. Besonders interessant ist dabei dessen ausgeprigte
Aktivitdit gegen den Methicillin-resistenten und Vancomycin-intermedidrsensiblen
S. aureus Mu50 (MRSA bzw. VISA). Die beiden anderen Thiazolylpeptide
epi-AmyD-CH,OBOM (epi-2a) und AmyD-CH,OBOM (2b) zeigten bis zu einer Kon-
zentration von 100 uM keinerlei Aktivitdat. Zum Vergleich wurden auch die MIC-Werte
von Kanamycin und des EF-Tu-Inhibitors Kirromycin ermittelt. Durch diese erste
Studie ist es gelungen, die antimikrobielle Aktivitit von AmyD-CH,OH (2a) nachzu-

weisen. Die Ergebnisse deuteten dariiber hinaus darauf hin, dass der Substituent CH,OX
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

im Hinblick auf die Struktur-Aktivitits-Beziehungen eine entscheidende Rolle innerhalb

der Serie AmyD-CH,0X (2) einnimmt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neuartige EF-Tu-Inhibitoren zu synthetisieren. Die
vorliegenden MIC-Werte alleine belegten jedoch nicht eindeutig, dass die Inhibierung
von EF-Tu auch tatsidchlich die Ursache der antimikrobiellen Wirkung von
AmyD-CH,OH (2a) ist. In Zusammenarbeit mit K. Gdrtner aus der Arbeitsgruppe von
M. Groll wurde deshalb durch native Polyacrylamidgelelektrophorese (N-PAGE)
versucht, die Bindung des Thiazolylpeptids 2a an EF-Tu nachzuweisen. Die Bindung an
EF-Tu(Tt)-GTP sollte, wie durch A. Parmeggiani et al. fiir GE2270 A beschrieben,
einen Bandenshift hervorrufen.””’ In Ubereinstimmung mit deren Experimenten wurde
ein Sammelgel mit 4% Polyacrylamid und ein Trenngel mit 12% Polyacrylamid
verwendet. Dem Laufpuffer (25 mM Tris-Glycin, pH 8.2) wurden 20 uM GTP
zugesetzt. Der Auftragspuffer wurde durch Zusatz von Saccharose, Glycerin und

Bromphenolblau aus dem Laufpuffer hergestellt.

F = »—..§'l» h’m

- - v

Abbildung 14. N-PAGE mit EF-Tu(77)-GDP (links) und EF-Tu(Tt)-GTP (rechts): Die Auftragung ist bei beiden
Gelen identisch; Kontrolle (/), Kirromycin (2), Amythiamicin D (1d, 3) und AmyD-CH,OH (2a, 4). Kirromycin
wurde in 10-fachem, die Thiazolylpeptide jeweils in einem 100-fachen Uberschuss zugesetzt.

Das Protein wurde in Proben von jeweils 10 uL fiir 30 min bei O °C in Anwesenheit
eines Uberschusses des jeweiligen Inhibitors inkubiert. Der Gellauf erfolgte bei 4 °C
unter Wasserkiihlung bei einer Stromstéirke von 25 mA (Abbildung 14). Die Banden der
Kontrolle (/) waren sowohl in der GDP- als auch in der GTP-Form klar definiert. Die
leichte Verbreiterung im Fall von EF-Tu(7%)-GTP beim linken Gel ist auf eine langsame
GTP-Hydrolyse zuriickzufiihren. Sehr deutlich ist der Bandenshift bei Kirrromycin (2)
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zu erkennen. Die Banden mit den beiden Thiazolylpeptiden Amythiamicin D (1d, 3)
und AmyD-CH,0H (2a, 4) zeigten, trotz des 100-fachen Uberschusses, keinen eindeu-
tigen Shift. Aus dessen Fehlen lédsst sich jedoch keineswegs schlieBen, dass keine
Bindung an EF-Tu erfolgte, denn auch der von A. Parmeggiani et al. beschriebene Shift

mit GE2270 A ist vergleichsweise klein.

In einer im Jahr 2004 durch P. H. Anborgh und A. Parmeggiani verdffentlichten Studie
wurde dariiber hinaus vom Einfluss von GE2270 A auf die Geschwindigkeit des
Trypsin-Verdaus von EF-Tu berichtet.® In gleicher Weise sollte nun iiberpriift werden,
ob AmyD-CH,OH (2a) einen Einfluss auf den tryptischen Verdau von EF-Tu zeigt.
Hierzu wurden 370 pmol Protein in 39 pLL Standardpuffer (50 mM Tris-HCI bei pH 7.5,
60 mM NH4CI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT) vorgelegt und mit einem sechsfachen
Uberschuss Inhibitor sowie 50 ug/mL Trypsin versetzt. Die Reaktionen wurden jeweils
durch Zugabe von SDS-Puffer abgebrochen und mittels SDS-PAGE untersucht
(Abbildung 15). Beim Verdau von EF-Tu(7t):GDP wurde sowohl in Abwesenheit eines
Inhibitors (links) als auch in Anwesenheit von AmyD-CH,OH (2a, rechts) eine

ibereinstimmende Abbaugeschwindigkeit gefunden.
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Abbildung 15. SDS-PAGE des Trypsin-Verdaus von EF-Tu(77)-GDP: Die Gele ohne Inhibitor (/inks) und mit dem
Inhibitor AmyD-CH,0OH (2a, rechts) weisen keinen Unterschied in der Abbaugeschwindigkeit auf.

OSek  1Min  20in. 4N 8Nin  16Min

43

Roti-Mark STANDARD
Markerbanden (kDa)

——Markerbanden (kDa)
Roti-Mark STANDARD

Bereits nach 8 min ist bei beiden Gelen die 44-kDa-Bande von EF-Tu nicht mehr
sichtbar. Im Vergleich dazu verlief der Abbau des GTP-Komplexes wesentlich
langsamer, als der des entsprechenden GDP-Komplexes. Aber auch bei EF-Tu(77):GTP
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1.5. Ergebnisse und Diskussion

hatte die Anwesenheit von AmyD-CH,0H (2a) keinen nennenswerten Einfluss auf die

Geschwindigkeit des Trypsin-Verdaus (Abbildung 16).
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Abbildung 16. SDS-PAGE des Trypsin-Verdaus von EF-Tu(77)-GTP: Auch hier verlief der Abbau im Kontroll-
experiment (/inks) gleich schnell wie in der Anwesenheit von AmyD-CH,OH (2a, rechts).

Wie auch im Falle der N-PAGE, schlieBen jedoch die hier vorliegenden Ergebnisse die
Bindung des Thiazolylpeptids AmyD-CH,OH (2a) an EF-Tu nicht aus.

In Kooperation mit F. Nguyen aus der Arbeitsgruppe von D. N. Wilson (Gene Center
Munich) wurde ein Translations-Assay mit dem Naturstoff Amythiamicin D (1d) und

den in dieser Arbeit synthetisierten Derivaten durchgefiihrt (Schema 43).

Amythiamicin D, AmyD-CH,0X

A
aaRNA EF-Ts GDP

EF-Tu-GTP v
FLuc "RNA
Kodiert fur Luciferase I EF-Ts-GTP

EF-Tu-GTP-aa'RNA EF-Tu-GDP

[Ribosomkomplex (AS),,] I TRANSPEPTIDIERUNG [Ribosomkomplex (AS)m ]

TRANSLOKATION
= Verlangerung der Peptidkette 'RNA, P,

11

WMOXY-L +AMP + PP, + H,O Y

LH; (Luciferin) + O, + ATP

FLuc

Schema 43. Prinzip des Translations-Assays ("RNA = messenger-RNA, ATP = Adenosintriphosphat, PP; = Pyro-
phosphat, AMP = Adenosinmonophosphat).
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Der Assay basiert auf der Verwendung eines S12-Extrakts des E. coli-Stamms BL21
und Firefly Luciferase (FLuc) als Reporterprotein, entsprechend den literaturbekannten
Vorschriften.!®” Das Einbringen von FLuc ™RNA sollte beim Durchlaufen des
Translationscyclus zur Synthese von FLuc fiihren. Die Quantifizierung erfolgte durch
Detektion der Fluoreszenz, die durch die FLuc-katalysierte Oxidation von Luci-
ferin (LH;) zu oxy-Luciferin (oxy-L) beobachtet werden kann. Alle Inhibitoren wurden
in DMSO gel6st und deren Zugabe erfolgte so, dass die effektive DMSO-Konzentration
im Assay 2% nicht iiberstieg. In allen Ansitzen wurden 143 ng FLuc "RNA verwendet.
Die Positivkontrolle lieferte ICso-Werte von etwa 0.4 uM fiir Kanamycin und 12 uM fiir
das Thiazolylpeptid Amythiamicin D (1d). Der ICso-Wert fiir dessen Hydroxymethyl-
derivat AmyD-CH,0H (2a) lag mit 4 uM deutlich darunter (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Translations-Inhibierung durch Kanamycin (m) und die Thiazolylpeptide Amythiamicin D (1d, 7))
sowie AmyD-CH,0OH (2a, ®) im Vergleich.
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Um zu zeigen, dass der Riickgang der Translationsaktivitdt tatsdchlich auf die
Inhibierung von EF-Tu zuriickzufiihren ist, wurde ein Rescue-Experiment durchgefiihrt.
In Anwesenheit von 30 uM AmyD-CH,OH (2a) konnte, trotz zunichst vollstandiger
Inhibierung, durch weitere Zugabe von EF-Tu wieder eine Translationsaktivitit
beobachtet werden. Im Kontrollversuch mit Kanamycin, das an die 30S-Untereinheit

des Ribosoms bindet, zeigte die Zugabe von EF-Tu keinen Effekt (Abbildung 18).

80
70

60 -

HH

50
40
30

20

Relative Translationsaktivitit %

10

—a

-10 N B N I B B e e A B S e R A e
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zusatz EF-Tu [pmol]

m  Kanamycin ® AmyD-CH,OH

Abbildung 18. Translationsaktivitdt bei der Zugabe von EF-Tu: Im Fall von AmyD-CH,OH (2a, ) setzte die
Translation wieder ein, wihrend beim 30S-Inhibitor Kanamycin (m) keine Translation beobachtet wurde.

Als Vergleichswert diente die Aktivitit in Abwesenheit des jeweiligen Inhibitors ohne
Zusatz von EF-Tu. Im FEinklang mit den MIC-Werten (vgl. Tabelle 5) wurde bei
epi-AmyD-CH,OH (epi-2a) und AmyD-CH,OBOM (2b) bis zu einer Inhibitorkon-
zentration von 40 uM kein nennenswerter Einfluss auf die Translationsgeschwindigkeit
festgestellt. Bereits in Abschnitt 1.5.5 wurde auf die Funktion einer mdglichen
Wasserstoffbriicke zwischen der Carbonylgruppe an C28 und dem N13-Proton hinge-
wiesen (vgl. Schema 42). In der Arbeit von S. Lociuro et al. stellten die Autoren zudem
einen drastischen Riickgang der in-vivo-Aktivtidt bei Abwesenheit eines Substituenten
im Ostfragment fest.”” Die natiirliche (S)-Konfiguration im Ostfragment von
AmyD-CH,OH (2a, vgl. Schema 11) wiirde nun zum einen die Ausbildung der von
C. J. Moody et al. beschriebenen, intramolekularen Wasserstoffbriicke erlauben.” Zum
anderen bietet die freie Hydroxygruppe aber auch die Moglichkeit, die im Fall von
GE2270 A bereits beschriebene Wasserstoffbriickenbindung mit Asp”'® einzugehen.*”!

Zusammen mit den nun vorliegenden Ergebnissen ist dies ein erneuter Beleg fiir die
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Schliisselrolle des CH,OX-Substituenten dieses neuartigen Thiazolylpeptids. Dariiber
hinaus ldsst sich so moglicherweise auch der im Vergleich zu Amythiamicin D (1d)

starkere Einfluss auf die Translationsaktivitit erkliaren.

Das detaillierteste Bild iiber die Wechselwirkung neuartiger Thiazolylpeptide mit
EF-Tu sollte eine Kiristallstruktur liefern. Die Struktur der jeweiligen terniren
Komplexe mit EF-Tu(77)-GDPNP sollte sich aufgrund ihrer engen strukturellen Ver-
wandtschaft mit dem Thiazolylpeptid GE2270 A nur geringfiigig von der durch
A. Parmeggiani et al. beschriebenen Kristallstruktur von EF-Tu(77)-GDPNP-GE2270 A
unterscheiden (vgl. Abbildung 9).2% Die Versuche konzentrierten sich deshalb zuniichst
auf die Co-Kristallisation von EF-Tu(7t)*GDPNP mit dem Naturstoff Amythiamicin D
(1d). Dessen Inhibierung von EF-Tu gilt einerseits als gesichert, und andererseits stellt
er dariiber hinaus die Stammverbindung aller Derivate des Typs AmyD-CH,0X (2) dar.
Die entsprechende Kristallstruktur des terndren Komplexes ist bisher nicht veroff-
entlicht. Zunédchst wurden Kristallisationsversuche ohne Inhibitor entsprechend den in
der Literatur angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die Uberfithrung in den

GDPNP-Komplex erfolgte wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben.

Abbildung 19. Kristallstruktur von EF-Tu(77)GDPNP bei einer Auflosung von 1.65 A.

Die anschlieBende Kristallisation mit der Hanging-Drop-Methode lieferte bei der
Verwendung von 2.3-3.3 M (NH4),SO4, 3-5 mM MgSOy in 20 mM Natriumkakodylat
bei pH 7.0, flache, plattchenférmige Kristalle des EF-Tu(7t):GDPNP-Komplexes. Die
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damit erhaltenen Daten der Kristallstruktur entsprechen im Wesentlichen denen der
Literatur (Abbildung 19).”% Die Ubertragung der inhibitorfreien Hanging-Drop-Be-
dingungen auf die Co-Kristallisation brachte nur bindre Komplexe ohne Inhibitor
hervor. Amythiamicin D (1d) wurde hierbei als 10 mM Losung in MeOH im dreifachen
Uberschuss eingesetzt. Als nichstes wurde der EF-Tu(7Tf):GDPNP-Komplex in 20 mM
Tris-HCl1 (pH 7.6), 20 mM Na-H-Citrat, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0.5 mM NaN3 und
1% (v/v) Glycerin analog zur literaturbekannten Vorschrift umgepuffert.”” Das damit
angesetzte Screening mit der Sitting-Drop-Methode (100 mM Tris-HCl bei pH 7.0 oder
7.6, 18-24% PEG 6000, 0-11% Glycerin) brachte jedoch keine Kristalle hervor. In
einem groberen Screening wurde schlieflich versucht, neue Bedingungen fiir eine Co-
Kristallisation zu finden. Dabei wurden bei 0.1 M HEPES (pH 7.5), 25% MPEG-
MME 2000, bei 0.1 M MES (pH 6.5), 1.8 M (NH4)>SO4, 0.01 M CoCl, sowie bei 0.1 M
BIS-TRIS (pH 6.5), 1.8 M (NH4),SO4 Proteinkristalle identifiziert, die jedoch nicht als

Terndrkomplex mit dem Inhibitor vorlagen.

In der Arbeitsgruppe von I. Antes (WZ Weihenstephan der TUM) wird derzeit versucht,
die Bindung von Amythiamicin D (1d) und der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Hydroxymtehyl-Derivate AmyD-CH,OX (2) an EF-Tu in computerbasierten Simul-

ationsverfahren nachzuvollziehen.

Abbildung 20. Uberlagerung des Komplexes aus dem Re-Docking (dunkelgrau) mit der Kristallstruktur (hellgrau)
von EF-Tu(T#)-GDPNP-GE2270 A.”"
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1. Theoretischer Teil

Bisher ist es gelungen, in einem Re-Docking des Thiazolylpeptids GE2270 A mit
EF-Tu(Tt)-GDPNP und dem Vergleich mit den von A. Parmeggiani et al. publizierten
Daten die Zuverldssigkeit der Simulation zu belegen (Abbildung 20).
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1.6. Zusammenfassung und Ausblick

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Synthese von Hydroxy-
methyl-Derivaten, bezeichnet als AmyD-CH,OX (2), des natiirlichen Thiazolylpeptids
Amythiamicin D (1d), wie sie in Abbildung 21 verallgemeinert dargestellt sind.
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Ostfragmente (37) \i
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Abbildung 21. Das natiirliche Thiazolylpeptid Amythiamicin D (1d) und die hiervon abgeleiteten Hydroxy-
methyl-Derivate AmyD-CH,0X (2).

Eine Schliisselrolle spielte dabei die Verwendung neuartiger Ostfragmente (37). Zur
Synthese dieser neuartigen Ostfragmente (2) mit einem CH,OX-Substituenten kam eine
diastereoselektive Ellman-Addition zum Aufbau des mit * gekennzeichneten stereo-
genen Zentrums zum Tragen. Ausgehend von Ethylenglykol wurde das chirale Sulfin-

amid (Rs)-40 als Substrat fiir die Ellman-Addition durch eine dreistufige Sequenz in
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1. Theoretischer Teil

66% Ausbeute erhalten. Die Addition des Grignard-Organyls 64 fiihrte schlieBlich zu
den beiden Diastereomeren (Rs,S)-41 und (Rs,R)-41 (Schema 44).

1.) TBSCI OTBS
2.) Swern-Oxidation
OH 3.) (R)-(H,N)S(=0)tBu |

Os«.N
H 66% (3 Stufen) T® /S
OH /1\ Br—(;\
N™ “mgBr
Ethylenglykol (Rg)-40 (064)
93%, d.r. = 73/27

Y
/(/\ S OTBS
Br C_
N

Os.__NH
SR

A

(Rs,S)-41, anti-Ellman Produkt
(Rs,R)-41, Ellman-Produkt

Schema 44. Synthese des chiralen Sulfinamids (Rs)-40 und diastereoselektive Ellman-Addition.

Dabei entstand mit einem Diastereomerenverhiltnis von d.r. = 73/27 bevorzugt — und
den Erwartungen entsprechend — das anti-Ellman-Produkt. Die beiden Diastereomere
(Rs,5)-41 und (Rs,R)-41 konnten sdulenchromatographisch getrennt werden und fiihrten
nach Abspaltung des Auxiliars sowie TBS-Schiitzung der Hydroxygruppe zu den beiden

enantiomerenreinen Aminen ($)-43a und (R)-43a (Schema 45).

Br/</\s OTBS  , . e
N

Os..NH
=S

(Rs,S)-41 BfINj\; "

(Rs.R)-41 NH, TBSCI
(S)-42, 84%
(R)-42, 94% S OTBS
Br/@
N
NH,

(S)-43a, 81%
(R)-43a, 72%

Schema 45. Abspaltung des chiralen Auxiliars und TBS-Schiitzung fiihrte zu den Aminen (S)-43a und (R)-43a.
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1.6. Zusammenfassung und Ausblick

Die beiden Amine (5)-43a und (R)-43a wurden durch Kupplung mit Fmoc-geschiitztem
Glycin und anschlieBender Umsetzung mit Hexamethyldizinn in die jeweiligen
Stannane (S)-45a und (R)-45a {iberfithrt (Schema 46). Durch eine regioselektive
Stille-Kreuzkupplung mit 2,4-Dibromthiazol (48), gefolgt von der erneuten Stannyl-
ierung und Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin in DMF, gelangte man
schlieBlich in drei Stufen zu den beiden Ostfragmenten (S)-37a und (R)-37a.

1.) Fmoc-Gly-OH
S OTBS  2)MexSn /(\S OTBS
Br/</\/ )k 672 MesSn / _
N at. Pd(PPhs), N

NH, HN__O
(S)-43a (S)-45a, 77% \E

(R)-43a (R)-45a, 79% NHFmoc

BN Bre__N S OTBS
T A
S g N/KH
(48) HN._ _O
kat. Pd(PPha), \E
- (S)-46a, 86%

(R)-46a, 94%

NHFmoc

1.) MegSn,, kat. Pd(PPhg),
2.) Piperidin

MesSn.__N %s OTBS Me3Sn N%S OTBS
A\ A\
/ S, (R
T~ T
HN\EO HN\EO

NH, NH,
Ostfragment (S)-37a Ostfragment (R)-37a
94% (2 Stufen) 83% (2 Stufen)

Schema 46. Fertigstellung der beiden Ostfragmente (S)-37a und (R)-37a.

Die Gesamtausbeute der Synthese der beiden gezeigten Ostfragmente betrug, unter
Beriicksichtigung der sdulenchromatographischen Trennung der Diastereomere nach der

Ellman-Addition, jeweils 25% iiber elf Stufen. Die Synthese des dazu homologen
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1. Theoretischer Teil

BOM-substituierten Ostfragments begann ausgehend vom Aminoalkohol (§5)-42 mit der
O-Alkylierung durch BOMCI in einer dreistufigen Sequenz. Der so erhaltene
Ether ($)-43b wurde anschlieend in Analogie zu der in Schema 46 gezeigten Synthese
zum Ostfragment (5)-37b umgesetzt (Schema 47). Die Gesamtausbeute lag, ausgehend
von Ethylenglykol, bei 6.1% iiber 13 Stufen.

1.) Boc,O

s OH 2. BOMCI 1.) Fmoc-Gly-OH
4 : /S OBOM  2)MegSn,
Br/q/)\g) 3.) TFA Br’g/)\) kat. Pd(PPhs)
NH, 23% NH, 65%
(S)-42 (S)-43b

Br\[N
l \%Br
7 S OBOM S
Me38n/(N\/)\_) (48)

kat. Pd(PPhs),

HN.__O
98%
(S)-45b \E ° J

NHFmoc

BI’\EN\>/<\/N/)S\)OBOM

S :
HN\EO
1.) MegSn, (S)-46b NHFmoc
kat. Pd(PPhs),
2.) Piperidin
\

MesSn N %s OBOM
A\
Ty
HNTO

NH,
Ostfragment (S)-37b
70% (2 Stufen)

Schema 47. Fertigstellung des Ostfragments (S)-37b.

Die Ostfragmente (S5)-37a, (R)-37a und (5)-37b konnten jeweils nach Verseifung des
Ethylesters am literaturbekannten Trithiazolbaustein (S,5)-77 in einer durch DPPA ver-
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1.6. Zusammenfassung und Ausblick

mittelten Kondensation gekuppelt werden, was schlieBlich in guten Ausbeuten zu den

Cyclisierungsvorldufern 78a, epi-78a und 78b fiihrte (Schema 48).

1.)1 M LiOH
2.) DPPA, iProNEt

MesSn \ENS\ >_/(/N\/)S\JX

O HN.__O
Ostfragmente \ENH
(S)-37a 2
(R)-37a
(S)-37b

78a: » = (S), X = TBS, 63%; epi-78a: » = (R), X =TBS, 79%
78b: « = (S), X = BOM, 54%

Schema 48. Verseifung des Ethylesters von (S,5)-77 und Kupplung mit den Ostfragmenten (S)-37a, (R)-37a und
(8)-37b.

Die intramolekulare Stille-Kreuzkupplung, als letzter Schliisselschritt der jeweiligen In-

hibitorsynthese, gelang in allen drei Fillen ebenfalls mit guten Ausbeuten (Schema 49).
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1. Theoretischer Teil

Die Uberfiihrung der so erhaltenen Makrocyclen 79a, epi-79a und 79b in das Thiazolyl-
peptid AmyD-CH,OH (2a), in dessen C27-Epimer epi-AmyD-CH,0H (epi-2a) sowie in
den homologen Ether AmyD-CH,OBOM (2b) gelang durch die saure Spaltung des
tert-Butylesters unter gegebenenfalls gleichzeitiger Entschiitzung des Silylethers sowie

abschlieender Methylierung der freien Carbonsdure mit Trimethylsilyldiazomethan.

(0]
/_Q\\OtBu
0]

Me3Sn

wn

\

z

\
1

Q
o
c

78a
epi-78a

78b 3&

kat. PA(PPhs), J/g

79a: 64%
epi-79a: 62%
79b: 52%

1.) TFA®
2.) TMSCHN,

2a: » = (S), X = H, 52%
epi-2a: » = (R), X = H, 92%
2b: « = (S), X = BOM, 60%

Schema 49. Fertigstellung der neuartigen Thiazolylpeptide AmyD-CH,0H (2a), epi-AmyD-CH,0H (epi-2a) und
AmyD-CH,0BOM (2b); “ Bei epi-79a zusitzlich Zugabe von HF-PyH.

Die Gesamtausbeuten der Synthese der neuen EF-Tu Inhibitoren lagen, ausgehend von

Boc-Asp(OBn)-OH als Baustein fiir Ring E (vgl. Schema 15, S. 28) bei 1.8% fiir 2a, bei
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1.6. Zusammenfassung und Ausblick

3.8% fiir epi-2a sowie bei 1.4% fiir 2b iiber jeweils 16 Stufen in der langsten linearen

Sequenz.

Bei der Ermittlung der in-vivo-Aktivititen der drei synthetisierten Thiazolylpeptide
zeigte das Derivat mit der natiirlichen (§)-Konfiguration AmyD-CH,OH (2a) eine
ausgepragte Wirksamkeit gegen Gram-positive Erreger (Kooperation mit AG Sieber).
Unter ihnen war auch der Methicillin-resistente und Vancomycin-intermedidr-resistente

Stamm S. aureus Mu50 (MRSA/VISA, vgl. Tabelle 5).

Obgleich es naheliegend war, dass die Aktivitit von AmyD-CH,OH (2a) auf die
Inhibierung des Elongationsfaktors Tu (EF-Tu) zuriickzufiihren ist, gestaltete sich der
Beweis dieses Mechanismus zunichst schwierig. Versuche, die Bindung an EF-Tu
durch einen Bandenshift bei der nativen Polyacrylamidgelelektrophorese (N-PAGE)
oder durch unterschiedliche Geschwindigkeiten beim Trypsin-Verdau zu belegen,
waren nicht erfolgreich. Bei der Kristallisation von EF-Tu(7%)-GDPNP wurden auch in
Anwesenheit eines groBen Uberschusses an 2a nur inhibitorfreie Proteinkristalle er-
halten (Kooperation mit AG Groll). Erst durch einen Translations-Assay gelang es
schlieBlich, die Inhibierung der Translation (Abbildung 22) und spiter, in einem
Rescue-Experiment, auch die Beteiligung von EF-Tu nachzuweisen (Kooperation mit

AG Wilson).
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Abbildung 22. Translationshemmung durch Amythiamicin D (1d, ) und AmyD-CH,OH (2a,e) im Vergleich:
AmyD-CH,O0H (2a) zeigt eine deutlich stérkere Inhibierung.
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Das Hydroxymethyl-Derivat AmyD-CH,OH (2a) zeigte hier eine deutlich stédrkere
Translationshemmung als sein natiirliches Vorbild Amythiamicin D (1d). Die Ergeb-
nisse des Translations-Assays deuten zusammen mit den wesentlich hoheren
MIC-Werten der iibrigen Naturstoffderivate darauf hin, dass dem neu eingefiihrten
CH,OX-Substituenten eine entscheidende Rolle zukommt, moglicherweise ist die
Hydroxygruppe, dhnlich wie im Fall von GE2270 A, in der Lage, eine Wasserstoff-
briickenbindung mit Asp216 einzugehen (vgl. Abbildung 9).

Diese These konnte durch ein Kontrollexperiment, beispielsweise mit einer D?'°G- oder
D*'®A-Mutante von EF-Tu, weiter gestiitzt werden. Bei Versuchen einen Gelshift zu
beobachten, konnte durch Zusatz von aminoacylierter transfer-RNA (aaRNA) neben
einem deutlicheren Bandenshift gleichzeitig auch gezeigt werden, dass die aaRNA —
wie vermutet — nicht in der Lage ist, an den Komplex EF-Tu*GDPNP-AmyD-CH,OH

zu binden.

Mit Hilfe computerbasierter Dockingstudien konnte es zudem gelingen, ein detaillier-
teres Bild iiber die Bindung des neuen Inhibitors AmyD-CH,OH (2a) an EF-Tu zu
erhalten (Kooperation mit AG Antes). Die Plausibilitit der Simulationsversuche
konnten anhand eines Re-Dockings des bereits gut charakterisierten Thiazolylpeptids

GE2270 A an EF-Tu(7Tt)-GDPNP eindeutig belegt werden.
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2. EXPERIMENTELLER TEIL

2.1. Vorbemerkungen

2.1.1. Allgemeine Arbeitstechniken

Alle Versuche bei tiefen Temperaturen oder mit sauerstoff- oder feuchtigkeits-
empfindlichen Reagenzien, wurden in ausgeheizten Glasapparaturen in einer sauerstoff-
freien und trockenen Inertgasatmosphire (Argon 4.8, Westfalen AG) durchgefiihrt. Die
Glasapparaturen wurden hierzu im Olpumpenvakuum mit einem HeiBluftgeblise
ausgeheizt und nach dem Abkiihlen mit Argon befiillt. Wihrend den Reaktionen wurde
standig ein Uberdruck an Inertgas aufrechterhalten. Kaniilen wurden vor Gebrauch mit
Argon gespiilt. Die bei Arbeiten im Vakuum angegebenen Driicke entsprechen den
Enddriicken der verwendeten Pumpen und wurden nicht um den in den
Vakuumleitungen auftretenden Druckverlust korrigiert. Sofern nicht anderweitig
vermerkt, wurden Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei maximalem Unterdruck
(~ 10 mbar) und 40 °C Badtemperatur sowie LoOsungsmittelreste im Hochvakuum

(< 0.1 mbar) entfernt.

2.1.2. Losungsmittel und Reagenzien

Losungsmittel und Reagenzien fiir den Einsatz in feuchtigkeitsempfindlichen

Reaktionen wurden wie folgt eingesetzt:

= Acetonitril: Acros Organics, Extra Dry, 99.9% iiber Molekularsieb, < 0.005%
H,0.

= Dichlormethan: Merck Emsure®, p-a., 99.8%, <0.03% H,0O, Entnahme iiber
Losungsmitteltrocknungsanlage SPS-800 von M. Braun, Séaule: 2 x MB-KOL-A.

= Diethylether: Merck Emsure®, p-a., 99.7%, <0.03% H,0, Entnahme iiber
Losungsmitteltrocknungsanlage SPS-800 von M. Braun, Séaule: 1 x MB-KOL-A,
1 x MB-KOL-M Typ 2.

* Dimethylsulfoxid: Sigma-Aldrich, puriss., 99.5% iiber Molekularsieb, < 0.01%
H,O0.
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2. Experimenteller Teil

= Lawesson-Reagenz: Acros Organics, 99%, Umkristallisiert aus Toluol.

=  Methanol: Acros Organics, Extra Dry, 99.8% iiber Molekularsieb, < 0.005%
H,O0.

* N,N-Diisopropylethylamin: Sigma-Aldrich, purum, 99.5%, Destillation iiber
Kaliumhydroxid.

= N,N-Dimethylacetamid: Sigma-Aldrich, puriss., 99.5% iiber Molekularsieb,
< 0.01% H»O.

* N,N-Dimethylformamid: Sigma-Aldrich, puriss., 99.5% {iiber Molekularsieb,
< 0.01% HO.

»  Pyridin: Acros Organics, Extra Dry, 99.5% iiber Molekularsieb, < 0.005% HO.

= Tetrahydrofuran: Merck Emsure®, p-a., 99.8%, < 0.03% H,0, Entnahme iiber
Losungsmitteltrocknungsanlage SPS-800 von M. Braun, Siule: 2 x MB-KOL-M
Typ 2.

»  Toluol: Acros Organics, Extra Dry, 99.8% iiber Molekularsieb, < 0.005% H,O.

* Triethylamin: VWR Prolabo®, Technical Grade, 99%, Destillation iiber Kalium-
hydroxid.

Losungsmittel fiir die Flash- und Diinnschichtchromatographie sowie fiir den Einsatz in
feuchtigkeitsunempfindlichen Reaktionen (Aceton, tert-Butanol, Chloroform, Dichlor-
methan, Diethylether, Essigsidureethylester, Ethanol, Methanol, n-Pentan und Toluol)
wurden nach einfacher Destillation verwendet. Bei gesittigten Losungen und MaB-
16sungen handelt es sich, falls nicht anders vermerkt, um wissrige Losungen. Der
Gehalt metallorganischer Reagenzien wurde unmittelbar vor Gebrauch durch Titration
gegen (—)-Menthol mit 1,10-Phenanthrolin als Indikator bestimmt. Die Messung von

pH-Werten erfolgte mittels pH-Papier (pH = 1-14) der Firma Merck.

2.1.3. Reinigungsmethoden und analytische Geriite
= Kieselgelchromatographie

Qualitative Diinnschichtchromatogramme wurden auf Fertigplatten (Glas) der Firma
Merck (0.25 mm Kieselgel 60, F254) aufgenommen. Der Nachweis erfolgte durch
Fluoreszenzdetektion im UV-Licht (A = 254 nm) oder durch Eintauchen in eine Firbe-

16sung sowie anschlieBende Warmebehandlung bei 150-200 °C.
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2.1. Vorbemerkungen

= CAM-Fiarbereagenz: 2.00 g Ce(SO4)2, 50.0g (NH4)>Mo00O4, 50.0 mL konz.
H,S0O,4, 300 mL H,O.

=  KMnOg4-Férbereagenz: 3.00 g KMnOy, 20.0 g K,COs3, 5.00 mL 5%-ige NaOH,
300 mL H»O.

Zur Flash-Chromatographie wurde Kieselgel der KorngroBe 40-63 um (Si 60) von
Merck verwendet. Sowohl die Fiillhohe als auch der Durchmesser der verwendeten
Sdulen wurden in Anlehnung an die von W. C. Still et al. beschriebenen Empfehlungen
gewihlt.”” Die verwendeten Losungsmittel wurden zuvor einfach destilliert. Das

benutzte Eluentenverhiltnis ist bei den jeweiligen Vorschriften angegeben.
=  Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Bei den analytischen Systemen wurde eine P580-A Pumpe, ein STH-585 Séulenofen,
ein ASI-100 Probengeber sowie ein UVD340-U Diodenfelddetektor von Dionex
verwendet. Bei den priparativen Systemen wurden eine P580-P Pumpe sowie ein
UVD-170-S Detektor ebenfalls der Firma Dionex eingesetzt. Die Datenverarbeitung
erfolgte in beiden Féllen mittels der Software Chromeleon von Phenomenex.

Bei der Umkehr-Phasen Chromatographie (RP) wurde als stationdre Phase AD-RH der
Firma Daicel oder ODS-A Material von YMC in einer Sdule der Dimension
250 x 4.6 mm fiir analytische Proben und 250 x 20 mm fiir prédparative Proben
verwendet. Fiir chirale analytische HPLC-Trennungen wurden als stationidre Phase die
Daicel Chiralcell OD (250 x 4.6 mm) oder die Daicel Chiralpak AD-H (250 x 4.6 mm)
der Firma Daicel verwendet. Als Vorsdule diente im analytischen Bereich Purospher
STAR Material der Firma VWR (30 x 21.2 mm). Alle verwendeten Materialien hatten
eine Korngrofe von 5 um. Als mobile Phase dienten Gemische aus Acetonitril und
Wasser oder Methanol und Wasser. Losungsmittelverhiltnisse, Gradienten und Durch-

flussraten sind bei den jeweiligen Versuchsbeschreibungen angegeben.
* Drehwerte

Spezifische optische Rotationen wurden mit einem Polarimeter 241 MC von Perkin-

Elmer in einer 1 dm Kiivette bei A = 589 nm (Na-D-Linie) bei 20 °C gemessen. Die
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Angabe der Drehwerte erfolgt in 10" grad cm® g, wobei die Konzentration c

definitionsgemif in g/100 mL Losung angegeben ist.
*  Schmelzpunkte

Schmelzpunkte von Feststoffen wurden mit einer Apparatur nach Thiele, Modell 510

der Firma Biichi, gemessen und sind nicht korrigiert.
= IR-Spektroskopie

Die Aufnahme von IR-Spektren erfolgte mit einem IR-4100 Spektrometer von JASCO
direkt in Substanz im Totalreflexionsverfahren (ATR). Die Intensititen werden mit
folgenden Abkiirzungen bezeichnet: w (schwach), m (mittel), s (stark), vs (sehr stark), b

(breit).
= Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Kernresonanzspektren wurden an den Gerdten AV-250, AV-360, AV-500 und
AV-500cr von Bruker bei 300 K aufgenommen. Wurde bei einer anderen Temperatur
gemessen, so wird dies explizit beim jeweiligen Spektrum vermerkt. Die chemischen
Verschiebungen sind in o-Werten (ppm) angegeben und beziehen sich auf die
Restprotonensignale des verwendeten Losungsmittels, z.B. Chloroform-d,;
8 =7.26 ppm. In >C-NMR-Spektren dienen die deuteriumgekoppelten Multipletts der
Losungsmittel als Referenz. Bei der Zuordnung der Signale und fiir die
Signalmultiplizititen wurden die folgenden Abkiirzungen verwendet: s — Singulett, d —
Dublett, t — Triplett, q — Quartett, m — Multiplett, m. — zentriertes Multiplett, br. — breit,
virt. — virtuell. Bei zufilliger Aquivalenz der Kopplungskonstanten nichtiquivalenter
Protonen wurde das Kopplungsmuster nach den Regeln fiir Spektren 1. Ordnung
zugeordnet. Die angegebenen Kopplungskonstanten J sind als Mittelwerte der
experimentell gefundenen Werte angegeben. Zur Charakterisierung sdamtlicher neuer
Verbindungen wurden neben den Standard-NMR-Messungen auch DEPT-, HMQC-,
HMBC- sowie 'H-'H-COSY- Experimente durchgefiihrt.

Zur Aufnahme von NMR-Spektren von Stannanen wurde Chloroform-d; zuvor iiber

basischem Aluminiumoxid filtriert.
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=  Massenspektrometrische Analysen (MS, HRMS)

Massenspektren (MS) und hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit
ElektronenstoB-Ionisation (EI, 70 eV) oder mit Elektrospray-Ionisation (ESI) durch-
gefiihrt. Fiir EI-Messungen wurde entweder ein MAT 8200 Geridt der Firma Finnigan
oder ein massenselektiver Detektor MSD 5973 der Firma Agilent Technologies
verwendet. Fiir ESI-Messungen kam entweder ein LCQ classic Gerdt der Firma

Finnigan oder ein LTQ Orbitrap XL Gerét von Thermo Scientific zur Verwendung.

=  Mikrowelle

Bei allen Reaktionen, die in der Mikrowelle durchgefiihrt wurden, kam ein Gerit des
Typs Mars X von CEM zum Einsatz. Die Geriteparameter sind bei den jeweiligen
Vorschriften zu finden. Alle Reaktionen wurden unter Verwendung eines Magnet-
rithrfischs durchgefiihrt, die Temperaturkontrolle erfolgte aus diesem Grund in einem

separaten Kontrollreaktor.

77



2. Experimenteller Teil

78



2.2. Vorschriften und Daten

2.2. Vorschriften und Daten

2.2.1. Pyridinkern (Ring A)

* 3-Amino-2,6-dibrompyridin (49)

NBS Br
| NN (MeCN), RT, 16 h 5| NN
4 39% AN = Br
NH, NH,
C5H6N2 C5H4BF2N2
94.11 251.91
3-Aminopyridin 49

Zu einer Losung von 1.96 g (20.8 mmol) 3-Aminopyridin in Acetonitril (100 mL) gab
man 7.40 g N-Bromsuccinimid (41.6 mmol, 2.0 Aq.) und lieR anschlieBend iiber Nacht
bei 45 °C rithren. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Riickstand in CH,Cl, (50 mL) aufgenommen und auf Kieselgel aufgezogen. Reinigung
mittels Flashchromatographie (P/EtOAc =4:1, 8 x 15 cm) lieferte 2.02 g (8.01 mmol,
39%) des Aminopyridins 49 als orange-gelben Feststoff.

DC: Ry = 0.25 (P/EtOAc = 4:1), [UV].

'"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): & (ppm) = 4.14 (br. s, 2 H, NH,), 6.90 (d, °J = 8.2 Hz,
1 H, 5-H), 7.21 (d, °J = 8.2 Hz, 1 H, 4-H).

BC-NMR (CDCl;, 60 MHz): § (ppm) = 124.3 (d, C5), 126.4 (s, C6), 127.3 (s, C2),
127.5 (d, C4), 140.9 (s, C3).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[’!!
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2. Experimenteller Teil

= 2,6-Dibrom-3-iodpyridin (35)

Br NaNO,: K Br
| N (6 M H,SO,4), 0 °C, 30 min 5 | NN
= Br 82% NP Br
NH, I
C5H4Br2N2 C5HzBr2|N
251.91 362.79
49 35

Eine Losung von 1.25 g (4.96 mmol) des Aminopyridins 49 in 6 M H,SO4 (10 mL)
wurde auf 0 °C abgekiihlt und tropfenweise mit einer Losung von 0.51 g (7.44 mmol,
1.5 Aq.) NaNO, in Wasser (2 mL) versetzt. Man riihrte 20 min und versetzte das
Gemisch anschliefend mit einer Lésung von 1.65 g (9.92 mmol, 2.0 Aq.) KI in Wasser
(2 mL). Nach beendeter Zugabe lie man innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur
erwirmen, gab K,CO; bis zur alkalischen Reaktion zu und extrahierte mit EtOAc
(3 x 50 mL). Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber Na,SOy, Filtration und
Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck lieferte das Rohprodukt als
braunen Feststoff. Nach sédulenchromatographischer Reinigung (P/EtOAc =40:1,
4 x 15 cm) erhielt man 1.47 g (4.05 mmol, 82%) der Titelverbindung 35 als blassgelben
Feststoff.

DC: R;=0.35 (P/EtOAc = 40:1), [UV].

'"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): & (ppm) = 7.18 (d, °J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.89 (d, °J =
8.1 Hz, 1 H, 4-H).

BC-NMR (CDCl3, 60 MHz): § (ppm) = 98.0 (s, C3), 128.0 (d, C5), 139.9 (s, C2), 147.3
(s, C6), 149.7 (d, C4).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
ein.’®"
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2.2. Vorschriften und Daten

2.2.2. Siidfragment (Ringe D-F)

= (8)-tert-Butyl-(1-amino-3-methyl-1-oxobutan-2-yl)carbamat [(S)-50]

NHBoc NMM, IBC; NH; NHBoc
‘\\K{(OH (THF), 20 °C = RT, 16 h Kf( NH,
ﬁ o) 94 % W o)
C1oH19NO,4 C1oH20N203
217.26 216.28
(S)-Boc-Val-OH (S)-50

Eine Losung von 5.49 g (25.3 mmol) (S)-Boc-Val-OH in THF (60 mL) wurde bei
—20 °C tropfenweise zunichst mit 3.06 mL (2.81 g, 27.8 mmol, 1.1 Aq.) N-Methylmor-
pholin und anschlieBend mit 3.47 mL (3.63 g, 26.6 mmol, 1.05 Aq.) iso-Butylchlor-
formiat versetzt. Die entstandene weille Suspension wurde 15 min bei —20 °C geriihrt
und anschlieBend mit 5.68 mL (5.17 g, 75.9 mmol, 3.0 Aq., 25%) wiss. NH3-Losung
versetzt. Man lief iiber Nacht auf Raumtemperatur erwérmen, engte die
Reaktionslosung unter vermindertem Druck ein und nahm den Riickstand in EtOAc
(300 mL) und Wasser (100 mL) auf. Die Phasen wurden getrennt, die organische Phase
mit ges. NaHCOs-Losung (1 x 100 mL) sowie ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL)
gewaschen und iiber MgSQO, getrocknet. Nach dem Abfiltrieren vom Trockenmittel und

Entfernen des LoOsungsmittels unter vermindertem Druck erhielt man 5.15¢g

(23.8 mmol, 94%) des Amids (S)-50 als weillen Feststoff.

DC: Ry =0.20 (P/EtOAc = 1:1), [CAM].

Spezifische Rotation: [ot],”° = —5.2 (¢ = 1.02 in CHCl;).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): § (ppm) = 0.94 [d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CHs),], 0.99 [d,
3J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CH5),], 1.44 [s, 9 H, C(CH3)3], 2.15 [m,, 1 H, CH(CH3),], 3.97

(m., 1 H, CHNH), 5.07 (d, *J=5.2Hz, 1 H, NH), 5.58 [br. s, 1 H, C(=O)NHH], 6.02
(br. s, 1 H, C(=O)NHH).
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2. Experimenteller Teil

BC-NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm) = 17.7 [q, CH(CH3),], 19.3 [q, CH(CH3),], 28.3
[q, C(CH3)3], 30.7 [d, CH(CH3),], 59.4 (d, CHNH), 79.9 [s, C(CH3)3], 155.9 (s, C=0),
174.1 [s, C(=0)NH,].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.”?!
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2.2. Vorschriften und Daten

= (S)-tert-Butyl-(1-amino-3-methyl-1-thioxobutan-2-yl)carbamat [(S)-51]

NHBoc Lawesson-Reagenz NHBoc
WH( NH, (THF), RT, 18 h _ ﬁkﬁ NH,
o 70 % S
C10H20N203 C10H20N20,.S
216.28 232.34
(S)-50 (S)-51

15.0 g (69.4 mmol) des Amids (5)-50 wurden in THF (350 mL) gelost, mit 14.0 g
(34.7 mmol, 0.5 Aq.) Lawesson-Reagenz versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in
Et,0 (300 mL) aufgenommen und mit ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen. Man
trocknete iiber Na,SOy, filtrierte vom Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer. Es wurde mittels Flashchromatographie (P/Et,O =
10:1 = 1:1, 8 x 25 cm) gereinigt, was 11.3 g (48.6 mmol, 70%) des Thioamids (S)-51

als farblosen Feststoff lieferte.

DC: R;=0.30 (P/Et,O = 1:1), [CAM].

Spezifische Rotation: [o]*° = —44.0 (¢ = 0.96 in CHCls).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = 0.95-1.01 [m, 6 H, CH(CH3),], 1.43 [s, 9 H,
C(CH3)3], 2.22 [m., 1 H, CH(CH3),], 4.17 (m., 1 H, CHNH), 5.24 (br. d, °J = 6.0 Hz,
1 H, NH), 7.59 [br. s, 1 H, C(=S)NHH], 7.90 (br. s, 1 H, C(=S)NHH).

BC-NMR (CDCls, 91 MHz): § (ppm) = 18.2 [q, CH(CH3),], 19.5 [q, CH(CH3),], 28.3
[q, C(CH3)3], 33.3 [d, CH(CH3),], 65.2 (d, CHNH), 80.2 [s, C(CH3)s], 155.9 (s, C=0),
209.4 (s, C=S).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.””!
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2. Experimenteller Teil

= (5)-2-(1-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-2-methylpropyl)thiazol-4-carbonséiu-
reethylester [(S)-52]

KHCO3, BrCHQCOC02Et,
TFAA, PyH, NEt;

NHBoc DME), —20 °C, 16 h NHBoc
W‘\\\\%‘r NH2 ( ), B , - ﬁ\\\\\K(/N OEt
D
S S0% sﬂo
C1oH20N20,S C15H24N204S
232.34 328.43
(S)-51 (S)-52

Zu einer Suspension aus 7.65 g (32.9 mmol) Thioamid (§)-51 und 26.3 g (263 mmol,
8.0Aq.) KHCO; in trockenem DME (220 mL) tropfte man 124 mL (19.2g,
98.7 mmol, 3.0 Aq.) Ethylbrompyruvat bei —20°C zu und lieB 24 h bei dieser
Temperatur rithren. Zu der kalten Reaktionsmischung tropfte man eine Losung aus
23.8 mL (23.4 g, 296 mmol, 9.0 Aq.) Pyridin und 18.3 mL (27.7 g, 132 mmol, 4.0 Aq.)
TFAA in trockenem DME (20 mL) und lie fiir weitere 2 h rithren. Anschliefend
versetzte man das Reaktionsgemisch mit 36.4 mL (26.6 g, 263 mmol, 8.0 Aq.) NEt;,
lieB die Mischung auf Raumtemperatur erwidrmen, entfernte das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer und nahm den Riickstand in EtOAc (400 mL) auf. Es wurde mit
ges. NH4CI-Losung (1 x 250 mL), ges. NaHCO3-Losung (1 x 250 mL) und ges. NaCl-
Losung (1 x 250 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losungs-
mittel am Rotationsverdampfer entfernt. Man reinigte sdulenchromatographisch
(5 x 20 cm, P/EtOAc = 6:1 = 3:1), was 5.42 g (16.5 mmol, 50%) des Thiazols (S)-52
als blassgelben Feststoff lieferte.

DC: R;=0.20 (P/EtOAc = 6:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o],”° = —38.0 (¢ = 1.04 in CHCLs).

'H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = 0.89 [d, >/ = 6.9 Hz, 3 H, CH(CH3),], 0.97 [d,
3J=6.8Hz, 3H, CH(CH3)l, 1.39 (t, *J=7.1Hz, 3H, OCH,CH;), 143 [s, 9 H,
C(CHs)s], 2.43 [me, 1 H, CH(CH;),], 4.40 (q, *J=7.1 Hz, 2 H, OCH,CH3), 4.89 (m.,
1 H, CHNH), 5.28 (br. d, J = 7.8 Hz, 1 H, NH), 8.06 (s, 1 H, D: 5-H).
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2.2. Vorschriften und Daten

BC.NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm) = 14.3 (q, OCH,CH3), 17.2 [q, CH(CH;),], 19.4
[q, CH(CHs),], 28.3 [q, C(CH3)s], 33.3 [d, CH(CHs)], 58.0 (d, CHNH), 61.4 (i,
OCH,CH3), 80.1 [s, C(CH3)3], 126.7 (d, D: C5), 147.7 (s, D: C4), 155.4 [s, C(=0)NH],
161.3 [s, C(=0)OEt], 173.2 (s, D: C2).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein. [
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2. Experimenteller Teil

"  (5)-2-(1-Amino-2-methylpropyl)thiazol-4-carbonsiuremethylester [(S)-53]

NHBoc TFA NH,
OEt  (CHxCl), RT, 3h

C15H24N204S C10H16N202S
328.43 228.31
(S)-52 (S)-53

Eine Losung von 2.02 g (6.15 mmol) des Thiazols (§)-52 in CH,Cl, (40 mL) versetzte
man mit Trifluoressigsdure (8 mL) und lieB 3 h bei Raumtemperatur rithren. Die
Reaktionslosung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand in CHCl;
(50 mL) aufgenommen. Nach dem Waschen mit ges. NaHCO;-Losung (2 x 50 mL)
wurde die wissrige Phase nochmals mit CHCls (2 x 50 mL) extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO4 getrocknet. Es wurde vom Trockenmittel
abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhielt 1.40 g
(6.15 mmol, quant.) des Amins (S)-53 als blassgelbes Ol, das ohne weitere Reinigung in

der Peptidkupplung zum Dithiazol (S,5)-60 eingesetzt wurde.

DC: Ry = 0.00 (P/EtOAc = 6:1), [UV].

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = 0.94 [d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CH3),], 1.00 [d,
3J=6.8 Hz, 3H, CH(CH:),], 1.40 (t, *J=7.2Hz, 3 H, OCH,CH3), 2.31 [m,, 1H,
CH(CH3),], 4.24 (m., 1 H, CHNH), 4.41 (q, °J =7.2 Hz, 2 H, OCH,CHj3), 8.11 (s, 1 H,
D: 5-H).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[™
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2.2. Vorschriften und Daten

= 2-Aminothiazol-4-carbonsiureethylester Hydrobromid (57)

HzN'HBI’
(@) Br (HzN)ZC=S N /F S
100°C, 1h —
EtO S EtO

o) 91% o)

C5H7BTO3 CGHgNonS'HBr

195.01 253.12

Ethylbrompyruvat 57

1.68 g (22.1 mmol, 1.05 Aq.) Thioharnstoff wurden zusammen mit 2.94 mL (4.56 g,
4.10 g, 21.0 mmol) Ethylbrompyruvat fiir 1 h auf 100 °C erhitzt. Man lief} anschlie3end
auf Raumtemperatur abkiihlen, versetzte mit kaltem Aceton (3 x 10 mL) und
dekantierte vom Feststoff ab. Trocknen im Hochvakuum lieferte 4.83 g (19.1 mmol,

91%) des Ammoniumsalzes 57 als weillen Feststoff.

DC: R; = 0.00 (P/EtOAc =4:1), [UV].

Smp.: 181 °C.

"H-NMR (DMSO-ds, 250 MHz): 8 (ppm) = 1.28 (t, °J =7.1 Hz, 3 H, OCH,CH), 4.27
(q,°J =7.1 Hz, 2 H, OCH,CH3), 7.64 (s, 1 H, F: 5-H).

BC.NMR (DMSO-ds, 63 MHz): & (ppm) = 14.0 (g, OCH,CH3), 61.3 (t, OCH,CHs),
117.5 (d, F: C5), 134.2 (s, F: C2), 158.4 (s, F: C4), 169.1 (s, C=0).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[”!
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= 2-Jodthiazol-4-carbonsiureethylester (58)

H2N‘HBI’ )\
N7 s tBUONO, CHyl, N
= (THF), 0 °C - RT, 30 min =
EtO > EtO
5 75% O
CeHgN,0,S-HBr CeHgINO,S
253.12 283.09
57 58

6.81 g (26.9 mmol) des Ammoniumsalzes 57 wurden in CH,Cl, (200 mL) aufge-
nommen und mit ges. NaHCOs-Losung (3 x 100 mL) gewaschen. Die organische Phase
wurde iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Man nahm den Riickstand in THF (50 mL) auf, kiihlte auf O °C und
versetzte nacheinander tropfenweise mit 10.9mL (362 g, 135mmol, 5.0 Aq.)
Diiodmethan und 12.8 mL (11.1 g, 108 mmol, 4.0 Aq.) tert-Butylnitrit. Nach beendeter
Zugabe lief man innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur erwidrmen, entfernte das
Losungsmittel und nahm den Riickstand in EtOAc (300 mL) auf. Nach dem Waschen
mit ges. NaHCO;-Losung (1 x 200 mL) und ges. NaCl-Losung (1 x 200 mL) trocknete
man iiber Na,SQ,, filtrierte ab und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem
Druck. Sidulenchromatographische Reinigung (P/EtOAc = 4:1, 10 x 25 cm) des Rohpro-
dukts lieferte 5.72 g (20.2 mmol, 75%) des lodthiazolesters 58 als blassgelben Feststoff.

DC: Ry = 0.35 (P/EtOAc = 4:1), [UV].

Smp.: 87 °C.

"H-NMR (CDCls, 250 MHz): & (ppm) = 1.36 (t, °J = 7.1 Hz, 3 H, OCH,CH3), 4.39 (q,
3J7=7.1 Hz, 2 H, OCH,CH3), 8.11 (s, 1 H, F: 5-H).

BC-NMR (CDCl;3, 63 MHz): § (ppm) = 14.2 (q, OCH,CH3), 61.7 (t, OCH,CH3), 101.2
(s, F: C2), 133.3 (d, F: C5), 149.2 (s, F: C4), 159.7 (s, C=0).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
ein.’®"
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2.2. Vorschriften und Daten

= 2-Jodthiazol-4-carbonsiure (59)

A

N K,COs NS
— (MeOH/H,0), RT, 3 h —
EtO = HO
5 98% 5
CeHeINO,S C4H,INO,S
283.09 255.03
58 59

Zu einer Losung von 1.86 g (6.57 mmol) des lodthiazolesters 58 in MeOH (20 mL) und
dest. Wasser (5 mL) gab man 9.08 g (65.7 mmol, 10 Aq.) K,CO3 und lieB 3 h bei
Raumtemperatur rithren. Man versetzte mit dest. Wasser (20 mL), extrahierte mit
CH,Cl; (1 x 20 mL) und versetzte die wissrige Phase mit 3 N HCI bis zum Erreichen
von pH 3. Man extrahierte mit einem CH,Cl,/THF-Gemisch (8:1, 5 x 50 mL), trocknete
iiber Na,SO; und filtrierte vom Trockenmittel ab. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das erhaltene Produkt im Hochvakuum
getrocknet. Man erhielt 1.64 g (6.44 mmol, 98%) der Thiazolcarbonsidure 59 als farb-

losen Feststoff.
DC: Ry = 0.00-0.05 (P/EtOAc = 4:1), [UV].
Smp.: 180 °C (Zersetzung).

"H-NMR (DMSO-ds, 360 MHz): & (ppm) = 8.11 (s, 1 H, F: 5-H), 13.1 [br. s, 1 H,
C(=O)OH].

BC-NMR (DMSO-ds, 91 MHz): § (ppm) = 106.1 (s, F: C2), 134.6 (d, F: C5), 149.3 (s,
F: C4), 160.7 (s, C=0).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
ein.7%!
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2. Experimenteller Teil

= (5)-3-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-4-(((2S,3R)-3-hydroxy-1-methoxy-1-

oxobutan-2-yl)amino)-4-oxobuttersiurebenzylester [(S,S,R)-54]

(S,R)-H-Thr-OMe-HClI

BocHN on  HBTU HOBEH,O, NEty BochiN o 0
* (DMF), —25 °C = RT,14 h 2. " >OMe
o) > /R o
BnO~ O quant. BnO”~ ~O OH
C16H21NOg C21H3oN20g
323.34 438.47
(S)-Boc-Asp(OBn)-OH (S,S,R)-54

Eine Losung von 17.5 g (54.1 mmol) (S)-Boc-Asp(OBn)-OH und 11.0 g (64.9 mmol,
1.2 Aq.) (S,R)-H-Thr-OMe-HCI in DMF (250 mL) wurde bei —25°C mit 24.6 g
(64.9 mmol, 1.2 Aq.) HBTU und 9.90 g (64.9 mmol, 1.2 Aq.) HOBt-H,O versetzt.
AnschlieBend fiigte man 26.2 mL (19.1 g, 189 mmol, 3.5 Aq.) NEt; innerhalb von 1 h
tropfenweise hinzu und lie die Reaktionslosung iiber Nacht auftauen. Das Losungs-
mittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in EtOAc (400 mL)
aufgenommen. Nach dem Waschen mit ges. NH4Cl-Losung (1 x 300 mL), ges.
NaHCOs-Losung (1 x 300 mL), dest. Wasser (1 x 300 mL) und ges. NaCl-Losung
(1 x 300 mL) trocknete man iiber Na,SO4 und filtrierte vom Trockenmittel ab. Einengen
am Rotationsverdampfer und Trocknen im Hochvakuum lieferte 23.7 g (54.1 mmol,

quant.) des Dipeptids (S,S,R)-54 als farblosen Schaum.

DC: Ry = 0.20 (P/EtOAc = 1:1), [KMnOy4].

Spezifische Rotation: [ot],”° = —18.9 (¢ = 1.10 in MeCN).

'"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): & (ppm) = 1.19 [t, °J = 6.4 Hz, 3 H, CH(OH)CH], 1.45
[s, 9H, OC(CHs);], 2.52 (br. d, *J=5.4Hz, 1H, OH), 2.78 [dd, *J=17.1 Hz,
’J=58Hz, 1H, CHHC(=0)OBn], 3.06 [dd, */=17.1Hz, *J=49Hz, 1H,
CHHC(=0)OBn], 3.74 [s, 3 H, C(=0)OCHjs], 4.29-4.35 [m, 1 H, CH(OH)CHj3], 4.54-
4.59 (m, 2 H, CHCH, u. CHCO,Me], 5.13 (d, 2J=12.2 Hz, 1 H, CHHPh), 5.14 (d,
J=12.2Hz, 1 H, CHHPh), 5.71 (d, *J=8.4Hz, 1 H, NH), 7.21 (d, °J=9.0 Hz, 1 H,
NH), 7.30-7.36 (m, 5 H, Ph).
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2.2. Vorschriften und Daten

BC-NMR (CDCls, 63 MHz): & (ppm) = 19.8 [q, CH(OH)CHj3], 28.2 [q, OC(CH3)s],
36.2 (t, CHCH,), 50.8 [q, C(=0)CH3], 52.6 (d, CHCH,), 57.4 (d, CHCO,Me), 66.9 (t,
CH,Ph), 68.1 [d, CH(OH)CHj3], 80.7 [s, OC(CH3)s], 128.2 (d, Ph: C2 u. C6), 128.6 (d,
Ph: C4), 128.6 (d, Ph: C3 u. C6), 135.3 (s, Ph: C1), 155.5 [s, OC(=0)NH], 170.9 [s,
CHC(=0)NH], 171.1 [s, C(=0)OBn], 171.7 [s, C(=0)OMel].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
ein.’®"
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2. Experimenteller Teil

= (5)-2-(3-(Benzyloxy)-1-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-oxopropyl)-5-meth-
ylthiazol-4-carbonsiduremethylester [(S)-55]

1.) IBX
MeCN),™L, 4 h
BocHN 0 (MeCN). 14, BocHN
H 2.) Lawesson-Reagenz N 0
K[( 1" “OMe (THF), 14, 16 h 2 K(/
/g ) p g J% SE/ OMe
BnO~ ~O “OH 40% (2 Stufen) BnO~ YO
C21H30N20g C21H26N206S
438.47 434.51
(S,S,R)-54 (S)-55

Oxidation mit IBX: 2.24 g (5.10 mmol) des Dipeptids (S,S,R)-54 wurden in MeCN
(30 mL) gelost, mit 2.86 g (10.2 mmol, 2.0 Aq.) IBX versetzt und 4 h unter Riickfluss
erhitzt. Man lie8 auf Raumtemperatur abkiihlen und filtrierte iiber Celit®. Nachwaschen
mit EtOAc (100 mL) und Einengen im Vakuum lieferte das entsprechende Keton als

gelbes Ol, das direkt weiter umgesetzt wurde.

Cyclisierung zum Thiazol: Das erhaltene Keton wurde in THF (40 mL) gelost, mit
3.09 g (7.65 mmol, 1.5 Aq.) Lawesson-Reagenz versetzt und fiir 6 h unter Riickfluss
erhitzt. Die Reaktionslosung lief man auf Raumtemperatur abkiihlen und entfernte das
Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde in EtOAc (300 mL)
aufgenommen und nacheinander mit dest. Wasser (1 x 100 mL), ges. NH4CI-Losung
(1 x 100 mL), ges. NaHCOs;-Losung (1 x 100 mL) und ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL)
gewaschen. Man trocknete iiber Na,SOy, filtrierte vom Trockenmittel ab, engte im
Vakuum ein und reinigte den Riickstand sdulenchromatographisch (P/EtOAc = 3:1,
5 x 20 cm). Die Produkt enthaltenden Fraktionen wurden vereint und zur Entfernung
schwefelhaltiger Verunreinigungen mit 1-%iger AgNOs-Losung (4 x 20 mL)
gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Na,SO,, Filtration und Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck reinigte man erneut mittels
Flashchromatographie (P/EtOAc =3:1, 5x20cm). Man erhielt 0.89 g (2.04 mmol,
40%) des Thiazols (S)-55 als gelbes Ol.

Anmerkung: Bei dieser Reaktion tritt eine partielle Racemisierung auf. Chirale HPLC:

84% ee; Normalphase, AD-H 250 x 4.6 mm, Hexan/iPrOH =90:10, 1.0 mL/min; (R)-
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2.2. Vorschriften und Daten

55: tg = 21.7 min; (§)-55: tg = 27.2 min. Das Enantiomerengemisch kann in der Syn-
these weiter verwendet werden. Die Abtrennung des Enantiomers (R)-55 erfolgt als

Minderdiastereomer (R,S)-36 nach der Peptidkupplung zum Trithiazol (S,S5)-36.
DC: Ry = 0.50 (P/EtOAc = 2:1), [UV].
Spezifische Rotation: [ot]p”" = —21.7 (84% ee, ¢ = 1.06 in MeCN).

'"H-NMR (CDCls, 250 MHz): & (ppm) = 1.46 [s, 9 H, OC(CHs)s], 2.71 (s, 3 H,
E: 5-CH;), 3.02 (dd, *J=16.5Hz, °*J=52Hz, 1H, CHHCO,Bn), 3.32 (dd,
2J=16.5Hz, °J = 4.3 Hz, 1 H, CHHCO,Bn), 3.90 [s, 3 H, C(=0)OCH;], 5.09 (s, 2 H,
CH,Ph), 5.30 (m,, 1 H, CHCH,), 5.91 (br. d, *J = 8.6 Hz, 1 H, NH), 7.27-7.36 (m, 5 H,
Ph).

BC-NMR (CDCLs, 63 MHz): & (ppm) = 13.7 (q, E: C5-CHs), 28.3 [q, OC(CHs);], 38.4
(t, CHCH,), 49.2 (d, CHCH,), 52.0 [q, C(=0)CH3], 66.8 (t, CH,Ph), 80.5 [s,
OC(CH3)3], 128.1 (d, Ph: C2 u. C6), 128.3 (d, Ph: C4), 128.5 (d, Ph: C3 u. C5), 135.3
(s, Ph: C1), 140.9 (s, E: C5), 1454 (s, E: C4), 154.9 [s, OC(=O)NH], 162.8 [s,
C(=0)OMe], 167.8 (s, E: C2), 170.9 [s, C(=0)OBn].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
. [77b]
ein.
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2. Experimenteller Teil

= (5)-2-(1-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-(methylamino)-3-oxopropyl)-5-me-
thylthiazol-4-carbonsiduremethylester [(S)-56]

1.) Hy. Kkat. Pd(OH),/C
(MeOH), 50 °C, 12 h

BocHN BocHN
oc 0 2.)IBC, NMM; H,NMe oc 0
/LK(/ ) (THF), -25 °C » RT, 2 h lK(/E/

Bno” S0 ° OMe 91% (2 Stufen) \H oS OMe
C21H26N206S C15H23N305S
434.51 357.43
(S)-55 (S)-56

Hydrogenolyse des Benzylesters: 2.69 g (6.20 mmol) des Thiazols (S5)-55 wurden in
MeOH (60 mL) geldst, mit 0.65 g (0.93 mmol, 15 mol%, Pd(OH), 20 Gew.% auf Ak-
tivkohle) Pearlman-Katalysator versetzt und fiir 12 h bei 50 °C unter H,-Atmosphire
geriihrt. Man filtrierte iiber Celit® und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem

Druck.

Synthese des Methylamids: Die erhaltene Carbonsdure wurde in THF (45 mL) gelost
und auf —45 °C gekiihlt. Man versetzte zunidchst mit 0.68 mL (0.63 g, 6.20 mmol,
1.0 Aq.) N-Methylmorpholin und anschlieBend tropfenweise mit 0.80 mL (0.85 g,
6.20 mmol, 1.0 Aq.) iso-Butylchlorformiat. Die entstandene weile Suspension wurde
30 min bei —25 °C geriihrt, mit 0.64 mL (0.58 g, 7.44 mmol, 1.2 Aq., 40% in Wasser)
Methylamin versetzt und innerhalb von 2h auf Raumtemperatur erwidrmt. Die
Reaktionslosung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand in
EtOAc (200 mL) aufgenommen. Nach dem Waschen mit ges. NH4Cl-Losung
(1 x 100 mL) und ges. NaCl-Loésung (1 x 100 mL), trocknete man iiber Na,SOs und
filtrierte vom Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand mittels Flashchromatographie (EtOAc, 7 x 15 cm) gereinigt.
Man erhielt 2.01 g (5.64 mmol, 91% iiber zwei Stufen) des Amids (5)-56 als weillen
Feststoff.

DC: Ry = 0.20 (EtOAc), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]”" = —28.8 (¢ = 1.00 in MeCN).
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2.2. Vorschriften und Daten

"H-NMR (CDCls, 250 MHz): & (ppm) = 1.45 [s, 9 H, OC(CH3);], 2.68-2.73 (m, 6 H,
NHCHj5 u. E: 5-CH3), 2.77 [dd, 2J = 15.0 Hz, °J = 4.8 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.12
[dd, J=15.0 Hz, *J=3.8 Hz, 1 H, CHHC(=0)NHMe], 3.90 [s, 3 H, C(=0)OCHj],
5.21 (m., 1 H, CHCHy,), 5.83 (br. s, 1 H, NH), 6.63 (br. d, *J = 7.8 Hz, 1 H, NHBoc).

BC.NMR (CDCls, 63 MHz): § (ppm) = 13.7 (q, E: C5-CHs), 26.2 (q, NHCH3), 28.3 [q,
OC(CH»)3], 39.1 (t, CHCH,), 50.1 (d, CHCH,), 52.0 [q, C(=0)CH;], 80.2 [s,
OC(CHz);], 140.8 (s, E: C5), 1454 (s, E: C4), 155.3 [s, OC(=0)NH], 162.8 [s,
C(=0)OMe], 169.3 (s, E: C2), 170.8 [s, C(=0)NHMe].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
ein.””"
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2. Experimenteller Teil

= 2-((5)-1-(2-((S)-1-((tert-Butoxycarbonyl)amino)-3-(methylamino)-3-oxopro-
pyD)-5-methylthiazol-4-carboxamido)-2-methylpropyl)thiazol-4-carbonsiu-
reethylester [(S,5)-60]

1.) LIOH
BocHN (MeOH), RT, 16 h
W 0 2.) (S)-53, EDC-HCI, HOBt-H,0
/Q\ = ) (DMF), -10°C = RT,12h
\H oS OMe quant. (2 Stufen) Eto°
BocHN =
C15H23N305S LN O N\DS
357.43 k ) /)/
_ HN—,
(S)-56 g S ,
H /T
C24H35N506S>
553.69
(S,5)-60

Verseifung des Methylesters: Zu einer Losung von 2.24 g (6.26 mmol) des Thiazols
(5)-56 in MeOH (100 mL) fiigte man bei 0 °C tropfenweise 21.9 mL (21.9 mmol,
3.5Aq.,1 M in Wasser) LiOH-Losung hinzu. Man lieB iiber Nacht auftauen und
entfernte das Losungsmittel anschlieBend am Rotationsverdampfer. Der Riickstand
wurde in dest. Wasser (200 mL) aufgenommen und mit EtOAc (1 x 100 mL) extrahiert.
Die wissrige Phase wurde mit 2 N HCI bis zum Erreichen von pH 3 versetzt, mit EtOAc
extrahiert (3 x 150 mL) und die vereinigten Extrakte tiber Na,SOy4 getrocknet. Es wurde

filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Peptidkupplung: Die erhaltene Carbonsidure wurde zusammen mit 1.57 g (6.88 mmol,
1.1 Aq.)) des Amins (5)-53 in DMF (60 mL) geldst. Man kiihlte auf —10 °C und
versetzte mit 2.88 g (18.8 mmol, 3.0 Aq.) HOBt-H,O. Nach 20 min Riihren gab man
1.56 g (8.14 mmol, 1.3 Aq.) EDC-HCI hinzu und lieB iiber Nacht auf Raumtemperatur
erwirmen. Die Reaktionslosung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der
Riickstand in EtOAc (300 mL) aufgenommen. AnschlieBend wurde nacheinander mit
10%-iger Citronensdure-Losung (1 x 150 mL), ges. NaHCOs-Losung (1 x 150 mL),
dest. Wasser (1 x 150 mL) und ges. NaCl-Losung (1 x 150 mL) gewaschen. Man
trocknete iiber Na,SO; und filtrierte vom Trockenmittel ab. FEinengen unter

vermindertem Druck und Reinigung des Riickstands mittels Flashchromatographie
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2.2. Vorschriften und Daten

(EtOAc, 7 x 15 cm) lieferte 3.46 g (6.26 mmol, quant.) der Titelverbindung (S,5)-60 als

farblosen Schaum.
DC: R; = 0.50 (EtOAc), [UV].
Spezifische Rotation: [o],*° = —74.6 (¢ = 0.50 in CHCls).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = 0.97 [d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CHs),], 1.00 [d,
3J=6.8Hz, 3H, CH(CH:),], 1.39 (t, *J=7.2Hz, 3H, OCH,CHs), 1.47 [s, 9H,
C(CHs)s], 2.28-2.43 [m, 1 H, CH(CHs),], 2.56 (d, °J = 4.7 Hz, 3 H, NHCH3), 2.75 (s,
3 H, E: 5-CHj), 2.82 [dd, *J = 14.8 Hz, °J = 3.6 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.17 [d,
*J = 14.8 Hz, | H, CHHC(=0)NHMe], 4.40 (q, °J = 7.2 Hz, 2 H, OCH,CHj3), 5.22-5.31
(m, 2 H, D: CHNH u. E: CHNH), 6.61 (br. s, 1 H, NHCH3), 6.73 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H,
NHBoc), 8.09 (s, 1 H, D: 5-H), 8.50 (d, *J = 8.6 Hz, 1 H, D: CHNH).

BC-NMR (CDCl;, 91 MHz): & (ppm) = 13.0 (q, E: C5-CHj3), 14.8 (g, OCH,CHs), 18.5
[q, CH(CH3),], 19.6 [q, CH(CH3),], 26.5 (q, NHCH3), 28.8 [q, C(CH3)3], 34.9 [d,
CH(CHs)1], 39.3 [t, CH,C(=0)NHMe], 50.4 (d, E: CHNH), 56.5 (d, D: CHNH), 62.0 (t,
OCH,CHj3), 80.5 [q, C(CHs)s], 127.7 (d, D: C5), 142.3 (s, E: C5), 142.3 (s, E: C4),
146.8 (s, D: C4), 155.8 [s, OC(=O)NH], 161.8 [s, C(=0)OEt], 162.7 [s, E: C(=0)NH],
168.7 (s, E: C2), 171.3 (s, D: C2), 171.6 [s, C(=0)NHMe].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[’®
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2. Experimenteller Teil

= 2-((5)-1-(2-((S)-1-(2-Iodthiazol-4-carboxamido)-3-(methylamino)-3-oxopro-
pyD)-5-methylthiazol-4-carboxamido)-2-methylpropyl)thiazol-4-carbonsiu-
reethylester [(S,S)-36]

1.) AcCl >_S

N F
£ (EtOH), RT, 14 h % Et0°
\f\’ 2.) 59, EDC-HCI, HOBt-H,0
BocHN _10° (@) NH B
(DMF), 10 °C > RT, 16 h . oo

(D

R /g \{JH(N/)/S 72% (2 Stufen) g . /g(‘)\g/E/{/[H(N \

—

C24H35N506S, Cy3H,7INgO5S3
553.69 690.60
(S,5)-60 (S.5)-36

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe: In einem 100 mL-Rundkolben wurde EtOH (20 mL)
vorgelegt, auf O °C gekiihlt und tropfenweise mit 2.14 mL (2.36 g, 30.0 mmol,
10.0 Aq.) Acetylchlorid versetzt. Man lieB 30 min riihren und gab anschlieBend 1.66 g
(3.00 mmol) des N-Boc-geschiitzten Dithiazols (S,5)-60 hinzu. Man entfernte das
Kiltebad und liel iiber Nacht rithren. Das Losungsmittel wurde am Rotations-
verdampfer entfernt, der Riickstand in CH,Cl, (100 mL) aufgenommen und mit ges.
NaHCOs; (1 x 150 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x 50 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SOs getrocknet. Man
filtrierte vom Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel am Rotations-

verdampfer.

Peptidkupplung: Das oben beschriebene, freie Amin wurde zusammen mit 0.77 g
(3.00 mmol, 1.0 Aq.) Thiazolcarbonsiure 59 in DMF (40 mL) gelost und auf —10 °C
gekiihlt. Man versetzte zunichst mit 1.38 g (9.00 mmol, 3.0 Aq.) HOBt-H,O, lieB
20 min riithren und versetzte anschlieBend mit 0.75 g (3.90 mmol, 1.3 Aq.) EDC-HCL.
Man lieB3 iiber Nacht auf Raumtemperatur erwidrmen und entfernte das Losungsmittel
anschlieBend unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde in EtOAc (100 mL)
aufgenommen und nacheinander mit 10%-iger Citronensdure-Losung (1 x 75 mL), ges.
NaHCOs-Losung (1 x 75 mL), dest. Wasser (1 x75mL) und ges. NaCl-Losung
(1 x 75 mL) gewaschen. Man trocknete iiber Na,SOy, filtrierte vom Trockenmittel ab

und engte unter vermindertem Druck ein. Der Riickstand wurde mittels Flash-
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2.2. Vorschriften und Daten

chromatographie (EtOAc, 5 x 15 cm) gereingt, was 1.49 g (2.15 mmol, 72%, dr > 95:5)
der Titelverbindung (S,5)-36 als farblosen Schaum lieferte.

Die Abtrennung des Minderdiastereomers (R,S)-36 erfolgte nach Kontrolle von
Einzelfraktionen mittels 'H-NMR. Dessen Bildung ist auf die Verwendung des nicht
vollig enantiomerenreinen Bausteins (5)-56 in der Kupplung zum Dithiazol (S,S)-60

zuriickzufiihren.

DC: R;=0.30 (EtOAc), [UV], (S,5)-36 (Hauptdiastereomer).
R:=0.32 (EtOAc¢), [UV], (R,S)-36 (Minderdiastereomer).

Spezifische Rotation: [ot]”° = —45.0 (¢ = 1.00 in CHCl5).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): § (ppm) = 0.98 [d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CH3),], 1.00 [d,
3] =7.2 Hz, 3 H, CH(CH,),], 1.41 (t, *J=7.2 Hz, 3 H, OCH,CH3), 2.35-2.44 [m, 1 H,
CH(CHs),], 2.64 (d, °J=4.7Hz, 3H, NHCH;), 2.73 (s, 3 H, E: 5-CH3), 2.99 [dd,
°J =14.8 Hz, °J = 4.3 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.22 [dd, °J = 14.8 Hz, *J = 6.1 Hz,
1 H, CHHC(=O)NHMe], 4.41 (q, *J =7.2Hz, 2H, OCH,CH3), 529 (m., 1H,
D: CHNH), 5.81 (m,, 1 H, E: CHNH), 6.80 (br. s, 1 H, NHCH3), 8.11 (s, 1 H, D: 5-H),
8.13 (s, 1 H, F: 5-H), 8.59 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, D: CHNH), 8.93 (d, °J=9.0 Hz, 1 H, E:
CHNH).

BC-NMR (CDCl3, 91 MHz): § (ppm) = 12.5 (q, E: C5-CH3), 14.3 (g, OCH,CH3), 18.0
[q, CH(CHj3)2], 19.1 [q, CH(CH3),], 26.2 (q, NHCH3), 34.5 [d, CH(CHs),], 38.9 [t,
CH,C(=O)NHMe], 48.4 (d, E: CHNH), 56.2 (d, D: CHNH), 61.6 (t, OCH,CH3), 100.6
(s, F: C2), 127.4 (d, D: C5), 130.3 (d, F: C5), 141.7 (s, E: C5), 142.2 (s, E: C4), 146.3
(s, D: C4), 151.5 (s, F: C4), 159.2 [s, F: C(=O)NH], 161.4 [s, C(=O)OEt], 162.1 [s,
E: C(=O)NH], 166.1 (s, E: C2), 170.7 (s, D: C2), 170.8 [s, C(=O)NHMel].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[’®
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2. Experimenteller Teil

2.2.3. Nordfragment (Ring G)

= 2-lodthiazol-4-carbonsiure-fert-butylester (34)

Q Q
OH OtBu
— tBUTCAI, Et,O-BF, —
SN (CH,CI/THF), RT, 1 h s\%N
| 94% |
C4H,INO,S CgH1oINO,S
255.03 311.14
59 34

0.70 g (2.74 mmol) Thiazolcarbonsdure 59 wurden in CH,Cl, (15 mL) und THF
(10 mL) geldst und auf 0 °C gekiihlt. Man versetzte nacheinander mit 0.98 mL (1.20 g,
5.48 mmol, 2.0 Aq.) 2,2,2-Trichloracetimidsdure-tert-butylester und 52.0 uL (59.0 mg,
0.41 mmol, 15 mol%) Bortrifluorid-Diethylether-Komplex. Man lief innerhalb von 2 h
auf Raumtemperatur erwirmen und versetzte anschlieBend mit ges. NaHCO;3-Losung
(20 mL). Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase mit EtOAc (2 x 20 mL)
extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden {iiber Na,SOs getrocknet, vom
Trockenmittel abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
Riickstand wurde mittels Flashchromatographie (P/Et;O =4:1, 3 x 15 cm) gereinigt,
was 0.80 g (2.58 mmol, 94%) des Esters 34 als weillen Feststoff lieferte.

DC: Ry =0.25 (P/Et;0 = 4:1), [UV].
Smp.: 87 °C.
"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = 1.59 [s, 9 H, OC(CH3)s], 8.00 (s, 1 H, G: 5-H).

BC-NMR (CDCl;, 91 MHz): & (ppm) = 28.2 [q, OC(CHs)3], 82.7 [s, OC(CH3)3], 100.8
(s, G: C2), 132.5 (d, G: C5), 150.8 (s, G: C4), 160.7 (s, C=0).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
ein.7%!
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2.2. Vorschriften und Daten

2.24. Ostfragmente (Ringe B und C)

=  2.4-Dibromthiazol (48)

O=PBr3
S 120°C, 1h

oﬁ — B /SQ
N} 46% N= B
H r

C3H3N028 C3HBF2NS

117.13 242.92
Thiazolidin-2,4-dion 48

Zu 12.4 g (106 mmol) Thiazolidin-2,4-dion fiigte man 100 g (349 mmol, 3.3 Aq.)
Phosphorylbromid hinzu. Man erwédrmte vorsichtig auf 120 °C und lieB 1 h rithren. Die
fest gewordene Mischung liel man auf Raumtemperatur abkiihlen, versetze langsam mit
dest. Wasser (100 mL) und fiigte bis zur neutralen Reaktion Na,CO; hinzu. Die
Mischung wurde mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Nach dem Waschen der
vereinigten Extrakte mit ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL), Trocknen iiber Na,SO4 und
Abfiltrieren vom Trockenmittel wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 99:1 - 95:5,
10 x 25 cm) gereinigt. Nach Vereinigung der Produkt enthaltenden Phasen wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand mit n-Pentan (3 x 50 mL) digeriert
und der Uberstand abdekantiert. Trocknen unter vermindertem Druck lieferte
schlieBlich 11.8 g (48.6 mmol, 46%) 2,4-Dibromthiazol (48) als farblose, leicht subli-

mierbare Kristalle.

DC: Ry = 0.50 (P/EtOAc = 95:5), [UV].

"H-NMR (CDCl3, 250 MHz): § (ppm) = 7.21 (s, 1 H, 5-H).

BC-NMR (CDCls, 60 MHz): § (ppm) = 120.7 (d, C5), 124.3 (s, C4), 136.3 (s, C2).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.”””!
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2. Experimenteller Teil

= 2-(tert-Butyldimethylsilyloxy)ethan-1-ol (38)

OH TBSCI, ImH OTBS
H (THF), RT, 16 h H )
- 1
OH 94 % OH
C,HgO, CgH200,Si
62.07 176.33
Ethylenglykol 38

Eine Losung von 33.5mL (37.2g, 0.60 mol, 6.0 Aq.) Ethylenglykol und 6.81 g
(0.10 mol, 1.0 Aq.) Imidazol in THF (500 mL) versetzte man tropfenweise innerhalb 1 h
mit einer Losung von 15.1 g (0.10 mol) TBSCI in THF (200 mL). Man lief3 iiber Nacht
rithren und entfernte anschlieBend das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der
Riickstand wurde in EtOAc (400 mL) aufgenommen und mit Wasser (3 x 200 mL)
gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Na,SO4, Abfiltrieren vom Trockenmittel und
Entfernen des Losungsmittels erhielt man 16.6 g (94.1 mmol, 94%) der Titelverbindung

38 als farbloses Ol. Es war keine weitere Reinigung notwendig.

DC: R; = 0.45 (P/EtOAc = 4:1), [KMnOy4].

'"H-NMR (CDCls, 250 MHz): & (ppm)=0.08 [s, 6H, Si(CH3),], 0.91 [s, 9H,
SiC(CHj3)s], 2.08 (br. s, 1 H, OH), 3.64 (m., 2 H, CH,OH), 3.71 (m., 2 H, CH,OTBS).

BC.NMR (CDCls, 60 MHz): § (ppm) = —5.3 [q, Si(CHs),], 18.3 [s, SiC(CHs)s], 25.9 [q,
SiC(CHs)3], 63.7 (t, CH,OH), 64.1 (t, CH,OTBS).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-
i [80]
ein.
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2.2. Vorschriften und Daten

= 2-(tert-Butyldimethylsilyloxy)acetaldehyd (39)

DMSO, (COCI), PyH;

oTBS NEt OTBS
(CH,Cl,), ~78 °C > 10°C, 1 h 7
OH 6% 0]
CgH200,Si CgH150,Si
176.33 174.31
38 39

Eine Losung von 2.14mL (3.17 g, 25.0 mmol, 1.1 Aq.) Oxalylchlorid in CH,Cl,
(50 mL) wurde auf —78 °C gekiihlt und tropfenweise mit einer Losung von 3.86 mL
(425 g, 54.4 mmol, 2.4 Aq.) DMSO in CH,Cl, (12 mL) versetzt. Man lief 10 min
rithren und versetzte das Reaktionsgemisch anschlieend tropfenweise mit einer Losung
von 4.00 g (22.7 mmol) des Alkohols 38 und 3.66 mL (3.59 g, 45.4 mmol, 2.0 Aq.)
Pyridin in CH,Cl, (17 mL). Die entstehende weille Suspension lieB man 30 min bei
—78 °C rithren und tropfte anschlieBend 159 mL (11.5¢g, 113 mmol, 5.0 Aq.) NEt;
hinzu. Nach beendeter Zugabe lie3 man auf 10 °C erwidrmen und weitere 20 min riithren.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1M HCI bis zum Erreichen von pH 6
abgebrochen. Die Phasen wurden getrennt, die wissrige Phase mit CH,Cl, (2 x 100 mL)
extrahiert und die vereinigten Extrakte mit ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen.
Man trocknete iiber Na,SQy, filtrierte vom Trockenmittel ab und entfernte das
Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde mittels Flashchromato-
graphie (P/Et;O = 10:1, 5 x 15 cm) gereinigt und man erhielt 3.00 g (17.2 mmol, 76%)
des Aldehyds 39 als farbloses Ol.

DC: Ry = 0.35 (P/Et;0 = 10:1), [KMnOy].

'"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): & (ppm)= 0.10 [s, 6 H, Si(CHs),], 0.93 [s, 9H,
SiC(CH3)3], 4.21 (d, °J = 0.8 Hz, 2 H, CH,OTBS), 9.70 (t, °J = 0.8 Hz, 1 H, CHO).

BC-NMR (CDCls, 60 MHz): § (ppm) = —5.4 [q, Si(CHz),], 18.3 [s, SiC(CHz)3], 25.8 [q,
SiC(CHs)3], 69.6 (t, CH,OTBS), 202.3 (d, CHO).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.!!
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2. Experimenteller Teil

* (Rs,E)-N-(2-(tert-Butyldimethylsilyloxy)ethyliden)-2-methylpropan-2-sulfin-
amid [(Rs)-40]

~._NH
Ox g-NH2
OTBS 4\ OTBS
wfr. CuSO, 2
| |
I (CHACly), RT, 17h o
92% 43@
174.31 277.50
39 (Rg)-40

Zu einer Losung von 3.19 g (18.3mmol, 1.1 Aq.) des Aldehyds 39 und 2.01¢g
(16.6 mmol) (Rs)-2-Methyl-2-propansulfinamid in CH,Cl, (30 mL) gab man 5.29 g
(33.2 mmol, 2.0 Aq.) wasserfreies Kupfer(I)-sulfat und lieB die entstandene Suspension
iiber Nacht rithren. Man verdiinnte mit CH,Cl, (50 mL) und filtrierte iiber Celit®.
Einengen im Vakuum und Reinigung mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 8:1,
5 x 15 cm) lieferte 4.24 g (15.3 mmol, 92%) des Sulfinamids (Rs)-40 als farbloses Ol.

DC: R; = 0.35 (P/EtOAc = 8:1), [UV].
Spezifische Rotation: [’ = —157.0 (¢ = 1.28 in CHCl3).

'"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm)= 0.10 [s, 6 H, Si(CHs),], 0.91 [s, 9H,
SiC(CH3)3], 1.20 [s, 9 H, SC(CHs);], 4.54 (d, *J=3.0 Hz, 2 H, CH,OTBS), 8.06 (t,
3J=3.0 Hz, 1 H, N=CH).

BC-NMR (CDCls, 91 MHz): § (ppm) = —4.9 [q, Si(CHz),], 18.8 [s, SiC(CHz)3], 22.8 [q,
SC(CH3)3], 26.2 [q, SiC(CHa)sl, 57.3 [s, SC(CH3)3], 65.9 (t, CH,OTBS), 169.2 (d,
N=CH).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[®?
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2.2. Vorschriften und Daten

*  (Rs)-N-(1-(4-Bromthiazol-2-yl)-2-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl)-2-meth-
ylpropan-2-sulfinamid [(Rs,S)-41 und (Rs,R)-41]

S OTBS
Br/(/w >

O~ _NH
s

N

S
BrA(/\/J\ C15HngrN202828i
N

MgBr 441.52
OTBS (64) (Rs,S)-41
| (CH,Cl,), -78 °C = RT, 16 h +
O\ N >
N 93%, d.r. = 73/27 S OTBS
4\ Br/(/g/)\(? ,
N 2
Osg-NH
C1oHp7NO,SS K’
277.50
(Rs)-40
C15H298I’N202823i
441.52
(Rs,R)-41

Darstellung von iso-Propylmagnesiumbromid: 1.09 g (45.0 mmol, 1.5 Aq.) Magnesi-
umspédne wurden mit Et;O (5 mL) tiberschichtet und tropfenweise mit 2.82 mL (3.69 g,
30.0 mmol) 2-Brompropan versetzt. Nach FEinsetzen der Reaktion wurde das
verbleibende 2-Brompropan mit Et;O (5 mL) verdiinnt und langsam zugetropft. Nach
beendeter Zugabe lieB man 1 h bei Raumtemperatur rithren und 30 min stehen. Die
Konzentration wurde durch Titration gegen 156 mg (1.00 mmol) (—)-Menthol in THF

(1 mL) mit 1,10-Phenantrolin als Indikator bestimmt.

Darstellung von (4-Bromthiazol-2-yl)magnesiumbromid (64): Eine Losung von 4.73 g
(19.5 mmol) 2,4-Dibromthiazol (48) in THF (10 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt und
tropfenweise mit 4.90 mL (19.5 mmol, 1.0 Ag., 4.0 M in Et,0) iso-Propylmagnesium-
bromid-Losung versetzt. Man lief bis zur vollstindigen Reaktion unter Bildung von 64

(DC-Kontrolle) fiir 2 h bei 0 °C riihren.

Diastereoselektive Ellman-Addition: 3.00 g (10.8 mmol) des Sulfinamids (Rs)-40

wurden in CH,Cl, (200 mL) gelost und auf —78 °C gekiihlt. Man versetzte tropfenweise
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2. Experimenteller Teil

mit der oben beschriebenen Losung des Grignard-Reagenzes 64 (19.5 mmol, 1.8 Aq.)
und lie tiber Nacht auftauen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NH4ClI-
Losung (200 mL) abgebrochen. Die Phasen wurden getrennt, die wissrige Phase mit
CH,Cl; (2 x 100 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-
Losung (1 x200 mL) gewaschen. Man trocknete iiber Na,SOg, filtrierte vom
Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der
Riickstand wurde mittels Flashchromatographie (P/EtOAc =4:1, 5 x 20 cm) gereinigt.
Man erhielt 3.15 g (7.13 mmol, 66%) des gezeigten Hauptdiastereomers (Rs,S)-41,
1.18 g (2.67 mmol, 25%) des Diastereomers (Rs,R)-41 und 86.2 mg (0.20 mmol, 2%)

Diastereomerengemisch als gelbe Ole.

Insgesamt erhielt man 4.42 g (10.0 mmol, 93%) des Sulfinamids 41, mit einem

Diastereomerenverhiltnis von d.r. = 73/27.

Diastereomer (Rs,S)-41:

DC: Ry = 0.25 (P/EtOAc = 4:1), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]”° = —49.7 (¢ = 1.15 in CHCl).

IR (ATR): v [cm™'] = 2942 (m, NH), 2856 (m), 1470 (m), 1252 (m), 1077 (s), 834 (s),
776 (m), 757 (m).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = —0.07 (s, 3 H, SiCH3), —0.04 (s, 3 H, SiCH3),
0.81 [s, 9 H, SiC(CHs)s], 1.30 [s, 9 H, SC(CHs)s], 4.08 (dd, *J =9.8 Hz, °J = 3.8 Hz,
1 H, CHHOTBS), 4.16 (dd, *J=9.8 Hz, °J = 3.7Hz, 1H, CHHOTBS), 4.65 (d,
3J = 6.5 Hz, 1 H,NH), 4.77-4.82 (m, 1 H, CHNH), 7.16 (s, 1 H, C: 5-H).

BC.NMR (CDCl;, 91 MHz): & (ppm) = —5.7 (q, SiCH3), —5.4 (q, SiCH3), 18.1 [,
SiC(CH3)s], 22.6 [q, SC(CH3)3], 25.7 [q, SiC(CH3)3], 56.4 [s, SC(CH3)3], 59.1 (d,
CHNH), 66.1 (t, CH,OTBS), 117.4 (d, C: C5), 125.1 (s, C: C4), 173.8 (s, C: C2).

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 386 (10) [(M(*'Br)~C4Hs)*1, 384 (10) [(M(”Br)-CsHg)*],
329 (10), 327 (10), 264 (22), 190 (25), 89 (38), 75 (58), 73 (54), 57 (100) [C4Ho'].
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2.2. Vorschriften und Daten

HRMS (EI): m/z = C;Hy "BrN,05S,Si [(M("Br)—C4Hs)*], ber.: 383.9997, gef.:
383.9998.

Diastereomer (Rs,R)-41:

DC: R;=0.15 (P/EtOAc = 4:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o],*° = +1.30 (¢ = 1.10 in CHCls).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = —0.06 (s, 3 H, SiCH3), —0.01 (s, 3 H, SiCH3),
0.82 [s, 9 H, SiC(CHa)s], 1.23 [s, 9 H, SC(CHa)s], 3.89 (dd, *J=9.8 Hz, °J = 5.0 Hz,
1 H, CHHOTBS), 4.04 (dd, 2J=9.8 Hz, °J = 3.6 Hz, 1 H, CHHOTBS), 4.65 (d,
2J =6.5Hz, 1 H, NH), 4.75-4.80 (m, 1 H, CHNH), 7.18 (s, 1 H, C: 5-H).

BC.NMR (CDCl;, 91 MHz): & (ppm) = —5.7 (g, SiCH3), —5.6 (q, SiCHj3), 18.1 [s,
SiC(CH3)s], 22.5 [q, SC(CH3)3], 25.7 [q, SiC(CH3)3], 56.7 [s, SC(CH3)3], 57.1 (d,
CHNH), 66.4 (t, CH,OTBS), 117.6 (d, C: C5), 124.5 (s, C: C4), 172.2 (s, C: C2).

Anm.: Beim Fragment CsHg handelt es sich um das Abspaltungsprodukt einer

McLafferty-Umlagerung.
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2. Experimenteller Teil

= 2-Amino-2-(4-bromthiazol-2-yl)ethanol [(S)-42 und (R)-42]

S OTBS 4 M HCI S OH
Br/(/N\/)\) (MeOH), RT, 1 h BrINC/)\)1

Oso-NH NH,
C15H29BrN20,S,Si CsH/BrN,0OS
441.52 223.09
(Rs,S)-41 (S)-42, 84%
(Rs,R)-41 (R)-42, 94%

Zu einer Losung von 5.64 g (12.8 mmol) des Sulfinamids (Rs,S)-41 in MeOH (100 mL)
gab man 6.40 mL (25.6 mmol, 2.0 Aq., 4 M in Dioxan) HCI-Losung und lieB bis zur
vollstindigen Reaktion 1 h bei Raumtemperatur rithren. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in EtOAc (150 mL) aufgenommen.
Man versetzte mit 2 N NaOH-Losung (150 mL), trennte die Phasen und extrahierte die
wissrige Phase mit EtOAc (2 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Das
Trockenmittel wurde abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Der Riickstand wurde mittels Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH = 10:1,
5 %20 cm) gereinigt und man erhielt 2.41 g (10.8 mmol, 84%) des Aminoalkohols
(5)-42 als blassgelben Feststoff.

Die Reaktion wurde analog auch mit dem Diastereomer (Rs,R)-41 durchgefiihrt und

lieferte 0.56 g (2.51 mmol, 94%) des Aminoalkohols (R)-42.

Enantiomer (S5)-42:

DC: Ry = 0.35 (CH,Cl/MeOH = 10:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o],” = —31.7 (¢ = 1.03 in CHCL).

Smp.: 112 °C.

IR (ATR): v [cm™'] = 3323 (m), 3250 (m, NH), 3091 (m), 2924 (m), 1582 (m), 1471
(s), 1092 (m), 1049 (m), 967 (m), 767 (m).
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"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = 2.11 (br. s, 3 H, NH, u. OH), 3.89 (m., 2 H,
CH,OH), 4.30 (virt. t, °J = 5.4 Hz, 1 H, CHNH,), 7.20 (s, 1 H, C: 5-H).

BC.NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm) = 55.2 (d, CHNH,), 66.9 (t, CH,OH), 117.2 (d,
C: C5), 124.6 (s, C: C4), 175.9 (s, C: C2).

MS (EI, 70eV): m/z (%) = 224 (1) [M*'Br)*], 222 (1) [M(”Br)*], 193 (100)
[(M(*'Br)-CH,0H)"], 191 (95) [(M(”Br)-CH,OH)"], 166 (25), 164 (23), 139 (10), 137
(10).

HRMS (EI): m/z = C4H,"BrN,S [(M("Br)-CH,OH)"], ber.: 190.9279, gef.: 190.9284.

Enantiomer (R)-42:

Spezifische Rotation: [ot]p”" = +32.5 (¢ = 1.03 in CHCL).
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2. Experimenteller Teil

= 1-(4-Bromthiazol-2-yl)-2-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethanamin [(S)-43a
und (R)-43a]

s oA TBSCI, NEt, /=S OTBS
N/)\H (CH,Cl), RT,20h  Br NC/)\)
NH, NH,
C5H7BerOS C11H21BTNQOSSi
223.09 337.35
(S)-42 (S)-43a, 81%
(R)-42 (R)-43a, 72%

Mittels direkter TBS-Schiitzung des Aminoalkohols (s. Abb.): Zu einer auf 0 °C
gekiihlten Losung von 223 mg (1.00 mmol) des Aminoalkohols (5)-42 in CH,Cl,
(8 mL) gab man 0.42 mL (303 mg, 3.00 mmol, 3.0 Aq.) NEt; und 332 mg (2.20 mmol,
2.2 Aq.) TBSCI. Man lie iiber Nacht auftauen, brach die Reaktion durch Zugabe von
ges. NaHCOs-Losung (10 mL) ab und extrahierte mit CH,Cl, (3 x20 mL). Die
vereinigten Extrakte wurden mit ges. NaCl-Losung (1 x 30 mL) gewaschen und iiber
Na,SO,4 getrocknet. Nach Abfiltrieren vom Trockenmittel und Einengen im Vakuum
wurde der Riickstand mittels Flashchromatographie (P/EtOAc=4:1, 2 x 15 cm)
gereinigt. Man erhielt 273 mg (0.81 mmol, 81%) des O-TBS-geschiitzten
Aminoalkohols (5)-43a als gelbes Ol.

Die Reaktion wurde analog auch mit dem Aminoalkohol (R)-42 durchgefiihrt und
lieferte 0.11 g (0.32 mmol, 72%) des O-TBS-geschiitzten Aminoalkohols (R)-43a.

Mittels TBS-Schiitzung des tempordr N-Boc-geschiitzten Aminoalkohols (o. Abb.): Eine
Losung von 2.34 g (10.5 mmol) des Aminoalkohols (§5)-42 in CH,Cl, (150 mL) wurde
auf 0 °C gekiihlt. Man versetzte mit 1.75 mL (1.27 g, 12.6 mmol, 1.2 Aq.) NEt; und
2.53 g (11.6 mmol, 1.1 Aq.) Boc,O und lieB iiber Nacht auftauen. Die Reaktionslosung
wurde nacheinander mit 1 N KHSO4-Losung (1 x 100 mL), ges. NaHCOs-Losung
(1 x 100 mL) und ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen. Man trocknete iiber
Na,SOy, filtrierte vom Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel unter
vermindertem Druck. Der Riickstand wurde mittels Flashchromatographie
(P/EtOAc =4:1 > 2:1, 4x 15cm) gereinigt. Der so erhaltene N-Boc-geschiitzte
Aminoalkohol (2.39 g, 7.39 mmol, 70%) wurde in CH,Cl, (70 mL) gel6st und bei 0 °C
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mit 3.07 mL (2.24 g, 22.2 mmol, 3.0 Aq.) NEts, 2.23 g (14.8 mmol, 2.0 4q.) TBSCI und
181 mg (1.48 mmol, 20 mol%) DMAP versetzt. Man liel anschlieBend 12 h bei RT
rithren und verdiinnte mit CH,Cl, (70 mL). Die Reaktionslosung wurde mit dest.
Wasser (1 x 100 mL) und ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet, filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand
wurde sdulenchromatographisch  (P/EtOAc =15:1, 3 x15cm) gereinigt. Zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde der erhaltene geschiitzte Aminoalkohol
(3.23 g, 7.39 mmol, quant.) in CH)Cl, (50 mL) gelost und bei 0°C mit
Trifluoressigsdure (10 mL) versetzt. Man lieB 3h bei 0 °C rithren und brach die
Reaktion anschlieBend durch Zugabe von ges. NaHCO;-Losung (30 mL) ab. Die Phasen
wurden getrennt und die wissrige Phase mit CH,Cl, (2 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet und vom Trocken-
mittel abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Riickstand mittels Flashchromatographie (P/EtOAc =4:1, 4 x 15 cm) gereinigt. Man
erhielt 2.14 g (6.35 mmol, 86%, entspr. 61% iiber drei Stufen) des O-TBS-geschiitzten
Aminoalkohols (S)-43a als gelbes Ol.

Die Sequenz wurde analog auch mit dem Aminoalkohol (R)-42 durchgefiihrt und
lieferte 0.40 g (1.20 mmol, 54%, entspr. 42% iiber drei Stufen) des O-TBS-geschiitzten
Aminoalkohols (R)-43a.

DC: Ry = 0.30 (P/EtOAc =4:1), [UV].

"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): § (ppm) = 0.01 (s, 3 H, SiCH3), 0.05 (s, 3 H, SiCH3), 0.87
[s, 9 H, SiC(CHs)s], 1.94 (br. s, 2 H, NH>), 3.76 (dd, *J=9.8 Hz, °J = 6.4 Hz, 1 H,
CHHOTBS), 3.96 (dd, 2J=9.8 Hz, °J = 4.1 Hz, 1 H, CHHOTBS), 4.33 (dd, *J = 6.4,
4.1 Hz, 1 H, CHNH),), 7.15 (s, 1 H, C: 5-H).
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= Nachweis der (S)-Konfiguration des Hauptdiastereomers aus der Ellman-

Addition durch Uberfiihrung in die Mosher-Amide (47)

S OTBS
Br/%
N = 021 HngrF3N203SSi

(R)-MTPA-CI, PyH
- HN.__O 553.51

S,S)-47
Meo:@(’:F (59

S OTBS CDCl3), RT, 1 h PR ~73
Br/(/\/)\) ( 3)1 ,

N - quant. Umsatz
NH,
. 7 S OTBS
BI‘/(E/ (S)

C11Hp1BrN,OSSi (S}MTPA-CI, PyH N)\g) C21H28BrF3N,03SSi
337.35 HN (o) 553.51
S)-43a (S,R)-47
) MeO':E?():F

pr’ CFs

Eine Losung von 7.90 mg (23.4 umol) des aus dem Hauptdiastereomer der Ellman-
Addition hervorgegangenen, TBS-geschiitzten Aminoalkohols ($5)-43a in trockenem
CDCl; (0.7 mL) versetzte man bei Raumtemperatur mit 5.37 uL. (5.56 mg, 70.2 umol,
3.0 Aq.) Pyridin und 8.76 uL (11.8 mg, 46.8 umol, 2.0 Aq.) des entsprechenden
o-Methoxy-o-(trifluormethyl)phenylacetylchlorid (MTPA-CI) und lie anschlieBend
1 h bei Raumtemperatur rithren. Nach der vollstindigen Reaktion (DC-Kontrolle) wurde

das Reaktionsgemisch in ein NMR-Rohrchen iiberfiihrt.

Zuordnung  Multiplizitit 8° [ppm] &% [ppm] AS>® [ppm]

SiCHj; s -0.10 -0.08 -0.02
SiCHj; s -0.04 +0.01 -0.05
SiC(CHz)s3 s +0.80 +0.81 -0.01
CHHOTBS dd +3.88 +3.93 -0.05
CHHOTBS dd +4.13 +4.15 -0.02
C:5-H s +7.16 +7.11 +0.05

Die Bestimmung der Absolutkonfiguration des Aminoalkohols (S5)-43a erfolgte durch
Vergleich signifikanter Signalverschiebungen im 'H-NMR-Spektrum der beiden gebil-
deten Diastereomere (S,5)-47 (85) und (S,R)-47 (SR). Die Analyse der Daten erfolgte

gemiB den Konventionen in der Literatur und ist in Abschnitt 1.5.4 beschrieben.*!
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*  (9H-Fluoren-9-yl)methyl-(2-((1-(4-bromthiazol-2-yl)-2-(tert-butyldimethyl-
silyloxy)ethyl)amino)-2-oxoethyl)carbamat [(S)-44a und (R)-44a]

Fmoc-Gly-OH
S OTBS S OTBS
Br/</\/ PyBrOP, iPr,NEt Br—C
N (CH,Clp), 0°C, 4 h N
NH, - HN\EO
NHFmoc
C11H21BrN,OSSi C,gH34BrN;0,SSi
337.35 616.64
(S)-43a (S)-44a, 94%
(R)-43a (R)-44a, 99%

Eine Losung von 1.98 g (5.87 mmol) des Amins (S)-43a in CH,ClI, (100 mL) wurde auf
0 °C gekiihlt und nacheinander mit 2.99 mL (2.27 g, 17.6 mmol, 3.0 Aq.) iProNEt,
2.09 g (7.04 mmol, 1.2 Aq.) Fmoc-Gly-OH und 3.28 g (7.04 mmol, 1.2 Aq.) PyBrOP
versetzt. Man lie 4 h bei O °C rithren und brach die Reaktion anschlieBend durch
Zugabe von ges. NaHCO;-Losung (100 mL) ab. Die Phasen wurden getrennt und die
wissrige Phase mit CH,Cl, (2 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden mit
ges. NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen, iiber NaSO, getrocknet und das
Trockenmittel durch Filtration entfernt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (P/EtOAc =2:1,
6 x 20 cm) gereinigt. Man erhielt 3.39 g (5.50 mmol, 94%) des Amids (S)-44a als

farblosen Schaum.

Die Reaktion wurde analog auch mit dem Amin (R)-43a durchgefiihrt und lieferte

0.73 g (1.18 mmol, 99%) des Amids (R)-44a.

Enantiomer (S5)-44a:

DC: Ry = 0.30 (P/EtOAc = 2:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o],”" = —0.7 (¢ = 1.06 in CHCl;).

IR (ATR): v [cm™'] = 2943 (w), 2856 (w), 1679 (m), 1510 (m), 1471 (w), 1251 (s),
1102 (m), 833 (s), 780 (m), 737 (s).
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"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = —0.06 (s, 3 H, SiCH3), —0.01 (s, 3 H, SiCH3),
0.82 [s, 9 H, SiC(CH3)3], 3.86 (m,, 1 H, CHHOTBS), 3.98 [m., 2 H, C(=O)CH,NH],
4.16 (dd, *J=10.0Hz, °J = 3.2Hz, 1H, CHHOTBS), 424 (t, °J=6.7Hz, 1H,
Fmoc: CHCH,0), 4.44 (d, *J = 6.7 Hz, 2 H, Fmoc: CHCH,0), 5.35 (m., 1 H, CHNH),
5.42 [br. s, 1 H, C(=0)CH,NH], 7.00 (br. d, °J = 7.2 Hz, 1 H, CHNH), 7.13 (s, 1 H, C:
5-H), 7.31 (virt. t, °J = 7.4 Hz, 2 H, Fmoc: 2-H u. 7-H), 7.41 (virt. t, °J = 7.4 Hz, 2 H,
Fmoc: 3-H u. 6-H), 7.58 (d, 3J=73 Hz, 2 H, Fmoc: 1-H u. 8-H), 7.77 (d, 3J=75 Hz,
2 H, Fmoc: 4-H u. 5-H).

BC-NMR (CDCl3, 91 MHz): & (ppm) = —5.7 (q, SiCH3), =5.6 (g, SiCH3), 18.1 [s,
SiC(CH3)s], 25.7 [q, SiC(CHj3)3], 44.6 (d, Fmoc: CHCH,0), 47.1 [t, C(=O)CH,NH],
53.1 (d, CHNH), 64.7 (t, CH,OTBS), 67.4 (t, Fmoc: CHCH,0), 117.1 (d, C: C5), 120.0
(d, Fmoc: C4 u. C5), 124.6 (s, C: C4), 125.0 (d, Fmoc: C1 u. C8), 127.1 (d, Fmoc: C2 u.
C7), 127.8 (d, Fmoc: C3 u. C6), 141.3 (s, Fmoc: C4a u. C4b), 143.7 (s, Fmoc: C8a u.
C8b), 156.6 [s, CH,OC(=O)NH], 168.7 [s, C(=O)CH,NH], 170.8 (s, C: C2).

MS (ESI): m/z (%) = 640 (100) [(M(*'Br)+Na)*], 638 (100) [(M(Br)+Na)*], 618 (13)
[(MC'Br)+H)'], 616 (13) [(M(*Br)+H)*], 536 (1) [(M=Br)*], 441 (4), 179 (2).

HRMS (ESD): m/z = CagHs "BrN304SSiNa [(M("Br)+Na)*], ber.: 638.1120, gef.:
638.1107.

Enantiomer (R)-44a:

Spezifische Rotation: [ot]”° = +0.5 (¢ = 0.44 in CHCl5).
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*  (9H-Fluoren-9-yl)methyl-(2-((2-(tert-butyldimethylsilyloxy)-1-(4-(trimethyl-
stannyl)thiazol-2-yl)ethyl)amino)-2-oxoethyl)carbamat [(S)-45a und

(R)-45a]
S OTBS MegSn; S OTBS
Br/</\/ kat. Pd(PPh3), Me3Sn’</E/
N (PhMe), 100 °C, 1.5 h N
HN\EO - HN\EO
NHFmoc NHFmoc
C28H34BrN304SSi C34H43N30,SSiSn
616.64 700.55
(S)-44a (S)-45a, 82%
(R)-44a (R)-45a, 80%

Zu einer Losung von 1.54 g (2.50 mmol) des Amids ($)-44a in entgastem Toluol
(30 mL) gab man 290 mg (0.25 mmol, 10 mol%) Pd(PPhs); und 2.08 mL (3.28 g,
10.0 mmol, 4.0 Aq.) Hexamethyldizinn. Man lieB 1.5 h bei 100 °C riihren und engte die
Reaktionslosung anschlieBend unter vermindertem Druck ein. Der Riickstand wurde
mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 2:1, 5 x 20 cm) gereinigt. Man erhielt 1.43 g
(2.04 mmol, 82%) des Stannans (S)-45a als farblosen Schaum.

Die Reaktion wurde auch mit dem Amid (R)-44a durchgefiihrt und lieferte 0.23 g
(0.33 mmol, 80%) des Stannans (R)-45a.

DC: R;=0.30 (P/EtOAc = 2:1), [UV].

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = —0.11 (s, 3 H, SiCH3), —0.05 (s, 3 H, SiCH3),
0.34 [s, 9 H, Sn(CH3)3], 0.80 [s, 9 H, SiC(CH3)3], 3.86 (m., 1 H, CHHOTBS), 4.01 [m,,
2 H, C(=0)CH,NH], 4.17 (dd, 2/ =9.7 Hz, °J = 3.1 Hz, 1 H, CHHOTBS), 4.23 (t, °J =
7.1 Hz, 1 H, Fmoc: CHCH,0), 4.42 (d, 3J=7.1 Hz, 2 H, Fmoc: CHCH,0), 5.43 (m,
1 H, CHNH), 5.51 [br. s, 1 H, C(=0)CH,NH], 7.16 (br. d, °J =7.4 Hz, 1 H, CHNH),
7.27 (s, 1 H, C: 5-H), 7.31 (virt. t, =723 Hz, 2 H, Fmoc: 2-H u. 7-H), 7.40 (virt. t,
3] =7.4 Hz, 2 H, Fmoc: 3-H u. 6-H), 7.60 (d, *J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc: 1-H u. 8-H), 7.77
(d,*J = 7.5 Hz, 2 H, Fmoc: 4-H u. 5-H).
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2. Experimenteller Teil

*  (9H-Fluoren-9-yl)methyl-(2-((1-(4-bromo-[2,4'-bithiazol]-2'-yl)-2-(tert-but-
yldimethylsilyloxy)ethyl)amino)-2-oxoethyl)carbamat [(S)-46a und (R)-46a]

Br. N
\[ \>7Br
S

S OTBS (48)
Me3Sn’(/N\/ kat. Pd(PPh3),

(PhMe), 90 °C, 16 h

HN\EO
NHFmoc
Br_N_ /=S OTBS
Ca1H43N50,SSiSn \[BWC/)\H
700.55 s N
(S)-45a HN_ _O
(R)-45a \f

NHFmoc

C31 H35BI'N4O482Si
699.75
(S)-46a, 86%
(R)-46a, 94%

Zu einer Losung von 1.40 g (2.00 mmol) des Stannans ($)-45a in entgastem Toluol
(30 mL) gab man 230 mg (0.20 mmol, 10 mol%) Pd(PPhs), und 0.68 g (2.80 mmol,
1.40 Aq.) 2,4-Dibromthiazol (48). Man lieB 16 h bei 90 °C riihren, kiihlte anschlieBend
auf Raumtemperatur ab und beendete die Reaktion durch Zugabe von ges. NaHCOs-
Losung (30 mL). Man extrahierte mit EtOAc (3 x 30 mL), trocknete die vereinigten
organischen Phasen iiber Na,SO,4 und entfernte das Trockenmittel durch Filtration. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels
Flashchromatographie (P/EtOAc=2:1, 5x 15cm) gereinigt. Man erhielt 1.20 g
(1.71 mmol, 86%) des Bithiazols (S)-46a als farblosen Feststoff.

Die Reaktion wurde analog auch mit dem Stannan (R)-45a durchgefiihrt und lieferte

0.53 g (0.76 mmol, 94%) des Bithiazols (R)-46a.

Enantiomer (5)-46a:

DC: Ry = 0.25 (P/EtOAc = 2:1), [UV].

Smp.: 82 °C.
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2.2. Vorschriften und Daten

Spezifische Rotation: [0(] 020 =-7.2 (¢ = 1.01 in CHCI3).

IR (ATR): v [cm '] = 2846 (w), 1716 (s, C=0), 1678 (s, C=0), 1513 (s), 1450 (s), 1252
(m), 1106 (w), 839 (w), 752 (m).

"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = —0.07 (s, 3 H, SiCH3), —0.01 (s, 3 H, SiCH3),
0.81 [s, 9 H, SiC(CHs)s], 3.89 (m., 1 H, CHHOTBS), 4.01 (m., 2 H, C(=0)CH,NH),
420-426 (m, 2H, CHHOTBS u. Fmoc: CHCH,0), 4.42-447 (m, 2H,
Fmoc: CHCH,0), 5.39 (m., 1 H, CHNH), 5.49 [br. s, 1 H, C(=0)CH,NH], 7.15 (br. d,
3J=8.3 Hz, 1 H, CHNH), 7.17 (s, 1 H, B: 5-H), 7.30 (virt. t, °J = 7.4 Hz, 2 H, Fmoc: 2-
H u. 7-H), 7.40 (virt. t, °J = 7.5 Hz, 2 H, Fmoc: 3-H u. 6-H), 7.59 (d, *J=7.2Hz, 2 H,
Fmoc: 1-H u. 8-H), 7.77 (d, 3J=175 Hz, 2 H, Fmoc: 4-H u. 5-H), 7.92 (s, 1 H, C: 5-H).

BC-NMR (CDCl3;, 91 MHz): § (ppm) = —5.6 (q, SiCH3), =5.6 (g, SiCH3), 18.1 [s,
SiC(CH3)s], 25.7 [q, SiC(CHj3)3], 44.8 (d, Fmoc: CHCH,0), 47.1 [t, C(=O)CH,NH],
53.1 (d, CHNH), 64.7 (t, CH,OTBS), 67.5 (t, Fmoc: CHCH,0), 117.0 (d, C: C5), 117.4
(d, B: C5), 120.0 (d, Fmoc: C4 u. C5), 125.0 (d, Fmoc: C1 u. C8), 126.0 (s, B: C4),
127.1 (d, Fmoc: C2 u. C7), 127.8 (d, Fmoc: C3 u. C6), 141.3 (s, Fmoc: C4a u. C4b),
143.6 (s, Fmoc: C8a u. C8b), 147.9 (s, C: C4), 156.6 [s, CH,OC(=O)NH], 163.2 (s, B:
C2), 168.7 [s, C(=O)CH,NH], 170.7 (s, C: C2).

MS (ES]): m/z (%) = 834 (10), 832 (20), 806 (30), 804 (55), 723 (70) [M(*'Br)+Na)*],
721 (70) [(M(”Br)+Na)'], 701 (16) [(MCE'Bn+H)], 699 (14) [(M(”Br)+H)'], 413

(100).

HRMS (ESI): m/z = CiHis BrN4O4S,Si [(M(Br)+H)'], ber.: 699.1131, gef.:
699.1118.

Enantiomer (R)-46a:

Spezifische Rotation: [ot]”" = +6.4 (¢ = 0.76 in CHCl;).
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2. Experimenteller Teil

= Ostfragmente (S)-37a und (R)-37a

1.) MegSn,, kat. Pd(PPhs),
Bre N s OTBS (PhMe), 90 °C, 2.5 h
\[ \>_/(/\/ 2.) Piperidin, (DMF), RT, 3 h
s N g
T

NHFmoc Me3Sn

HN

\[;;I\MNE//\S\HOTBS

031 H358|"N404828i S
699.75 HN__O
(S)-46a \E
(R)-46a NH,

C1 gH34N40zSZSisn
561.42
(S)-37a, 94%
(R)-37a, 83%

Stannylierung: Zu einer Losung von 140 mg (200 pumol) des Bithiazols (S§)-46a in
entgastem Toluol (3 mL) gab man 23.1 mg (20.0 umol, 10 mol%) Pd(PPhs); und
166 uL (262 mg, 800 umol, 4.0 Aq.) Hexamethyldizinn. Man lieB 2.5h bei 90 °C
rithren und engte die Reaktionslosung unter vermindertem Druck ein. Den Riickstand

reinigte man mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 2:1, 2 x 15 cm).

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe: Das erhaltene Stannan wurde in DMF (3 mL)
gelost, mit Piperidin (0.3 mL) versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
saulenchromatographisch (CH,Cl,/MeOH = 10:1, 2 x 15 cm) gereinigt. Man erhielt
105 mg (187 umol, 94% iiber zwei Stufen) des Amins ($)-37a als blassgelbes OL

Die Reaktion wurde analog auch mit dem Bithiazol (R)-46a durchgefiihrt und lieferte
93.2 mg (166 umol, 83% iiber zwei Stufen) des Ostfragments (R)-37a.

Enantiomer (S5)-37a:

DC: Ry =0.15 (CH,Cl,/MeOH = 10:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o]p”" = —25.5 (¢ = 1.30 in CHCls).
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2.2. Vorschriften und Daten

IR (ATR): v [cm™'] = 2952 (m), 2928 (m), 2851 (w), 1721 (m), 1678 (s, C=0), 1503
(s), 1465 (m), 1281 (m), 1256 (s), 1096 (s), 1023 (w), 834 (s), 776 (s).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = —0.06 (s, 3 H, SiCH3), 0.01 (s, 3 H, SiCH3),
0.38 [s, 9 H, Sn(CHs)3], 0.83 [s, 9 H, SiC(CH3)3], 1.59 (br. s, 2 H, NH,), 3.47 (s, 2 H,
CH.NH,), 3.92 (dd, *J =9.8 Hz, *J=4.9 Hz, 1 H, CHHOTBS), 4.27 (dd, *J = 9.8 Hz,
3J=3.2Hz, 1 H, CHHOTBS), 5.43 (ddd, *J=8.2, 4.9, 3.2 Hz, 1 H, CHNH), 7.37 (s,
1 H, B: 5-H), 7.89 (s, 1 H, C: 5-H), 8.34 (br. d, °J = 8.2 Hz, 1 H, CHNH).

BC.NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm) = —8.8 [q, Sn(CH3)3], =5.6 [q, Si(CHz)a], 18.1 [s,
SiC(CHs);l, 25.7 [q, SiC(CHs)s], 44.6 (t, CH,NH,), 52.7 (d, CHNH), 64.9 (t,
CH,OTBS), 115.7 (d, C: C5), 126.1 (d, B: C5), 149.6 (s, C: C4), 161.0 (s, B: C4), 163.4
(s, B: C2), 170.7 (s, C: C2), 172.1 (s, C=0).

MS (ESI): m/z (%) = 603 (1), 563 (39) [(M("*°Sn)+H)*], 282 (100) [(M(**°Sn)+H,)*"].

HRMS (ESD): m/z = CjoH3sN40,8,8i"*’Sn [(M('*’Sn)+H)*], ber.: 563.0987, gef.:
563.0978.

Enantiomer (R)-37a:

Spezifische Rotation: [ot]p”° = +28.5 (¢ = 1.10 in CHCl5).
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2. Experimenteller Teil

= (5)-2-((Benzyloxy)methoxy)-1-(4-bromthiazol-2-yl)ethanamin [(S)-43b]

1.) Boc,O, NEts
(CH,Cl,), RT, 16 h
2.) BOMCI, TBAI, iPr,NEt

(THF), RT, 16 h s OBOM
Br/{/)s\:)(m 3.) TFA Br/@)\(_sﬂ

: (CHClL), RT, 5 h :
NH, - NH,
23% (3 Stufen)

CsH,BrN,OS C13H15BrN2O,S
223.09 343.24
(S)-42 (S)-43b

Boc-Schiitzung des Amins: Eine Losung von 0.56 g (2.51 mmol) des Aminoalkohols
(5)-42 in CH,Cl, (30 mL) wurde auf 0 °C gekiihlt. Man versetzte die Reaktionslosung
mit 0.42 mL (0.30 g, 3.01 mmol, 1.2 Aq.) NEt; und 0.60 g (2.76 mmol, 1.1 Aq.) Boc,O
und lie iiber Nacht auftauen. Die Reaktionslosung wurde nacheinander mit 1 N
KHSO4-Losung (1 x 30 mL), ges. NaHCO3-Losung (1 x 30 mL) und ges. NaCl-Losung
(1 x 30 mL) gewaschen. Man trocknete iiber Na,SO,, filtrierte vom Trockenmittel ab
und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde

mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 4:1 = 2:1, 3 x 15 cm) gereinigt.

BOM-Schiitzung des Alkohols: Der so erhaltene N-Boc-geschiitzte Aminoalkohol
(0.57¢g, 1.76 mmol, 70%) wurde in THF (4 mL) gelost, mit 0.90 mL (0.68 g,
5.28 mmol, 3.0 Aq.) iProNEt, 0.44 mL (0.47 g, 3.17 mmol, 1.8 Aq.) BOMCI sowie
196 mg (0.53 mmol, 30 mol%) TBAI versetzt und anschlieBend 16 h bei RT geriihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von MeOH (2 mL) abgebrochen und nach 1h
Rithren mit EtOAc (50 mL) verdiinnt. Die Reaktionslosung wurde mit 1 N KHSOs-
Losung (1 x50 mL), ges. NaHCOs-Losung (1 x50 mL) und ges. NaCl-Lésung
(1 x50 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Filtrat am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch

(P/EtOAc =4:1, 3 x 15 cm) gereinigt.

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe: Der erhaltene geschiitzte Aminoalkohol (0.59 g,
1.33 mmol, 76%) wurde in CH,Cl, (8 mL) geldst und mit Trifluoressigsdaure (2 mL)

versetzt. Man lieB 5 h bei Raumtemperatur rithren und brach die Reaktion anschlie3end
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2.2. Vorschriften und Daten

durch Zugabe von ges. NaHCO3-Losung (10 mL) ab. Die Phasen wurden getrennt und
die wissrige Phase mit CH,Cl, (2 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet und vom Trockenmittel abfiltriert. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels
Flashchromatographie (P/EtOAc =2:1, 2x 15cm) gereinigt. Man erhielt 196 mg
(0.57 mmol, 43%, entspr. 23% iiber drei Stufen) des O-BOM-geschiitzten Aminoalko-
hols (S5)-43b als gelbes Ol.

DC: Ry = 0.20 (P/EtOAc = 2:1), [UV].

"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = 2.26 (br. s, 2 H, NH,), 3.83 (dd, %/ = 9.8 Hz,
3J=6.7Hz, 1 H, CHHOBOM), 3.99 (dd, *J = 9.8 Hz, °J = 4.0 Hz, 1 H, CHHOBOM),
4.49 (dd, *J=6.7, 4.0 Hz, 1 H, CHNH,), 4.57 (s, 2 H, OCH,Ph), 4.78 (d, *J = 6.7 Hz,
1 H, OCHHO), 4.80 (d, J = 6.7 Hz, 1 H, OCHHO), 7.18 (s, 1 H, C: 5-H), 7.27-7.39 (m,
5 H, Ph).
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2. Experimenteller Teil

" (5)-(9H-Fluoren-9-yl)methyl(2-((2-((benzyloxy)methoxy)-1-(4-bromthiazol-
2-yl)ethyl)amino)-2-oxoethyl)carbamat [(S)-44b]

/[s OBOM Fmoc-Gly-OH /@s OBOM
B P PyBrOP, iPr,NEt Br
AN y 2 N/)\(Sﬂ

: (CH,Cl,), 0°C, 4 h

NH, -~ HN__O
94%
NHFmoc
C13H15BTN2028 C30HngrN3O5S
343.24 622.53
(S)-43b (S)-44b

Eine Losung von 185 mg (0.54 mmol) des Amins (5)-43b in CH,Cl, (10 mL) wurde auf
0 °C gekiihlt und nacheinander mit 0.28 mL (209 mg, 1.62 mmol, 3.0 Aq.) iPr,NEt,
193 mg (0.65 mmol, 1.2 Aq.) Fmoc-Gly-OH und 303 mg (0.65 mmol, 1.2 Aq.) PyBrOP
versetzt. Man lie 4 h bei 0 °C rithren und brach die Reaktion anschliefend durch
Zugabe von ges. NaHCOs-Losung (10 mL) ab. Die Phasen wurden getrennt und die
wissrige Phase mit CH,Cl, (2 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden mit
ges. NaCl-Losung (1 x 10 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das
Trockenmittel durch Filtration entfernt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (P/EtOAc =1:1,
3 x 15 cm) gereinigt. Man erhielt 317 mg (0.51 mmol, 94%) des Amids (S)-44b als

farblosen Schaum.

DC: Ry = 0.40 (P/EtOAc = 1:1), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]”° = —8.7 (¢ = 1.00 in CHCl).

IR (ATR): v [cm™'] = 3304 (w), 1791 (m), 1677 (s, C=0), 1523 (m), 1248 (m), 1046
(w), 737 (m).

'"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm)= 3.83-3.94 [m, 3H, CHHOBOM u.
C(=0O)CH,NH], 4.17-4.25 (m, 2H, Fmoc: CHCH,O u. CHHOBOM), 4.42 (d,
3J = 6.9 Hz, 2 H, Fmoc: CHCH,0), 4.45 (s, 2 H, OCH,Ph), 4.70 (m., 2 H, OCH,0),
5.30 [br. s, 1 H C(=0)CH,NH], 5.50 (dd, °J = 8.3, 42 Hz, 1 H, CHNH), 7.14 (s, 1 H,
C: 5-H), 7.17 (m., 1 H, CHNH), 7.24-7.34 (m, 7 H, Ph u. Fmoc: 2-H u. 7-H), 7.40 (virt.
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2.2. Vorschriften und Daten

t, =74 Hz, 2 H, Fmoc: 3-H u. 6-H), 7.57 (d, 3J=73 Hz, 2 H, Fmoc: 1-H u. 8-H),
7.77 (d,*J = 7.5 Hz, 2 H, Fmoc: 4-H u. 5-H).

BC.NMR (CDCI;, 91 MHz): & (ppm)= 44.5 (d, Fmoc: CHCH,0), 47.0 I[t,
C(=0O)CH,;NH], 51.4 (d, CHNH), 67.3 (t, Fmoc: CHCH,0), 69.4 (t, CH,OBOM), 69.8
(t, OCH,Ph), 94.9 (t, OCH,0), 117.1 (d, C: C5), 120.0 (d, Fmoc: C4 u. C5), 124.8 (s,
C:C4), 125.0 (d, Fmoc: C1 u. C8), 127.1 (d, Fmoc: C2 u. C7), 127.7 (d, Ph: C4), 127.9
(d, Ph: C2 u. C6 u. Fmoc: C3 u. C6), 128.5 (d, Ph: C3 u. C5), 137.2 (s, Ph: C1), 141.3
(s, Fmoc: C4a u. C4b), 143.6 (s, Fmoc: C8a u. C8b), 156.5 [s, CH,OC(=O)NH], 168.9
[s, C(=0)CH,NH], 170.3 (s, C: C2).

MS (ESI): m/z (%) = 646 (27) [M(*'Br)+Na)'], 644 (27) [M("’Br)+Na)*], 624 (100)
[(MC'Br)+H)", 622 (13) [(M(PBr)+H)'], 445 (2), 443 (2).

HRMS (ESI): m/z = C3oHao"*BrN305S [(M("Br)+H)*], ber.: 622.1006, gef.: 622.1000.
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2. Experimenteller Teil

*  (5)-(9H-Fluoren-9-yl)methyl(2-((2-((benzyloxy)methoxy)-1-(4-(trimethyl-
stannyl)thiazol-2-yl)ethyl)amino)-2-oxoethyl)carbamat [(S)-45b]

e N2 S OBOM
/S  OBOM MesS 7
r/(\)\g) ( 3)4 3 C/ (S)

(PhMe), 100 °C, 1.5 h
HN. _O - HN. _O
69% \E

NHFmoc NHFmoc
C30H288rN3058 C33H37N30588n
622.53 706.44
(S)-44b (S)-45b

Zu einer Losung von 288 mg (0.46 mmol) des Amids ($)-44b in entgastem Toluol
(6 mL) gab man 53.5 mg (46.3 umol, 10 mol%) Pd(PPh3)s und 0.38 mL (603 mg,
1.84 mmol, 4.0 Aq.) Hexamethyldizinn. Man lie8 fiir 1.5 h bei 100 °C riihren und engte
die Reaktionslosung anschlieBend unter vermindertem Druck ein. Der Riickstand wurde
mittels Flashchromatographie (P/EtOAc=1:1, 2x15cm) gereinigt. Man erhielt
224 mg (0.32 mmol, 69%) des Stannans ($)-45b als farblosen Schaum.

DC: Ry = 0.40 (P/EtOAc = 1:1), [UV].

'"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & (ppm) = 0.33 [s, 9 H, Sn(CHz)s], 3.87-3.97 (m, 3 H,
CHHOBOM u. C(=0)CH,NH), 4.19 (dd, *J = 10.1 Hz, °J = 4.2 Hz, 1 H, CHHOBOM),
4.23 (t,*J =7.4 Hz, 1 H, Fmoc: CHCH,0), 4.41 (d, *J = 7.4 Hz, 2 H, Fmoc: CHCH,0),
4.45 (s, 2 H, OCH,Ph), 4.70 (d, *J = 6.8 Hz, 1 H, OCHHO), 4.72 (d, >J =6.8 Hz, 1 H,
OCHHO), 5.39 [br. s, 1 H, C(=0)CH,NH], 5.59 (m., 1H, CHNH), 7.12 (br.d,
3J=6.8 Hz, 1 H, CHNH), 7.28 (s, 1 H, C: 5-H), 7.28-7.35 (m, 7 H, Ph u. Fmoc: 2-H u.
7-H), 7.40 (virt. t, °J = 7.4 Hz, 2 H, Fmoc: 3-H u. 6-H), 7.58 (d, *J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc:
1-H u. 8-H), 7.76 (d, °J = 7.5 Hz, 2 H, Fmoc: 4-H u. 5-H).
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2.2. Vorschriften und Daten

= (5)-(9H-Fluoren-9-yl)methyl(2-((2-((benzyloxy)methoxy)-1-(4-brom-[2,4'-bi-
thiazol]-2'-yl)ethyl)amino)-2-oxoethyl)carbamat [(S)-46b]

Br. N
\[ \>—Br
S
(48)

J S OBOM
Me3Sn’<N\/)\_) kat. Pd(PPh3)4

(PhMe), 90 °C, 16 h

HN

O
\E 98%
NHFmoc
Br N /CS OBOM
C33H37N305SSn \EB\ A (S)
706.44 S N)\)
(S)-45b HN\EO
NHFmoc
C33H29BFN405SQ
705.64
(S)-46b

Zu einer Losung von 210 mg (0.30 mmol) des Stannans ($)-45b in entgastem Toluol
(5 mL) gab man 34.3 mg (29.7 umol, 10 mol%) Pd(PPhs3)s und 102 mg (0.42 mmol,
1.40 Aq.) 2,4-Dibromthiazol (48). Man lieB 16 h bei 90 °C riihren, kiihlte anschlieBend
auf Raumtemperatur ab und beendete die Reaktion durch Zugabe von ges. NaHCOs-
Losung (5 mL). Man extrahierte mit EtOAc (3 x 20 mL), trocknete die vereinigten
organischen Phasen iiber Na;SO4 und entfernte das Trockenmittel durch Filtration. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels
Flashchromatographie (P/EtOAc=1:1, 2x 15cm) gereinigt. Man erhielt 207 mg
(0.29 mmol, 98%) des Bithiazols (5)-46b als farblosen Schaum.

DC: R; = 0.40 (P/EtOAc = 1:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o],”° = —13.7 (¢ = 1.00 in CHCLs).

IR (ATR): v [cm™'] = 3302 (w), 2923 (w), 1669 (s, C=0), 1516 (m), 1449 (m), 1253
(m), 1167 (w), 1042 (s), 736 (s), 698 (W).
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2. Experimenteller Teil

'"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm)= 3.85-3.98 (m, 3H, CHHOBOM u.
C(=0)CH,NH), 4.21 (t, °*J=7.0Hz, 1H, Fmoc: CHCH,0), 4.28 (dd, “J=10.2 Hz,
’J=3.9Hz, 1 H CHHOBOM), 4.40-4.44 (m, 2 H, Fmoc: CHCH,0), 4.45 (s, 2 H,
OCH,Ph), 4.70 (d, *J = 6.8 Hz, 1 H, OCHHO), 4.73 (d, °J = 6.8 Hz, 1 H, OCHHO),
5.45 [br. s, 1 H, C(=0)CH,NH], 5.54 (m,, 1 H, CHNH), 7.16 (s, 1 H, B: 5-H), 7.20-7.31
(m, 8 H, Ph u. CHNH u. Fmoc: 2-H u. 7-H), 7.39 (virt. t, 3J=175 Hz, 2 H, Fmoc: 3-H u.
6-H), 7.56 (d, =75 Hz, 2 H, Fmoc: 1-H u. 8-H), 7.77 (d, 3J=175 Hz, 2 H, Fmoc: 4-H
u. 5-H), 7.92 (s, 1 H, C: 5-H).

BC.NMR (CDCl;, 91 MHz): & (ppm)= 44.7 (d, Fmoc: CHCH,0), 47.1 [t,
C(=0)CH,NH], 51.5 (d, CHNH), 67.4 (t, Fmoc: CHCH,0), 69.4 (t, CH,OBOM), 69.8
(t, OCH,Ph), 95.0 (t, OCH,0), 117.5 (d, C: C5), 117.4 (d, B: C5), 120.0 (d, Fmoc: C4 u.
C5), 125.0 (d, Fmoc: C1 u. C8), 126.0 (s, B: C4), 127.1 (d, Fmoc: C2 u. C7), 127.8 (d,
Ph: C2 u. C6, Fmoc: C3 u. C6), 127.9 (d, Ph: C4), 128.5 (d, Ph: C3 u. C5), 137.2 (s,
Ph: C1), 141.3 (s, Fmoc: C4a u. C4b), 143.6 (s, Fmoc: C8a u. C8b), 148.1 (s, C: C4),
156.6 [s, CH,OC(=O)NH], 163.1 (s, B: C2), 168.9 [s, C(=O)CH,NH], 170.2 (s, C: C2).

MS (ESI): m/z (%) = 745 (4) [(MC'B+K)*], 743 (@) [(M(”Br)+K)*], 729 (80)
[(MC'Br)+Na)*], 727 (80) [(M(”Br)+Na)’], 707 (100) [(M¢'Br)+H)'], 705 (100)
[(M(”Br)+H)"].

HRMS (ESI): m/z = Ci3Hy 'BrN4OsS;Na [(M(Br)+Na)*], ber.: 727.0660, gef.:
727.0660.
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= Ostfragment (S)-37b

1.) MegSn, kat. Pd(PPhj),

Br N>’</\S OBOM (PhMe), 90 °C, 2.5 h
N _ 2.) Piperidin
\E N)\) ) Pip

S z (DMF), RT, 3 h
HN (0] >
\E 70% (2 Stufen)
NHFmoc
Me;Sn N /CUBOM
C33HngrN40582 {B\ A(S)
705.64 s N %
(S)-46b HN \EO
NH,
C21 H28N403828n
567.31
(S)-37b

Stannylierung: Zu einer Losung von 84.6 mg (120 umol) des Bithiazols (S5)-46b in
entgastem Toluol (2 mL) gab man 13.9 mg (12.0 umol, 10 mol%) Pd(PPhs); und
99.5 uL (157 mg, 480 umol, 4.0 Aq.) Hexamethyldizinn. Man lieB 2.5h bei 90 °C
rithren und engte die Reaktionslosung unter vermindertem Druck ein. Den Riickstand

reinigte man mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 2:1, 2 x 15 cm).

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe: Das erhaltene Stannan wurde in DMF (2 mL)
gelost, mit Piperidin (0.2 mL) versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch (CH>Cl,/MeOH = 10:1, 2 x 15 cm) gereinigt. Man erhielt
47.8 mg (84.3 umol, 70% iiber zwei Stufen) des Amins (S)-37b als gelbes Ol.

DC: Ry = 0.25 (CH,Cl,/MeOH = 10:1), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]”° = —27.5 (¢ = 0.45 in CHCL5).

IR (ATR): v [cm™'] = 2950 (w), 1672 (s, C=0), 1504 (s), 1262 (m), 1046 (s), 1026 (m),
770 (s).

127



2. Experimenteller Teil

"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = 0.38 [s, 9 H, Sn(CH3)3], 1.53 (br. s, 2 H, NH),),
3.45 (m., 2 H, CH,NH,), 3.98 (dd, *J =9.9 Hz, °J = 4.6 Hz, 1 H, CHHOBOM), 4.31
(dd, °J=9.9 Hz, °J =4.1 Hz, 1 H, CHHOBOM), 4.51 (s, 2 H, OCH,Ph), 4.77 (s, 2 H,
OCH,0), 5.60 (m,, 1 H, CHNH), 7.26-7.31 (m, 5 H, Ph), 7.37 (s, 1 H, B: 5-H), 7.93 (s,
1 H, C: 5-H), 8.25 (d, *J = 8.7 Hz, 1 H, CHNH).

BC-NMR (CDCl;, 91 MHz): § (ppm) = —8.8 [q, Sn(CHs)s], 44.9 (t, CH,NH,), 51.0 (d,
CHNH), 69.4 (t, CH,OBOM), 69.5 (t, OCH,Ph), 94.7 (t, OCH,0), 115.8 (d, C: C5),
126.2 (d, B: C5), 127.7 (d, Ph: C4), 127.9 (d, Ph: C2 u. C6), 128.4 (d, Ph: C3 u. C5),
137.4 (s, Ph: C1), 149.9 (s, C: C4), 161.1 (s, B: C4), 163.3 (s, B: C2), 170.1 (s, C: C2),
172.7 (s, C=0).

MS (ESI): m/z (%) = 569 (100) [(M('*°Sn)+H)"], 539 (17), 449 (23).

HRMS (ESD): m/z = CyHxoN4055,'Sn [(M('*Sn)+H)*], ber.: 569.0698, gef.:
569.0699.
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2.2. Vorschriften und Daten

= 3-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)prop-1-in (70)

o)
()
= kat. p-TsOH =
0°C,1.5h 3

OH = o.__0O
89% Lj/z
C5H,0 CgH120,
56.06 140.18
Prop-2-in-1-ol 70

Zu 10.4 mL (10.0 g, 178 mmol) Prop-2-in-1-ol gab man einige Kérnchen para-Toluol-
sulfonsdure und versetzte bei 0 °C tropfenweise mit 18.2 mL (18.0 g, 214 mmol,
1.2 Aq.) 3,4-Dihydropyran. Nach beendeter Zugabe lieB man 1.5h bei dieser
Temperatur riithren, versetzte mit 5%-iger KOH-Losung (5 mL). Fraktionierte
Destillation lieferte 22.1 g (158 mmol, 89%) der Titelverbindung 70 als farblose
Fliissigkeit.

DC: R;=0.75 (P/EtOAc = 2:1), [KMnOQy].

Sdp.: 53 °C (5.0 mbar).

'"H-NMR (CDCls, 360 MHz): S (ppm) = 1.47-1.88 (m, 6 H, CH,CH,CH,), 2.39 (t,
*J=2.4Hz, 1H, OCH,C=CH), 3.49-3.58 (m, 1 H, CH,CHHO), 3.78-3.84 (m, 1 H,
CH,CHHO), 4.24 (m,, 2 H, OCH,C=C), 4.80 (t, >J = 3.3 Hz, 1 H, 2’-H).

BC.NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm) = 18.9 (t, C4’), 25.3 (t, C5’), 30.2 (t, C3°), 54.1
(t, OCH,C=CH), 61.9 (t, C6°), 73.9 (d, OCH,C=CH), 79.7 (s, OCH,C=CH), 96.8 (d,

C2°).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[®
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»  Triisopropyl-(3-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)prop-1-in-1-yl)silan (71)

~<A

= nBulLi, TIPSCI = )7
(THF), -78 °C > RT, 16 h 3
O >

C8H1202 C17H32028i
140.18 296.52
70 71

Eine Losung von 10.0 g (71.3 mmol) des Alkins 70 in THF (280 mL) versetzte man bei
—78 °C tropfenweise mit 28.5 mL (71.3 mmol, 1.0 Aq., 2.5 M in Hexan). Nach beendter
Zugabe lie man auf —20 °C erwidrmen. AnschlieBend kiihlte man wieder auf —78 °C ab,
versetzte innerhalb von 30 min mit einer Losung von 15.1 mL (13.7 g, 71.3 mmol, 1.0
Aq.) TIPSCI in THF (210 mL) und lieB langsam auf Raumtemperatur erwirmen. Die
Reaktionslosung wurde iiber Nacht geriihrt, mit ges. NH4CI-Losung (200 mL) versetzt
und mit Et;0O (3 x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden mit ges.
NaCl-Losung (1 x 200 mL) gewaschen und iiber Na,SO,4 getrocknet. Man filtrierte vom
Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der
Riickstand wurde durch Destillation gereinigt, was 16.7 g (56.3 mmol, 79%) des
Alkins 71 als farbloses Ol lieferte.

DC: Ry = 0.40 (P/EtOAc = 40:1), [KMnQy].
Sdp.: 132 °C (0.5 mbar).

"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): & (ppm) = 1.04-1.07 [m, 21 H, Si(CH(CHs),)s), 1.40-1.90
(m, 6 H, CH,CH,CH,), 3.48-3.56 (m, 1 H, CH,CHHO), 3.85 (m., 1 H, CH,CHHO),
427 (d, J = 16.1 Hz, 1 H, OCHHC=C), 4.34 (d, *J = 16.1 Hz, 1 H, OCHHC=C), 4.90
(t,°J=3.4Hz, 1 H, 2’-H).

BC.NMR (CDCl;, 91MHz): &(pm)= 11.1 [d, Si(CH(CHs))l, 18.5 I[q,
Si(CH(CHs))3], 19.2 (t, C4%), 25.4 (t, C5°), 30.3 (t, C3’), 54.6 (t, OCH,C=C), 62.1 (t,
C6%), 87.0 (s, OCH,C=C), 96.3 (d, C2°), 103.4 (s, OCH,C=C).
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2.2. Vorschriften und Daten

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.[®
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= 3-(Triisopropylsilyl)prop-2-in-1-ol (72)

Sij\
. kat. p-TsOH .
Z  — p Z  —
/ (MeOH), 55 °C, 3 h 1 /
@/0 93%

296.52 212.40
71 72

Zu einer Losung von 5.93 g (20.0 mmol) des Alkins 71 in MeOH (40 mL) gab man 0.34
g (2.00 mmol, 10 mol%) para-Toluolsulfonsidure und erwéirmte fiir 3 h auf 55 °C. Nach
dem Abkiihlen auf Raumtemperatur versetzte man mit ges. NH4CI-Losung (100 mL)
und extrahierte mit Et;O (3 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
ges. NaCl-Losung (1 x 200 mL) gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Man filtrierte
vom Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der
Riickstand wurde sdulenchromatographisch (P/EtOAc = 10:1, 6 x 20 cm) gereinigt, was
3.96 g (18.6 mmol, 93%) des Alkohols 72 als blassgelbes Ol lieferte.

DC: R =0.20 (P/EtOAc = 10:1), [KMnQOy4].

"H-NMR (CDCl3, 360 MHz): & (ppm) = 1.05-1.07 [m, 21 H, Si(CH(CH3),)3], 4.30 (s, 2
H, CH,OH).

BC.NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm)= 11.1 [d, Si(CH(CHs))s], 18.5 [q,
Si(CH(CH3),)3], 51.8 (t, CH,OH), 86.8 (s, OCH,C=C), 105.6 (s, OCH,C=C).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein. %
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= 3-(Triisopropylsilyl)propionaldehyd (73)

. .
/ )7 (THF), I7B;< "C.6h_ / )_

67%
C1oH040Si C12H,0Si
212.40 210.39
72 73

2.00 g (9.42 mmol) des Alkohols 72 wurden in THF (10 mL) gelost, mit 3.16 g (11.3
mmol, 1.2 Aq.) IBX versetzt und fiir 6 h bei 75 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde vom Feststoff abfiltriert. Der Riickstand wurde mit Et;O (100
mL) gewaschen und die vereinigten Filtrate am Rotationeverdampfer eingeengt. Das
erhaltene Rohprdoukt wurde sdulenchromatographisch (P/EtOAc =60:1, 5 x 20 cm)
gereinigt, was 1.33 g (6.31 mmol, 67%) des Alkohols 73 als blassgelbes Ol lieferte.

DC: Ry = 0.40 (P/EtOAc = 60:1), [KMnOy].

"H-NMR (CDCl;, 360 MHz): § (ppm) = 1.07-1.14 [m, 21 H, Si(CH(CHs3)2)3], 9.21 (s, 1
H, CHO).

BC.NMR (CDCl;, 91 MHz): & (ppm)= 10.9 [d, Si(CH(CHs))s], 184 [q,
Si(CH(CH3),)s], 100.8 (s, C2), 104.4 (s, C3), 176.6 (d, CHO).

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.®’!
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" (Ss,E)-2-Methyl-N-(3-(triisopropylsilyl) prop-2-in-1-yliden)propan-2-sulfin-
amid [(Ss)-74]

OseNH
Sij\ Sij\
=Z )_ wfr. CuSOy4 =Z )_
| (CH,CLp), RT, 16 h A
© 70% O\\gs'\)j
C12H2,08i C16H31NOSSi
210.39 313.57
73 (Ss)-74

Zu einer Losung von 1.02 g (4.86 mmol, 1.1 Aq.) des Aldehyds 73 und 0.54 g
(4.42 mmol) (Ss)-2-Methyl-2-propansulfinamid in CH,Cl, (9 mL) gab man 141g¢g
(8.84 mmol, 2.0 Aq.) wasserfreies Kupfer(I)-sulfat und lieB die entstandene Suspension
iiber Nacht rithren. Man verdiinnte mit CH,Cl, (20 mL) und filtrierte iiber Celit®.
Einengen im Vakuum und Reinigung mittels Flashchromatographie (P/EtOAc = 10:1,
5 x 15 cm) lieferte 0.97 g (3.07 mmol, 70%) des Sulfinamids (Ss)-74 als farbloses Ol.

DC: R; = 0.30 (P/EtOAc = 10:1), [UV].
Spezifische Rotation: [ot]*" = +199 (¢ = 1.03 in CHCL3).

IR (ATR): v [cm™'] = 2938 (s), 2866 (s), 1731 (m), 1561 (s, C=N), 1460 (m), 1280 (m),
1096 (s), 1067 (m), 882 (m), 679 (m), 655 (m).

"H-NMR (CDCl3, 360 MHz): & (ppm) = 1.09-1.15 [m, 21 H, Si(CH(CH3),)3], 1.24 s,
9 H, SC(CHz3)3], 7.83 (s, 1 H, N=CH).

BC.NMR (CDCl;, 91MHz): & (ppm)= 11.1 [d, Si(CH(CH:))l, 18.5 I[q.
Si(CH(CHs),)3], 22.6 [q, SC(CHs)s], 58.3 [s, SC(CH3)s], 101.8 (s, C2’), 105.4 (s, C3"),
147.8 (d, N=CH).
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2.2. Vorschriften und Daten

MS (El): m/z (%) = 313 (4) [M"], 257 (85) [(M—C,4Hs)'], 214 (28), 108 (41), 57 (100)
[C4Ho]".

HRMS (EI): m/z = C;6H31NOSSi [M"], ber.: 313.1890, gef.: 313.1890.

Anm.: Beim Fragment C4Hg handelt es sich um das Abspaltungsprodukt einer

McLafferty-Umlagerung.

135



2. Experimenteller Teil

2.2.5. Verkniipfung der Ringe D-F mit Ring A und Ring G

*  Br,-Py-Siid-COzEt [(S,S)-76]

Br
Br
N
| Sy (19) | A N
>/78 l = = Br
N _ o Br
EtO Znl N7

O™ 'NH X kat. Pdy(dba f
LN 2N kat 2T(FP ; ©
/g A, /)/S at, NH
DMA/THF), 45 °C, 16 h
HN—, ( ,45°C, 16h
oS - HNT< EtO

20 =N 0
N"R
Cy3H57INgO5S
2311271IN6 593 HN\/“\DS

690.60 <
(S.5)-36 Py
C28H29BroN705S;3
799.58
(S,5)-76

Zinkierung des Pyridinbausteins: In einem 10 mL-Spitzkolben wurden 338 mg
(5.16 mmol, 12.0 Aq.) Zinkstaub vorgelegt, im Hochvakuum bis zum Einsetzen der
Sublimation ausgeheizt und mit entgastem DMA (4.8 mL) versetzt. Zu der Suspension
gab man 48.2 uL (105 mg, 0.56 mmol, 1.3 Aq.) Dibromethan und erhitze bis zum
Einsetzen der Gasentwicklung. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde dieser
Vorgang zwei Mal wiederholt. Man versetzte mit 148 uL (126 mg, 1.16 mmol, 2.7 Aq.)
frisch destilliertem TMSCI und lie 15 min bei Raumtemperatur rithren. Anschlieend
gab man eine Losung von 624 mg (1.72 mmol, 4.00 Aq.) 2,6-Dibrom-3-iodpyridin (35)
in entgastem THF (3.0 mL) hinzu. Man riihrte 1.5 h bis zur vollstindigen Zinkierung
unter Bildung von 19 (DC-Kontrolle) bei Raumtemperatur und lie den Feststoff

anschlieffend 30 min absetzen.

Negishi-Kupplung mit dem Trithiazol: In einem 25 mL-Rundkolben wurden 23.6 mg
(25.8 umol, 6 mol%) Pdy(dba); und 23.9mg (103 umol, 24 mol%) Tri-(2-fur-
yl)phosphin vorgelegt, in entgastem THF (3.2 mL) gelost und bis zum Farbumschlag
nach griin-gelb geriihrt. Man versetzte zunédchst mit 297 mg (0.43 mmol) des Trithiazols
(5,5)-36 und anschlieBend mit der iiberstehenden Losung des oben beschriebenen

Zinkorganyls 19. Die entstandene blassgelbe Losung wurde iiber Nacht bei 45 °C
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geriihrt und die Reaktion anschlieBend durch Zugabe von ges. NH4CI-Losung (25 mL)
abgebrochen. Es wurde mit EtOAc (5 x 30 mL) extrahiert und die vereinigten Extrakte
mit dest. Wasser (2 x50 mL) und ges. NaCl-Losung (2 x 50 mL) gewaschen. Man
trocknete iiber Na,SOy, filtrierte vom Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel
unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde mittels Flashchromatographie
(EtOAc, 5x12cm) wund priaparativer HPLC (RP, ODS-A 250 x 20 mm,
MeOH/H,0 = 80:20, 11.0 mL/min, tg = 16.8 min) gereinigt, was 213 mg (0.27 mmol,
62%) der Titelverbindung (S,5)-76 als weillen Feststoff lieferte.

DC: Ry = 0.35 (EtOAc), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]p”° = —22.0 (¢ = 1.05 in CHCl5).

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): § (ppm) = 0.98 [d, °J = 6.5 Hz, 3 H, CH(CH}),], 1.01 [d,
3J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CHs),], 1.41 (t, °J =7.2 Hz, 3 H, OCH,CHj3), 2.35-2.44 [m, 1 H,
CH(CHs),], 2.60 (d, *J=4.7Hz, 3H, NHCH;), 2.75 (s, 3 H, E: 5-CH3), 2.94 [dd,
°J =14.8 Hz, °J = 4.9 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.33 [dd, °J = 14.8 Hz, °J = 4.3 Hz,
1 H, CHHC(=O)NHMe], 4.41 (q, °J =7.2Hz, 2H, OCH,CHs), 532 (m., 1H,
D: CHNH), 5.82 (m., 1 H, E: CHNH), 6.85 (d, *J =4.7 Hz, 1 H, NHCHj3), 7.60 (d,
’J=83Hz, 1H, A:5-H), 8.11 (s, 1H, D:5-H), 836 (s, 1H, F:5-H), 8.52 (d,
’J=83Hz, 1 H, A:4-H), 8.58 (d, °J=9.0 Hz, 1 H, D: CHNH), 9.48 (d, °J = 8.6 Hz,
1 H, E: CHNH).

BC-NMR (CDCl3, 91 MHz): § (ppm) = 12.6 (q, E: C5-CH3), 14.3 (g, OCH,CH3), 18.0
[q, CH(CH3)], 19.1 [q, CH(CH3),], 26.1 (q, NHCH3), 34.6 [d, CH(CHs).], 38.5 [t,
CH,C(=O)NHMe], 48.5 (d, E: CHNH), 56.2 (d, D: CHNH), 61.6 (t, OCH,CH3), 126.2
(d, F: C5), 127.4 (d, D: C5), 127.7 (d, A: CS5), 130.1 (s, A: C3), 138.8 (s, A: C2), 141.2
(d, A: C4), 141.3 (s, A: C6), 141.9 (s, E: C5), 142.1 (s, E: C4), 146.2 (s, D: C4), 149.6
(s, F: C4), 1604 [s, F: C(=O)NH], 161.4 [s, C(=0)OEt], 161.8 (s, F: C2), 162.1 [s,
E: C(=O)NH], 166.5 (s, E: C2), 170.7 (s, D: C2), 171.3 [s, C(=O)NHMe].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.™™
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*  {BuO,C-Nord-Py(Br)-Siid-COEt [(S,S)-77]

Br 0
| ~N /_QX\OtBu
P —
Br S_._N
(21)
NS Znl

kat. PdC'z(PPh3)2
NH (DMA), 45 °C, 3.5 h

EtO 52% -
HN ¥N 0

CogHo9BroN705S3
799.58
(S,5)-76

/_)\OtBu
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2

S 2N
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NH
HN‘< B0
El_o
Y\f N,§
HN\/k
C36H3gBrN807S4

903.91
(S,S)-77

Zinkierung des Thiazolbausteins: In einem 10 mL-Spitzkolben wurden 307 mg
(4.70 mmol, 25.0 Aq.) Zinkstaub vorgelegt, im Hochvakuum bis zum Einsetzen der
Sublimation ausgeheizt und mit entgastem DMA (5.0 mL) versetzt. Zu der Suspension
gab man 48.6 uL (106 mg, 0.56 mmol, 3.0 Aq.) Dibromethan und erhitze bis zum
Einsetzen der Gasentwicklung. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde dieser
Vorgang zwei Mal wiederholt. Man versetzte mit 120 puL (102 mg, 0.94 mmol, 3.0 Aq.)
frisch destilliertem TMSCI und lie 15 min bei Raumtemperatur rithren. Anschlieend
gab man 467 mg (1.50 mmol, 8.00 Aq.) des Iodthiazols 34 als Feststoff hinzu. Man
riihrte 1 h bis zur vollstindigen Zinkierung unter Bildung von 21 (DC-Kontrolle) bei
Raumtemperatur und lie3 den Feststoff anschlieBend 30 min absetzen.

Negishi-Kupplung: In einem 25 mL-Rundkolben wurden 39.6 mg (56.4 umol,
30 mol%) PdCl,(PPhs), vorgelegt und mit der iiberstehenden Losung des oben
beschriebenen Zinkorganyls 21 versetzt. Man lie3 1 min rithren und versetzte mit einer
Losung von 150 mg (188 umol) (S,5)-76 in entgastem DMA (8.0 mL). Die entstandene
blassgelbe Losung wurde 3.5 h bei 45 °C geriihrt und die Reaktion anschliefend durch

Zugabe von ges. NH4Cl-Losung (40 mL) abgebrochen. Es wurde mit EtOAc
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2.2. Vorschriften und Daten

(5 x 30 mL) extrahiert und die vereinigten Extrakte mit dest. Wasser (2 x 50 mL) und
ges. NaCl-Losung (2 x 50 mL) gewaschen. Man trocknete iiber Na,SOy, filtrierte vom
Trockenmittel ab und entfernte das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der
Riickstand wurde mittels Flashchromatographie (EtOAc, 3 x 15 cm) und préparativer
HPLC (RP, ODS-A 250 x 20 mm, MeOH/H,0O =90:10, 11.0 mL/min, tg = 13.5 min)
gereinigt, was 88.1 mg (97.4 umol, 52%) der Titelverbindung (S,S5)-77 als blassgelben
Feststoff lieferte.

DC: Ry = 0.35 (EtOAc), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]p”" = —25.0 (¢ = 0.45 in CHCls).

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): § (ppm) = 1.00 [d, *J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CH}),], 1.02 [d,
3J=6.8Hz, 3H, CH(CHs),], 142 (t, *J=7.1Hz, 3H, OCH,CHs), 1.64 [s, 9 H,
OC(CH3)3], 2.37-2.45 [m, 1 H, CH(CH3),), 2.65 (d, °J =4.7 Hz, 3 H, NHCH3), 2.75 (s,
3 H, E: 5-CHs), 3.02 [dd, %/ = 14.9 Hz, >J = 5.9 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.31 [dd,
*J=149Hz, *J= 4.1Hz, 1H, CHHC(=O)NHMe], 4.43 (q, °J =7.1Hz, 2H,
OCH,CH3), 5.32 (dd, °J = 8.6, 5.4 Hz, 1 H, D: CHNH), 5.86 (m., |1 H, E: CHNH), 6.76
(d, *J=4.7Hz, 1 H, NHCH3), 8.13 (s, 1 H, D: 5-H), 8.20 (s, 1 H, G: 5-H), 8.38 (s, 1 H,
F: 5-H), 8.39 (d, *J=8.2 Hz, 1 H, A: 5-H), 8.64 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, D: CHNH), 8.74
(d,’J=8.2Hz, 1 H, A: 4-H), 9.38 (d, °J = 8.9 Hz, 1 H, E: CHNH).

BC.NMR (CDCl3, 91 MHz): & (ppm) = 12.5 (q, E: C5-CH3), 14.3 (q, OCH,CH3), 17.9
[q, CH(CH3),], 19.0 [q, CH(CH3),], 26.2 (g, NHCHj3), 28.1 [q, OC(CH3)3], 34.4 [d,
CH(CHs;),], 38.6 [t, CH,C(=O)NHMe], 48.4 (d, E: CHNH), 56.2 (d, D: CHNH), 61.6 (t,
OCH,CH3), 82.3 [s, OC(CHs)3], 119.2 (d, A: C5), 126.2 (d, F: C5), 127.4 (d, D: C5),
129.7 (d, G: C5), 131.5 (s, A: C3), 139.4 (s, A: C2), 140.6 (d, A: C4), 141.7 (s, A: C6),
142.2 (s, E: C5), 146.3 (s, D: C4), 149.6 (s, E: C4), 150.0 (s, F: C4), 151.2 (s, G: C4),
160.2 [s, C(=0)OrBu], 160.4 [s, F: C(=O)NH], 161.4 [s, C(=O)OEt], 162.1 [s,
E: C(=O)NH], 162.2 (s, F: C2), 166.3 (s, G: C2), 166.5 (s, E: C2), 170.7 (s, D: C2),
171.0 [s, C(=O)NHMe].

Die analytischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten iiber-

ein.””®!
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2.2.6. Abschluss der Synthese von AmyD-CH,OH

= Cyclisierungsvorliufer 78a

SN SEN
Me3Sn
N ~N ﬁ\s
| 1.) 1 M LiOH | A N<
Z By (tBUOH/THF), RT, 3 h Br
2.) (S)-37a, DPPA, iPr,NEt N o
NS (DMF), RT, 16 h . NE'S )\/S
:8_/ 63% (2 Stufen) o HN—{"

EtO \( HN
HNT< 0 HN =N 0
)
D\

7S S
PN AN
Ca6H39BrNgO7S, Cs3Hg7BrN1505S4SiSn
903.91 1419.26
(S.5)-77 78a

Verseifung des Ethylesters: Eine Losung von 81.7 mg (90.4 umol) (§,5)-77 in THF
(090 mL) und rBuOH (1.80 mL) versetzte man langsam mit 0.90 mL (0.90 mmol,
10.0 Aqg., 1 M) LiOH-Losung. Man lieB 3 h bei Raumtemperatur rithren und entfernte
das Losungsmittel anschliefend am Rotationsverdampfer. Der Riickstand wurde in dest.
Wasser (10 mL) aufgenommen und bis zum Erreichen von pH 3 mit 10%-iger Citronen-
saure-Losung versetzt. Anschliefend extrahierte man mit CH,Cl, (3 x 20 mL),
trocknete iiber Na,SO, und filtrierte vom Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde

unter vermindertem Druck entfernt und die Carbonsiure direkt weiter umgesetzt.

Peptidkupplung mit dem Amin: Die oben beschriebene Carbonsdure wurde in DMF
(10 mL) geldst und bei 0 °C mit 66.2 mg (118 umol, 1.3 Aq.) des Amins (S)-37a
versetzt. Man fiigte 61.6 uL (46.8 mg, 362 umol, 4.0 Aq.) iPr,NEt sowie 38.9 uL
(49.8 mg, 181 umol, 2.0 Aq.) DPPA hinzu und lieB die Losung iiber Nacht auftauen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NH4Cl-Lésung (20 mL) abgebrochen. Man
extrahierte mit CH,Cl, (3 x20mL), trocknete iiber Na,SO, und filtrierte vom
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Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (EtOAc, 3 x 15cm) gereinigt. Man erhielt
80.4 mg (56.6 umol, 63%) des Kupplungsprodukts 78a als blassgelbes Ol.

DC: Ry = 0.50 (EtOAc), [UV].

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & (ppm) = —0.09 (s, 3 H, SiCH3), —0.03 (s, 3 H, SiCH3),
0.36 [s, 9 H, Sn(CHz)s], 0.79 [s, 9 H, SiC(CHs)3], 1.00 [virt. t, °J=6.2 Hz, 6 H,
CH(CHs),], 1.64 [s, 9 H, OC(CHs)3], 2.36 [m., 1 H, CH(CHs),], 2.67 (d, *J=4.7 Hz,
3H, NHCHs), 2.75 (s, 3H, E:5-CH3), 2.92 [dd, *J=15.8 Hz, *J=5.0Hz, 1H,
CHHC(=0)NHMe], 3.18 [dd, *J = 15.8 Hz, *J = 4.5 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.90
(dd, 2J=10.0Hz, *J=5.1Hz, 1 H, CHHOTBS), 4.11-4.23 [m, 2 H, CHHOTBS wu.
C(=0)CHHNH], 4.47 [dd, *J = 16.7 Hz, *J = 6.6 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 5.31-5.37
(m, 2 H, C: CHNH u. D: CHNH), 5.74 (m., 1 H, E: CHNH), 6.60 (d, *J =4.7 Hz, 1 H,
NHCH3), 7.20 (d, *J = 7.9 Hz, 1 H, C: CHNH), 7.35 (s, 1 H, C: 5-H), 7.91 (s, 1 H, B: 5-
H), 8.06-8.10 (m, 1H, D: CHNH), 8.09 (s, 1H, D:5-H), 8.16-8.22 [m, 1H,
C(=0)CHHNH], 8.21 (s, 1 H, G: 5-H), 8.34 (s, 1 H, F: 5-H), 8.39 (d, *J = 8.2 Hz, 1 H,
A: 5-H), 8.74 (d, °J = 8.2 Hz, 1 H, A: 4-H), 9.58 (d, °J = 8.8 Hz, 1 H, E: CHNH).
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=  Makrocyclus 79a

kat. Pd(PPhs),

PhMe N S OTBS
85( °C 23 h \>_@/ ©).!
L) > S N \\\
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NH 0 NH
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H
053H67BrN120886SiSn C50H58N1208868i
1419.26 1175.55
78a 79a

19.9 mg (14.0 umol) 78a wurden in entgastem Toluol (14 mL) gelost und mit 3.24 mg
(2.80 umol, 20 mol%) Pd(PPhs), versetzt. Man lieB3 fiir 20 h bei 85 °C rithren und
entfernte das Losungsmittel anschlieBend am Rotationsverdampfer. Das Rohprodukt
wurde mittels Flashchromatographie (EtOAc/MeOH = 60:1, 3 x 15 cm) gereinigt, was
10.5 mg (8.96 umol, 64%) des Makrocyclus 79a als blassgelbes Wachs lieferte.

DC: Ry = 0.50 (EtOAc/MeOH = 60:1), [UV].

"H-NMR (CDCl3, 500 MHz): § (ppm) = 0.01 (s, 3 H, SiCH3), 0.03 (s, 3 H, SiCH3), 0.88
[d, °J=6.8 Hz, 3 H, CH(CH3),], 0.92 [s, 9 H, SiC(CH3)s], 1.00 [d, *J = 6.8 Hz, 3 H,
CH(CHs),], 1.01 [m,, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 1.65 [s, 9 H, OC(CH3)3], 2.28 [m., 1 H,
CH(CHs),], 2.64 (d, °J=6.0Hz, 3 H, NHCH;), 2.65 (s, 3 H, E: 5-CH3), 2.70 [dd,
*J=17.1 Hz,*J = 3.5 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.85-3.91 [m, 1 H, C(=0)CHHNH],
3.90-3.95 (m, 1 H, CHHOTBS), 4.05 (dd, *J = 10.3 Hz, *J = 3.5 Hz, 1 H, CHHOTRBS),
4.99 [dd, 2J=17.5Hz, *J=9.4 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 5.24 (dd, *J=7.9, 4.6 Hz,
1 H, D: CHNH), 5.35 (m,, 1 H, C: CHNH), 5.41 (m., 1 H, E: CHNH), 6.75-6.85 (m,
2 H, NHCH; u. C: CHNH), 7.25 (s, 1 H, C:5-H), 7.76 [dd, *J=9.4, 2.8 Hz, 1 H,
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2.2. Vorschriften und Daten

C(=O)CHHNH], 8.11 (d, >/ =8.2 Hz, 1 H, A: 4-H), 8.11 (s, 1 H, D: 5-H), 8.20 (s, 1 H,
B: 5-H), 8.25 (s, 1 H, G: 5-H), 8.37 (s, 1 H, F: 5-H), 8.38 (d, >J=8.2 Hz, 1 H, A: 5-H),
8.78 (d,*J=7.9 Hz, 1 H, D: CHNH), 8.97 (d, *J=9.2 Hz, 1 H, E: CHNH).

Bei der Reaktion entstandenes Triphenylphosphinoxid konnte sdulenchromatographisch
nicht entfernt werden. Die vollstindige Abtrennung gelang nach der néchsten Stufe. Die

angegebene Ausbeute ist korrigiert.
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*  AmyD-CH,OH (2a)

N

S N W
HN\EO

@] NH
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CsoHsgN12,05S6Si
1175.55
79a

1) TFA
(CH,Cl,), RT, 6 h
2.) TMSCHN,
(MeOH/THF), RT, 1 h

52% (2 Stufen)

OMe

C41H3gN1205Sg
1019.21
AmyD-CH,OH (2a)

Esterspaltung und Entfernung der TBS-Schutzgruppe: Eine Losung von 7.50 mg

(6.37 umol) 79a in CH,Cl, (1 mL) versetzte man mit Trifluoressigsdure (0.2 mL) und

lie} 6 h bei Raumtemperatur rithren. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer

entfernt. Riickstinde von Trifluoressigsdure wurden mit Toluol (2 x 1 mL) ko-

evaporiert. Die erhaltene Carbonsdure wurde nach dem Trocknen am Hochvakuum

direkt weiter umgesetzt.

Bildung des Methylesters: Die oben beschriebene Carbonsdure wurde in THF (0.2 mL)
und MeOH (0.2 mL) gelost und mit 4.14 pL (8.28 umol, 1.3 Aqg., 2.0 M in Et,0)

TMSCHN, versetzt. Man lie} fiir 1 h bei Raumtemperatur rithren und entfernte das

Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde mittels
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2.2. Vorschriften und Daten

Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH =10:1, 2 x 15cm) gereinigt. Man erhielt
3.40 mg (3.34 umol, 52% iiber zwei Stufen) des Naturstoffderivats AmyD-CH,OH (2a)

als farblosen Feststoff.

DC: Ry = 0.25 (CH,Cl,/MeOH = 10:1), [UV].

Spezifische Rotation: [ot]*° = +172 (¢ = 0.26 in CHCl5).

IR (ATR): v [cm™'] =3280 (w), 2939 (w), 1725 (w), 1658 (s, C=0), 1539 (m), 1492
(m), 1224 (m), 911 (w), 728 (m).

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & (ppm) = 0.91 [d, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CH3),], 1.01 [d,
3J=6.9Hz, 3H, CH(CHs),], 1.28 [m., 1H, CHHC(=O)NHMe], 2.31 [m., 1H,
CH(CHs),], 2.65 (d, *J=4.7 Hz, 3 H, NHCHS), 2.67 (s, 3 H, E: 5-CH3), 2.68-2.72 [m,
1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.37 (br. s, 1 H, OH), 3.96 [dd, 2J = 17.5 Hz, °J = 3.5 Hz, 1 H,
C(=0)CHHNH], 4.01-4.05 (m, 1H, CHHOH), 4.02 (s, 3H, OCHs), 4.12 (dd,
2J=11.6Hz, *J=3.2Hz, 1H, CHHOH), 4.95 [dd, %J=17.5Hz, *J=9.2Hz, 1H,
C(=0)CHHNH], 5.26 [dd, *J = 8.1, 5.0 Hz, 1 H, D: CHNH], 5.37 (m,, 1 H, C: CHNH),
5.42 (virt. dt, °J = 8.8, 43 Hz, 1 H, E: CHNH), 6.79 (d, °J = 4.7 Hz, 1 H, NHCH3), 7.30
(s, 1 H, C:5-H), 7.39 (br.d, >J=6.0 Hz, 1 H, C: CHNH), 7.95 [dd, *J=9.2, 3.5 Hz,
1 H, C(=0)CHHNH], 8.13 (d, °J = 8.1 Hz, 1 H, A: 4-H), 8.14 (s, 1 H, D: 5-H), 8.16 (s,
1 H, B: 5-H), 8.35 (s, 1 H, G: 5-H), 8.36 (s, 1 H, F: 5-H), 8.39 (d, *J=8.1Hz, 1 H,
A: 5-H), 8.66 (d, *J = 8.1 Hz, 1 H, D: CHNH), 8.78 (br. d, *J = 8.8 Hz, 1 H, E: CHNH).

BC.NMR (CDCls, 126 MHz): & (ppm) = 12.4 (q, E: 5-CH3), 18.2 [q, CH(CHs)], 18.4
[q, CH(CH3)], 26.3 (q, NHCHa), 34.7 [d, CH(CH;),], 38.6 [t, CH,C(=0)NHMe], 41.8
[t, C(=0)CH,NH], 48.2 (d, E: CHNH), 52.7 (g, OCHs), 55.0 (d, C: CHNH), 56.1 (d,
D: CHNH), 63.8 (t, CH,OH), 115.2 (d, C: C5), 118.8 (d, A: C5), 122.9 (d, B: C5), 124.1
(d, D: C5), 125.3 (d, F: C5), 127.8 (s, A: C3), 130.6 (d, G: C5), 140.3 (d, A: C4), 140.9
(s, B: C5), 142.1 (s, E: C4), 148.2 (s, G: C4), 148.3 (s, D: C4), 148.9 (s, C: C4), 150.1
(s, F: C4), 150.3 (s, A: C2), 150.5 (s, A: C6), 154.6 (s, B: C4), 159.9 (s, B: C2), 161.2
[s, D:C(=O)NH], 161.7 [s, E:C(=O)NH], 161.8 [s, C(=0)OMe], 161.9 [s,
F: C(=0)NH], 164.9 (s, F: C2), 167.1 (s, E: C2), 168.8 (s, D: C2), 169.0 (s, G: C2),
169.2 [s, C(=0)CH,NH], 169.8 [s, C(=0)NHMe], 170.6 (s, C: C2).
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2. Experimenteller Teil

MS (ESI): m/z (%) = 1019 (100) [(M+H)"].

HRMS (ESI): m/z = C4;H30N205S¢ [(M+H)"], ber.: 1019.1333, gef.: 1019.1311.

146



2.2. Vorschriften und Daten

2.2.7. Abschluss der Synthese von epi-AmyD-CH,OH

= Cyclisierungsvorléiufer epi-78a

o) o)
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C36H3gBrN807S4 C53H67BrN1208868iSn
903.91 1419.26
(S,S)-77 epi-78a

Verseifung des Ethylesters: Eine Losung von 78.9 mg (87.3 umol) (§,5)-77 in THF
(0.87 mL) und rBuOH (1.74 mL) versetzte man langsam mit 0.87 mL (0.87 mmol,
10.0 Aqg., 1 M) LiOH-Losung. Man lieB 3 h bei Raumtemperatur rithren und entfernte
das Losungsmittel anschliefend am Rotationsverdampfer. Der Riickstand wurde in dest.
Wasser (10 mL) aufgenommen und bis zum Erreichen von pH 3 mit 10%-iger Citronen-
saure-Losung versetzt. Anschliefend extrahierte man mit CH,Cl, (3 x 20 mL),
trocknete iiber Na,SO4 und filtrierte vom Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde

unter vermindertem Druck entfernt und die Carbonsiure direkt weiter umgesetzt.

Peptidkupplung mit dem Amin: Die oben beschriebene Carbonsdure wurde in DMF
(10 mL) gelost und bei 0 °C mit 63.8 mg (114 umol, 1.3 Aq.) des Amins (R)-37a
versetzt. Man fiigte 59.3 uL (45.1 mg, 349 umol, 4.0 Aq.) iPr,NEt sowie 37.7 uL
(48.2 mg, 175 umol, 2.0 Aq.) DPPA hinzu und lieB die Losung iiber Nacht auftauen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NH4Cl-Lésung (20 mL) abgebrochen. Man
extrahierte mit CH,Cl, (3 x20mL), trocknete iiber Na,SO, und filtrierte vom
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Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (EtOAc, 3 x 15cm) gereinigt. Man erhielt
97.4 mg (68.6 umol, 79%) des Kupplungsprodukts epi-78a als blassgelbes Ol.

DC: R; = 0.50 (EtOAc), [UV].

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & (ppm) = —0.08 (s, 3 H, SiCH3), —0.01 (s, 3 H, SiCH3),
0.35 [s, 9 H, Sn(CH3)s], 0.81 [s, 9 H, SiC(CHs)s], 1.00 [d, *J = 6.6 Hz, 3 H, CH(CHs),],
1.02 [d, *J=69Hz, 3H, CH(CHs),], 1.64 [s, 9H, OC(CH3)], 2.37 [m., 1H,
CH(CHs),], 2.58 (d, *J=4.7Hz, 3 H, NHCH3), 2.75 (s, 3H, E: 5-CH;3), 2.96 [dd,
°J=15.8 Hz, °J = 4.8 Hz, 1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.18 [dd, °J = 15.8 Hz, *J = 4.5 Hz,
1 H, CHHC(=O)NHMe], 3.93 (dd, °J = 9.9 Hz, °J = 4.9 Hz, | H, CHHOTBS), 4.15 [dd,
°J=16.8 Hz, *J =4.6 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 4.22 (dd, 2J=9.9 Hz, *J=3.2Hz 1 H,
CHHOTBS), 4.52 [dd, J = 16.8 Hz, *J = 6.5 Hz, 1 H, C(=O)CHHNH], 5.33-5.39 (m,
2 H, C: CHNH u. D: CHNH), 5.77 (m, 1 H, E: CHNH), 6.58 (m,, 1 H, NHCH3), 7.24-
7.26 (m, 1 H, NH, C: CHNH), 7.33 (s, 1 H, C: 5-H), 7.82 (s, 1 H, B: 5-H), 8.08 (s, 1 H,
D: 5-H), 8.06-8.10 (m, 1 H, D: CHNH), 8.19-8.22 [m, 1 H, C(=0)CHHNH], 8.20 (s,
1 H, G:5-H), 8.33 (s, 1 H, F: 5-H), 8.37 (d, °J= 82Hz, 1 H, A: 5-H), 8.73 (d, *J =
8.2 Hz, 1 H, A: 4-H), 9.53 (d, °J = 8.7 Hz, 1 H, E: CHNH).
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=  Makrocyclus epi-79a
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50.0 mg (35.2 umol) epi-78a wurden in entgastem Toluol (35 mL) gelost und mit
8.14 mg (7.04 pumol, 20 mol%) Pd(PPh3)4 versetzt. Man lief fiir 20 h bei 85 °C riihren
und entfernte das Losungsmittel anschlieBend am Rotationsverdampfer. Das
Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie (EtOAc/MeOH =60:1, 3 x 15 cm)
gereinigt, was 25.7 mg (21.9 umol, 62%) des Makrocyclus epi-79a als blassgelbes
Wachs lieferte.

DC: Ry = 0.50 (EtOAc/MeOH = 60:1), [UV].

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & (ppm) = —0.09 (s, 3 H, SiCH3), —0.06 (s, 3 H, SiCH3),
0.84 [s, 9 H, SiC(CHa)3], 0.95 [d, *J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CH5),], 1.03 [d, *J = 6.7 Hz,
3 H, CH(CH3)1], 1.65 [s, 9 H, OC(CH3)3], 2.20 [m., 1 H, CH(CH3),], 2.26-2.37 [m, 2 H,
CH,C(=O)NHMe], 2.56 (d, *J = 4.5 Hz, 3 H, NHCH3), 2.68 (s, 3 H, E: 5-CH3), 4.03-
4.12 [m, 2 H, CH,OTBS), 4.24 [dd, °J=17.8 Hz, *J =3.4 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH],
453 [dd, J = 17.8 Hz, °J = 5.6 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 5.26-5.31 (m, 2 H, C: CHNH
u. D: CHNH), 5.45 (m,, 1 H, E: CHNH), 6.57 (br. s, 1 H, NHCH3), 6.85 (d, *J = 6.8 Hz,
1 H, C: CHNH), 7.39 (s, 1 H, C: 5-H), 7.91 (s, 1 H, B: 5-H), 8.08 (d, *J=9.0 Hz, 1 H,
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A: 4-H), 8.08 (s, 1 H, D: 5-H), 8.11-8.18 (m, 2 H, D: CHNH u. C(=0)CH,NH], 8.20 (s,
1 H, F:5-H), 824 (d, *J=9.8 Hz, 1 H, E: CHNH), 8.33 (s, 1 H, G: 5-H), 8.41 (d,
3J=9.0Hz, 1 H, A: 5-H).

Bei der Reaktion entstandenes Triphenylphosphinoxid konnte sdulenchromatographisch
nicht entfernt werden. Die vollstindige Abtrennung gelang auf der nidchsten Stufe. Die

angegebene Ausbeute ist korrigiert.
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* ¢epi-AmyD-CH,OH (epi-2a)
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Esterspaltung und Entfernung der TBS-Schutzgruppe: Eine Losung von 24.7 mg
(21.0 umol) epi-79a in CH,Cl, (3 mL) versetzte man mit Trifluoressigsidure (0.6 mL)
und lie 3 h bei Raumtemperatur rithren. Man fiigte einen Tropfen Fluorwasserstoff-
Pyridin-Komplex (70%-ig) hinzu und liel nochmals fiir 1 h rithren. Das Losungsmittel
wurde anschlieBend am Rotationsverdampfer entfernt. Riickstinde von Trifluor-
essigsdure wurden mit Toluol (2 x 1 mL) koevaporiert. Die erhaltene Carbonsdure

wurde nach dem Trocknen am Hochvakuum direkt weiter umgesetzt.

Bildung des Methylesters: Die oben beschriebene Carbonsdure wurde in THF (0.6 mL)
und MeOH (0.6 mL) gelost und mit 13.7 uL (27.3 umol, 1.3 Aqg., 2.0 M in Et,0)
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TMSCHN, versetzt. Man lie} fiir 1 h bei Raumtemperatur rithren und entfernte das
Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde mittels
Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH =10:1, 2 x 15cm) gereinigt. Man erhielt
19.8 mg (19.4 umol, 92% iiber zwei Stufen) des Naturstoffderivats epi-AmyD-CH,OH
(epi-2a) als farblosen Feststoff.

DC: R = 0.35 (CH,Cl,/MeOH = 10:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o(] 520 =+33.0 (¢ =0.10 in CHCl3).

IR (ATR): v [cm™'] = 2956 (w), 2924 (m), 2850 (w), 1654 (m, C=0), 1542 (m), 766
(w), 667 (W).

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): § (ppm) = 0.93 [d, *J = 6.5 Hz, 3 H, CH(CH3),], 1.00 [d,
3J=6.7Hz, 3H, CH(CH:)], 2.19 [m., 1H, CH(CHs),], 2.40 [br.s, 2H,
CH,C(=O)NHMe], 2.62 (br.s, 3 H, NHCH;), 2.68 (s, 3 H, E: 5-CH3), 4.01 (s, 3 H,
OCH3), 4.12 (br. s, 2 H, CH,OH), 4.28 [d, >/ = 17.1 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 4.63 [d,
°J =17.1 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 5.28-5.34 (m, 2 H, C: CHNH u. D: CHNH), 5.47 (s,
1 H, E: CHNH), 6.76 (br. s, 1 H, NHCH3), 7.34 (s, 1 H, C: 5-H), 7.92 (s, 1 H, B: 5-H),
7.99-8.10 (m, 2 H, C: CHNH u. C(=0)CH,NH], 8.06 (d, *J = 7.5 Hz, 1 H, A: 4-H), 8.11
(s, 1 H, D: 5-H), 8.24-8.35 (m, 4 H, D: CHNH u. E: CHNH u. F: 5-H u. G: 5-H), 8.37
(d,’J=7.5Hz, 1 H, A: 5-H).

BC-NMR (CDCl;, 126 MHz): & (ppm) = 12.6 (q, E: 5-CH3), 18.5 [q, CH(CH3),], 19.0
[q, CH(CH3),], 26.3 (q, NHCH3), 35.0 [d, CH(CHs)2], 38.3 [t, CH,C(=O)NHMe], 42.8
[t, C(=O)CH,NH], 49.1 (d, E: CHNH), 52.7 (q, OCHj3), 54.7 (d, C: CHNH), 55.0 (d,
D: CHNH), 64.2 (t, CH,OH), 115.8 (d, C: C5), 118.9 (d, A: C5), 121.7 (d, B: C5), 123.8
(d, D: C5), 125.4 (d, F: C5), 128.2 (s, A: C3), 130.6 (d, G: C5), 139.7 (d, A: C4), 141.3
(s, E: C5), 142.2 (s, E: C4), 148.2 (s, G: C4), 148.6 (s, A: C2 u. D: C4), 148.8 (s,
C: C4), 150.0 (s, F: C4), 150.7 (s, A: C6), 154.0 (s, B: C4), 160.3 (s, B: C2), 160.7 [s,
D: C(=O)NH], 161.4 [s, E: C(=O)NH], 161.7 [s, C(=0)OMe], 161.8 [s, F: C(=O)NH],
165.1 (s, F: C2), 166.0 (s, E: C2), 168.7 (s, D:C2), 169.2 (s, G:C2), 169.8 [s,
C(=0O)CH;NH], 170.3 [s, C(=O)NHMe], 170.4 (s, C: C2).
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MS (ESI): m/z (%) = 1041 (45) [(M+Na)*], 1019 (100) [(M+H)"].

HRMS (ESI): m/z = C4;H390N1205S6 [(M+H) ], ber.: 1019.1333, gef.: 1019.1332.
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2.2.8. Abschluss der Synthese von AmyD-CH,OBOM

= Cyclisierungsvorliufer 78b

o 0
/_2\\0tBu OtB”
Me3Sn
SN SN T
» 1.) 1 M LiOH | A N\
Br (tBUOH/THF), RT, 3 h
2.) (S)-37b, DPPA, iPr,NEt N c\
N7 s (DMF), RT, 16 h NE'S > S
_ > S
o 54% (2 Stufen) 032—1 HN (lOBOM
NH NH 0%\
iy i
EtO HN
HN =N o n S LN
7 S0 A 879\?0 N
N
HN\/LS HNM“\%
C36H3gBrN807S4 C55H61BrN1zogSGSn
903.91 1425.15
(S,S)-77 78b

Verseifung des Ethylesters: Eine Losung von 33.0 mg (37.7 umol) (S,5)-77 in THF
(0.38 mL) und rBuOH (0.76 mL) versetzte man langsam mit 0.38 mL (0.38 mmol,
10.0 Ag., 1 M) LiOH-Losung. Man lieB 3 h bei Raumtemperatur rithren und entfernte
das Losungsmittel anschliefend am Rotationsverdampfer. Der Riickstand wurde in dest.
Wasser (5 mL) aufgenommen und bis zum Erreichen von pH 3 mit 10%-iger Citronen-
saure-Losung versetzt. Anschliefend extrahierte man mit CH,Cl, (3 x 10 mL),
trocknete iiber Na,SO4 und filtrierte vom Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde

unter vermindertem Druck entfernt und die Carbonsiure direkt weiter umgesetzt.

Peptidkupplung mit dem Amin: Die oben beschriebene Carbonsdure wurde in DMF
(4 mL) gelost und bei 0°C mit 27.8 mg (49.0 umol, 1.3 Aq.) des Amins (S5)-37b
versetzt. Man fiigte 25.7 uL (19.5 mg, 151 umol, 4.0 Aq.) iPr,NEt sowie 16.2 uL
(20.8 mg, 75.4 umol, 2.0 Aq.) DPPA hinzu und lieB die Losung iiber Nacht auftauen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NH4Cl-Lésung (10 mL) abgebrochen. Man
extrahierte mit CH,Cl, (3 x 10 mL), trocknete iiber Na,SO, und filtrierte vom
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Trockenmittel ab. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (EtOAc, 2 x 15cm) gereinigt. Man erhielt
29.3 mg (20.5 umol, 54%) des Kupplungsprodukts 78b als blassgelbes Ol.

DC: Ry = 0.40 (EtOAc), [UV].

"H-NMR (CDCl3, 360 MHz): & (ppm) = 0.36 [s, 9 H, Sn(CHs)3], 0.96 [d, *J = 6.5 Hz,
3 H, CH(CHs),], 0.99 [d, *J = 6.7 Hz, 3 H, CH(CH3),], 1.63 [s, 9 H, OC(CHs)3], 2.33
[me, 1 H, CH(CHs),], 2.65 (d, °J = 4.8 Hz, 3 H, NHCHS), 2.73 (s, 3 H, E: 5-CH3), 2.95
[dd, *J=15.7Hz, *J=52Hz, 1H, CHHC(=O)NHMe], 3.20 [dd, *J=15.7 Hz,
’J=45Hz, 1H, CHHC(=0)NHMe], 3.93 (dd, *J=10.1Hz, *J=45Hz, 1H,
CHHOBOM), 4.11 [dd, 2J=169Hz, *J=4.5Hz, 1H, C(=0)CHHNH], 4.22 (dd,
2J=10.1Hz, *J=42Hz, 1H, CHHOBOM), 4.46 (s, 2H, OCH,Ph), 4.48 [dd,
2J=16.9 Hz, °J = 6.5 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 4.71 (s, 2 H, OCH,0), 5.31 (m,, 1 H,
D: CHNH), 5.52 (m., 1 H, C: CHNH), 5.74 (m., 1 H, E: CHNH), 6.72 (d, *J = 4.8 Hz,
1 H, NHCH3), 7.20-7.30 (m, 5 H, Ph), 7.34 (s, 1 H, C: 5-H), 7.62 (m,, °J = 1 H, NH),
7.93 (s, 1 H, B: 5-H), 8.05 (s, 1 H, D: 5-H), 8.11 (m,, 1 H, NH), 8.19-8.22 (m, 1 H,
NH), 8.20 (s, 1 H, G: 5-H), 8.33 (s, 1 H, F: 5-H), 8.36 (d, °J=8.4 Hz, 1 H, A: 4-H),
8.73 (d, J=8.4Hz, 1 H, A: 5-H), 9.56 (m,, | H, NH).
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=  Makrocyclus 79b

0]
OfBu

SG/N
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OBOM
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25.6 mg (18.0 umol) 78b wurden in entgastem Toluol (18 mL) gelost und mit 4.15 mg
(3.59 umol, 20 mol%) Pd(PPhs), versetzt. Man lie3 fiir 20 h bei 85 °C riithren und
entfernte das Losungsmittel anschlieBend am Rotationsverdampfer. Das Rohprodukt
wurde mittels Flashchromatographie (EtOAc/MeOH = 60:1, 2 x 15 cm) gereinigt, was
11.1 mg (9.40 umol, 52%) des Makrocyclus 79b als blassgelbes Wachs lieferte.

DC: Rs = 0.50 (EtOAc/MeOH = 60:1), [UV].

"H-NMR (CDCls, 360 MHz): & (ppm) = 0.89 [d, °J = 6.7 Hz, 3 H, CH(CH}),], 1.00 [d,
3J=6.9 Hz, 3H, CH(CHs),], 1.01-1.05 [m, 1H, CHHC(=0)NHMe], 1.66 [s, 9 H,
OC(CHs)s], 2.27 [m., 1 H, CH(CHs),], 2.62 (d, *J = 4.7 Hz, 3 H, NHCHS), 2.65 (s, 3 H,
E: 5-CH3), 2.71 [dd, 2J=16.9Hz, *J=3.6Hz, 1H, CHHC(=0)NHMe], 3.63 [dd,
2J=17.6 Hz, *J=3.2Hz, 1H, C(=0)CHHNH], 3.93 (dd, *J =10.6 Hz, *J = 3.6 Hz,
1 H, CHHOBOM), 4.01 (dd, *J=10.6 Hz, *J=4.1 Hz, 1 H, CHHOBOM), 4.55 (d,
2J=11.7Hz, 1H, OCHHPh), 462 (d, “J=11.7Hz, 1H, OCHHPh), 4.79 (d,
2J = 6.5 Hz, 1 H, OCHHO), 4.80-4.84 [m, 1 H, C(=0)CHHNH], 4.84 (d, *J = 6.5 Hz,
1 H, OCHHO), 5.23 (dd, *J=79, 46Hz, 1H, D:CHNH), 5.36-5.44 (m, 2H,
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2.2. Vorschriften und Daten

C: CHNH u. E: CHNH), 6.72 (d, °J = 4.7 Hz, 1 H, NHCH3), 7.20 (d, °J = 6.0 Hz, 1 H,
C: CHNH), 7.26 (s, 1 H, C: 5-H)*, 7.29-7.39 (m, 5 H, Ph), 8.10 (s, 1 H, D: 5-H), 8.11
(d, *J=83Hz, 1 H, A: 4-H), 8.21 (s, 1 H, G: 5-H), 8.25 (s, 1 H, B: 5-H), 8.37 (s, 1 H,
F: 5-H), 8.39 (d, /=83 Hz, 1 H, A: 5-H), 8.77 (d, °J = 7.9 Hz, 1 H, D: CHNH), 8.98
(d,>J=9.1Hz, 1 H, E: CHNH).

* Signal verdeckt. Ein NH-Signal wird durch die Signale von Triphenylphosphinoxid

iiberlagert.

Bei der Reaktion entstandenes Triphenylphosphinoxid konnte sdulenchromatographisch
nicht entfernt werden. Die Abtrennung erfolgte auf der néchsten Stufe. Die angegebene

Ausbeute ist korrigiert.
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* AmyD-CH,OBOM (2b)

1.) TFA
(CH,Cl,), RT, 6 h

2.) TMSCHN,
(MeOH/THF), RT, 1 h

60% (2 Stufen)

Cs2H55N 120986
1181.43
79b

CaoH46N1209Sg
1139.35
AmyD-CH,OBOM (2b)

Esterspaltung: Eine Losung von 8.49 mg (7.19 pmol) 79b in CH,Cl, (1 mL) versetzte
man mit Trifluoressigsdure (0.2 mL) und lieB 3 h bei Raumtemperatur rithren. Das
Losungsmittel wurde anschlieBend am Rotationsverdampfer entfernt. Riickstinde von
Trifluoressigsdure wurden mit Toluol (2 x 1 mL) koevaporiert. Die erhaltene

Carbonsdure wurde nach dem Trocknen am Hochvakuum direkt weiter umgesetzt.

Bildung des Methylesters: Die oben beschriebene Carbonsidure wurde in THF (0.2 mL)
und MeOH (0.2 mL) geldst und mit 4.68 uL (9.35 umol, 1.3 Aq., 2.0 M in Et,0)

TMSCHN, versetzt. Man lie} fiir 1 h bei Raumtemperatur rithren und entfernte das
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Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem Druck. Der Riickstand wurde mittels
Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH = 20:1, 2 x 15 cm) und préaparativer HPLC (RP,
ODS-A 250 x 20 mm, MeOH/H,0 =80:20 = 100:0 in 30 min, 11.0 mL/min,
tg = 17.0 min) gereinigt. Man erhielt 4.91 mg (4.31 umol, 60% iiber zwei Stufen) des
Naturstoffderivats AmyD-CH,OBOM (2b) als farblosen Feststoff.

DC: R = 0.20 (CH,Cl,/MeOH = 20:1), [UV].

Spezifische Rotation: [o(] p20 = +137 (¢ = 0.09 in CHCl).

IR (ATR): v [cm '] = 2928 (w), 1658 (s, C=0), 1543 (s), 1494 (m), 1210 (m), 1051
(m), 751 (s).

"H-NMR (CDCl;, 500 MHz): & (ppm) = 0.88 [d, *J = 6.8 Hz, 3 H, CH(CHS),], 0.96 [dd,
*J=175Hz, *J=59Hz, 1H, CHHC(=0)NHMe], 1.00 [d, *J=68Hz 3H,
CH(CHs),], 2.28 [m., 1 H, CH(CHs),], 2.63 (d, *J = 4.8 Hz, 3 H, NHCHS), 2.65 (s, 3 H,
E: 5-CH3), 2.70 [dd, *J=17.5Hz, °J= 3.5Hz, 1H, CHHC(=O)NHMe], 3.59 [dd,
*J=17.6 Hz, *J=3.3Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 3.94 (dd, *J=10.7 Hz, °J = 3.6 Hz,
1 H, CHHOBOM), 4.01 (dd, *J = 10.7 Hz, *J = 4.0 Hz, 1 H, CHHOBOM), 4.02 (s, 3 H,
OCHs3), 4.59 (d, 2J=11.7 Hz, 1 H, OCHHPh), 4.67 (d, ’J = 11.7 Hz, 1 H, OCHHPh),
479 [dd, 2J=17.6 Hz, *J=9.7Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 4.84 (d, *J=6.8 Hz, 1 H,
OCHHO), 4.89 (d, 2J=6.8Hz, 1 H, OCHHO), 5.23 (dd, /=79, 47Hz, 1H,
D: CHNH), 5.39 (m., 2 H, C: CHNH u. E: CHNH), 6.80 (d, *J = 4.8 Hz, 1 H, NHCH3),
6.91 (d, *J=6.0 Hz, 1 H, C: CHNH), 7.27 (s, 1 H, C: 5-H), 7.33-7.42 (m, 5 H, Ph), 7.71
[dd, °J=9.7, 3.3 Hz, 1 H, C(=0)CHHNH], 8.11 (s, 1 H, D: 5-H), 8.13 (d, >J = 8.1 Hz,
1 H, A: 4-H), 8.26 (s, 1 H, B: 5-H), 8.36 (s, 1 H, G: 5-H), 8.38 (s, 1 H, F: 5-H), 8.38 (d,
3J=8.1Hz, 1 H, A: 5-H), 8.76 (d, °J=7.9 Hz, 1 H, D: CHNH), 8.99 (d, *J =9.2 Hz,
1 H, E: CHNH).

BC-NMR (CDCl;, 126 MHz): & (ppm) = 12.3 (g, E: 5-CH3), 18.0 [q, CH(CH3),], 18.4
[q, CH(CHa),], 26.2 (g, NHCH3), 34.7 [d, CH(CH3),], 38.3 [t, CH,C(=O)NHMe], 41.1
[t, C(=0)CH,NH], 48.2 (d, E: CHNH), 52.6 (g, OCH3), 53.3 (d, C: CHNH), 56.1 (d,
D: CHNH), 69.9 (t, CH,OBOM), 70.8 (t, OCH,Ph), 95.9 (t, OCH,0), 115.0 (d, C: C5),
118.7 (d, A: C5), 123.2 (d, B: C5), 123.8 (d, D: C5), 125.2 (d, F: C5), 127.7 (s, A: C3),
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127.9 (d, Ph: C3 u. C5), 128.3 (d, Ph: C4), 128.8 (d, Ph: C2 u. C6), 130.5 (d, G: C5),
137.1 (s, Ph: C1), 140.4 (d, A: C4), 140.5 (s, E: C5), 142.1 (s, E: C4), 148.2 (s, G: C4),
148.4 (s, D: C4), 148.8 (s, C: C4), 150.2 (s, F: C4), 150.3 (s, A: C2), 150.5 (s, A: C6),
154.5 (s, B: C5), 159.8 (s, B: C2), 161.2 [s, D: C(=O)NH], 161.3 [s, E: C(=O)NH],
161.8 [s, C(=0)OMe], 162.0 [s, F: C(=O)NH], 164.8 (s, F: C2), 167.6 (s, E: C2), 168.5
[s, C(=0)CH,NH], 169.0 (s, D: C2 u. G: C2), 169.7 [s, C(=0)NHMe], 170.7 (s, C: C2).

MS (ESD: m/z (%) = 1161 (50) [(M+Na)'], 1139 (100) [(M+H)'], 1107 (4)
[(M-OCH3)"].

HRMS (ESI): m/z = C49H47N1200S¢ [(M+H) "], ber.: 1139.1907, gef.: 1139.1887.
Im Vergleich mit den anderen Naturstoffderivaten zeigt AmyD-CH,OBOM (2b) eine

geringere Polaritit, weshalb Reste von Triphenylphosphinoxid mittels préparativer

HPLC entfernt werden mussten.
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2.2.9. Decarboxylierende Kreuzkupplungen mit 2,4-Dibromthiazol

* 4-Brom-2-(1-methyl-1H-pyrrol-2-yl)thiazol (69)

|

kat. Pd(P{Bus),
kat. TBACI‘H,0

.
Br N Cs,CO3 N7/U
Br 2
| S>—Br DMF), 170 °C pw, 8 min 2°N
\[ S (DMF) _ \&s l

29%
C3HBr2NS C8H7BrN28
242.92 243.12
48 69

In einem Teflonreaktor wurde unter Argonatmosphire entgastes DMF (4 mL) vorgelegt.
Man fiigte 97.2 mg (0.40 mmol) 2,4-Dibromthiazol (48), 100 mg (0.80 mmol, 2.0 Aq.)
N-Methylpyrrol-2-carbonsiure, 195 mg (0.60 mmol, 1.5Aq.) Cs,CO;, 15.4mg
(40.0 pumol, 10 mol%) TBACI-H,0O und 10.2 mg (20.0 pmol, 5 mol%) Pd(PfBus), hinzu
und lieB 8 min bei 170 °C (600 W) in der Mikrowelle reagieren. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur und Verdiinnen mit EtOAc (20 mL) wurde mit ges. NaHCO3-Losung
(2 x 20 mL), dest. Wasser (2 x 20 mL) und ges. NaCl-Losung (1 x 20 mL) gewaschen,
iiber MgSO, getrocknet und vom Trockenmittel abfiltriert. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mittels Flashchromatographie
(P/EtOAc =99:1, 1 x10cm) gereinigt. Man erhielt 34.0 mg (140 pmol, 29%) des
Kupplungsprodukts 69 als blassgelbes Ol.

DC: R;=0.20 (P/EtOAc =99:1), [UV].

IR (ATR): v[cm™'] =3112 (w), 2933 (w), 2851 (w), 1551 (m), 1450 (s), 1247 (m),
1212 (m), 1057 (m), 819 (m), 718 (s).

"H-NMR (CDCl;s, 360 MHz): § (ppm) = 4.00 (s, 3 H, NCH3), 6.15 (dd, *J = 3.9, 2.6 Hz,
1H, 4-H), 6.67 (dd, *J=39Hz, J=18Hz, 1H, 3-H), 6.74 (dd, *J=2.6 Hz,
‘J=1.8Hz, 1 H, 5°-H), 7.01 (s, 1 H, 5-H).
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BC.NMR (CDCls, 91 MHz): & (ppm) = 36.7 (g, NCH3), 108.5 (d, C4’), 112.9 (d, C3"),
113.7 (d, C5), 124.7 (s, C4), 125.8 (s, C2°), 127.3 (d, C5"), 161.8 (s, C2).

MS (ED): m/z (%) = 244 (84) [M(®'Br)*], 243 (100) [(MCG'Br)-H)'], 242 (83)
[M(B0)*], 243 (99) [M("Br)-H)"].

HRMS (EI): m/z = CsHs*'BrN,S [(M(*'Br)-H)'], ber.: 242.9415, gef.: 242.9414.
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2.2.10. Biochemische Arbeitsmethoden
= MIC-Werte

Das Wachstum aller Bakterien erfolgte, soweit nicht anderweitig vermerkt, in LB- oder
BHB-Medium bei 37 °C und 250 rpm Schiittelfrequenz in einem Inkubator. Uber-
nachtkulturen wurden in sterilen 15 mL Falcon™ Tubes oder 14 mL PP-Kulturrohrchen
(Greiner) mit 5 mL Kulturmedium angesetzt. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde
gefrorenes Bakterienmaterial aus einem Kryostock aufgenommen und dieses in das
anzuimpfende Kulturrshrchen iiberfiihrt. Die Inkubation der Ubernachtkulturen erfolgte
in der Regel fiir 12 bis 20 h. Aus den Ubernachtkulturen wurden die jeweiligen
Versuchskulturen durch Verdiinnung auf ODggp = 0.01 mit frischem Medium angesetzt.
Jeweils 99 uL der standardisierten Ubernachtkultur wurden mit 1 uL des entsprech-
enden Inhibitorstocks in DMSO versetzt, iiber Nacht inkubiert und anschliefend

ausgelesen.

Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit 7. Menzel aus der Arbeitsgruppe von

S. A. Sieber durchgefiihrt.
= EF-Tu(Tt)-GDP

Die Gewinnung von EF-Tu(7t)-GDP gelang durch die Expression in E. coli mit dem
Plasmid BL21(DE3)pKK233EF-TU. Zunidchst wurde durch Sequenzierung (Firma
GATC) das Vorliegen des fuf'-Gens bestiitigt. Bei der Expressionsanzucht wurden aus
einem Ansatz von 2 x 3 Litern etwa 6 g Zellmasse erhalten. Der Aufschluss erfolgte
mittels French-Press. Nach der Hitzefillung (64 °C, 10 min) wurde der Uberstand iiber
Q-Sepharose FF gereinigt. Die Analyse der Fraktionen erfolgte durch SDS-PAGE. Nach

der Gelfiltration wurden die Fraktionen aufkonzentriert und bei —80 °C gelagert.
» EF-Tu(T?)-GTP

Der GTP-Komplex wurde entsprechend der literaturbekannten Vorschrift durch In-
kubation von EF-Tu(7¢)-GDP mit 2 mM Phosphoenolpyruvat, 40 pg/mL Pyruvatkinase
und 0.5 mM GTP fiir 15 min bei 30 °C gewonnen.*®!
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* EF-Tu(7Tt)-GDPNP

Die Umsetzung in den entsprechenden GDPNP-Komplex fiir Kristallisationsversuche
gelang durch Inkubation von EF-Tu(7%)-GDP in 20 mM Tris-HCI (pH 7.6), 20 mM
NaCl, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0.5 mM NaNj3 und unter Verwendung eines 2.5-fachen
Uberschusses an GDPNP. Die Inkubation erfolgte fiir 60 min bei 30 °C.2"

Alle Arbeiten mit EF-Tu wurden in Zusammenarbeit mit K. Gdrtner aus der

Arbeitsgruppe von M. Groll durchgefiihrt.
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2.2. Vorschriften und Daten

2.2.11. Datensitze

= Kristallstruktur von EF-Tu(T?)*GDPNP

Datenerfassung
Raumgruppe .l C2
Gitterparameter
abec(d) 148.0; 99.2; 39.9
By 90.0; 96.9; 90.0

Auflosung (A) 82-1.65 (1.75-1.65)
Rym (%) 0.054 (0.45)
/o) 8.0 (2.1)
Vollstindigkeit (%)  .ceeeeeeee 99.8 (97.1)
Redundanz ... 43 4.1)
Verfeinerung
Auflssung (A) 15.0-1.65
Zahl der Reflexe ... 64382
RuordRiree e 0.167/0.197
Gesamtzahl der Atome ............. 3614

Protein . 3121

Liganden/Ionen  ............ 33

Wasser L 460
B-Faktor 233
Standardabweichungen

Bindungslingen (A) ............. 0.029

Bindungswinkel (°) ............. 2.7
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3. Abkiirzungsverzeichnis

3. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Ac Acetyl

Aq.  Aquivalent(e)

ATR Attenuated Total Reflection
ber.  berechnet

Boc  tert-Butyloxycarbonyl
BOM Benzyloxymethyl

br. breit

Bt 1-Benzotriazolyl

Bu  tert-Butyl

nBu  n-Butyl

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CAM Cerammoniummolybdat
d Dublett

) chem. Verschiebung
DC  Diinnschichtchromatogramm
dest. destilliert

DMA N,N-Dimethylacetamid
DMF N,N-Dimethylformamid
DPPA Diphenylphosphorylazid
d.r.  diastereomeric ratio

DTT Dithiothreitol

ee enantiomeric excess
Ed.  Edition

El electron impact

Et Ethyl

Et;O Diethylether

EtOAc Essigsidureethylester

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl
FT  Fourier Transformation
gef.  gefunden

ges.  gesittigt

h Stunde

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol
Hz Hertz

IBC  iso-Butylchlorformiat
IBX 2-Iodoxybenzoesdure

Im Imidazolyl

IR Infrarot

J Kopplungskonstante
konz. Konzentriert

m Multiplett

m, zentriertes Multiplett

m/z  Verhiltnis Masse/Ladung
M Molar

Me  Methyl

MeCN Acetonitril

min  Minute(n)

MS  mass spectrometry

NMR nuclear magnetic resonance

NMM N-Methylmorpholin

q

Quartett

n-Pentan

Phenyl

Toluol

Isopropyl

Pyridyl

racemisch
Retentionsfaktor
sodium dodecyl sulfate

trifluoroacetic acid

TFAA trifluoroacetic acid anhydride

wir.

wt

wasserfrei

wild type
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