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Abstract

The vioprolides represent a family of depsipeptide natural products with antifungal activity
and potent cytotoxicity towards cancer cell lines. In the present work, the first total
synthesis of vioprolide D is reported. Both macrolactonization and macrolactamization
have been tested for their suitability to close the 28-membered macrocycle, with the latter
successfully leading to the synthesis of a cyclic vioprolide D precursor. After ring closure
of the thiazoline in the Northern hemisphere of the molecule, the key transformation,
namely the isomerization of the dehydrobutyrine moiety, was accomplished via a two-step
sequence of iodination and hydro-de-iodination. The total synthesis of vioprolide D
involved 16 steps with an overall yield of 2.0% starting from known (25)-3-benzyloxy-2-
hydroxypropanoate. Besides, studies towards the total synthesis of the other vioprolides
have been conducted. More specifically, the unusual (25,4R)-methylazetidine carboxylic
acid has been synthesized in analogy to a literature-known procedure, as well as a Southern

fragment suitable for the total synthesis of vioprolides A and B.






Kurzzusammenfassung

Die Vioprolide stellen eine Familie von Depsipeptid-Naturstoffen mit antimykotischer
Aktivitdt und ausgeprégter Cytotoxizitidt gegeniiber Krebs-Zelllinien dar. In der vor-
liegenden Arbeit wird iiber die erste Totalsynthese von Vioprolid D berichtet. Sowohl
Makrolactonisierung als auch Makrolactamisierung wurden beziiglich ihrer Eignung, den
28-gliedrigen Makrocyclus zu schlielen, getestet, wobei letztere erfolgreich zur Synthese
eines cyclischen Vioprolid-D-Vorlédufers fiihrte. Nach dem Ringschluss des Thiazolins im
nordlichen Teil des Molekiils wurde die Schliisselreaktion, die Isomerisierung des
Dehydrobutyrins, iiber eine zweistufige Sequenz aus lodierung und Hydrodeiodierung
umgesetzt. Die Totalsynthese von Vioprolid D beinhaltet 16 Stufen bei einer Gesamt-
ausbeute von 2.0% ausgehend von (2S)-3-Benzyloxy-2-hydroxypropansdure. Dariiber
hinaus wurden Studien zur Totalsynthese der anderen Vioprolide durchgefiihrt. Im
Einzelnen wurden die ungewohnliche (2S5,4R)-Methylazetidincarbonsdure in Analogie zu
einer Literatur-bekannten Vorschrift sowie das siidliche Fragment, welches sich fiir die

Totalsynthese der Vioprolide A und C eignet, synthetisiert.
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Peptide als Therapeutika

1 Peptide als Therapeutika

Die Vielfalt der Natur, welche sich in einer unvorstellbaren Anzahl verschiedener Arten
duBert und durch evolutionire Anpassung an unterschiedliche Okotope hervorgebracht
wurde, spiegelt sich auch auf molekularer Ebene wider (Abbildung 1). Dabei teilen sich
die Stoffwechselprodukte auf in die strukturell eher simplen Primédrmetabolite, welche
nahezu allen Arten gemein sind, und die weitaus komplexeren Sekundidrmetabolite. Diese
werden meist von wenigen Arten oder gar einer einzelnen Spezies zu einem hoch
spezifischen Zweck produziert, sind aber generell fiir Wachstum und Uberleben nicht
essentiell.') Die Natur hat eine enorme Anzahl verschiedener Sekundirmetabolite durch
evolutiondre Selektion hervorgebracht, von denen bisher mutmaBlich erst ein Bruchteil
erforscht ist. Die Menschheit hat frithzeitig das Potential dieser Naturstoffe etwa als
Pigment oder Arznei genutzt, wenn auch zu Beginn ohne ein Verstdndnis der molekularen
Wirkungsweise.?! Auch heutzutage spielen Naturstoffe in der modernen Medizin eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung neuartiger Medikamente: Etwa die Hélfte der
zwischen 1981 und 2014 zugelassenen Medikamente stehen in direktem Zusammenhang
mit Naturstoffen (Abbildung 2).) Dabei muss der Effekt, auf deren Basis sich ein
Naturstoff als Medikament eignet, nicht kongruent sein mit dem Nutzen fiir den natiirlichen
Produzenten. Veranschaulicht wird dies am Beispiel der Cardenolide, welche von Seiden-
pflanzen zur Verteidigung etwa gegen Insektenlarven produziert werden und als Medi-

kament zur Behandlung von Herzkrankheiten zugelassen sind.*!

In der Naturstoffchemie im Speziellen, aber auch generell in der Entwicklung von Thera-
peutika spielt die chemische Synthese eine entscheidende Rolle.[’! Da erscheint es paradox,
dass trotz der etablierten Synthesemethoden!®! bis 2018 nur 60 peptidische Medikamente
zugelassen wurden — Peptide demnach eine untergeordnete Rolle als Therapeutika
spielen.”) Die Griinde dafiir liegen in ihren physikalisch-chemischen und pharmako-
logischen Eigenschaften:!®) Meist weisen Peptide eine zu geringe Halbwertszeit im Blut-
plasma auf und neigen zur Aggregation. Dariiber hinaus sind sie oft weder ausreichend
Zellmembran-permeabel noch oral verfligbar, da sie im Gastrointestinaltrakt verdaut
werden.”) Der modulare Aufbau der Peptide ermdglicht jedoch strukturelle Diversifikation
bei vergleichsweise geringem Aufwand. Deshalb kann eine Verldngerung der Plasma-
Halbwertszeit und eine Verhinderung der Aggregation durch chemisches Design,

Derivatisierung und Substitution von ausgewihlten Aminosiuren erreicht werden.”! Die
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Mechanismen der Zellpermeabilitdt sind inzwischen intensiv erforscht worden, sodass

auch intrazellulire biologische Ziele rational entworfenen Peptiden zuginglich sind.!'’!
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Abbildung 1. Exemplarische Auswahl diametral unterschiedlicher Okotope (oben) sowie diverser Natur-

stoffe mit Angabe der biologischen Wirkung oder Nutzung (unten).

Die orale Verfiigbarkeit stellt zwar keine obligatorische Eigenschaft eines Therapeutikums
dar, sodass ausgewdhlte peptidische Medikamente wie Insulin trotz der Unannehm-

lichkeiten einer subkutanen Injektion breit angewandt werden.l”"8) Dennoch ist die orale
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Peptide als Therapeutika

Verfiligbarkeit von Medikamenten ein wichtiges Kriterium fiir die Akzeptanz beim
Patienten. Daher wird auch die Formulierung peptidischer Therapeutika fortlaufend
erforscht und verbessert, etwa durch Inkorporation in Mizellen oder Polymernano-
partikel.'!! Peptide sind in der Lage mit einer Vielzahl biologischer Ziele zu interagieren.
Darunter sind einige, die durch herkdmmliche Wirkstoffe nicht adressiert werden
konnen.['% Peptide verfiigen also iiber ein kaum ausgeschdpftes, therapeutisches Potential

und stehen trotz der immanenten Probleme wieder mehr im Fokus der Forschung.”!

Vv, 101, 6% B, 250, 16%

S*/NM, 162, 10%

S*%,61,4%

NB,9, 1%

S/NM,172,11% ND,320, 21%

S,420,27%

HB N ENB END =S S/NM mS* mS*/NM mV

Abbildung 2. Zugelassene Medikamente zwischen 1981 und 2014 (Gesamtzahl: 1562); B = biologisches
Makromolekiil; N = unverdnderter Naturstoff; NB = botanisches Medikament; ND = Naturstoff-Derivat;
S = Synthetisches Medikament; S* = Synthetisches Medikament mit Naturstoff-Pharmakophor; V = Impf-
stoff; /NM = Nachahmung eines Naturstoffs; Copyright © 2016 The American Chemical Society and
American Society of Pharmacognosy (https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.5b01055); zur Nutzung
ACS kontaktieren.)


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.5b01055
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2 Vioprolide: Strukturaufklarung, Biosynthese und
biologische Aktivitat

Myxobakterien sind eine ergiebige Quelle von Naturstoffen mit vielfdltigen biologischen
Wirkungsweisen.'?! Etwa die Hilfte ihrer sekundéren Metabolite weist antimykotische
Aktivitit auf'3] Daher wurde nach Kultivierung des Myxobakteriums Cystobacter
violaceus (Stamm Cb vi35) das Methanoleluat des verwendeten Adsorberharzes auf
Aktivitdt gegentliber dem Eipilz Pythium debaryanum getestet, wobei eine antiproliferative
Wirkung festgestellt wurde. Anstatt einer einzigen aktiven Verbindung, wurden im
Methanoleluat jedoch vier verwandte Verbindungen nachgewiesen: Die Vioprolide A-D

(E-1 bis E-4, Abbildung 3).l'¥]

sy
o e ot
l l

Hj%; Mi

n=2: Vioprolid A (E-1) n=2: Vioprolid B (E-2)
n=1: Vioprolid C (E-3) n=1: Vioprolid D (E-4)

\\\

Abbildung 3. Strukturen der myxobakteriellen Metabolite Vioprolid A-D.

Durch NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie wurde die peptidische Grund-
struktur der Vioprolide aufgeklért sowie die Sequenz der Aminosduren aufgeldst. Unge-
wohnlicherweise sitzt Glycerinsdure (Gls) am N-Terminus der Vioprolide. Darauf folgen
Alanin (Ala), Leucin (Leu), Prolin (Pro) bzw. Methylazetidincarbonsiure (Maz), Cystein
(Cys), Dehydrobutyrin!!> (Dhb), Prolin bzw. Pipecolinsiure (Pip), Threonin (Thr) und
N-Methyl-Valin (Val). Cys und die benachbarte Peptidbindung liegen dehydratisiert als
Thiazolin vor. Maz stellt ein Homolog zu Pro dar und wurde erstmals in den Vioproliden

nachgewiesen.[*"]
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Vioprolide: Strukturaufklérung, Biosynthese und biologische Aktivitit

Die Bestimmung der Konfiguration der Vioprolide gelang durch deren saure Hydrolyse
und eine Analyse der Bausteine mittels chiraler Gaschromatographie (GC). Dabei erwies
sich Leucin als die einzige D-konfigurierte Aminosédure. Erstaunlicherweise wurde die
L-Konfiguration von Maz durch Ubereinstimmung mit synthetisierten Vergleichsproben
nachgewiesen, ohne dass Maz jemals zuvor enantiomerenrein synthetisiert oder die Syn-
these von Schummer et al. beschrieben worden wire. Die Konfiguration von Pro und Maz
im nordlichen Teil der Vioprolide wurde auch durch den Einbau von Deuterium bei der
Hydrolyse mit DCI/D>O bestétigt. Die Doppelbindungskonfiguration des Dehydrobutyrins
konnte durch Detektion eines NOE-Kontakts zwischen NH und dem Wasserstoffatom in
S-Position festgelegt werden.!'*®! In der Literatur wurde dariiber hinaus auch der Vergleich
chemischer Verschiebungen zur Bestimmung der Konfiguration von Dhb heran-
gezogen;'®! ein Trend ist allerdings nur im Fall der Dhb-Ester, nicht im Fall der Dhb-

Amide festzustellen.!'”)

Die Konfiguration des Dehydrobutyrins innerhalb eines Naturstoffs ist oftmals ent-
scheidend fiir dessen biologische Aktivitit!!®) — auch wenn dies nicht ausnahmslos gilt.[""]
Das Spektrum der antimykotischen Aktivitdt der Vioprolide wurde zwar qualitativ ver-
glichen, jedoch nicht quantifiziert.'*3 Vioprolid D (E-4) stellte dabei das Vioprolid mit der
starksten antimykotischen Wirkung dar. Urspriinglich wurde den Vioproliden dariiber
hinaus Cytotoxizitit (LDso: 2-200 ng'mL"") gegeniiber Miusefibroblasten (Linie L 929)
und gegeniiber Artemia salina (LDso: 2-20 pg'mL" fiir Vioprolide A-C) nachgewiesen. In
diesen Féllen wiesen die Vioprolide A-C deutlich hohere Aktivititen als Vioprolid D
auf.'Y Des Weiteren wurde den Vioproliden eine immunmodulatorische Wirkung durch

(201 Dije unterschiedlichen

Wechselwirkung mit Typ-1-Interferonen nachgewiesen.
Wirkungsweisen der Vioprolide deuten auf eine Interaktion mit mehreren biologischen

Zielen hin.

Die Cytotoxizitit gegeniiber Mausefibroblasten liel auf eine analoge Wirkung auf
Krebszelllinien schlieBen, weshalb in den Gruppen um Vollmar und Sieber zunichst die
Aktivititen der Vioprolide A-D gegeniiber der akuten lymphoblastischen Leukdmie-
Zelllinie (ALL-Zelllinie) Jurkat iiberpriift wurden.!) Den Vioproliden wurden dabei ICso-
Werte (inhibitorische Konzentrationen) im nanomolaren Bereich nachgewiesen, wobei

sich abermals deutliche Unterschiede zwischen den Vioproliden auftaten (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Dosis-Reaktionskurven und ICsp-Werte von Jurkat Zellen durch Behandlung mit den
Vioproliden A-D; © 2020 liegt bei den Autoren. Ver6ffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,

Weinheim.?!!

Vioprolid A (E-1) zeichnete sich dabei durch eine besonders starke antiproliferative
Wirkung aus, weshalb die Untersuchungen zur Cytotoxizitdt ausschlieBlich an diesem
Vioprolid durchgefiihrt wurden.?!! Vioprolid A (E-1) wies dariiber hinaus einstellige ICso-
Werte im nanomolaren Bereich gegeniiber einer Reihe weiterer Krebszelllinien auf. Durch
Analyse mit thermischem Protein-Profiling wurde das nukleoldre Protein 14 (NOP14),
welches eine entscheidende Rolle bei der Ribosom-Biogenese spielt, als biologisches Ziel
von Vioprolid A (E-1) ermittelt. Interessanterweise zeigten xenotransplantierte ALL-
Zellen eine erhdhte Apoptose-Rate innerhalb von 24 Stunden nach Behandlung mit Vio-
prolid A (E-1), wihrend periphere mononukledre Blutzellen gesunder Patienten keine

Sensitivitit gegeniiber Vioprolid A (E-1) aufwiesen.[?!]

Im Gegensatz zur biologischen Wirkung findet die Biosynthese vollig unabhéngig vom

Ribosom statt (Schema 1 und 2).??!

Module 1 Module 2 Module 1 Module 2 S;')C\
® : T
- . —_— NH
1

Ckfo o rj: s
HNfNIn/O
” 0

07 "R
o
Previoprolide B, R =H/)l\
o 12

5 5 & HO)LR
] PGK 1] i
'O’Z‘;P/Q»J\OH e O’ZT_P/\.)J\O F"\O
OH OH Vioprolide B

Schema 1. Beginn der Biosynthese der Vioprolide durch Aufbau der acylierten Glycerinséure in den
Modulen 1 und 2 am Beispiel von Vioprolid B (£-2); ACP = Acyl-Carrier-Protein-Doméne; ATP = Adeno-
sintriphosphat; C = Kondensationsdomine; E = Epimerase; FAAL = Fettsdure-AMP-Ligase; FkbH = FkbH-
artiges Protein; PCP = Peptidyl-Carrier-Protein; PGK = Phosphoglyceratkinase; berechtigter Nachdruck,
© (2018) American Chemical Society.[>’]
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Vioprolide: Strukturaufklérung, Biosynthese und biologische Aktivitét

Stattdessen werden die Vioprolide durch insgesamt zehn NRPS-Module (nicht-ribosomale
Peptidsynthetase) biosynthetisiert. Im Modul 1 beginnt die Biosynthese der Vioprolide mit
der Aktivierung einer Fettsdure durch FAAL (Fettsdure-AMP-Ligase) unter Verwendung
von ATP (Adenosintriphosphat, Schema 1).2*) Obwohl der Einbau verschiedener Fett-
sduren nachgewiesen wurde, scheint bevorzugt die iso-C17:0-Fettsdure aktiviert zu wer-
den.”?) Durch das FkbH-artige Protein (FkbH) wird wiederum D-1,3-Bisphosphoglycerat
unter Dephosphorylierung auf das PCP (Peptidyl-Carrier-Protein) des Moduls 2 {iber-
tragen. Der Transfer der Fettsdure auf die Hydroxygruppe in a-Position der Glycerinsdure
wird anschliefend durch die Ci-Doméne katalysiert (Schema 1). Eine Epimerase (E)

invertiert daraufhin das Stereozentrum der Glycerinsiure.*!

Die Module 3-10 stellen Standard-NRPS-Module dar und fithren zum sukzessiven Aufbau
eines linearen Vioprolid-Vorldufers (Schema 2). Im finalen Schritt der Biosynthese findet
die Cyclisierung des Vorldufers unterstiitzt durch eine Thioesterase (TE) statt, wobei ein
acyliertes Vioprolid gebildet wird. Erst nach Entfernung der Fettsdure durch Hydrolyse
wird das entsprechende Vioprolid freigesetzt, wobei der Grund dieser temporiren

Acylierung bisher nicht aufgeklért wurde (siehe Kapitel 5.5).

o odgt
vioL vioA vioB vioC vioD viokE. vioF vioG N JO4OG©

: Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7 Modul 8 Modul 9 Modul 10

@

:< 5 s 5
o) 0 —ZKO &bo e} ):
R O=_om e
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¢ o
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R o o { o] 0 0 0 0
o " H w(
HO J=0 HN NH s N NH N HN'  OH

el e d Oj\ Ow ~
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R 0 o ,{I 0 i 0 o
g o :<O OH N " -
—_— R

]
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I
zZ
o s

z
X
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o i,
Oﬁ;‘pj H NH . ETOH —2: "/\, ©

r4
= o

o
T
o

I
(e}
o]
'
o
=4

I
o]

o =
NH NH NH
= \(/KO b & 5
W nNRPS P O _NH O
i NR HO
B Aminosauren k L .0 HN
v g (o] 'OH (o]
[J unbekannt NH\:)LN o TEweritishs Ol s
A 1 o Hydrolyse . _— intramolekulare Cyclisierung o=
HO -« Acylierte Vioprolide R

Schema 2. Biosynthese der Vioprolide am Beispiel von Vioprolid B (E-2); A = Adenylierungsdomine; AMP
= Adenosinmonophosphat; Cy = Cyclisierungsdomine; NMT = N-Methyltransferase; TE = Thioesterase;
© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.[??!
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Maz (5) wird biosynthetisch aus SAM (S-Adenosylmethionin, 6) generiert (Schema 3).
Zunichst findet eine Cyclisierung von SAM zur Azetidincarbonsdure (Aze, 7) statt.
AnschlieBend wird die 4-Position von Aze iiber einen Radikalmechanismus selektiv
methyliert. Die Methylierung wird in kooperativer Weise durch die Enzyme VioH und

VioG katalysiert, bevor Maz in die Vioprolide eingebaut wird.[?%24

Ado
@S/
: VioH o M VioG o M
HOL Ay, ——— K>
N ONH, Ho N sam  HO N
o Vitamin By,
6 7 5

Schema 3. Biosynthese von Maz (5) katalysiert durch die Enzyme VioH und VioG; Ado = Adenosyl; SAM

= S-Adenosylmethionin. 2224
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3 Synthetische Literaturprazedenz

3.1 Bisherige Studien zu den Vioproliden

Die erste synthetische Studie zu den Vioproliden wurde durch Chopin et al. erst 15 Jahre
nach der Erwihnung dieser Naturstofffamilie verdffentlicht.!*>) In dieser Studie wurde der
Aufbau von Maz (5), welche fiir die Totalsynthese von Vioprolid A und C benétigt wird,
iiber eine C-C-Bindungskniipfung mittels nucleophiler Substitution untersucht (Schema 4).

HO a)-d) Cl e f) /3\1 H, A
A~ N o N N
HZN NCT N N s(\ Alloc
R OH
8 R = Alloc: 9a R = Alloc: 10a 1
R = Cbz: 9b R =Cbz: 10b

Schema 4. Synthese des L-Thz-L-Maz-Dipeptids 11 durch Chopin et al.; a) AllocCl, K,CO3 (THF/H,0),
bzw. CbzCl, K,COs3 (THF/H,0); b) (CH20),, p-TsOH (PhMe); ¢) TMSCN, BF3-Et,O (CH2Cl,), —78 °C; d)
PPhs, CCls (CH2Cl), 9a: 37% iiber 4 Stufen, 9b: 70% liber 4 Stufen; e) LIHMDS (THF), =78 °C, 10a: 45%,
d.r. =90/10, 10b: 60%, d.r. = 90/10; f) Cys (MeOH/pH-7-Puffer), 70 °C, quant.; Alloc = Allyloxycarbonyl;
Cbz = Benzyloxycarbonyl; HMDS = Hexamethyldisilazid; quant. = quantitativ; THF = Tetrahydrofuran;
TMS = Trimethylsilyl; Ts = Tosyl.[?*

Der selektive Aufbau des Stereozentrums in y-Position wurde durch Einsatz von
(R)-Alaninol (8) umgangen, welches nach Schiitzung des Amins iiber die entsprechenden
Oxazolidine in Cyanomethyl-substituierte Amine {berfithrt wurde. Nach Appel-
Reaktion®® wurden die Chloride 9a und 9b erhalten. Die Chloride wurden nach De-
protonierung mit LIHMDS (Lithium-Hexamethyldisilazid) in einer 4-exo-tet-Cyclisierung
zu den Cyanoazetidinen 10a und 10b (jeweils d.r. = 90/10) umgesetzt. Das Alloc-ge-

schiitzte Azetidin 10a wurde auBerdem mit Cys zum Dipeptid 11 kondensiert.[*”]

Chopin et al. zeigten hier beispielhaft, dass der Aufbau des Thiazolinrings in den Vio-
proliden durch die Kondensation von Nitrilen und 1,2-Aminothiolen unter pH-neutralen
Bedingungen erfolgen kann. Allerdings hing der synthetische Nutzen dieser Arbeit davon
ab, ob das Dipeptid 11 ohne Verlust der stereochemischen Integritét in einer Totalsynthese

eingebaut werden kann. Dies wurde durch die Autoren nicht weiterverfolgt.!*]

11
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Weitergehende Untersuchungen zur Totalsynthese von Vioprolid D (£-4) wurden durch
die Gruppe um Thomas in den Jahren 2013 und 2018 verdffentlicht, wobei die Total-
synthese nicht abgeschlossen werden konnte.?”) Die wichtigsten Experimente und deren
Bedeutung fiir eine erfolgreiche Totalsynthese der Vioprolide werden nachfolgend zu-
sammengefasst. Ein GroBteil der Ergebnisse wurde erst in einer spaten Phase dieser Arbeit

verdffentlicht und stand deshalb nicht von Beginn an zur Verfiigung.

Ein zentrales Problem jeder Totalsynthese der Vioprolide soll am Versuch der Gruppe um

Thomas, das Hexapeptid E-12 herzustellen, erlautert werden (Schema 5).

T
FmocN
TBSO._ TBSO
OH oL - 14 : H
NO,
NH, OH NH, _ OH \\‘A”%
H —_— NH a) NH N
Fmoc
HO™ YO Ho Ho
All0” 0 AllO” 0

TBSO— S

TBSO— Sw

b) - d) z
. o NH J NH o o - NH \(&O
NH o NHBoc

o E-16 N~ ~O E-12
NHBoc o

AllO 0]
OMe

Schema 5. Synthese des Pentapeptids £-16 und fehlgeschlagene Kupplung zum Hexapeptid £-12; a) 14
(THF), 0 °C, 98%; b) Piperidin (THF), 95%; c) N-Boc-Ala-D-Leu, HATU, HOBt (CH:Cl»), 68%; d) EDC,
CuCl; (PhMe), 80 °C, 53%, d.r. = 80/20; e) nicht spezifiziert; All = Allyl; Boc = tert-Butyloxycarbonyl; EDC
= 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid; Fmoc = Fluorenylmethoxycarbonyl; HATU =
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-tetramethyluroniumhexafluorphosphat; HOBt =  Hydroxy-
benzotriazol; TBS = tert-Butyldimethylsilyl.?7]

Ausgehend von Thr wurde das N-terminal ungeschiitzte Dipeptid 13 hergestellt, welches
nach einer Methode von Rapoport mit dem Benzotriazol 14 zum Tripeptid 15 gekuppelt

wurde (Schema 5).?%) Das erhaltene Thioamid mit benachbartem Serin (Ser) kénnte durch

12
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Dehydratisierung zum Beispiel mit dem Burgess-Reagenz/?®! oder Diethylaminschwefel-
trifluorid (DAST)P? in das entsprechende Thiazolin iiberfiihrt werden.*!! Nach
N-terminaler Fmoc-Entschiitzung und Fragmentkupplung wurde ein Pentapeptid
synthetisiert, dessen C-terminales Threonin mit EDC [1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid] und CuCl: in ein (£)-Dhb (Pentapeptid £-16) iiberfiihrt wurde. Diese
Methode zum stereoselektiven Autbau von (£)-Dhb durch syn-Eliminierung von Threonin-
derivaten wurde durch die Gruppe um Sai entwickelt.!*? Nach anschlieBender Spaltung des
Allylesters im Pentapeptid £-16 unter Pd-Katalyse konnte allerdings beim Versuch der
Kupplung des Pentapeptids mit einem geschiitzten Prolinderivat das gewlinschte Hexa-
peptid E£-12 nicht nachgewiesen werden. Die Bildung der (£)-Dhb-Pro-Peptidbindung ist
also nicht unter Standard-Peptidkupplungsbedingungen mdoglich und stellt eine synthetisch

schwer 16sbare Aufgabe dar.

Diese Problematik sollte umgangen werden, indem das (E£)-Dhb durch Selenoxid-
Eliminierung!®¥ spit in der Totalsynthese eingefiihrt wird. Prizedenz fiir den Erfolg dieser
Strategie war durch zwei der drei bekannten Totalsynthesen von (£)-Dhb-beinhaltenden
Naturstoffen gegeben: Phomalid (E-17) durch Ward et al., welches einen (E)-Dhb-Ester
enthilt, und Largamid H (£-18) durch Liang et al, welches ein (E)-Dhb-Amid beinhaltet.
(Abbildung 5).['83*] Des Weiteren gelang bereits die Synthese von (E)-Dhb mit C-terminal

benachbartem Pro in einem linearen Oligopeptid durch Selenoxid-Eliminierung.**)

~ o OH
O~ N~ OH
NN T Y <,
., NH O HN__O s
Ph O MeO o;( HNj,,

X TN
(0]
= N/ N\
H

Phomalid (E-17) Largamid H (E-18)

Abbildung 5. Strukturen der Naturstoffe Phomalid (£-17) und Largamid H (£-18) mit gekennzeichnetem,

durch Selenoxid-Eliminierung synthetisiertem (£)-Dhb (grau).['3a34]
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Der fiir diese Strategie zentrale Baustein 19 wurde ausgehend von Boc-Thr (20) hergestellt
(Schema 6). Dazu wurde nach Aktivierung der Carbonsiure das Threoninderivat 20
zunédchst zu einem fS-Lacton geschlossen, welches mit Phenylselenid anschlieBend zum
Eliminierungsvorldufer 19 gedffnet wurde. Dieser wiirde nach Selenoxid-Eliminierung das
entsprechende (Z)-Dhb liefern und sollte als Testsubstrat fiir alle darauffolgenden
Reaktionen dienen. Konsekutive Peptidkupplungsreaktionen und die Verwendung des
Benzotriazols 14 fiihrten in Analogie zur Synthese des Pentapeptids £-16 zum Hexapeptid

21, welches durch Verseifung zur Carbonsdure 22 einer Aktivierung zuginglich gemacht

wurde.[?7]
TBSO— S\
: N
OH OY NH I e
NHBoc @) - b) NHBoc_” Stufen NH
H —— PhSe H —— PhSe H 0
15% NHBoc
HO™ o HO™ Yo NS0
20 19 0

21, R =Me
H c)
OR
22, R=H
Schema 6. Synthese des Eliminierungsvorldufers 19 und Einbau in das nérdliche Fragment 22;

a) PyBOP, NEt; (CH:ClLy), 74%; b) PhSeH (DMF), 80 °C; c) LiOH (‘BuOH/THF), keine Ausbeute
spezifiziert; DMF = N,N-Dimethylformamid; PyBOP = Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinphosphonium-

hexafluorphosphat.l?7]

Ausgehend von Ser wurde daraufhin das Glycerinsdurederivat 23 hergestellt, welches den
C-terminalen Ausgangspunkt der Synthese des siidlichen Fragments 24 bildet (Schema 7).
Die Steglich-Veresterung!*®! zum Dipeptolid 25 gelang aufgrund mangelnder Selektivitit
nur in moderater Ausbeute. Die a-Position der Glycerinsdure wurde erst anschlieBend
Troc-geschiitzt (Trichlorethoxycarbonyl). Nach N-terminaler Entschiitzung und Kupplung
mit dem Threoninderivat 20 wurde das Tripeptolid 26 erhalten. Da sich die Troc-
Schutzgruppe als problematisch erwies, wurde ein Wechsel auf Acetyl vollzogen, wodurch

die Synthese des siidlichen Fragments 24 abgeschlossen wurde.!?”!
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OAll

(@) OH (0] OAlIl

a)-b c)-d

) ), ) ) OTroc

NH, OH
OH OH BOCN
23 25
OAll OAll

BocHNjiL Ir ;O““ AN BocHNjiL Ir i

Schema 7. Synthese des stidlichen Fragments 24; a) NaNO,, (HCl,q.), 0 °C; b) AllIOH, p-TsOH-H,O (CHCly),
71% iiber 2 Stufen; c) N-Boc-(N-Me)Val, DCC, DMAP, (CH,Cly), 62%; d) TrocCl, DMAP, Pyridin
(CH2Cly), 97%; e) TFA (CH2Cly), 90%; f) 20, HATU, NMM (CH,Cl,/DMF), 85%; g) Aktiviertes Zn, AcOH
(Et20), 96%; h) Ac,O, DMAP, Pyridin (CH,Cl), 85%; DCC = Dicyclohexylcarbodiimid; DMAP =

4-(Dimethylamino)-pyridin; NMM = N-Methylmorpholin; TFA = Trifluoressigsdure; Troc = Trichlorethoxy-

carbonyl.[27"]

Das siidliche Fragment 24 wurde nach N-terminaler Entschiitzung unter Verwendung von
iso-Butylchlorformiat (IBCF) mit dem nordlichen Fragment 22 zum linearen Vorldufer 27
gekuppelt (Schema 8). Die Position zwischen Ala und Gls erwies sich als vielversprechend,
denn der Makrocyclus 28 konnte durch Makrolactamisierung geschlossen werden. Eine
inverse Verkniipfung der Fragmente, also zunichst zwischen Ala und Gls, dann zwischen

Pro und Thr, gelang nicht.[""]

Ausgehend vom Makrocyclus 28 wurden sowohl die Entschiitzung der beiden sekundéren
Hydroxygruppen, als auch die zentrale Selenoxid-Eliminierung getestet (Schema 8). Die
Entschiitzung der beiden Hydroxygruppen stellt eine synthetische Herausforderung dar,
denn die Gls-Val-Esterbindung durfte dabei nicht gespalten werden. Die Wahl fiel auf
Trimethylzinnhydroxid,*” das allerdings nur das mono-entschiitzte Depsipeptid 29 in

moderater Ausbeute lieferte.27"]

Die durch Anwendung von tert-Butylhydroperoxid initiierte Selenoxid-Eliminierung
fiihrte zwar zum (Z)-konfigurierten Dhb-Peptid Z-30, allerdings auch zur oxidativen

Entfernung des Schwefelatoms des Thioamids (Schema 8, grau markiert).2”"]
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TBSO— S\H

N
5 NH
- o c)-e)
a) b) NH 0] \

24 — "~ , PhSe >

H 0] OAIll NHBoc
O
O
H ! H O [ OAc
Y
AcO
TBSO\ TBSO— o _H
B N
NH Ox—NH
NH
PhSe X
H
O O
O
H jg(
:'ij\ Z-30
28 R=Ac
f)
29,R=H

Schema 8. Makrolactamisierung zum Depsipeptid 28 und dessen partielle Entschiitzung zu Alkohol 29sowie
destruktive Eliminierung zu Z-30; a) HCI (Dioxan); b) 22, IBCF, NMM (THF), 84% iiber 2 Stufen;
c¢) Pd(PPh3)s, PhSiH3; (CH.Cly); d) TFA (CH.Cly); e) PyBOP, NMM (CH:Cly), 50% iiber 3 Stufen;
) Me;SnOH (CH:Cl,), 70 °C, 40%; g) BuOOH (CH,Cly/Decan), 32%; IBCF = iso-Butylchlorformiat.?’!

Die Selenoxid-Eliminierung des nordlichen Fragments 21 gelang jedoch ohne Verlust des
Schwefels, sodass an dieser Strategie festgehalten wurde.!?’®! Ausgehend von allo-Thr (31)
als Vorldufer von (E)-Dhb wurde schlieBlich der Makrocyclus 32 analog zum Makrocyclus
28 synthetisiert (Schema 9). Um der Entschiitzung des Acetats im siidlichen Teil des
Molekiils zu entgehen, verblieb das siidliche Thr dabei ungeschiitzt. Die Fragment-
kupplung sowie die Makrolactamisierung konnten im Vergleich zur Synthese des Makro-
cyclus 28 nur in geringerer Ausbeute realisiert werden, was vermutlich mit eben jener

ungeschiitzten Hydroxygruppe zusammenhingt.[?")
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TBSO— S H

o %T"NH o NH

H NH
/'INHBOC 14 Stufen Phse™ H
H —_—
O
3.4%
HO™ S0 o
31 H

Schema 9. Synthese des makrocyclischen Vorldufers 32 der Selenoxid-Eliminierung zum (E)-Dhb.[27"]

Die Selenoxid-Eliminierung des Makrocyclus 32 wurde nicht untersucht, sondern stell-
vertretend das Hexapeptid 33 als Testsubstrat verwendet (Schema 10). Uberraschender-
weise wurde anstatt des entsprechenden (£E)-Dehydrobutyrins das Vinylglycin 34 in
moderater Ausbeute isoliert. Obwohl bekannt ist, dass Vinylglycin Ausgangsmaterial von

Dehydrobutyrin sein kann,[*® markierte dieses Experiment das Ende der synthetischen

Studien der Gruppe um Thomas.*™
TBSO— s.H TBSO— S H
3 N 3 N
° NH J e |O NH I e
N NH a) NH
PhSe H O —— H (@]
NHBoc NHBoc
N (6] N (@]
O 33 o 34
H H
OMe OMe

Schema 10. Selenoxid-Eliminierung des Testsubstrats 33; a) ' BuOOH (CH,Cl,/Decan), 39%.[27"]

Warum gelang die Selenoxid-Eliminierung zu einem (£)-Dhb-Pro-Peptid in der Litera-
tur,*> sowie zum (Z)-Dhb-Makrocyclus Z-30, die gewiinschte Eliminierung des (E)-Dhb-
Vorldufers 33 hingegen nicht? Thomas fiihrt dies darauf zuriick, dass das Pro in Vioprolid
D sterisch gehinderter als in der vielversprechenden Literaturpridzedenz sei (,,providing
more steric hindrance*). Dieses Pro verhindere dadurch die passende Konformation von
o-Wasserstoffatom, Dhb-Carbonylgruppe und Selen-Substituent, aus der heraus die

Selenoxid-Eliminierung stattfinden kann.?”"!
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Einige der zentralen Problemstellungen einer Totalsynthese der Vioprolide kdnnen aus den
Arbeiten von Thomas abgeleitet werden. Neben der korrekten Wahl der Makro-
cyclisierungsposition und einer addquaten Schutzgruppenstrategie, welche kompatibel mit
dem Thiazolin ist, sticht jedoch als essentielles, ungeldstes Problem die Einfiihrung von

(E)-Dhb hervor.

Neben den bisher beschriebenen Arbeiten wurden auch vorldufige Studien zur Synthese

der Vioprolide in unserem Arbeitskreis durchgefiihrt (Schema 11).53!

0 ‘BuO
36 37

(0]
H O O
(0] b (0]

H,N OH 4 Stufen H H ) H H

- HN HN OAll
78% OH N
HO 0 0

35

TBSO 39 TBSO

|
dswlen y 0 on @ 0s__N
OH _— mocC
BocHN N BuO H.,
30% 0 N0
H
38

Schema 11. Synthese des siidlichen Fragments 35 der Vioprolide C und D; a) HNEt, (MeCN), 0 °C, 54%;
b) (N-Me)Val-O-All-'TFA, HATU, DIPEA (CH>Cl,), 21%; DIPEA = N,N-Di-iso-Propylethylamin.%

In diesen Studien wurde die Synthese des geschiitzten Fragments 35 zur Totalsynthese der
Vioprolide C und D erarbeitet. Zuniachst wurde ausgehend von Boc-Val (36) das Dipeptid
37 hergestellt. Als Schliisselproblem stellte sich dann der Aufbau der Thr-Pro-Peptid-
bindung heraus, da das Dipeptid 37 nach N-terminaler Entschiitzung zur Bildung des
Diketopiperazins 38 neigte (siehe Kapitel 5.3).27*%% Diese Problematik konnte zwar durch
die Synthese des stidlichen Fragments 35 {iber das Dipeptid 39 vermieden werden; die
Ausbeute dieses Schliisselschritts blieb jedoch deutlich hinter den Erwartungen zuriick,
welche durch die groBe Anzahl nachfolgender Transformationen an diese synthetisch

relativ frilhe Reaktion gestellt wurden.
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3.2 Relevante Synthesemethoden

Welche Losungen fiir die in Kapitel 3.1 erwdhnten synthetischen Herausforderungen sind
in der Literatur beschrieben? Dieser Abschnitt adressiert diese Fragestellung mit Aus-
nahme der Position der Makrocyclisierung, da sich dieser Problematik in der vorliegenden
Arbeit experimentell angenédhert wurde. Als weitere kritische Aspekte verbleiben die
Einfiihrung des (E)-konfigurierten Dehydrobutyrins sowie des Thiazolins — eng verkniipft

mit einer geeigneten Schutzgruppenstrategie.

Thiazoline sind — abhéngig von der ndheren chemischen Umgebung — labil gegeniiber einer
Vielzahl von Bedingungen. Zunéchst einmal sind sie leicht oxidierbar und kénnen, etwa

durch Einsatz von Braunstein, in die entsprechenden Thiazole iiberfiihrt werden.[*!]

Vor allem aber sind Thiazoline empfindlich gegeniiber Siuren und Basen.?**?! Betroffen
ist hier meist das exocylische Stereozentrum, welches durch Imin-Enamin-Tautomerie
seine definierte Stereoinformation verlieren kann (Schema 12). Allerdings neigt ebenso das
endocyclische Stereozentrum basenkatalysiert zur Epimerisierung, wenn auch weniger
stark ausgeprigt. Der Imin-Enamin-Mechanismus kann sogar zur Eliminierung der exo-

cyclischen Seitenkette fiihren.!’!

1 1 1
R R R\

S Saure/Base SN Saure/Base s
7 —N

—N NH
ad o ad

(e} (0] (0]
Base Base
R! R! R1\
S# Saure/Base S% Saure/Base SN
N NH N
R3 R3 R3
(0] (0] (0]

Schema 12. Exo- und endocyclische Epimerisierung von Thiazolin-Dipeptiden katalysiert durch Basen und

Sauren.[42b]
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Beispielhaft sind die Zeiten der Epimerisierung der Thiazolin-Dipeptide 40 und 41 in
Schema 13 gezeigt.*® Bei Raumtemperatur fiihrten substdchiometrische Mengen an
Triethylamin durch Epimerisierung des exocyclischen Stereozentrums zu einem 50/50-
Diastereomerengemisch. Hohere Temperaturen oder protische Lésungsmittel verkiirzten
diese Halbwertszeit stark. Die Anwendung von LiOH resultierte neben der Verseifung des
Methylesters auch in der Bildung eines 50/50-Diastereomerengemischs nach nur
30 Minuten, wie durch anschlieBende Methylierung des Carboxylats festgestellt wurde.
Des Weiteren zeigte das Dipeptid 41 eine Halbwertszeit der Epimerisierung von
30 Minuten bei Zugabe von TFA. Die Anwendungen von Aminen, Hydroxiden und TFA
sind Grundlage absoluter Standard-Transformationen an Peptiden und nach der Einfiihrung
eines Thiazolins nur noch eingeschrinkt moglich.*®® Dies gilt selbstredend nicht fiir

weniger problematische substituierte Thiazoline, etwa ohne den exocyclischen Carbonyl-

substituenten. 4]
Ph Ph
. h NEt; (0.20) \§
S CDCl,), RT, 10 d
7 NHCbz (CDCly) . / VANHCbz
—N
Meo\( Meo\( _
S d.r. = 50/50
1. LIOH (1.10) (THF/H,0)
Ph RT, 30 min Ph
2. K,CO3 Mel (DMF) §
RT, 1h S
WANHCbz O NHCbz
N
MeO dr. = 50/50
Ph Ph
N (TFA/CH,CI,) \5
S 3 RT, 30 min S
O NHCbz . O NHCbz
N N
MeO » MeO d.r. = 50/50
o) o)

Schema 13. Halbwertszeiten der Epimerisierung der Thiazolin-Dipeptide 40 und 41 ausgelost durch NEt;,
LiOH oder TFA .[?%l
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Aufgrund dieser Labilitdt werden Thiazoline meist sehr spdt in der Totalsynthese eines
Naturstoffs eingefiihrt.[*?*43] Neben der Dehydratisierung eines Serin-Thioamids (siehe

426461 also aus-

Kapitel 3.1) kénnen Thiazoline auch iiber die Thiolyse eines Oxazolins,
gehend von einem Serin-Amid, sowie iiber eine Vielzahl weiterer Kondensations-
reaktionen synthetisiert werden.*!! Im Fall der Dehydratisierung eines Serin-Thioamids ist
die Wahl des Dehydratisierungsreagenzes entscheidend fiir den Erhalt der Stereoinforma-

tion, wobei sich das Burgess-Reagenz als besonders mild erwiesen hat.?%%

Beziiglich potentieller Schutzgruppen, deren Abspaltungsbedingungen ein labiles Thia-
zolin toleriert, ergeben sich einige Einschridnkungen, auch wenn die konfigurative Stabilitdt
eines Thiazolins stark von dessen Substituenten abhdngt. N-terminal bieten sich die
Alloc-1**%¢l sowie die Teoc-Schutzgruppe (Trimethylsilylethoxycarbonyl)*”! an. Milde
Entschiitzungen von Carbonsduren sind vor allem iiber TMSE-Ester (Trimethylsilyl-
ethoxy),*’l Allylester-*®! oder Methylester speziell in Kombination mit Trimethyl-
zinnhydroxid®”! méglich. Sekundire Hydroxygruppen, welche TBS- und TES-geschiitzt
(Triethylsilyl) vorlagen, konnte Nicolaou in seiner bahnbrechenden Synthese von

Thiostrepton durch HF-Pyridin (Olah-Reagenz)*’! wieder freisetzen.[+>4:45¢]

Thiostrepton enthdlt neben einem Thiazolin auch ein (Z)-konfiguriertes Dhb, welches in
der Totalsynthese durch Nicolaou et al. in recht ungewohnlicher Manier ebenfalls unter
Einfluss von Olah-Reagenz eliminiert wurde.*>¢! Generell gilt, dass mehr Naturstoffe Dhb
in der thermodynamisch stabileren (Z)-Konfiguration als in der (£)-Konfiguration ent-
halten.®®! Fiir Roquefortin C, welches ein (E)-Dehydrohistidin enthilt, wurde der en-
ergetische Unterschied der Doppelbindungsisomere zum Beispiel durch Verwendung der
Hartree-Fock-Methode auf 15-17 kJ-mol ! geschiitzt.[’!) Die héhere Stabilitit von (Z)-Dhb
resultiert aus der kleineren 1,3-Allylspannung®?! im Vergleich zu ihren (E)-konfigurierten
Isomeren (Schema 14). Da fiir die Konjugation von C=C-Doppelbindung und Carbonyl-
gruppe deren koplanare Anordnung Voraussetzung ist, zeigt die Methylgruppe im Fall der
(E)-Dehydrobutyrine entweder in Richtung des Carbonylsubstituenten XR' (s-trans) oder
in Richtung des Carbonylsauerstoffatoms (s-cis). Fiir das (£)-Dhb bewirkt der Wechsel
von der s-trans- in die s-cis-Konformation demnach eine Verringerung der sterischen
AbstofBung. Es ist vorstellbar, dass das Rotationsgleichgewicht zwischen s-cis- und s-trans-
Konformation in cyclischen Peptiden eingeschrinkt ist, sodass die Anzahl der Rotations-
freiheitsgrade reduziert wird. Augenscheinlich hdngt das Ausmal} der 1,3-Allylspannung
auch von der GroBe des Substituenten X ab und nimmt daher in der Reihenfolge X = NR?
> NH > O deutlich ab.
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(Z)-Dhb |
- : X P
R' NHR - R1’X\[H\/

o 0
s-trans s-cis
NHR?
(E)-Dhb: ) x\ | X
R1 NHR?2 = R X
o) o
s-trans S-Cis

Schema 14. Konformationen der (£)- und (Z)-konfigurierten Dehydrobutyrin mit eingezeichneter 1,3-Allyl-
spannung [\ ].

Deshalb sind auch deutlich mehr Methoden zur Synthese von (Z)-Dhb als zur Herstellung
seines Doppelbindungsisomers bekannt. Besonders einfach ist (Z)-Dhb durch anti-
Eliminierung ausgehend von Threonin zuginglich, zum Beispiel durch Einsatz von
TsCl/Pyridin,3! PPhs/DEAD (Diethylazodicarboxylat),** Disuccinimidylcarbonat,®*!
MsCI/NEt; (Ms = Mesyl),1*) DAST/Pyridin, Y (EtO),POCI/NaHP”!, Martin-Sulfuran,®
EDC/CuCLP” SOCIL/DBU (1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en)!® oder Pentafluor-
pyridin/K>COs5.1!! Das letzte Beispiel zeigt auch, dass die Anwendung von Bedingungen,
die ausgehend von allo-Threonin durch anti-Eliminierung (E)-Dhb liefern sollten,
ausschlieBlich zum (Z)-Dhb fiihren konnen.!! Auch die Horner-Wadsworth-Emmons-

Reaktion kann zum diastereoselektiven Aufbau von (Z)-Dhb genutzt werden.[6?!

Im Gegensatz dazu sind nur wenige Synthesemethoden zum Aufbau des gespannten
(E)-Dhb bekannt, wobei die meisten davon die weniger gehinderten (£)-Dhb-Ester
(Schema 14: X = O, R! = Alkyl) behandeln.3%3253:60.63] Dje Mgglichkeiten zur Synthese
von (E)-Dhb, welches C-terminal mindestens eine Aminosaure triagt, beschrianken sich auf

)34-35

die im Fall der Vioprolide nicht anwendbare Selenoxid-Eliminierung (vide supra lund

eine spurlose Staudinger-Ligation.[!%%64]

Letztere wurde von der Gruppe um /noue entwickelt, um diese Liicke im synthetischen
Repertoire zu schlieen, und in der Festphasensynthese des linearen Peptids Bogorol A
angewandt.!"”? Den Bedarf an einer neuartigen Methode erkannten die Autoren zunichst
beim Versuch, das Dipeptid £-42 an eine weitere Aminosdure zu kuppeln (Schema 15).

Das Dipeptid £-42 war aufgrund des kleinen Substituenten am Carbonyl (analog zu oben:
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X =0) durch syn-Eliminierung einfach zugénglich, isomerisierte aber nach Aktivierung

iiber die Bildung des entsprechenden Oxazols zum Dipeptid Z-43.[!

OH
HNI/ a)
N

BocHN

E-42

NHBoc

NHBoc

HN

BocHN

NHBnN

7-43

Schema 15. Isomerisierung nach Aktivierung des Dipeptids E-42; a) BnNH,, PyBOP, DIPEA (DMF),
86%.11%

Stattdessen gelang es der Gruppe um /noue, ausgehend vom Vinyliodid E£-44 das Azid
E-45 herzustellen, welches aufgrund des kleinen Azid-Substituenten vermutlich sterisch
wenig lberfrachtet ist und ohne Isomerisierung an die Festphasen-gebundene Oligo-

peptidkette zum Azid E-46 gekuppelt werden konnte (Schema 16).1%!

a) N | OFt b) - ¢) Oligopeptid
—_— _—
44 E-45 E-46
@]
o)L R OTBS  PPh,

d) . O
N Oligopeptid
P= | H
Ph, o

E-49

ARae

Oligopeptid

E-48

—

Schema 16. Schliisselschritt in der Totalsynthese von Bogorol A; a) NaN3, Cul, DMEDA, Natriumascorbat
(DMSO/H>0), 59%; b) LiOH (EtOH/H,0), 85%; c) H,N-Leu-Oligopeptid-Festphase, PyBOP, DIPEA
(DMF); d) 47, (THF/H,0); Gesamtausbeute: 31%; DMEDA = N,N‘-Dimethylethylendiamin.[!*]

Bogorol A
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Das N-terminale Vinylazid £-46 konnte anschlieBend durch spurlose Staudinger-Ligation
mit dem Phenolester 47 zum Bogorol-A-Vorldufer E-48 kondensiert werden
(Schema 16).1"%% Dieser kreative Ansatz {iberwindet somit die Problematik, dass die den
Dehydrobutyrinen zugrundeliegenden Enamine kaum in Peptidkupplungsreaktionen
eingesetzt werden konnen,!® durch eine kinetisch kontrollierte Bildung der N-terminalen
Peptidbindung iiber das intermedidre Phosphinimin E-49. Inoue und seine Mitarbeiter
profitierten davon, dass der (£)-Dhb-Vorldaufer E-45 sehr spit in der Synthese eines

linearen Peptids eingesetzt werden konnte.

Zusammengefasst stellen die Vioprolide eine ungeldste synthetische Herausforderung dar.
Sowohl Thiazolin, als auch (E)-Dhb stellen aufgrund ihrer Labilitit besondere Anfor-
derungen an die Totalsynthese. Fiir die Synthese von (E)-Dhb-Peptiden ist nur eine

potentielle Synthesemethode via spurloser Staudinger-Ligation bekannt.
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4 Motivation und Zielsetzung

Obwohl zum Zeitpunkt der Isolation der Vioprolide bereits die antimykotische Wirkung
und Cytotoxizitit gegen Siugetierzellen beschrieben wurden,!'*! waren zu Beginn dieser
Arbeit keine weiterfiihrenden Informationen zur biologischen Aktivitét verfiigbar. Grund
hierfiir war vermutlich der ungeniigende Zugang zu den Vioproliden liber deren Ursprungs-
produzenten. Inzwischen konnte die heterologe Expression der Vioprolide etabliert *?! und
dadurch ein biologisches Ziel von Vioprolid A ermittelt werden.?!! Vioprolid A stellte sich
als vielversprechende Leitstruktur zur Entwicklung von Anti-Tumor-Wirkstoffen heraus,
da es in einen neuartigen zelluldren Prozess eingreift und kaum mit Blutzellen gesunder
Patienten interagiert.*!! Ist der Zugang zu den Vioproliden jedoch auf die heterologe
Expression beschrinkt, ist in der Folge auch die Anzahl zuginglicher Methoden zur
Erforschung der Vioprolide limitiert, da fiir viele dieser Verfahren chemisch stabile
Modifikationen der Vioproliden Voraussetzung sind. So scheiterte etwa die Suche nach
biologischen Zielen von Vioprolid A mittels affinity-based protein profiling,!°®! weil die
durch Acylierung der Hydroxygruppen hergestellte Vioprolid-A-Sonde im Zelllysat

(211 Ziel dieser Arbeit war es folglich, einen totalsynthetischen Zugang

hydrolysiert wurde.
zu den Vioproliden zu finden, um weiterfiilhrende Studien zu dieser hoch aktiven
Naturstofffamilie zu ermdglichen. Dariiber hinaus wiirde erst die Totalsynthese umfang-
reiche Struktur-Aktivitits-Beziehungen (structure activity relationships = SAR) auf Basis
der Vioprolide als pharmakologische Leitstruktur ermdglichen, um auf diese Weise die

essentiellen strukturellen Bestandteile der Vioprolide zu identifizieren.!®”]

Zunichst einmal sollte eine Totalsynthese zu Vioprolid D (£-4) entwickelt werden, da
dieses Vioprolid die am giinstigsten zugédnglichen Aminosduren (Pro versus Pip/Maz)
enthilt. Analog sollte dann eine Totalsynthese der Vioprolide A-C (E-1 - E-3) moglich
sein. Fiir die Synthese der Vioprolide A und C galt es auBlerdem, eine Syntheseroute zu
Maz zu entwickeln, welche ausreichende Mengen dieser aullergewohnlichen Aminoséure
bereitzustellen vermag. Des Weiteren sollten die Studien zur Biosynthese sowie zur bio-
logischen Aktivitét der Gruppen um A. M. Vollmar, S. A. Sieber und R. Miiller durch syn-

thetische Schliisselverbindungen unterstiitzt werden.
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5 Makrolactonisierung: [4+2+3]-Synthesestrategie

5.1 Vorversuche liber Kupfer-Katalyse und Staudinger-Ligation

Wie im Kapitel 3.2 beschrieben hatten /noue und Mitarbeiter eine Mdglichkeit zum Aufbau
von (E)-Dhb iiber eine Staudinger-Ligation entwickelt,['°? deren Anwendung auf die

Totalsynthese von Vioprolid D (£-4) untersucht werden sollte.

Die Bildung des dafiir benotigten Esters 50 aus dem Phosphan 51 und dem Serin-Derivat
52 unter Steglich-Bedingungen gelang ohne Schwierigkeiten (Schema 17). Die Ausbeute
bezieht sich hier auf das Phosphan 51, da im umgekehrten Fall das iiberschiissige Phosphan

51 nicht vom Produkt 50 abgetrennt werden konnte.

EDC-HCI
PPh, TBSO_ [DMAP] (CH,CI,) Ph-lz-BSO\.
OH |, o - 0°C > RT, 12h o =
j(\NHCbz 89% ©/ j(\NHCbz
51 O 5 O 50

Schema 17. Steglich-Veresterung des Serin-Derivats 52; RT = Raumtemperatur.

Die Synthese des Literatur-bekannten Azids E-45!"1 gestaltete sich schwieriger
(Schema 18). Zundchst wurde Tetrolsdureethylester (53) unter Pd-Katalyse hydro-
stannyliert und das gebildete Vinylstannan mit Iod zum Vinyliodid E-44 umgesetzt.
Hierbei entstand auch das Regiosiomer des Vinyliodids E-44 (siehe Experimentalteil),
welches durch Sdulenchromatographie abgetrennt werden konnte. Die Cu(I)-katalysierte
Substitution des Iods durch ein Azid konnte im Vergleich zur Literatur nur in geringerer
Ausbeute realisiert werden. Da auflerdem einige Nebenprodukte nicht vom gewiinschten
Vinylazid E-45 abgetrennt werden konnten, wurde das Gemisch unter Anwendung von
Lithtumhydroxid verseift und direkt einer Peptidkupplung unterzogen. Das Azid-Dipeptid
E-54 konnte an dieser Stelle rein isoliert werden, wenn auch in sehr kleiner Ausbeute. Die
Konfiguration der Doppelbindung wurde durch NOE-Kontakte bestitigt (siche Experimen-
talteil).
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1. [Pd(PPh3),], BusSnH [Na-Ascorbat], NaN;
(THF)RT, 2.5h [Cul], DMEDA
CO,Et 212 (CH2Cl) (DMSO/H,0)
0°C > RT, 4h |\<302Et 50 °C, 30 min
53 70% (2 St.) E.44
1. LIOH (EtOH/H,0)
0°C,35h
2. Pro-O-'Bu, HATU
HOALt, DIPEA (CH,Cl,) 0 t
o 0
N _CO,Et 0°C > RT, 14 h O'Bu
| N3 N H
4% (3 St.) |
E-45 £.54

Schema 18. Synthese des Substrats £-54 der Staudinger-Ligation, HOAt = 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol.

Ungeachtet dessen waren ausreichende Mengen des Substrats £-54 vorhanden, um die

Staudinger-Ligation mit dem Phosphan 50 zu untersuchen (Schema 19).

TBSO._ 0 o
N NHCbz
/\I 3 (THF/H,0) /I \\‘N:\
RT, 24 h X
@\fo . Y\NHCbZ @YO . FHJ\/\[
o) 0 N~ 0
H @ H Q\’& °°
PPh; 56 H

0'Bu O'Bu °
t
E-54 50 OBu
31% <65%

d.r. = 68/32=E/Z

Schema 19. Staudinger-Ligation zum Tripeptid 55 unter Bildung von Diastereomeren.

Unter den etablierten Bedingungen!'®?! konnte eine Mischung zweier Tripeptide isoliert
werden, welche als E-55 und Z-55 (d.r. = 68/32) identifiziert wurden. Dariiber hinaus
wurde das a-Ketoamid 56 in 31% Ausbeute erhalten. Der groB3ere sterische Anspruch von
Prolin im Vergleich zu Leucin im Fall von Bogorol A!® scheint fiir eine langsamere
Bildung der C-N-Bindung ausgehend vom intermedidren Phosphinimin (siehe Kapitel 3.2)
verantwortlich zu sein. Dadurch wird das Phosphinimin teilweise vor der C-N-Bindungs-
bildung zum a-Ketoamid 56 hydrolysiert. Da Verbindungen mit (£)-Dhb-Pro-Peptid-

bindung nicht per se labil sind und die Bedingungen sehr mild sowie pH-neutral sind, kann
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die Bildung des Diastereomers Z-55 vermutlich einer Isomerisierung vor Aufbau der C-N-

Bindung zugeschrieben werden.

Die Staudinger-Ligation ist also grundsitzlich nur begrenzt geeignet zum Aufbau des
vergleichsweise sterisch anspruchsvollen (£)-Dhb mit benachbartem Prolin. Des Weiteren
konnte /noue die Methode sehr spét in seiner Synthese des linearen Peptolids Bogorol A

%] im Fall der cyclischen Vioprolide miisste sich das (£)-Dhb nach der Ein-

anwenden;|
fiihrung als stabil wahrend einer Vielzahl weiterer Reaktionen erweisen — mit ungewissem

Ausgang.

Eine weitere Option zur C-N-Bindungsbildung ist durch die Cu(I)-katalysierte Kupplung
von Vinyliodiden und terminalen Amiden gegeben, welche bereits breite Anwendung in
der Synthese peptidischer Naturstoffe gefunden hat.[*d Dafiir wurde zunichst das
benoétigte terminale Amid 57 ausgehend von Boc-Ser (58) nach einer Literaturvorschrift

hergestellt (Schema 20).[%! Die Boc-Schutzgruppe wurde gewihlt, da sie sich durch Ver-

wendung von TFA und Wasser ohne Isomerisierung von (£)-Dhb entfernen lisst.['?

1. TBSCI, Im (DMF)
0°C > RT, 22h

2. DCC, HOSu (THF) TBSO
0°C - RT, 20.5h ~

HO - H,N 2
\(f)(\NHBoc 9% (2 St W/\NHBOC
58 O 57

HO_

Schema 20. Synthese des terminalen Amids 57; HOSu = N-Hydroxysuccinimid; Im = Imidazol.

Da eine C-terminale Peptidkupplung von (E)-Dhb nach der C-N-Bindungsbildung nicht
ohne Isomerisierung moglich ist (siehe Kapitel 3.2), musste das Modellsubstrat bereits eine
intakte Peptidbindung zu einem Pro-Derivat vorweisen. Die Entscheidung fiel auf das
Vinyliodid-Dipeptid E-59, fiir dessen Synthese auf das Vinyliodid E-44 zuriickgegriffen

werden konnte (Schema 21).
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1. LIOH (THF/H,0)
RT, 25 h
2. Pro-O-Me, HATU
DIPEA (CH,Cl,) | COMe

0
l CO,Et 0°C—>RT, 17.5h |
\E . N
E-44 |

E-59: 17% (2 St.)
Z-59: 41% (2 St.)

Schema 21. Synthese des Modell-Substrats £-59.

Das Vinyliodid E-44 konnte nach Verseifung!!**! unter Verwendung von HATU!®”! zum
Modellsubstrat £-59 gekuppelt werden (Schema 21). Dabei entstand allerdings haupt-
sichlich das Diastereomer Z-59. Ahnliche Reaktionen derartiger 2-lodcrotonsiureester
sind in der Literatur nicht beschrieben. Da das Rohprodukt der Verseifung nicht untersucht
wurde, kann nicht spezifiziert werden, ob die Isomerisierung bereits durch Deprotonierung
wihrend der Verseifung oder durch einen Michael-Additions-Eliminierungs-Mechanismus
des freien Prolin-Derivats wihrend der Peptidkupplung verursacht wurde. Die beiden Dia-

stereomere konnten jedoch durch Séulenchromatographie getrennt werden.

Da beide bendtigten Bausteine (57 und £-59) nun vorlagen, wurde deren Cu-katalysierte
Kupplung nach Ma untersucht.[’%! Hierbei zeigte sich, dass unter diesen Bedingungen keine

Bildung des Tripeptids £-60 beobachtet werden konnte (Schema 22).

CUC', CSZCO3 o z
~ NMe,CH,CO,H \\‘ANHBOC

/NIO + 0O : (Dioxan), 85 °C, 21.5h NH
o \\‘ANHBOC N
H NH; : .
OMe 57 keine Reaktion Q]\’//o £.60
0]
E-59 H

OMe

Schema 22. Fehlgeschlagene Synthese des Tripeptids £-60 unter Bedingungen nach Ma.""!

Wurde die Temperatur auf 110 °C (Riickfluss) erhoht und unter ansonsten identischen

Bedingungen fiir 22.5 Stunden geriihrt, konnte im 'H-NMR-Spektrum des Rohprodukts

29



Theorieteil

die Bildung einer neuen Spezies beobachtet werden, welche sich als Produkt einer Hydro-
deiodierung herausstellte. Diese Hypothese wurde durch MS-Daten unterstiitzt. Zumindest
die oxidative Addition des Cu-Katalysators in die C-I-Bindung fand also bei erhohter
Temperatur statt. Vermutlich war entweder die Koordination des Amids 57 oder die an-
schlieBende reduktive Eliminierung kinetisch zu stark gehemmt fiir eine Bildung des
Tripeptids £-60. Nach diesen Modellreaktionen wurde die Cu-katalysierte Kupplung eines
Vinyliodids mit einem Amid aufgrund der geringen Reaktivitit trotz harscher Bedingungen

(Temperatur, Base) nicht weiterverfolgt.

5.2 Retrosynthese

Alle géngigen Methoden zum selektiven Aufbau von (£)-Dhb mit C-terminaler Peptid-
bindung waren nicht fiir eine Totalsynthese der Vioprolide geeignet, sodass eine Alter-
native entwickelt werden musste. Grundsétzlich schien eine spite Einfiihrung von (£)-Dhb
vorteilhaft zu sein. Da sich der Aufbau der benachbarten N- und C-terminalen Peptid-
bindungen von (£)-Dhb als schwierig erwiesen hatte, sollte stattdessen das einfach zu-
gingliche und thermodynamisch stabilere (Z2)-Dhb als Vorldufer von (£)-Dhb genutzt
werden. Voraussetzung hierfiir wire eine endergone Isomerisierung in der finalen Phase
der Totalsynthese (Schema 23). Eine derartige Transformation ist vor allem durch Photo-
anregung moglich:"!] Hierbei ist eine selektive Anregung des in diesem Fall stabileren
(Z2)-Isomers entscheidend. Die Ursache einer selektiven Anregung kann zum Beispiel die
1,3-Allylspannung sein.[”” Im Fall von (E)-Dhb kénnte sie eine geringfiigig reduzierte
Koplanaritdt des Chromophors, genauer der C=C-Doppelbindung und des Carbonyls
hervorrufen. Die dadurch bedingte Verringerung der Konjugation kann zu einem kleineren
Extinktionskoeffizienten sowie einer hypsochromen Verschiebung fithren und somit eine
bevorzugte Anregung des (Z)-Isomers ermdglichen. Das angeregte (Z2)-Isomer kann so-
wohl zurlick zum (Z)-, als auch zum (F)-Isomer relaxieren, wobei im photostationdren

Zustand das (E)-Isomer angereichert wird.[!]

Die Schiitzung beider sekundirer Hydroxygruppen als TBS-Ether (Z-61) wiirde die gleich-
zeitige Entfernung der Schutzgruppen unter Bedingungen ermdoglichen, welche das

Thiazolin tolerieren sollte.[*3d:43¢]

30



Makrolactonisierung: [4+2+3]-Synthesestrategie

Isomerisierung SW @
& NH NH

G iw :

TBSO

Schema 23. Isomerisierung des Dehydrobutyrins in Vioprolid D (E-4) als geplanter Schliisselschritt.

Das cyclische Depsipeptid Z-61 sollte biomimetisch??! durch Makrolactonisierung ge-
schlossen werden (Schema 24). Wihrend sich die Bildung der Esterbindung durch
Aktivierung von Valin als schwierig erweisen konnte, existiert Prizedenz zur Makro-
lactonisierung an Valin iiber Mitsunobu-Bedingungen.”>) Zwei Fragmentkupplungen
sollten eine konvergente Synthese des linearen Vorldufers der Makrolactonisierung aus
dem siidlichen Fragment 62, dem Ostlichen Fragment 63 und dem nordlichen Fragment 64
erlauben. In einem ersten Ansatz sollte dabei keine Riicksicht auf die Empfindlichkeit des
Thiazolins genommen werden und dieses friith in Form des Dipeptids 64 in die Total-

synthese von Vioprolid D (£-4) eingebracht werden.

Fragmentkupplung
_S_H
Fragmentkupplung B N

OV\N OH OMe NH
~ U NH NHBoc O
NH — A O~ _NH 7
N o 63
o)

I' OTBS QH\(H o) I( OTBS

HN N OMe oMMT

ﬁ SR
TBSO TBSO 62

Makrolactonisierung

Schema 24. Makrolactonisierung und zwei Fragmentkupplungen zum konvergenten Aufbau des Peptid-

gertlists iiber eine [4+2+3]-Strategie; MMT = 4-Methoxytriphenylmethyl.
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5.3 Synthese des siidlichen Fragments 69

Wie in Kapitel 3.2 beschrieben, ergaben bisherige Studien®*! Schwierigkeiten beim Auf-
bau des siidlichen Teils der Vioprolide. Grund hierfiir ist die N-Methylgruppe des Valins,
da diese zu einem Gleichgewicht zwischen cis- und trans-Konformation der unmittelbar
benachbarten, eigentlich rotationsgehinderten Peptidbindung fiihrt (Schema 25).[4! Dies

resultiert in einer rdumlichen Ndhe zwischen N- und C-Terminus, welche die Bildung eines

Diketopiperazins begiinstigt.**® Dieses Phianomen gilt im gleichen MaB fiir Prolin.[ !
S|G
O R 2
H\)k o R% NHR1 Entschutzung
R2 | o 0~ °N R
| o
trans cis Diketoplperazm

Schema 25. Gleichgewicht zwischen cis- und trans-Peptidbindung sowie resultierende Diketopiperazin-

bildung; SG = Schutzgruppe.

Das beschriebene Gleichgewicht zwischen cis- und trans-Konformation hat neben der
Bildung der Diketopiperazine auch zur Folge, dass alle Peptide auf Basis von Prolin oder
N-methylierten Aminoséduren in Losung in zwei interkonvertierenden Isomeren vorliegen
— sogenannten Rotameren. Dies resultiert in zwei beobachtbaren Spezies in den NMR-

Spektren pro rotierender Peptidbindung oder in einer starken Verbreiterung der Signale.

Unsere neue Strategie zur Synthese des siidlichen Tripeptids 65 begann mit der Peptid-
kupplung des Valin-Derivats 66**7>] mit dem Threonin-Derivat 67\"%) zum Dipeptid 68
(Schema 26). Standard-Reagenzien auf Basis von HOBt bieten sich fiir diese Trans-
formation nicht an,’”] da N-methylierte Aminosiuren deutlich schlechtere Nucleophile als
ihre unsubstituierten Pendants darstellen.[”®! Stattdessen konnte die Reaktion bei An-
wendung von BOP-CI [Bis(2-ox0-3-oxazolidinyl)phosphinchlorid] erfolgreich umgesetzt
werden. BOP-CI stellt ein speziell fiir N-methylierte Aminosduren optimiertes Kupplungs-
reagenz dar, welches nach Bildung des gemischten Anhydrids iiber die Carbonylgruppe
des Carbamats als intermediire Base fungiert und so die Reaktion beschleunigt.””” Jedoch
konnte die Ausbeute der Bildung des Dipeptids 68 in Abhidngigkeit von der Qualitdt des

Reagenzes!®” nicht zuverlissig reproduziert werden: Das Dipeptid 68 wurde teilweise in
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deutlich geringerer Ausbeute (27%) und verunreinigt mit Spuren eines zweiten Diastereo-
mers isoliert. Dies ist typisch fiir die recht langsame und damit racemisierungsanfillige

Kupplung N-methylierter Aminoséuren.!”®!

BOP-CI, DIPEA
b © (CHxCI) e
one . BOCHN o 0°CoRT 8N goon OMe
HCI-HN N
5 1BSO 27-91% 5
66 67 TBSO 68

1. TFA (CH,CI,) 0 °C, 1.5 h

B 5 3 %
H,0.
(CH,Cl,) 0 °C - RT, 17 h f 3 o O)X\N/E\NJ\O
- HN \ OMe N -/
0,
83% (2 St.) " BOP-CI
TBSO 65

Schema 26. Synthese des Tripeptids 65; BOP-CI = Bis(2-o0xo0-3-oxazolidinyl)phosphinchlorid.

Um die Diketopiperazinbildung zu umgehen, setzte Wenger in seiner Totalsynthese des
poly-N-methylierten Cyclosporins tert-Butylester ein.®!! Da die Bedingungen zur Ent-
schiitzung eines fert-Butylesters vermutlich zu harsch fiir das Thiazolin sind, wurde
C-terminal ein Methylester*”] verwendet, und eine alternative Strategie musste angewandt
werden. Als effektiv erwies sich das nach Boc-Entschiitzung erhaltene Ammoniumsalz in
Losung langsam zum voraktivierten Prolin-Derivat zu tropfen (Schema 26). Diese Stra-
tegie wurde bisher nur vereinzelt und in modifizierter Form in der Literatur angewandt!®!
und basiert auf der Eigenschaft Prolins, am wenigsten unter den chiralen kanonischen

Aminoséuren zur Racemisierung zu tendieren.!’8]

Die Synthese des siidlichen Fragments 62 wurde durch Entschiitzung des Tripeptids 65
unter Einsatz von Diethylamin, gefolgt von einer Peptidkupplung unter Standard-

Bedingungen, abgeschlossen (Schema 27).
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OH
1. HNEt, (CH,Cl,) 0 °C, 2.5 h
2. Boc-Thr, EDC-HCI NHBoc
HOBt-H,0, DIPEA EDC, CuCl,
(CH,Cl,), 0°C - RT, 17 h 0 (PhMe), 80°C
65 o —> F-66
89% (2 St.) h S <5%
OMe
|
TBSO © 62
NHBoc Ph CF; F5C Ph
Martin-Sulfuran F.C CF
3 _o_ 3
(CH,Cl,), 0 °C, 4 h S F§h20
2
6 O Martin-Sulfuran
66% H H
HN OMe
N
|0 zes

TBSO

Schema 27. Synthese des siidlichen Fragments 62 und Studien zu dessen Dehydratisierung.

Das Tetrapeptid 62 wurde anschlieBend zu Studien zur Dehydratisierung herangezogen
(Schema 27). Wihrend sich die Bildung des (Z)-Isomers Z-66 durch Einsatz von Martin-

Sulfuran(*]

als problemlos herausstellte, konnte die syn-selektive Eliminierung mit EDC
und CuCl,*?! aufgrund des C-terminal an das Threonin gebundenen Prolins nicht realisiert
werden. Dieses Experiment steht in einer Reihe mit Ergebnissen von Inoue!'®® und

Thomas.*™!

5.4 Synthese des ostlichen Fragments 63

Das auBBergewohnlichste Element des Ostlichen Fragments 63 stellt die Glycerinsédure dar,
deren Synthese ausgehend von benzyliertem Serin (67) nach intensiver Optimierung der in
der Literatur®¥ beschriebenen Vorschrift mit nahezu quantitativer Ausbeute verwirklicht
wurde (Schema 28). Die Reaktion verlduft {iber eine Diazotierung des freien Amins unter
Bildung eines Diazoniumions. Dieses wird intramolekular durch die Carbonsiure
substituiert. Durch Spaltung des gespannten Lactons in a-Position entsteht nach doppelter

Inversion der Alkohol 68 insgesamt unter Retention der Konfiguration.®#
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NaNO, (HS04aq.)

O _OH O _OH
; 0°C — RT, 20.5 h ;
! NH, 06% ] OH
OBn 67 OBn 68

Schema 28. Synthese des Glycerinsdure-Derivats 68.

Ausgehend von D-Leucinmethylester-Hydrochlorid (69)!*! wurde das Dipeptid 70 unter
Standard-Bedingungen hergestellt (Schema 29). Dieses Dipeptid wurde ohne vorherige
Schiitzung der sekundiren Hydroxygruppel®® nach N-terminaler Entschiitzung unter
sauren Bedingungen direkt mit dem Glycerinsdure-Derivat 68 zum Tripeptolid 71 ge-
kuppelt. Das Tripeptolid 71 konnte unter Verwendung von TBSCI zwar in den TBS-Ether
72 tiberflihrt werden; aufgrund der scheinbar hohen sterischen Hinderung der sekundiren
Hydroxygruppe geschah das allerdings beeintréchtigt durch langsamen Umsatz. Dennoch
wurde die Benzylschutzgruppe durch Hydrogenolyse bei erhohtem Wasserstoffdruck ent-
fernt. Die nun freie Hydroxygruppe konnte unter milden Bedingungen allerdings nicht in
das geschiitzte Tripeptolid 73 {iberfiihrt werden, weshalb eine leicht verdnderte Synthese-

strategie entwickelt wurde (Schema 30).

Boc-Ala, EDC-HCI
HOBt-H,0, DIPEA
(CH,CI,), 0 °C > RT, 19 h o

MeO MeO NHB
© NH,-HCI 98% © ”)Kr oc
0 0

69 70

1. (TFA/CH,Cl,)

0 °C, 44 min
% DM RT 108 O 4 §R
( ), RT, 19. MeO N)KrN\H)\/OBn
o H

92% O R=H:T1
' TBSCI, Im
[DMAP] (DMF)
R = TBS: 72 57%
1. H, (10 bar), [Pd/C]
(EtOH), RT, 23 h
2. MMTCI, [DMAP] (Py), RT, 5 h 6o  OTBS
MeO N N OMMT
H 73
Spuren

Schema 29. Fehlgeschlagene Synthese des Tripeptolids 73; Py = Pyridin.
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Zunichst wurde das Diol 74 ebenfalls durch Hydrogenolyse aus dem Tripeptolid 71 frei-
gesetzt (Schema 30). Aufgrund des geringen sterischen Anspruchs des Alkohols 71 im
Vergleich zum Silylether 72 wurde dies bei Atmospharendruck realisiert — wenn auch iiber
einen langen Zeitraum von 4.5 Tagen. Darauthin wurde das Diol 74 zunichst selektiv an
der primédren Hydroxygruppe mit einer MMT-Schutzgruppe, dann an der sekunddren
Hydroxygruppe mit einer TBS-Schutzgruppe versehen. Trotz der grofBlen sterischen
Hinderung wurde die TBS-Gruppe durch Verwendung des entsprechenden Triflats effektiv
in das Molekiil eingebaut. Die Verseifung zur Carbonsdure 75 machte das ostliche Frag-

ment 63 einer Peptidkupplung zugédnglich und schloss die Synthese ab.

H, (1 atm), [Pd/C] o oH MMTCI, [DMAP]
(EtOH), RT, 4.5d H (Py), RT, 6h
71 . MeO N OH
% H 85%
71% 5 0 14
TBSOTY, Lut
CH,Cly), RT, 24 h R = CHg: 63
(CH2Cly) _ o ., OTBS 3 LioH
92% RO N N OMMT (THF/H,0)
" R=H:75 86%

Schema 30. Synthese des dstlichen Fragments 63; Lut = 2,6-Lutidin.

5.5 Synthese von SNAC-Sonden

Neben den nicht-ribosomalen Peptiden werden auch Polyketide und Fettsduren
biosynthetisch iiber Thioester hergestellt. Das grofle Interesse an der Erforschung und
Modifizierung dieser Biosynthesewege hat sogenannte SNAC-Verbindungen (N-Acetyl-
cysteamin-Verbindungen) hervorgebracht (Abbildung 6).”) SNAC (76) stellt eine ver-
kiirzte, Zellmembran-permeable Version von Coenzym A (77) dar und ist in der Lage
dieses in vivo beziehungsweise in vitro zu ersetzen. Im Fall der nicht-ribosomalen Peptide
ersetzt SNAC (76) das PCP, welches eigentlich das Substrat mittels eines Serin-
gebundenen 4°‘-Phosphopantetheins (Abbildung 6) iiber eine Thioesterbindung trigt.
Gelingt es dariiber hinaus die Gene zur Expression des extern eingefiihrten Molekiils

auszuschalten, kann der Biosyntheseweg ausschlieBlich iiber die verfiitterte SNAC-Sonde
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erfolgen. Dies eroffnet die Mdoglichkeit gezielt modifizierte Naturstoffe im Sinne einer

Semi-Synthese herzustellen, sofern das Zielenzym die SNAC-Sonde annimmt.!®”]

NH,
HS o~ A Hs\/\NJ\/\ )H></ ~0-P-0 AP
H @ 0
76 I 77
4'-Phosphopantethein Os ,O OH
A9
oo ©

Abbildung 6. Strukturen von SNAC (76) und Coenzym A (77):

Die Biosynthese der Vioprolide beginnt mit der ungewohnlichen O-Acylierung der
Hydroxygruppe in a-Position der Glycerinsiure mit einer Fettsiure (siehe Kapitel 2).[2223]
Doch warum wird diese Fettsdure iiberhaupt eingebaut? Eine Funktion der O-Acyl-
Vioprolide als prodrug, also als inaktive Form des Naturstoffs, welche erst durch Meta-
bolisierung in ihre aktive Form tiberfiihrt wird, konnte ausgeschlossen werden. Stattdessen
werden zwei weitere Optionen diskutiert: Entweder erleichtert die Verkniipfung mit einer
Fettsdure lediglich die Sekretion der Vioprolide, die vermutlich erst im periplasmatischen
Raum freigesetzt werden; oder aber die Natur verwendet die O-Acylierung als temporére
Schutzgruppe, welche die Selektivitit der Enzym-katalysierten Makrolactonisierung
erhoht. )

Um die zweite Hypothese zu iiberpriifen und Experimente zur Selektivitit der bio-
synthetischen Makrocyclisierung durchzufiihren, sind SNAC-Sonden bestens geeignet, da
tiber deren Verfiitterung eine unsubstituierte Glycerinsdure in den Makrocyclisierungs-
vorldufer eingebaut werden konnte. Daher galt es, die SNAC-Tripeptolide 78 und 79 zu
synthetisieren und mit deren Hilfe den Einfluss der O-Acylgruppe auf die Makro-
lactonisierung festzustellen (Abbildung 7). Des Weiteren wére liber den erfolgreichen

Einbau der SNAC-Sonden ein semi-synthetischer Zugang zu Vioprolid-Analoga gefunden.
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o) o ., OR
s N OH
o) o
o)
78:R=H; 79:R= J\H)\
ng 13

Abbildung 7. SNAC-Sonden 78 und 79.

Zunichst einmal wurde SNAC (76) ausgehend von Cysteamin Hydrochlorid (80) durch
N-Acylierung unter Schotten-Baumann-Bedingungen'®®! hergestellt (Schema 31).5%1 Auch
wenn die Ausbeute nur moderat ist, muss hervorgehoben werden, dass hier — anders als bei

90] _

alternativen Synthesevorschriften! kein S-acetyliertes, schwer abtrennbares Neben-

produkt entstand.

KOH, NaHCO,
Lg~NHz HCI Acz0 (H20). RT. 3h g~ NHAC
60%

80 76

Schema 31. Synthese von SNAC (76).13!

Der SNAC-Sonden-Vorlédufer 81 konnte unter direktem Einsatz des 6stlichen Tripeptolids
75 synthetisiert werden, indem dieses mit SNAC (76) in allerdings geringer Ausbeute
gekuppelt wurde (Schema 32). Eine Entfernung der MMT-Schutzgruppe mit TFA gelang
in nur 26% Ausbeute und eine anschlieBende TBS-Entschiitzung fiihrte bei Anwendung
von HF-Pyridin oder TBAF (Tetrabutylammoniumfluorid) zur Zersetzung des Edukts.
Folglich wurden beide Schutzgruppen in einem Schritt durch HCI in Dioxan entfernt. Die
SNAC-Sonde 78 wird aktuell in der Gruppe um R. Miiller auf ihren biosynthetischen
Einbau in die Vioprolide tliberpriift.
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76, HATU
o) H OTBS DIPEA (CH,Cl,) 0 OR!
HO N)Ker)\ 0°C>RT, 19h S )Kr“m)\
o N
H 35% J/ 0] H o) ORZ
AcHN

0] O OMMT
75

1= 2 _ .
R'=TBS, R = MMT: 81 HC|

(Dioxan)

RI=R2=H:78 < %

Schema 32. Synthese der SNAC-Sonde 78.

Eine Verseifung des MMT-geschiitzten Fragments 74 (siehe Kapitel 5.4) war nur in sehr
kleiner Ausbeute mdglich. Folglich sollte die acylierte Sonde 79 ausgehend vom Dipeptid
70 synthetisiert werden. Nach Verseifung wurde dieses Dipeptid mit SNAC (76) zum
Thioester 82 gekuppelt (Schema 33). Nach erfolgreicher N-terminaler Entschiitzung unter
sauren Bedingungen wurde das Glycerinsdure-Derivat 68 addiert und so das Tripeptolid 83
erhalten. Eine Entschiitzung des Benzylethers wiirde einen weiteren Zugang zur freien

SNAC-Sonde 78 schaffen, konnte aber nicht realisiert werden.

1. NaOH (MeOH/H,0)
RT, 19 h
2.76, HATU, Coll (CH,Cl,)

O 0°C > RT, 21h
MeO N NHBoc J\rNHBOC
H 37% (2 St

o 70 AcHN

1. (TFA/CH,Cl,)
0 °C, 45 min
2. 68, PyBOP, DIPEA
(DMF), RT, 23 h H2’ [Pd/C]

78
79% (2 St.) )Kr , keine Reaktion

Schema 33. Synthese des Vorldufers 83 und fehlgeschlagene Freisetzung der SNAC-Sonde 78.

Stattdessen wurde die sterisch anspruchsvolle Hydroxygruppe des Tripeptolids 83 mit der

Iso-Ci7-Fettsiure (84, Synthese siehe Experimentalteil)®!! unter Yamaguchi-
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Bedingungen®?! verestert, wobei das Tripeptolid 85 und ein zweites Diastereomer gebildet
wurden (Schema 34). Das zweite Diastereomer konnte bei unvollstindiger Bildung des
gemischten Anhydrids durch Acylierung der Hydroxygruppe mit dem Yamaguchi-Reagenz
und anschlieBende Substitution durch die Carbonsdure der Iso-Ci7-Fettsdure entstanden
sein. Eine Optimierung konnte hier dementsprechend durch Verldngerung der Akti-

vierungszeit der Carbonsdure moglich sein.

Auch das acylierte Tripeptolid 85 konnte allerdings unter hydrogenolytischen Be-
dingungen nicht umgesetzt werden. Die Verwendung von BCl; flihrte zwar zu einer Ab-
spaltung der Benzylgruppe, aber auch zur Bildung weiterer Isomere, wobei nicht aufgeklart

werden konnte, ob eines der Isomere die SNAC-Sonde 79 in der korrekten Konfiguration

darstellt.
HO
13 0 a)
Y.R., NEt; DMAP /U\HJ\ oder
(PhMe), RT, 16 h o , O A b)
83 > S N —#— 79
84% J/ N
- o] O OB
d.r. =90/10 AcHN 85 n

Schema 34. Acylierung zum Vorldufer 85 und fehlgeschlagene Entschiitzung; a) H, (10 bar), [Pd/C]
(CH2Cly) oder H; (1 atm), [Pd(OH),] (CH,Cl,); b) BCl; (CH,Cl,), =78 °C; Y.R. = Yamaguchi-Reagenz.

Wabhrscheinlich wurde die Hydrogenolyse durch das Schwefelatom des Thioesters
inhibiert.”®! Dieses Problem konnte durch Verwendung von reinem Palladium (Palladium-
schwarz) gelost werden.[*#] Andernfalls kénnte der Dipeptid-Thioester 82 mit einem Gls-
Derivat gekuppelt werden, welches an der primédren-Hydroxygruppe eine kleine, sauer
abspaltbare Schutzgruppe, wie zum Beispiel TES, trigt. Die beiden Varianten zur Synthese
der SNAC-Sonde 79 konnten im Verlauf dieser Arbeit jedoch nicht mehr getestet werden.
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5.6 Synthese des nordlichen Fragments 64

Wie im Kapitel 3 beschrieben, zeichnen sich Thiazoline durch eine deutliche Labilitét
gegeniiber einer Vielzahl von Bedingungen aus. Jedoch gilt dies nicht uneingeschrénkt,
denn Thiazolin-Dipeptide der allgemeinen Formel I wurden in ausgewihlten Total-

synthesen bereits sehr friih eingebaut (Abbildung 8).[47&%4]

— 1
—S R

HO\[FNM‘NHSG

)
I

Abbildung 8. Allgemeine Struktur eines C-terminal aktivierbaren Thiazolin-Dipeptids (I).

Vor allem die konfigurative Stabilitit scheint also wesentlich von der chemischen
Umgebung des Thiazolins abzuhidngen. Da systematische Studien zu dieser Thematik nicht
existieren, sollte die Stabilitdt des Thiazolins in Vioprolid D (£-4) empirisch abgeschétzt
werden. Dazu wurden ausgehend von den Cys-Derivaten 86 und 87 nach Trityl-Schiitzung
(Trt-Schiitzung) zu den geschiitzten Aminosduren 88 und 89 die Dipeptide mit benach-
bartem Pro (90) und Azetidin (Aze, 91 und 92) durch Anwendung von PyBOP™! her-
gestellt (Schema 35). Aze sollte als kommerziell erhiltliches Surrogat fiir Maz dienen und
eine Untersuchung des Einflusses der RinggroBe auf die Stabilitit des benachbarten
Thiazolins ermdglichen. Eine biomimetische Dehydratisierung mit einer Kombination von
Trifluormethansulfonsiureanhydrid und Triphenylphosphanoxid!®®! resultierte in der nahe-

zu epimerisierungsfreien Bildung der Thiazolin-Dipeptide 93, 94 und 95.

41



Theorieteil

Fmoc-AS
_SH Ph3;CCI (TFA) _STrt PyBOP, DIPEA
z RT, 30 min : (CH,Cl,), RT
RO RO = -
jﬁNHz-x Y\NHz-X
O o]
R =Me, X=HCI: 86 R = Me, X = TFA: 88 (quant.)
R =All, X=TsOH: 87 R=Al, X=- 89 (33%)
TrtS PhsPO, Tf,O
~ 3h ™, 112 -
RO - i (CRLCL), ~207°C o 2 3\%\}
WK\N)KVBM - \[(\N \ )n
o H NT " o} Fmoc
Fmoc
R = Me, n =2: 90 (quant.) R =Me, n=2:93 (80%)
R=Me,n=1:91(97%) R =Me, n=1:94 (86%, d.r. = 97/3)
R=All, n=1:92 (89%) R=Al, n=1:95(84%)

Schema 35. Synthese der Thiazolin-Dipeptide 93, 94 und 95; AS = Aminosaure; Trt = Trityl.

Zunichst wurde der Dipeptid-Methylester 93 unter milden Bedingungen C-terminal
entschiitzt (Schema 36). Da Carbonsduren oft stark verbreiterte Signal im NMR-Spektrum
aufweisen, wurde die intermediédre Carbonsédure unter modifizierten Steglich-Bedingungen
mit EDC und HOBt wieder in den Methylester 93 iiberfiihrt. Eine analoge Transformation
miisste das Dipeptid 93 auch bei Kupplung mit dem siidlichen Fragment 69 tolerieren, um
in die Totalsynthese von Vioprolid D (£-4) eingebracht werden zu kénnen. Hierbei wurde
das Produkt in einem Diastereomerenverhiltnis von 53/47 isoliert. Fiir die Riickbildung
des Methylesters wurde zwar keine Base eingesetzt; dennoch kann nicht mit Sicherheit
bestimmt werden, ob die Epimerisierung wihrend der Aktivierung der Carbonsiure durch
Deprotonierung an der endocyclischen Position oder durch Imin-Enamin-Tautomerie an

der exocyclischen Position stattfand.

1. Me3SnOH
(DCE), 70 °C, 3 h

—s y 2. EDC-HCI, HOBt-H,0 S
Voo, - m (MeOH/CH,Cly), RT, 23 h- Meoj([N )\(j
TN\ .
o)
9

0,
A 37% (2 St.) o) Fmoc
3 d.r = 53/47

Schema 36. Esterspaltung des Dipeptids 93 und Steglich-artige Veresterung; DCE = Dichlorethan.
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Bei Verwendung des Azetidin-Dipeptids 94 wies das Produkt nach derselben Reaktions-
sequenz ein nahezu identisches Diastereomerenverhdltnis von 52/48 auf (Schema 37).
Interessanterweise stellte sich das Nebendiastereomer nach der Sequenz im 'H-NMR-
Spektrum als identisch mit dem Nebendiastereomer des Edukts 94 heraus. Da zum
Ringschluss des Thiazolins die Amid-Bindung durch das eingesetzte Elektrophil aktiviert
wurde, erscheint vor allem eine Epimerisierung an der exocyclischen Position plausibel.
Im Zusammenhang mit der Entschiitzungs-Schiitzungssequenz (Schema 36 und 37) stellt
die Beobachtung ein starkes Indiz fiir eine Diastereomerenbildung durch Imin-Enamin-
Tautomerie in exocyclischer Position, also am Stereozentrum des Prolins beziechungsweise
Azetidins dar. Damit wére die Labilitdt des Thiazolins gidnzlich unabhéngig von der Grofie

des angrenzenden Heterocyclus.

1. Me3SnOH
(DCE), 70 °C, 3.5 h
s H 2. EDC-HCI, HOBt-H,0O —S H
: MeOH/CH,Cl,), RT, 17 h 3
MeO_ = M ( 2C) B Meo\[ﬁN)%
TN N
o Fmoc 50% (2 St.) 0] Fmoc
94 94
d.r. =97/3 d.r. = 52/48

Schema 37. Esterspaltung des Dipeptids 94 und Steglich-artige Veresterung.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde der Allylester 95 unter den ebenfalls sehr milden
Bedingungen einer Pd-Katalyse entschiitzt und analog zu den bisherigen Experimenten mit
EDC und HOBt in den Methylester iiberfiihrt (Schema 38). Hierbei konnte kein Einfluss

der Entschiitzungsbedingungen auf das Diastereomerenverhéltnis festgestellt werden.

1. Pd(PPhg), PhSiH3
(CH,Cl,), RT, 1 h

—S H 2. EDC-HCI, HOBt-H,0 —S H
AlO. 5 N/)% (MeOH/CH,Cl,), RT, 21h  yeo. 2 N/)\:(>
TN : - Ny
@] 95 Fmoc 25% (2 St.) 0] epi-94 Fmoc
d.r. = 48:52

Schema 38. Pd-katalysierte Esterspaltung des Dipeptids 95 und Steglich-artige Veresterung.
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Um eine Epimerisierung in der endocyclischen Position nach Aktivierung mit EDC aus-
zuschlieBen, wurde in einem letzten Experiment der Allylester wieder Pd-katalysiert
entschiitzt und der Methylester ohne Aktivierung der intermediéren Carbonsdure durch
nucleophile Substitution mit TMS-Diazomethan gebildet (Schema 39). Auch hier wurde
der Methylester als Diastereomerengemisch isoliert, allerdings in geringfiigig anderem
Verhiltnis (d.r. = 57/43) und in sehr kleiner Ausbeute (3% ii. 2 St.). Das Hauptdiastereomer
entsprach hier dem Thiazolin-Dipeptid 94; eventuell wird das Imin-Enamin-Tautomerie-

Gleichgewicht also unter den Aktivierungsbedingungen mit EDC und HOBt leicht

verschoben.
1. Pd(PPhs), PhSiH;
(CH,Cl,), RT, 1 h
—S H 2. TMSCHN,, RT, 2 h :—'S H
Alo. A M (CH,CI,/MeOH/Et,0)  MeO. - /)\@

WhN N i \[hN N

o) 95 Fmoc 3% (2 St.) (0] 04 Fmoc
d.r. =57/43

Schema 39. Pd-katalysierte Esterspaltung des Dipeptids 95 und Alkylierung mit TMS-Diazomethan.

Da keinerlei Unterschied beziiglich der Diastereomerenbildung in Abhédngigkeit von den
gewidhlten Entschiitzungs- (94 versus 95) und Veresterungsbedingungen (Schema 38
versus 39) festgestellt werden konnte, scheint ein anderer Faktor fiir die Epimerisierung
verantwortlich zu sein. Vermutlich ist also die Carbonsdure selbst — unabhéngig von der
Art ihrer Freisetzung — durch intramolekulare Protonenkatalyse die Ursache dieses Ver-
lusts der Stereoinformation.?’?! Dies zeigt eine intrinsisch besonders ausgepriigte Labilitit
der Prolin- und Azetidin-substituierten Thiazolin-Dipeptide auf, da anderweitig sub-
stituierte Thiazolin-Dipeptide ohne signifikante Epimerisierung mit Trimethylzinn-

43¢l Insofern konnte

hydroxid entschiitzt und nach Aktivierung gekuppelt werden konnten.!
als Schlussfolgerung dieser Experimente nicht nur die Verwendung eines Thiazolin-
Dipeptids im Speziellen ausgeschlossen werden; generell schien die Freisetzung des

Thiazolins erst in der finalen Phase der Totalsynthese der Vioprolide empfehlenswert.
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6 Makrolactonisierung: [3+3+3]-Synthesestrategie

6.1 Retrosynthese

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse zur Stabilitidt des Thiazolins wurde eine leicht
modifizierte Synthesestrategie erarbeitet (Schema 40). Weiterhin sollte in einem finalen
Schliisselschritt (£)-Dhb durch Isomerisierung aus dem cyclischen Depsipeptid Z-61
generiert werden. Aufgrund seiner Labilitdt sollte das Thiazolin jedoch ebenfalls erst in der
finalen Phase der Totalsynthese ausgehend von einem Thioamid als Vorldufer freigesetzt

werden.

Zur Erhohung der Konvergenz sollte das cyclische Depsipeptid Z-61 nun aus drei
anndhernd gleich groBen Fragmenten zusammengesetzt werden. Hierbei konnte auf die
bereits synthetisierten Fragmente 63 und 65 zuriickgegriffen werden. Lediglich fiir das
nordliche Fragment Z-96 musste hierfiir eine Synthese entwickelt werden. Eine Fragment-
kupplung zwischen (Z)-Dhb und Pro bietet den erheblichen Vorteil, dass das noérdliche

Fragment Z-96 ohne Riicksicht auf ein C-terminales Stereozentrum aktiviert werden kann.

Nach Einfithrung des Thioamids sollten nur noch sauer abspaltbare Schutzgruppen
verwendet werden, da Thioamide teilweise zu Komplikationen bei der Fmoc-Abspaltung

fithren.[°7]

Ringschluss

: : N
= N/ 0 NH  Boc

0 N V
NH MeO
V ~_NH Z-96

o NH —— MeO” O 0

|C_|) OTBS NFmoc 63
ﬁ O 5 OTBS
H I H OMMT
1BSO HN ﬁN OMe
|
TBSO O 65

Makrolactonisierung

Schema 40. Retrosynthese iiber eine [3+3+3]-Strategie.
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6.2 Synthese des nordlichen Fragments Z-96

In einem ersten Ansatz sollte das Schwefelatom iiber Thionierung in das nordliche
Fragment Z-96 integriert werden. Dazu wurde das Literatur-bekannte Dipeptid 97%% her-
gestellt (Schema 41); die gute Ausbeute der Thionierung mit dem Lawesson-Reagenz zum
Thiopeptid 98 konnte aber nicht reproduziert werden.”®! Eine Substitution des Lawesson-
Reagenzes mit P4Sio fithrte nur zu einer geringfiigigen Verbesserung. Da das durch
Verseifung einer Peptidkupplung zugingliche Dipeptid 99 sowohl als Reinstoff, als auch
in Losung instabil war und demnach nicht mit einem Threonin-Derivat gekuppelt werden

konnte, wurde dieser Ansatz wieder verworfen.

Boc-Pro, EDC-HCI TBSCI, NEt;
HO HOBt-H,0O, DIPEA [DMAP] (CH,Cly)  1BSO
™ (CH,Cl,), 0°C - RT, 19h 0°C > RT, 21.5h N X

i - H
MeO ~ > MeO ~
Y NHzHC 86% 99% \thJ\‘/j
0] 0] BocN

Lawesson- [ X=0:97 7 P,S
LiOH TBSO Reagenz L J Na,CO3
(THF/H,0) - 23% Lx=s:98 < 33%
—————>  HO__A —A—
<67% jﬁﬁ%
@) BocN
99
instabil

Schema 41. Einfiihrung des Schwefelatoms iiber Thionierung des Dipeptids 97.0%

Stattdessen sollte das Schwefelatom nun durch Thioacylierung unter Verwendung des
Literatur-bekannten Benzotriazols 100 in das nérdliche Fragment Z-96 eingebaut werden.
Hierzu wurde ausgehend von Boc-Pro (101) das Anilid 102 hergestellt, welches nach
Thionierung mit voraktiviertem P4S19 zum Thioanilid 103 umgesetzt wurde (Schema 42).
Durch Einsatz von Natriumnitrit wurde das Thioanilid in ein Diazoniumion iberfiihrt,

welches zum Benzotriazol 100 cyclisiert.[?843
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NH,
H,N
NO, o) P4S10
o IBCF, NMO (THF) H Na,COj (THF)
H ~20°C - RT, 46 h HN% 0°C > RT, 25h
HOJ\@ HN_ L BocN -
0, 0,
BooN 85% 102 79%
101 NO,
= H NaNO, S
HNJ\@ (AcOH/H,0) ,N\N%
0 °C, 30 min N~
H,N BocN BocN
103 97%
NO, 100
NO,

Schema 42. Amidkupplung, Thionierung und Diazotierung zum Benzotriazol 100.

Die Synthese des nordlichen Fragments Z-96 begann mit der Peptidkupplung des Serin-
Derivats 52 zum Dipeptid 104 (Schema 43).1°"]

Thr-O-Me-HCI
EDC-HCI
HOBt-H,O, NMO TBSO_ 1. [Pd/C], Hy (1 atm)
OTBS (CH,Cl,) : (MeOH/EtOAc), RT, 18 h
i 0°C—>RT, 17h O\\‘A_NHCbz 2.100 (THF), 0 °C, 5 min
O~ - >
NHCb NH
\\‘Of z 93% ) 85% (2 St.)
52 104
MeO” YO
TBSO ¢ MsCl, NEt TBSO

HO OY\N% 0 oC RN RT, 5 d Y\”%
NH H BocN x_NH BocN
94%
105 MeO 0 Z-96

MeO (@]

I

Schema 43. Synthese des nordlichen Fragments Z-96 iiber Thioacylierung und Dehydratisierung.

Die N-terminale Cbz-Schutzgruppe ermdglicht eine besonders praktikable Sequenz zum
Tripeptid 105, da nach Freisetzung des N-Terminus durch Hydrogenolyse die Aufarbeitung

lediglich in einer Filtration des Katalysators besteht. Nach destillativer Entfernung des
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Losungsmittels konnte das Rohprodukt daraufthin direkt in der Thioacylierung mit dem
Benzotriazol 100 eingesetzt werden (Schema 43). Die Dehydratisierung zum (Z)-Dhb-
Peptid Z-96 gelang durch kostengiinstigen Einsatz von MsCl und NEt;.°% Auf die
Isolierung des intermedidren Mesylats konnte durch eine recht lange Reaktionszeit ver-

zichtet werden.

6.3 Fragmentkupplung und Studien zur Makrolactonisierung

Zur konvergenten [3+3+3]-Strategie wurde zunéchst das siidliche Fragment 65 unter

basischen Bedingungen entschiitzt und so das Amin 106 generiert (Schema 44).

Q:/‘/OC HNEt, (CH,Cl,) NH
o) 207 272 o)
H H o) 0°C,3h H H o)
HN OMe HN OMe
le 94% lil
(@] (@]
TBSO TBSO 106

65

Schema 44. N-terminale Fmoc-Entschiitzung des Tripeptids 65.

Auch wenn in der Fragmentkupplung des nordlichen Fragments Z-96 mit dem siidlichen
Amin 106 keine Komplikation durch Verlust eines Stereozentrum zu erwarten war, stellte
diese Transformation aufgrund der geringen Reaktivitit der konjugierten Carbonsdure
dennoch eine Herausforderung dar. Aus diesem Grund wurden eine Reihe von Akti-
vierungsreagenzien nach Verseifung des nordlichen Fragments Z-96 getestet (Tabelle 1).
Unter Standard-Bedingungen mit EDC-HC1 und HOBt-H>O wurde das westliche Fragment
Z-107 zwar isoliert, aber nur in einer geringen Ausbeute von 19% iiber zwei Stufen
(Eintrag 1). Wurde das Kombinationsreagenz PyBOP eingesetzt, stieg die Ausbeute
geringfiigig (Eintrag 2). Ein Wechsel auf HOAt erhohte die Reaktivitit des intermedidren
Aktivesters und fiihrte somit zu einer Verbesserung der Ausbeute (Eintrag 3). Der Einsatz
von Di-iso-propylcarbodiimid (DIC), fiir das eine hohe Reaktivitit in der Kupplung von
(Z)-Dhb nachgewiesen wurde, %! fiihrte zu keiner signifikanten Verbesserung (Eintrag 4).
Ohne Zusatz von HOAt sank die Ausbeute um 17% (Eintrag 5). Eventuell fiihrt demnach
eine zu starke Aktivierung der Carbonsdure zum Beispiel durch DIC ohne Additiv zu

Nebenreaktionen. Dieser Argumentation folgend stieg die Ausbeute auf 58% durch die
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besonders effektive Ausbildung des HOAt-Aktivesters mit HATU und zugesetztem HOAt
(Eintrag 6). In einer synthetisch relevanten Ansatzgroe (>200 mg) wurde das westliche

Fragment Z-107 in 50% Ausbeute {iber zwei Stufen isoliert (Eintrag 7).

Tabelle 1. Kupplung des nordlichen Fragments Z-96 mit dem siidlichen Amin 106.

TBSO\_ S

: H
o, -
| N
TBSO 1. LIOH-H,0 (THF/H,0 i /ﬂ\%i:7
NS 20 (THFH20) S NH T BocN

o : H 0°C—>RT,75h
N 2. 106, Bedingungen
Y\H)J\@ _
x_NH BocN

N7 0
Z-96 QHYO 0
MeO™ 0O HNf%ik;i[;rOMe
|
TBSO Z-1 07O
# Bedingungen Y [%]*
1 EDC-HCI, HOBt-H,O, DIPEA (CH2Cl,), 14 h° 19
2 PyBOP, DIPEA (CH.CL), 14 h 28
3 EDC-HCI, HOAt, DIPEA (CH:Cl,), 17 h° 39
4 DIC, HOAt, DIPEA (CH2Cl), 14 h 36
5 DIC, DIPEA (CH2Cl,), 14 h 29
6 HATU, HOAt, DIPEA (CH,Cl), 14 h 58
7 HATU, HOAt, DIPEA (CH2Cl,), 14 h¢ 50

Generell: AnsatzgroBe ca. 20 mg bzw. ca. 40 umol, 1.00 Aq. 106, 1.20 Aq. des Kupplungsreagenzes,
1.20 Aq. des Additivs, 2.00 Aq. DIPEA, Zugabe bei 0 °C, dann langsames Erwirmen auf RT; *Ausbeute iiber
zwei Stufen; '2.20 Aq. EDC-HCI, 3.00 Aq. DIPEA; <220 Aq. DIPEA; %AnsatzgroBe: >200 mg; Y =
Ausbeute; DIC = Di-iso-propylcarbodiimid;

Mit der abgeschlossenen Synthese des westlichen Fragments Z-107 eroffnete sich die
Moglichkeit, die finale Phase der Totalsynthese an diesem Substrat zu simulieren. Die
selektive Entschiitzung des primédren TBS-Ethers zum Hexapeptid Z-108 stellte sich dabei
als problemlos heraus (Schema 45). Die Bildung des Thiazolins mittels Burgess-Reagenz

konnte ohne detektierbare Epimerisierung realisiert werden. Die Anwendung von
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HF-Pyridin fiihrte durch Entschiitzung des sekundidren TBS-Ethers zum Hexapeptid Z-110,
jedoch unter erheblicher Bildung eines zweiten Diastereomers (d.r. = 50/50). Damit stellte
sich das Thiazolin in den Vioproliden als deutlich empfindlicher als zum Beispiel in
Thiostrepton heraus.[*44¢1 Gepuffertes TBAF!'?! erwies sich als zu mild fiir die ange-

strebte Entschiitzung.

RO s H _s H

0~ 5 o/ B
N oc N

\\‘/\H Burgess-Reagenz \\‘/\

X -NH (THF)
RT - Rfl.. 1.5 h

>

N @] N (@]
0 85% e}
H H O H H O
HN OMe HN OMe
) )
(0] 0]
RO

TBSO
R = TBS: 2-107 R = TBS: 2-109
S HF Py S a)
(Py/THF) oder
. b
R = H: Z-108 93% R = H: Z-110 )

Schema 45. Synthese des Thiazolin-Hexapeptids Z-110 als Diastereomerengemisch; a) TBAF (THF/pH-7-
Puffer), kein Umsatz; b) HF-Py (Py/THF), RT, 7 h, 49%, d.r. = 50/50; Rfl. = Riickfluss.

Doch ist zur Bildung des Thiazolins eine Schiitzung der sekunddren Hydroxygruppe
iiberhaupt notig oder ist die selektive Aktivierung des Serins genauso durchfiihrbar? Eine
Literaturrecherche ergab zwei Fille, in denen ein Serin in Anwesenheit eines Threonins
selektiv zum Thiazolin dehydratisiert wurde. Im Fall des Grassypeptolids A gelang die
selektive Aktivierung an einem Modellsubstrat durch Anwendung des Burgess-Reagenzes.
Diese Strategie versagte aber in der Spétphase der Totalsynthese, weshalb doch wieder auf
eine Troc-Schutzgruppe zuriickgegriffen werden musste.*>" Dariiber hinaus erwies sich in
der Synthese eines Cyclosporin-Analogons eine Kombination von TsCl und DMAP im

grofen Uberschuss als ausgesprochen selektiv.!1%?]

Um eine solche Strategie auf die Synthese des Modellpeptids Z-110 zu iibertragen, wurden
zundchst beide TBS-Gruppen in einem Schritt entfernt (Z-111, Schema 46). Tatséchlich
konnte anschlieBend durch Verwendung von TsCl und DMAP eine selektive Bildung des
Thiazolins erreicht und das Modellpeptid Z-110 isoliert werden.
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0] Boc
N
YH TsCl, DMAP

. _NH . _NH
(CH,Cl,)
RT,2.5h
Nige} > Nie!
0 60%
. o A 0 o
HN H OMe : HN Hi OMe
| )
o) o)
RO HO .
R = TBS: Z-107 Z-110
HF-Py
(Py/THF)
94%

R=H:Z-111

Schema 46. Synthese des Modellpeptids Z-110.

Die Kupplung der Fragmente Z-107 und 75 zum linearen Vioprolid-D-Vorldufer Z-112 ist
wegen des C-terminalen Stereozentrums deutlich komplexer als die Fragmentkupplung
zum westlichen Fragment Z-107. Der Grund hierfiir liegt in der niedrigen Reaktions-
geschwindigkeit von Fragmentkupplungen. Dies ist gleichbedeutend mit einer recht langen
Lebensdauer der aktivierten Carbonsdure, welche damit durch die benachbarte Peptid-
bindung intramolekular angegriffen werden kann (Schema 47). Das hierbei entstehende
Oxazolon II kann zwar immer noch durch das Amin zum gewlinschten Produkt III
gedffnet werden; es kann davor allerdings auch zur aromatischen Spezies IV tauto-
merisieren, wobei gleichzeitig die Stereoinformation verloren geht. Diese Problematik

besteht im gleichen MaB bei den ebenfalls recht langsamen Makrolactamisierungen.!’®]

RHN

o) OH
oﬂ OJ@ 0/\$,
SGHN ~ X — "R == R?
Jku)ﬁ(v SGHN._=N A=
1 z z
R @ R' I R' 1V

2
R3NH, o R
SGHN\JJKN/\TrNHR3
R0
111

Schema 47. Oxazolonbildung, die hdufigste Nebenreaktion in einer Fragmentkupplung.
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Zunichst wurde die Boc-Schutzgruppe unter Bedingungen entfernt, welche kompatibel mit
TBS-Gruppen sind (Tabelle 2).'! Studien von Carpino zeigten, dass der Einsatz von
2,4,6-Collidin (Coll) besonders effektiv die Epimerisierung in der Fragmentkupplung
verhindert.['% Deshalb wurde ausschlieBlich diese Base in der Fragmentkupplung zum
linearen Vorldufer Z-112 eingesetzt. Wurden zur Fragmentkupplung EDC und HOBt
eingesetzt, konnte der lineare Vorldufer zwar in guter Ausbeute {iber zwei Stufen isoliert
werden (Eintrag 1); dieses Ergebnis konnte allerdings nicht zuverldssig reproduziert
werden. Reproduzierbar gute Ausbeuten lieferte hingegen die Anwendung von HOAt-
basierten Reagenzkombinationen (Eintrdge 2 und 3), wobei mit HATU ein geringfiigig

besseres Ergebnis erzielt wurde.

Tabelle 2. Kupplung des westlichen Fragments Z-107 mit der 6stlichen Carbonséure 75.

TBSO
NS TBSO— X\
0 -~ )% 1. TMSOTH, Lut o i N
N (CH2CIy) NH
~_NH ™ BocN 0°C - RT, 2h T\I/H\ O
2. 75, Bedingungen X o) A
- Os_NH
N~ S0 N0
o)
H P, © g (,3 o OTBS
HN N OMe HN N OMe OMMT
TBSO -9 0
Z-107 TBSO Z-112
# Bedingungen (Aq.) Y [%]
1 EDC-HCI(1.50), HOBt-H,O (1.50), Coll (1.50) (CH,Cl,), 14 h® 60
2 EDC-HCI (1.10), HOAt (1.10), Coll (1.10) (CH2CL), 15 h° 54
3 HATU (1.10), Coll (1.00) (CH2CL,), 14 h® 55¢

Generell: AnsatzgroBe: 10-27 mg bzw. 12-28 pmol, Zugabe bei 0 °C, dann langsames Erwarmen auf RT;
21.50 Aq. 75; *1.05 Aq. 75; “AnsatzgroBe: >400 mg: 54%; Coll = 2,4,6-Collidin; dstl. = dstliches.

Um den linearen Vorldufer Z-112 einer Makrolactonisierung zugénglich zu machen,
mussten zunéchst die C- und die N-terminale Schutzgruppe entfernt werden (Schema 48).
Die MMT-Entschiitzung gelang in einem ersten Versuch durch Ameisenséure in

Diethylether in 56% Ausbeute zum Alkohol Z-113. Ein Wechsel auf TFA und Anisol in
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Dichlormethan!!%! erhéhte die Ausbeute marginal auf 58%. Bei dieser Entschiitzung wurde
beobachtet, dass der Alkohol Z-113 nach wiéssriger Aufarbeitung einen deutlich
niedrigeren Re-Wert in der Diinnschichtchromatographie (DC) aufwies. Dies konnte
hypothetisch durch eine Komplexierung von Wasser durch das Peptid Z-113 hervorgerufen
worden sein. Deshalb wurde die Reaktionslosung direkt auf eine Chromatographiesiule

geladen und die Ausbeute so auf 80% gesteigert.

Die Verseifung zum Makrolactonisierungsvorlaufer Z-114 erwies sich als dulerst proble-
matisch (Schema 48). Lithium-, Natrium- und Kaliumhydroxid in einem Gemisch aus THF
und Wasser resultierten bei Raumtemperatur in einer nahezu instantanen Entschiitzung
mehrerer TBS-Gruppen. Die Freisetzung zusitzlicher Hydroxygruppen musste allerdings
unbedingt vermieden werden, um eine selektive Makrolactonisierung zu garantieren.
Bariumhydroxid in Methanol, Lithiumhydroxid-Losung in Methanol oder das extra fiir

1061 fiihrten zur

Polypeptidesterverseifungen entwickelte Tetrabutylammoniumhydroxid!
Zersetzung des Edukts. Bei Anwendung von TMSOK, Bu>SnO oder Trimethylzinn-
hydroxid konnte nur eine sehr langsame oder keine Umsetzung des Methylesters Z-113
beobachtet werden. Die Spaltung des Esters iiber eine nucleophile Substitution mit
Lithiumiodid in Essigsiureethylester!!"”) ergab die gewiinschte Carbonsiure in nur 23%
Ausbeute. Das beste Resultat wurde schlielich durch Einsatz von Lithiumhydroxid in
THF und Wasser bei 0 °C erreicht (35% Ausbeute). Jedoch war die Reaktion bei dieser

Temperatur recht langsam und weiterhin beeintrichtigt durch gleichzeitige TBS-Ent-

schiitzungen.
TBSO— X
TFA B N
PhOMe O NH J TN LiOH
(CHoClp) «__NH A (THF/H,0)
0 °C, 13 min 0°C,20.5h
zM2 — > Oo_NH ——— > R=H:Z114

80% N“ 0 35%
g g o OTBS
HN OR OH
N
0 R=Me: z-113
TBSO

Schema 48. Synthese des Makrolactonisierungsvorldufers Z-114.
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In der Synthese des Ostlichen Fragments 63 zeigte sich, dass die hier besonders schutz-
bediirftige Hydroxygruppe in a-Position der Glycerinsdure durch einen Substituenten stark
abgeschirmt werden kann. Vor diesem Hintergrund wurde auch getestet, ob eine inverse
Reihenfolge bei der Entschiitzungssequenz einen Vorteil erbringt. Die Verseifung des voll-
stindig geschiitzten linearen Vioprolid-Vorldufers Z-112 konnte durch Verwendung von

Lithiumhydroxid jedoch nur in 23% Ausbeute vollzogen werden.

Vermutlich ist der Grund der sehr langsamen Esterspaltung des Peptolids Z-113 die
Abschirmung des C-terminalen Carbonylkohlenstoffatoms. Wie in Abbildung 9 gezeigt,
ist unabhéngig von der Anordnung der Thr-(N-Me)Val-Peptidbindung der Halbraum unter
dem Methylester vollstindig abgeschirmt. Ein nucleophiler Angriff iiber die verbliebene

obere Seite ist zwar durchfiihrbar, aber durch den Iso-propylsubstituenten stark gehindert.

H H J_| H
Ha: H o
o) CHj
§ 5 CHs ? N (OMe
‘771/ X, \S' ‘CH3 \ NH
N 7 OMe N
\ By \
(@] (@)
cis trans

Abbildung 9. Ausschnitt aus der Struktur des Methylesters Z-113; Konformation bei cis- (links) und trans-
Anordnung (rechts) der Thr-(N-Me)Val-Peptidbindung nach Vorhersage durch Chem3D (Version 19.0,

MM2 energy minimization) der Fa. PerkinElmer.

Da auch die Esterspaltung mittels nucleophiler Substitution, die iiber einen Angriff des
Iodids am Methylsubstituenten und nicht am Carbonylkohlenstoffatom funktioniert, keine
Verbesserung brachte, wurde die Einfiihrung eines C-terminalen Fluorenylmethylesters
(Fm-Ester) erwogen. Dieser wird durch Eicp-Eliminierung weit entfernt vom gehinderten
Carbonylkohlenstoffatom gespalten und stellt somit eine attraktive Alternative zur
Schiitzung als Methylester dar.'® Hierzu wurde ausgehend vom Valin-Derivat 115
zuniichst der Fm-Ester 116 durch Steglich-Veresterung hergestellt (Schema 49).1'%1 Dieser
wurde nach N-terminaler Entschiitzung in das Dipeptid 117 iiberfiihrt, welches iiber das

entsprechende Ammoniumsalz erfolgreich zum Tripeptid 118 umgesetzt wurde.
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1. HCI (Dioxan), RT, 4 h

FmOH, DCC 2. N-Boc-Thr(O-TBS) (67)
[DMAP] (CH,Cl5) BOP-CI, DIPEA (CH,Cly)
0°C—>RT, 17h 0°C—RT, 20h
OH o OFm .
BocN > BocN 0
91% | o) 52%
O 115 116
1. (TFA/CH,Cl,), 0 °C, 75 min
2. Boc-Pro (101), EDC-HCI
NB
o HOBt-H,0, DIPEA Q\T//CO
H H,ClI ° RT, 14 h
BocHN \ OFm (C 2C 2)1 0 C - ) H H (@)
HN OFm
e 75% N
TBSO o
117 TBSO 118

Schema 49. Synthese des Fm-geschiitzten Tripeptids 118; Fm = Fluorenylmethyl.

Vorversuche zeigten zwar, dass eine erfolgreiche Abspaltung des Fm-Esters moglich ist
(siche Experimentalteil), aber der Aufbau eines linearen, Fm-geschiitzten Makrolactoni-
sierungsvorldufers wurde nicht realisiert, da die Versuche den Makrocyclus iiber eine
Lactonisierung zu schlielen nicht vielversprechend verliefen (Tabelle 3). Zunéchst einmal
wurde aufgrund naher Literaturprizedenz!’*® der Ringschluss unter Mitsunobu-

ell1% getestet. Bei Einsatz eines moderaten Uber-

Bedingungen in der Steglich-Variant
schusses von DIAD (Di-iso-propylazodicarboxylat) wurde keine Reaktion beobachtet
(Eintrag 1), ein groBer Uberschuss an DIAD fiihrte zu Umsatz, jedoch nicht zum Makro-
cyclus Z-119 (Eintrag 2). Eine Substitution von Triphenylphosphan durch Tributyl-
phosphan fiihrte wiederum zu keiner Verbesserung (Eintrag 3). Obwohl die Shiina-Makro-
lactonisierung!! ! bereits erfolgreich in der Totalsynthese von Depsipeptiden!! ?! eingesetzt
wurde, versagte sie in diesem Fall (Eintrag 4). Eine fiir die Makrolactonisierung von Depsi-
peptiden entwickelte Variante der Shiina-Bedingungen mit zugesetztem Dy(OTf)s!!!*]
verursachte zwar vollstdndigen Umsatz; der Makrocyclus Z-119 wurde aber nur in Spuren

114

isoliert (Eintrag 5). Eine Makrolactonisierung nach Boden und Keck!'*) fiihrte zu einem

komplexen Gemisch verschiedener Verbindungen (Eintrag 6). Yamaguchi-Bedingungen in

1151 erschienen zunichst vielversprechend (Eintrag 7). Aller-

der Yonemitsu-Modifikation!
dings konnten im besten Fall nur etwa 27% einer Fraktion isoliert werden, welche laut
Massenspektrum (MS) aus dem Makrocyclus Z-119 bestehen konnte. Jedoch war die ver-
fligbare Menge nicht ausreichend fiir eine NMR-Charakterisierung und dieses Ergebnis

erwies sich als nicht reproduzierbar.
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Die mangelnde Reaktivitdt des Makrolactonisierungsvorldufers Z-114 sowie die geringe
Selektivitét der Bildung des Makrocyclus Z-119 in den Féllen beobachteter Umsetzung des
Vorldufers gehen analog zur problematischen Verseifung des Methylesters vermutlich auf
die sterische Abschirmung der C-terminalen Carbonsdure zuriick (vgl. Abbildung 9). Da-
riiber hinaus wurde teilweise die Abspaltung weiterer TBS-Gruppen wihrend der Makro-
lactonisierungsversuche durch MS-Kontrolle nachgewiesen. Da sowohl die finale Freiset-
zung der Carbonsiure, als auch deren Umsetzung nicht in synthetisch relevanter Ausbeute
realisiert werden konnten, wurde dieser Ansatz zur Makrocyclisierung verworfen. Statt-

dessen sollte der Ringschluss tliber eine Makrolactamisierung erfolgen, welche bereits im

Fall einiger ebenso schwierig cyclisierbarer Depsipeptide zum Erfolg fiihrte.[!!>11¢]
Tabelle 3. Makrolactonisierungsversuche des linearen Volaufers Z-114.
TBSO— S\
N
Y\ NH o NH
NH
Bedingungen N
Z-114 >
K/ ;OTBS
TBSO
# Bedingungen (Aq.) MS?* Y [%]
1 DIAD (5.00), PPhs (25.0) (THF), 0 °C, 2 h® - —
2 DIAD (15.0), PPhs (25.0) (THF), 0 °C, 19 h® X =
3 DIAD (15.0), PBus (25.0) (THF), 0 °C, 17 h® N4 -
4 MNBA (1.60), DMAP (2.50) (CH2Cly), RT, 19 h® v —
5 MNBA (3.00), Dy(OTf)s (0.30), DMAP (6.00), DIPEA (3.00) v —d
(CH2Cl), Rfl., 30 min®
6 DCC (2.00), DMAP (3.00), DMAP-HCI (2.00) (CHCl3), Rfl., 19 h® —
7 Y .R. (1.50), NEt3 (1.50), DMAP (4.00), RT, 2.5 h® v  =27%

*Detektion der Produkt-Masse durch MS; "langsame Zugabe des Edukts zu den Reagenzien; °kein Umsatz;
dkein Makrolacton Z-119 isoliert; °geringer Umsatz; DIAD = Di-iso-propylazodicarboxylat; MNBA =
2-Nitro-6-methylbenzoesidureanhydrid; MS = Massenspektrum.
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7 Makrolactamisierung: [4+3+2]-Synthesestrategie

7.1 Retrosynthese

Unabhéngig von der Makrocyclisierungsmethode sollte (£)-Dhb in Vioprolid D (E-4)
weiterhin durch Isomerisierung aus dem (Z)-Isomer Z-61 gewonnen werden (Schema 50).
Dariiber hinaus blieb die Strategie zur Bildung des Thiazolins iiber ein entsprechendes

Thioamid von den nachfolgenden Uberlegungen unberiihrt.

Ringschluss 7-120

H
Fragmentkupplung KS TBSO\: S

O~ —NH
0 NH
Y\ /
~NH o

O —_—— MeO @]
@)
;\OTBS @\BT//CO a
2,61 H ¥ O OTBS
HNf O
|
121
O
Makrolactam|5|erung TBSO

Schema 50. Retrosynthese via Makrolactamisierung zum nordlichen Fragment Z-120 und zum siidlichen

TBSO

Fragment 121.

Trotz der scheinbar vielen Moglichkeiten zum Ringschluss iiber eine Makrolactamisierung
kommt nur eine kleine Anzahl von retrosynthetischen Schnitten bei genauer Betrachtung
in Frage. Zum einen neigt — wie in Kapitel 5.3 besprochen — jede Aminoséure, die in C—N-
Richtung auf ein tertiires Amid folgt, zur Diketopiperazinbildung.!*”) Deshalb kann die
Ausbildung des Makrocyclus iiber die Ala-D-Leu-, die Ser-Thr- oder die Pro-Thr-Peptid-
bindung ausgeschlossen werden. Methylierte Aminosduren eignen sich ebenso wenig zur
Makrocyclisierung wie die Ausbildung eines Thioamids, weshalb die Thr-(N-Me)Val- und
die ThioPro-Ser-Bindung ebenso wegfallen. Um zwischen den drei verbliebenen Peptid-
bindungen zu wihlen, wurden folgende Aspekte beriicksichtigt: Das Nucleophil sollte

moglichst ein primédres Amin mit geringem sterischem Anspruch in seiner unmittelbaren
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Umgebung sein. Ebenso sollte die Carbonsdure sterisch nicht anspruchsvoll, dariiber
hinaus aber vor allem nicht epimerisierungsgefihrdet sein.[!'”l Diesen Uberlegungen
folgend wurden die retrosynthetischen Schnitte zwischen (Z)-Dhb und Pro sowie zwischen
Gls und Ala gesetzt. Da die Fragmentkupplung wéhrend der [3+3+3]-Makrolactoni-
sierungsstrategie zum Aufbau des westlichen Fragments Z-107 eine gewisse Reaktions-
tragheit des Dehydrobutyrins aufgezeigt hatte, sollte diese Peptidbindung nicht zur Makro-
lactamisierung, sondern zur Verkniipfung des nordlichen Fragments Z-120 mit dem siid-
lichen Fragment 121 genutzt werden (Schema 50). Die Makrolactamisierung unter Akti-
vierung der C-terminalen Glycerinsdure bietet zwei inhdrente Vorteile: Erstens ist durch
das Sauerstoffatom in a-Position ein reaktives Carbonsdurederivat nach Aktivierung zu
erwarten, welches zweitens nicht iiber den typischen Oxazolon-Mechanismus (siche
Kapitel 6.3) epimerisieren kann, da in N-terminaler Richtung kein Amid vorliegt. Dariiber
hinaus bietet diese Zerlegung den Vorteil, dass auf einige der Fragmente der Makrolactoni-
sierungsstrategie zuriickgegriffen werden konnte. Eine dhnliche Wahl wurde parallel auch

durch Thomas getroffen.[>"°]

7.2 Synthese der Fragmente Z-120 und 121

Besonders das nordliche Fragment Z-120 konnte schnell aus dem bereits zugénglichen Tri-
peptid Z-96 generiert werden. Dafiir wurde zunédchst das Dipeptid 70 nach einer stark mo-
difizierten Literaturvorschrift!!'®! verseift und die resultierende Carbonsiure 122 unter mil-

den Bedingungen mit dem N-terminal entschiitzten Tripeptid Z-96 gekuppelt (Schema 51).

NaOH
(MeOH/H,0)
MeO RT, 19 h HO
NH - NH
0] quant. (0]
o o)
70 NHBoc 122 NHBoc
1. TMSOTT, Lut
TBSO (CH,Cl,), 0°C, 3 h
~ S H
ER 2.122, HATU, Coll (CH,Cl,) T1BSO~— N
O — 0°C > RT, 14.5h z
N 15 o NH
N 70% (2 St.) ~_NH o
Moo o 296 oo 7120 NHBoc

Schema 51. Synthese des nordlichen Fragments Z-120.
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Die Synthese des stidlichen Fragments 121 begann zunéichst mit der Veresterung der
Benzyl-geschiitzten Glycerinsiure 68 nach einer leicht modifizierten Literaturvorschrift!®¥
zum Alkohol 123 (Schema 52). Dieser wurde mit einer TBS-Gruppe versehen (124) und
die Benzylgruppe entfernt (125). Die Hydrogenolyse wurde zunéchst in Ethanol und mit
einer kleinen Katalysatorbeladung durchgefiihrt, wobei die TBS-Gruppe teilweise auf die
primire Hydroxygruppe wanderte (siche Experimentalteil). Dariiber hinaus erwies sich
dieses Nebenprodukt als ausgesprochen fliichtig. Zur Erleichterung der destillativen Auf-
reinigung wurde deshalb Dichlormethan verwendet, welches aullerdem die Silylwanderung
weniger beglinstigt als das protische Ethanol. Durch eine hohere Katalysatorbeladung
wurde auflerdem die Reaktionszeit verkiirzt, sodass die Benzyl-Entschiitzung letztlich in

quantitativer Ausbeute gelang.

SOCl, H2 (1 atm)
CH(OMe); TBSCI, Im [Pd/C]
(MeOH) DMAP (CH,Cl,) (CH,Cly)

(e OMe (@] OMe (@) OMe
0°C—>RT, 21h i 0°C > RT, 44 h i RT, 17.5h g\:
68 > - _—
89% OH 959% OTBS quant. OTBS

OBn 423 OBn 4174 OH 425

Schema 52. Synthese des geschiitzten Gls-Derivats 125.

Einen schnellen Zugang zum siidlichen Fragment 121 erlaubte der Einsatz des Fm-Esters
118. Dieser wurde unter basischen Bedingungen C-terminal entschiitzt und in einer
Mitsunobu-Reaktion ohne Aktivierung der chiralen Carbonsdure zum Tetrapeptolid 121

umgesetzt (Schema 53). Eine Silylwanderung, wie sie unter Mitsunobu-Bedingungen in

[119

der Literatur bereits beschrieben wurde,!' '°! wurde hier nicht beobachtet.

1. (Et,NH/CH,Cl,)

0°C,2.5h O_OMe
NBoc ’
Q\fo 2.125, PPhs, DIAD NBOCO
0 THF), RT, 5 h
H T (THF) Y, 0 OTBS

HN OF
N M 78% (2 st) HN N o

|
0 9
TBSO
118 TBSO

Schema 53. Synthese des Tetrapeptolids 121.
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Die Verwendung des relativ teuren Fm-Esters ist jedoch nicht zwingend nétig, sodass ein
weiterer synthetischer Zugang zum siidlichen Fragment 121 entwickelt wurde
(Schema 54). Ausgangspunkt stellte Fmoc-geschiitztes, methyliertes Valin 126 dar, da das
Fmoc-geschiitzte Derivat ohne Einsatz der stark gesundheitsgefahrdenden und oft fliich-
tigen Alkylierungsmittel methyliert werden kann.['?"! Zur Mitsunobu-Veresterung mit dem
Alkohol 125 mussten im Vergleich zur Reaktion zum Tetrapeptolid 121 deutlich weniger
Aquivalente der Reagenzien eingesetzt werden, da ansonsten die Fmoc-Gruppe im Di-
peptolid 127 partiell entfernt wurde. Da mit BOP-CI in den bisherigen Verkniipfungen
zwischen (N-Me)Val und Thr kaum reproduzierbare Ergebnisse hervorgebracht worden
waren, wurde das N-terminal entschiitzte Dipeptid 128 mit HATU unter Zusatz von HOAt
gekuppelt. Die Ausbeute der Kupplung zum Tripeptolid 129 wurde zwar zuverldssig re-
produziert; eventuell abhéngig von der Zugabegeschwindigkeit der Reagenzien wurden in
manchen Féllen jedoch Spuren eines zweiten Diastereomers detektiert. Dies sollte sich
durch Reduzierung der zugesetzten Basenmenge oder durch Einsatz von 2,4,6-Collidin
statt DIPEA verhindern lassen. Die Peptidkupplung zum stidlichen Fragment 121 und die

N-terminale Entschiitzung zum Amin 130 verliefen ohne Komplikationen.

125

O«__OMe
PPh; DIAD (HNEt,/CH,Cl,)
(THF), RT, 18 h 0°C. 5h
OH > OTBS -
FmocN 87% 0 98%
0 FmocN 127
126 0

67, HATU, HOAt

M
O M€ DipEA (CH,CI) g\:
0°C > RT, 185
oTBS OTBS
BocHNjiJ\

o) 87%
HT 128
o} TBSO

1. (TFA/CH,Cly)
0 °C, 70 min
2 101, EDC-HCI, DIPEA

OMe
HOBt-H,O (CH,Cl,)
0°C—> RT, 19.5 h OTBS
64% (2 St.) O R =Boc: 121
TMSOT, Lut

TBSO (CHClo)
92%

R=H:130

Schema 54. Alternative Synthese des siidlichen Fragments 121.
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7.3 Fragmentkupplung, Makrolactamisierung und Funktionalisie-

rung

Basierend auf der Fragmentkupplung zum westlichen Fragment Z-107 (siche Kapitel 6.3)
konnten die optimierten Bedingungen analog auf die Synthese des linearen Vorldufers
Z-131 lbertragen werden (Schema 55). In einem einzigen Reaktionsansatz wurden so iiber

13 g des linearen Peptids Z-131 hergestellt.

1. LIOH-H,0
(THF/H,0) s H
0°C,6h TBSO—
2.130, HATU 0. i N
tBso_ S.H HOAt, DIPEA 4 NH
~ N E)C|-(|:20|2I)2T15h «_ _NH
Ox~NH C—
\\\'/\ o NH > oMeNHBoc
~_NH o 63%(2st)
NHBoc OTBS
MeO™ "0 7120
Z-131

TBSO

Schema 55. Fragmentkupplung zum linearen Vioprolid-D-Vorlaufer Z-131.

Makrocyclisierung

Vor der Cyclisierung des Vorldufers Z-131 mussten die C- und N-terminalen Schutz-
gruppen entfernt werden. Die selektive Spaltung des Methylesters in Gegenwart der
(N-Me)Val-Gls-Esterbindung  stellte hierbei durchaus eine Herausforderung dar
(Schema 56). Be1t Anwendung von Lithiumhydroxid-Losung in THF oder Methanol wurde
das gewlinschte Produkt nur in geringer Ausbeute erhalten, begleitet von TBS-Ent-
schiitzung und Spaltung der (N-Me)Val-Gls-Esterbindung. Kaum Umsatz konnte bei der
Anwendung von Lithiumhydroxidlésung in einem THF-ztert-Butanol-Gemisch, Lithium-
iodid in Essigsdureethylester oder Pyridin und Kaliumcarbonat-Losung in THF beobachtet
werden. Im Fall der Valinmethylesterspaltung des Makrolactonisierungsvorldufers Z-113
konnte kein Umsatz mit Trimethylzinnhydroxid festgestellt werden; deshalb wurde
antizipiert, dass die Val-Gls-Bindung aufgrund der sterischen Abschirmung nicht durch

Mes;SnOH gespalten werden kann. In der Tat konnte nach einer relativ langen Reaktions-
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zeit von fast zwei Tagen die selektive Reaktion zum gewiinschten Produkt durch Massen-
spektrometrie nachgewiesen werden. Bei der Abtrennung des toxischen Zinnreagenzes
iiber eine saure Aufarbeitung sowie Sdulenchromatographie wurde allerdings nahezu

quantitativ eine TBS-Gruppe abgespalten.

Der Einsatz von TFA in Dichlormethan fiihrte zwar zur beabsichtigten Abspaltung der
N-terminalen Boc-Schutzgruppe, jedoch auch zu einem drastischen Verlust weiterer TBS-
Gruppen: Etwa 60% des Materials enthielt nur noch eine, etwa 35% keine TBS-Gruppe
mehr, sofern die unkalibrierten Integrale der UV-Signale der LC-MS-Léufe ins Verhéltnis

gesetzt wurden (Schema 56).

AnschlieBend wurde das Gemisch unter starker Verdiinnung mit HATU und Coll versetzt
(Schema 56). Eine Analyse des Produktgemisches iiber NMR-Spektroskopie erwies sich
aufgrund der Komplexitit des Gemischs als nicht praktikabel, weshalb alle TBS-Gruppen
entfernt werden sollten. Olah-Reagenz ergab eine unvollstidndige Entschiitzung, wohin-
gegen durch Einsatz von wissriger Fluorwasserstofflosung in Acetonitril eine globale Ent-
schiitzung erreicht wurde. So wurde die Komplexitit des Produktgemisches reduziert,
sodass die Bildung von drei Diastereomeren nachgewiesen wurde: Das Makrolactam Z-132
wurde in 52% Ausbeute tiber vier Stufen und einem Diastereomerenverhéltnis von 88/6/6

1soliert.

Das AusmaB der Bildung eines der beiden Nebendiastereomere wurde durch die Wahl der
Base (DIPEA versus Coll) wihrend der Makrolactamisierung beeinflusst. Dies ist ein
starkes Indiz dafiir, dass das Diastereomer durch Epimerisierung der aktivierten Glycerin-
sdure wihrend der Makrolactamisierung entsteht. Die Struktur des zweiten Nebendia-
stereomers blieb fiir einige Zeit unklar; es erwies sich nach Isolation von ausreichend Ma-
terial aber als das (E)-Isomer £-132. Der Nachweis wurde durch Detektion eines NOE-
Kontakts zwischen NH- und f-Wasserstoffatom des Dehydrobutyrins erbracht. Gliick-
licherweise war eine Trennung {iber semi-priaparative HPLC moglich, sodass das isomeren-
reine Produkt Z-132 in 40% Ausbeute (>900 mg in einem Ansatz) und das mit dem D-Gls-
Diastereomer verunreinigte cyclische Depsipeptid £-132 in 2.6% Ausbeute iiber vier

Stufen erhalten wurden (Schema 56).
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Ho— S\
1. Me3SnOH (DCE), 80 °C, 47.5 h 0w _—nH N
2. (TFA/ICH,CI,), 0 °C, 1 h o NH
3. HATU, Coll (CH,Cl,), RT, 14.5h ~_NH

4. HF,4. (MeCN), RT, 24 h
Z-131 >

fff

Z-132: 40% (4 St.)
E-132:2.6% (4 St

Schema 56. Vierstufige Sequenz zu den cyclischen Depsipeptiden £-132 und Z-132.

Doch in welcher der vier Stufen fand die ungewdhnliche, endergone Isomerisierung zu
E-132 statt? Unter der Annahme, dass mildere Bedingungen eine verminderte und
harschere Bedingungen eine vermehrte Bildung des Nebenprodukts £-132 hervorrufen,
wurden folgende Experimente durchgefiihrt: Mit Essigsdure gepuffertes TBAF statt
Fluorwasserstoffsiure (milder), weniger Collidin (2.50 Aq.) und zugesetztes HOAt
(2.50 Aq.) in der Makrolactamisierung (milder) sowie eine auf zwei Stunden verlingerte
Reaktion mit TFA (harscher). Bei jeweils ansonsten identischer Reaktionsfolge fiihrten
diese Variationen zu keinem signifikanten Unterschied beziiglich der Isomerisierung zum
Nebenprodukt £-132. Interessanterweise wurde im Fall der milderen Makrolactamisierung
das D-Gls-Diastereomer deutlich weniger gebildet. Wurde jedoch das mittels Lithium-
hydroxidlosung verseifte Produkt (vide supra) den nachfolgenden drei Stufen unterge-
zogen, wurde das (E)-Isomer E-132 {iberhaupt nicht gebildet. Dies ldsst auf eine Isomeri-

sierung wihrend der Esterspaltung mit Trimethylzinnhydroxid schlieen.

Zur Bestitigung dieser Hypothese wurde das Testsubstrat £-96 durch syn-Eliminierung*?!
hergestellt, wobei die (E)-Selektivitdt der Reaktion stark von der Konzentration des ge-
l6sten Kupfer(IT)chlorids abhing (Schema 57). Die gebildeten Diastereomere konnten

durch Sdulenchromatographie voneinander getrennt werden.
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TBSO EDC, CuCl, TBSO

oL = H (PhMe) oL = H
OH \\TAN 80 °C, 30 min \\‘AN
)INH H BocN 519% N NH H BocN

(0]
. 105 d.r. = 65/35 £.96

MeO MeO (0]

Schema 57. Synthese des Modellsubstrats £-96.

Um festzustellen, ob eine (E)/(Z)-Isomerisierung unter den Bedingungen der Methyl-
esterspaltung auftritt, wurden die Doppelbindungsisomere Z-96 (d.r. > 99/1) und E-96
(d.r. > 97/3) in getrennten Experimenten den gleichen Bedingungen ausgesetzt (Tabelle 4).
Die Reaktionen erwiesen sich als langsam und wenig selektiv, sodass ein Riickschluss auf
die konfigurative Stabilitit nur liber das reisolierte Edukt gezogen wurde. Dies bildet auch
eher die Gegebenheiten im obigen Experiment (Schema 56) ab. Tatséchlich konnte im Fall
des thermodynamisch weniger stabilen (E)-Isomers £-96 eine betrichtliche Tendenz zur
Bildung des (2)-Isomers Z-96 festgestellt werden. Sofern das stabilere (Z2)-Isomer Z-96
eingesetzt wurde, konnte auch eine endergone Isomerisierung zum (E)-Isomers £-96 in

Spuren nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich unter den gewdhlten Bedingungen mutmaBlich ein
Gleichgewicht mit starker Bevorzugung des stabileren (Z)-Isomers Z-96 einstellen kann.
Eine spite Einfithrung von (£)-Dhb ist demnach unbedingt erforderlich, da der Verlust der
Doppelbindungskonfiguration auch unter vermeintlich milden®”! Reaktionsbedingungen
droht. Doch wie findet die Isomerisierung statt? Der Mechanismus der Esterspaltung wird
gemeinhin als nucleophile Substitution unter Abspaltung von Methanol angenommen.[!2!]
Dieser Argumentation folgend konnte Trimethylzinnhydroxid Dhb im Sinne eine Michael-
Addition angreifen. Die gebildete Spezies ist nun aufgrund des Verlusts der
Doppelbindung frei drehbar, sodass durch eine Drehung um 180° bei anschlieBender
Eliminierung des Zinnreagenzes insgesamt eine Isomerisierung der C=C-Doppelbindung
durchgefiihrt wird. Eine zusétzliche Aktivierung von Dhb durch das Zinnreagenz als Lewis

Sdure kann hierbei nicht ausgeschlossen werden.[!%?]

64



Makrolactamisierung: [4+3+2]-Synthesestrategie

Tabelle 4. Experiment zur konfigurativen Stabilitdt der Dhb-Tripeptide Z-96 und £-96.

TBSO._ TBSO._

: S
e} 5 H H = H
Y\NJ\@ Me;SnOH O\\‘/\N%
x _NH H BocN (DCE), 80 °C, 70 h x._NH H BocN
96 96
MeO™ O MeO~™ ~O

# d.r. (Edukt) Y (reisol. Ed.) d.r. (reisol. Ed.)
1 (EY(2)=97/3 57% (EY(Z)=43/57
2 (E)/(Z2)=>1/99 43% (EY(Z2)=3/97

Ed. = Edukt; reisol. = reisoliert.

Wie konnte die Vierstufensequenz weiter verbessert werden? Eine Verkiirzung der
Reaktionszeit der Esterspaltung bei vermutlich gleichbleibender Positionsselektivitét lieBe
sich eventuell durch Verwendung des weniger toxischen Bis(tributylzinn)oxids!'?3! oder

von Trimethylzinnhydroxid!!4

jeweils unter Mikrowellenbestrahlung herbeifiihren.
Unterschiedliche Zinnreagenzien konnten auflerdem einen geringeren Grad an Isomeri-

sierung von Dhb hervorrufen.

Die Bildung des D-Gls-Diastereomers konnte durch Einsatz von zusétzlichem HOAt und
weniger Base bereits verbessert werden (vide supra). Hierbei sank jedoch auch die Aus-
beute (25% tiber vier Stufen). Dies konnte an einer langsameren Reaktion beim tieferen
pH-Wert liegen, sodass eine Verldngerung der Reaktionszeit eventuell zu einer Verbes-
serung fithren konnte. Eine Reaktionszeit von mehreren Tagen ist recht iiblich fiir
Makrolactamisierungen.[*’®! Dariiber hinaus sollte unbedingt der Einsatz von HAPyU
[O-(7-Azabenzotriazol-1-y1)-1,1:3,3bis(tetramethylen)uroniumhexafluorphosphat] erwo-
gen werden, da dieses Reagenz in schwierigen Peptidkupplungen deutlich weniger

Racemisierung hervorruft als das ohnehin effektive HATU.[104125]

Ringschluss zum Thiazolin

Die Entfernung aller Schutzgruppen am Ende der Vierstufensequenz war nicht nur eine

Folge der partiellen TBS-Entschiitzung, sondern aufgrund der Vorversuche zur Thiazolin-
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stabilitdt (siche Kapitel 6.3) ohnehin vorgesehen. Wurde wie im Fall des Modellhexa-
peptids Z-111 eine Kombination von TsCl und DMAP zur selektiven Aktivierung der
primdren Hydroxygruppe im cyclischen Depsipeptid Z-132 verwendet, konnte neben der
Bildung des Thiazolins allerdings auch eine zusétzliche Tosylierung durch NMR-
Spektroskopie und Massenspektrometrie nachgewiesen werden (analog zu Schema 58). In
der Literatur ist in anderem Zusammenhang die sehr selektive Aktivierung von priméiren
Hydroxygruppen durch ADDP [1,1‘-(Azodicarbonyl)dipiperidin] und PBus; bekannt.!?!
Diese Reagenzkombination aktivierte zwar hoch selektiv Ser gegeniiber Thr; es konnte
aber lediglich ein unzureichender Umsatz des Triols Z-132 beobachtet werden. Die An-
wendung der Standard-Mitsunobu-Bedingungen (DIAD und PPhs) erwies sich als ideal,
sodass das Thiazolin-Peptid Z-4 in guter Ausbeute isoliert wurde. Die teilweise aus-
gepriagte Epimerisierung beim Ringschluss durch die Mitsunobu-Reaktion wurde nicht
beobachtet.?*?] Interessanterweise war die Reaktion sehr selektiv, solange noch geringe
Mengen des Edukts (ca. 5%) vorhanden waren. Wurde sie jedoch bis zum vollstdndigen
Umsatz fortgefiihrt, sank die Ausbeute drastisch durch Folgereaktionen. Ob diese die
bekannten Bildungen von Aziridinen oder Oxazolinen darstellen, konnte nicht nach-

1271 Die Reaktion erforderte vollkommen trockenes THF (<30 ppm

gewiesen werden.|
Wasser) und eine Optimierung der eingesetzten Reagenzéquivalente. Nur in kleinen An-
satzen (<100 mg) war eine Aufreinigung liber semi-praparative HPLC nétig. Im besten Fall

konnten etwa 930 mg des Thiazolins Z-4 in einem einzigen Ansatz synthetisiert werden.

Ein Ringschluss des Triols E-132 gelang analog, sodass Vioprolid D (£-4) in kleinen

Mengen isoliert werden konnte (Schema 58).

_S.H
ER/ N
Os~—N
PPh3, DIAD NH
3 T K
o)

(THF) “
Z-132 RT, 22 h

oder —_—

NH
E-132 N- 0 °
o
oo OH
HN e
Q
HO ©
Z-4: 78%
E-4: 14%

Schema 58. Thiazolin-Ringschluss zu Vioprolid D (£-4) und (2)-Vioprolid D (Z-4).
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Allerdings stellte sich die Reaktion des Triols £-132 als weniger selektiv heraus, sodass
die Ausbeute deutlich niedriger ausfiel. Eventuell ist also (£)-Dhb nicht vollkommen
kompatibel mit den Mitsunobu-Bedingungen. Auch in diesem Fall erfolgte die Auf-
reinigung durch semi-préparative HPLC, wobei das D-Gls-Diastereomer und dessen Folge-

produkte abgetrennt wurden.

Uberlegungen zur (E)/(Z)-Isomerisierung

Die etablierte Thiazolinsynthese erlaubte es nun den Fokus auf den Schliisselschritt der
Totalsynthese zu setzen. Ein aufgenommenes UV/VIS-Spektrum von (Z)-Vioprolid D
(Z-4) zeigte jedoch, dass die erhoffte stirkere Absorbanz im Vergleich zur Absorbanz von
Vioprolid D (E-4) nicht vorlag (Abbildung 10).['*"] Da auBerdem im Fall von Dehydro-
phenylalanin, also eines vergroBerten Chromophors mit vermutlich ausgeprégterer 1,3-

128]

Allylspannung (siehe Kapitel 5.2), nur unzureichende Ergebnisse!!?®! erzielt worden waren

und die dazu verwendete kurzwellige Bestrahlung mit dem Thiazolinring inkompatibel

sein diirfte, wurde die Idee einer Photoisomerisierung verworfen.

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

Absorbanz

0,3
0,2
0,1

0
190 240 290 340 390 440 490

Wellenldnge [nm]

Abbildung 10. UV/VIS-Spektrum von (£)-Vioprolid D (Z-4); ¢ = 2.5 mM in MeOH.

Bisherige Isomerisierungsversuche von Dehydrobutyrinen beschrinkten sich in der

[182.33] ynd dessen

Literatur im Wesentlichen auf die Einfiihrung eines Selensubstituenten
Eliminierung nach Oxidation; wie Thomas aber ausfiihrlich zeigte, ist diese Strategie nicht

auf die Vioprolide anwendbar (siehe Kapitel 3.1). Dariiber hinaus fiihrten Isomeri-
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sierungen, welche iiber einen Additions-Eliminierungsmechanismus eines Radikals ver-
laufen, hauptsichlich zum stabileren (Z)-Isomer, wie am Beispiel der klassischen lodiso-

merisierung gezeigt wurde.'?"]

Tendenziell fallt Dhb also ohne kinetische Kontrolle stets in die thermodynamische Senke
seines (Z)-Isomers. Aber wie verhilt sich die Situation, wenn ein zweiter Substituent
addiert wird? Dies ist recht einfach mdglich, da Dhb sowohl als Elektrophil im Sinne einer
Michael-Addition, als auch als Nucleophil im Sinne eines stabilen Enamins fungieren
kann. Besonders interessant schien die Einfiihrung eines Halogens, denn dieses kann
anschliefend auf vielfiltige Weise wieder entfernt werden.['*%] Tatsichlich sind die
Bromierung und lodierung von einfachen Dehydrobutyrin-Derivaten ausgiebig untersucht
worden.[>3!1 Durch Anwendung einer Halogen'-Spezies (meist Bra, NBS = N-Brom-
succinimid oder NIS = N-lodsuccinimid) wird dabei zunichst ein a-Haloimin (V,
Schema 59) gebildet, welches im zweiten Schritt durch Zugabe einer Base zum halo-
genierten Dhb tautomerisiert.[2131¢131l Besonders interessant ist, dass das Diastereo-
merenverhéltnis des a-Haloimins V nicht unbedingt dem vom halogenierten Dhb VI
entspricht. Besonders durch Verwendung von DABCO {1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan} ist
eine nahezu vollstindige Isomerisierung zum (Z)-Isomer VI moglich,!®? allerdings in
Abhiingigkeit vom Substituenten am Stickstoffatom von Dhb.!'*!™ Die Entfernung des
Halogens gelang bereits elektrochemisch fiir simple Dhb-Ester, jedoch unter partiellem

Verlust der Doppelbindungskonfiguration.!!3!1l

o 1. NXS 0

1 2. DABCO, 24 h RTHN
X VI

0]
NXS  RIN Base
NHR?
(04
x v

Schema 59. Einfithrung eines Halogenatoms (X) in ein (Z)-Dehydrobutyrin.

Da die bendtigte cis-Konfiguration beziiglich Stickstoff- und Halogensubstituenten das
thermodynamisch stabilere Diastereomer'¢?! darstellt, sind halogenierte Dehydrobutyrine
attraktive Intermediaten einer Isomerisierungssequenz. Doch einige Fragestellungen ver-

blieben: Ist die Einfithrung eines Halogens bei einem benachbarten, C-terminalen Prolin
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tiberhaupt moglich? Bisher stellten die komplexesten Substrate der Halogenierungsre-
aktion Dehydroaminosédure-Dipeptide dar, wobei C-terminal nur sekundidre Amide
vorlagen.[!31&13181310] Tt die Einfithrung {iber Halogen'-Reagenzien kompatibel mit den
schwefelhaltigen Vioprolid-Vorldufern oder wird die Reaktion dadurch inhibiert? Und
dartiber hinaus: Bei erfolgreicher Einfithrung eines Halogenatoms und erfolgreicher
Isomerisierung zum (Z)-Isomer VI, kann das Halogen unter Retention der Konfiguration
wieder entfernt werden? Zumindest die letzte Fragestellung kann durch die bekannte
Literatur teilweise beantwortet werden: Zwei Félle von Pd-katalysierten Suzuki-Kreuz-
kupplungen von halogenierten Dhb-Derivaten unter Retention der Konfiguration sind
bekannt. 314131 7ygitzlich verblieb die Frage, ob die konformationelle Anderung, die im
Fall eines makrocyclischen Substrats vermutlich mit der Tautomerisierung von V zu VI
einhergeht, kinetisch zu gehindert ist. Sofern sich die Halogenierung eines geeigneten
Vioprolid-Vorldufers als durchfiihrbar erweist, miisste das halogenierte, cyclische Depsi-
peptid eigentlich eine Konformation einnehmen, welche in Bezug auf Dhb eine trans-
Konfiguration von Methylgruppe und Stickstoffatom bereits im halogenierten Dhb VI
toleriert. Das heil3t, bei hinreichend milden Bedingungen sollte die kinetisch kontrollierte

Dehalogenierung ohne weitreichende Konformationsanderungen moglich sein.

(E)/(Z)-Isomerisierung

Zunichst sollte die Kompatibilitdt der Halogenierung mit schwefelhaltigen funktionellen
Gruppen am Thioamid-Peptid Z-131 und am Thiazolin-Peptid Z-4 getestet werden.
Besonders im Fall des Thioamids Z-131 musste eine Dethionierung befiirchtet werden, da
deren Aktivierung mit elektrophilen Halogenquellen eine géingige Methode zur
Hydratisierung mit '®0-markiertem Wasser darstellt.['*?! Hierbei konnte jedoch iiberhaupt

kein Umsatz des linearen Peptids Z-131 festgestellt werden (Schema 60).
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TBSO— S\
3 N
0 NH NH
0
. _NH \\\v

NIS (CH,CI,), RT, 1.5h
OMe NHBoc dann DABCO, RT, 15.5 h

N O .
H OTBS keine Reaktion
HN
Z-131

TBSO

Schema 60. Fehlgeschlagene lodierung des Nonapeptolids Z-131.

Die Halogenierung des Thiazolins Z-4 wurde sowohl mit NBS, als auch mit NIS unter-
sucht, wobei nachfolgend zunichst die Bromierung besprochen wird (Schema 61). Diese
verlief erfreulicherweise bis zum vollstindigen Umsatz mutmaBlich unter selektiver
Bildung der Vinylbromide 133. Die Produkte waren instabil auf Kieselgel, sodass eine
chromatographische Trennung nicht mdglich war. Dementsprechend war eine Analyse des
Produktgemischs aufgrund des Vorliegens von Diastereomeren und Rotameren nur schwer
moglich. Ein Verschwinden des charakteristischen Dubletts der Dhb-Methylgruppe war
hingegen festzustellen, sodass die Bildung eines Vinylbromids nahelag. Durch LC-MS
konnte die korrekte Molekiilmasse bestétigt und das Diastereomerenverhiltnis auf etwa
81/19 geschitzt werden, wobei die Diastereomere nicht zweifelsfrei einer Konfiguration

zugeordnet werden konnten.

@ NBS (CH,Cl,) ': @

NH RT, 6 h
NN NH dann DABCO,
0 RT 25 min
O ; < 38% O ;

133
d.r. ~81/19

\“

Schema 61. Bromierung von (Z)-Vioprolid (Z-4); d.r. wurde durch LC-MS abgeschitzt.
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Die Hydrodebromierung erwies sich indessen als schwieriger zu realisieren (Tabelle 5).
Die Entfernung des Bromids unter Pd-Katalyse mit Triethylsilan als Hydridquelle fiihrte
zwar zum Umsatz des Vinylbromids, jedoch nicht zur Bildung des gewiinschten Produkts
4 (Eintrag 1). Eine radikalische Defunktionalisierung stellte sich als ungeeignet heraus
(Eintrag 2). Bei der Anwendung typischer Bedingungen zur Defunktionalisierung von
Vinylbromiden iiber homogene Katalyse konnte nur das Edukt reisoliert werden
(Eintrag 3). Ein Lithium-Halogen-Austausch ergab nur geringen Umsatz trotz Uberschuss

an eingesetztem tert-Butyllithium (Eintrag 4).

Insgesamt schien das Vinylbromid 133 zu unreaktiv zu sein, sodass eine Hydrode-
bromierung aller Voraussicht nach harsche Bedingungen erfordern wiirde. Daher wurden

Untersuchungen zu den reaktiveren Vinyliodiden angestellt.

Tabelle 5. Experimente zur Hydrodebromierung.

S>'LE> /Sw

N E N
N N

OV o NH OY 4 NH

”“iﬁ UGS

Hj%; B

# Bedingungen Resultat

1 Pd(PPhs)s, LiCl, Et3SiH (DMF), 40 °C, 1 h Kein 4

2 DBPO, BuzSnH (PhMe), 85 °C, 4.5 h Keine Rkt.
3 Pd(PPh3).Cl,, HCO,H, NBu3 (DMF), 80 °C, 16.5 h Keine Rkt.
4 ‘BuLi (3.00) (THF/n-Pentan), =78 °C, 1 h, dann AcOH, RT 27% Umsatz

DPBO = Dibenzoylperoxid; Rkt. = Reaktion; keine Produktbildung

In der Tabelle 6 sind die wichtigsten Ergebnisse zur lodierung von (Z)-Vioprolid D (Z-4)

zusammengefasst. Anders als im Fall der Bromierung wurde das Edukt nur partiell
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umgesetzt!!33! (Eintrag 1); das Vinyliodid 134 war allerdings ebenso instabil auf Kieselgel
wie das Vinylbromid 133. Dariiber hinaus konnte die Bildung eines Nebenprodukts durch
Oxidation nach lodierung mittels LC-MS in allen nachfolgenden Féllen nachgewiesen
werden. Da dieses im Chromatogramm stets unter einem der Vinyliodid-Diastereomere

lag, konnte das Diastereomerenverhiltnis nicht spezifiziert werden.

Als das Gemisch aus Edukt und Produkten nach Zugabe von DABCO iiber Nacht geriihrt
wurde, um die selektive Bildung des (Z)-Vinyliodids Z-134 durch Isomerisierung hervor-
zurufen (vide supra), wurde die Epimerisierung zumindest des Edukts, wahrscheinlich aber
auch des Produkts durch Diinnschichtchromatographie und NMR-Spektroskopie nach-
gewiesen (Eintrag 1). Eine Verringerung der Kontaktzeit mit DABCO konnte dies ver-
hindern (Eintrag 2). Die Zugabe von mehr NIS verbesserte zwar den Umsatz (Eintrag 3);
eine liangere Reaktionszeit (Eintrag 4) oder eine weitere Erhohung der NIS-Menge
(Eintrag 5) verschlechterten ihn aber wieder. Eine Substitution von Dichlormethan mit
THF, DCE, Chloroform oder Acetonitril fiihrte genauso wenig zu einer grundsitzlichen
Verbesserung wie die Verwendung von ICl statt NIS (nicht in Tabelle 6). Eine sachte Er-
hohung der Temperatur brachte keine Anderung (Eintrag 6), eine Reaktion am Riickfluss
hingegen schon (Eintrag 7). Jedoch konnte auch in diesem Fall kein vollstindiger Umsatz
erreicht werden, und die Bildung des iodierten, oxidierten Nebenprodukts fand deutlicher

statt.

Generell war in der Optimierung der lodierung kein linearer Trend erkennbar. Ferner
konnten die Ergebnisse nicht reproduziert werden. Darauthin wurde der Einfluss externer
Faktoren auf den Umsatz iiberpriift. Es konnte aber keine Abhédngigkeit von der im
Losungsmittel enthaltenen Wasser- oder Sauerstoffmenge (mit oder ohne freeze-pump-
thaw), der Form der Zugabe der Base (als Feststoff oder Losung; portionsweise oder in

einer Portion) festgestellt werden.

Um den unvollstindigen Umsatz zu erkldren, wurde folgende Theorie aufgestellt: Da
DABCO nicht nur eine Base, sondern auch ein Nucleophil darstellt, kann ein Angriff am
Iodatom des a-Iodimins V zur Riickbildung des Edukts fithren (Schema 62). Dies konnte
in Abhédngigkeit von der KorngroBe des meist als Feststoff zugegebenen DABCOs

auBBerdem die mangelnde Reproduzierbarkeit erklédren.
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0
RINQ

v

NR2R3
! :N’ N’
(/ WA

Schema 62. Hypothetische Riickbildung des Edukts durch nucleophilen Angriff von DABCO an Spezies V.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden drei Experimente angesetzt: In einem wurde
das Verhiltnis der unkalibrierten UV-Signale vom Edukt und den Produkten kontinuierlich
durch LC-MS tberpriift (Abbildung 11). Zwei weitere identische lodierungsansitze liefen
parallel und wurden nach sechs Stunden Reaktionszeit einmal mit DABCO und einmal mit

der nicht nucleophilen Base NEt; fiir je 25 Minuten versetzt.

0,35

03 ° Basen-

zugabe
0,25 g

0,2

0,15

Verhaltnis Prod./Ed.

0,1

0,05 ([ ]

50 100 150 200 250 300 350 400

Zeit [min]

Abbildung 11. Gezeigt ist das Verhiltnis der unkalibrierten Integrale der UV-Signale der LC-MS-Léufe,
wobei Prod. als ein Gemisch beider iodierter Diastereomere 134 sowie des iodierten, oxidierten Neben-
produkts zu verstehen ist; Bedingungen: Z-4, NIS (1.30) (CH,Cl,), RT, 6 h; dann DABCO (1.50); Ed. =
Edukt; Prod. = Produkte.

Das Verhiltnis nach 76 min betrug zwar bereits 0.29, sank dann iiberraschenderweise im
Verlauf beinahe linear auf 0.05 nach 5 h 15 min ab. Es scheint sich also entweder das Edukt
Z-4 in einer Gleichgewichtsreaktion wieder gebildet zu haben, oder die Produkte hatten
sich zu einer unbekannten Spezies zersetzt. Nach Zugabe von DABCO nach 6 h stieg das

Verhiltnis wieder von 0.05 auf 0.09 (Abbildung 11, 12 min nach Zugabe von DABCO). In
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den parallel laufenden Experimenten wurden im Rohprodukt, welches je nach 25 Minuten
Behandlung mit Base erhalten wurde, dann Prod./Ed.-Verhéltnisse von 0.16 (DABCO) und
0.06 (NEts, Tabelle 6, Eintrag 8) erhalten. Das heiflit im Fall von NEt; entspricht das
Rohproduktverhéltnis etwa dem Verhéltnis nach 5 h 15 min; nur das vorab gebildete
a-lodimin tautomerisierte zum Produkt. In den DABCO-Experimenten stieg jedoch das
Verhiltnis nach Zugabe wieder merklich an. Das Gegenteil der obigen Hypothese scheint

der Fall, denn DABCO begiinstigt die Bildung des Vinyliodids 134.

Unter dieser Voraussetzung wurde DABCO bereits von Beginn an hinzugegeben und somit
nahezu vollstindiger Umsatz erreicht (Tabelle 6, Eintrag 9). Um die Bildung des
Oxidationsnebenprodukts, welche erst nach der lodierung stattfand, zu minimieren,

wurden die Bedingungen anschlieBend noch leicht angepasst (Eintrag 10).

Wie ist der Effekt von DABCO auf die lodierung von (£)-Vioprolid D (Z-4) zu erklédren?
Eine Moglichkeit besteht in der Aktivierung von NIS durch Bildung eines Komplexes mit
DABCO (135, Abbildung 12). Ein solcher ist in der Literatur beschrieben.['**) Die
Aktivierung von NIS mit Lewis-Basen wurde zum Beispiel in enantioselektiven lod-

1351 Eine zweite Moglichkeit besteht darin, dass die Reaktion

cyclisierungen verwendet.!
doch durch die Anwesenheit des Thiazolins inhibiert wird. In diesem Fall wire nicht
unbedingt die Aktivierung von NIS, sondern lediglich die Auflésung der Komplexierung

durch das Schwefelatom erforderlich fiir die Bildung des Produkts 134.

Abbildung 12. Komplex zwischen NIS und DABCO (135).

Leider konnte keine Isomerisierung des Gemischs der Vinyliodide £-134 und Z-134 mit
Triphenylphosphan in DMF erreicht werden, sodass fortan nur Gemische in der Hydro-

deiodierung eingesetzt wurden.
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Tabelle 6. Optimierung der lodierung.

@ SR
ol ﬁ
M; %;

134
+ oxidiertes Nebenprodukt

# Bedingungen Ed./Prod.?
1 NIS® (CH2Cly), RT, 5 h; dann DABCO¢, RT, 22 h 68/32"
2 NIS® (CH2Cl), RT, 6 h; dann DABCO®, RT, 33 min 51/49
3 NIS? (CH,CL), RT, 6 h; dann DABCOF®, RT, 25 min 37/63
4 NIS¢ (CH,CL), RT, 18 h; dann DABCO¥®, RT, 25 min 68/32
5 NIS®¢ (CH2CL), RT, 6 h; dann DABCO®, RT, 25 min 66/34
6 NIS? (CH2Cl»), 34 °C, 6 h; dann DABCO®, RT, 25 min 63/37
7 NIS¢ (CH2Cly), 40 °C, 6 h; dann DABCO¢, RT, 25 min 18/82
8 NISY, NEt;¢ (CH2Clb), RT, 6 h 94/6
9 NISY, DABCO® (CH,Cl,), RT, 6 h 2/98
10 NISf, DABCO# (CH2CL), RT, 5 h 2/98

*Verhiltnis der Integrale der UV-Signale der LC-MS-Liufe, wobei Prod. als ein Gemisch beider iodierter
Diastereomere sowie des iodierten, oxidierten Nebenprodukts zu verstehen ist; °1.00 Aq.; °1.50 Aq.;
91.30 Aq.; °1.70 Aq.; 70.95 Aq.; £1.10 Aq.; "Epimerisierung des Edukts sowie eventuell des Produkts be-
obachtet; Ed. = Edukt; Prod. = Produkte.

Fiir die Uberpriifung der Hydrodeiodierung in kleinen MaBstéiben erwies sich eine Probe
von Vioprolid D (<0.1 mg, E-4), welche aus dem natiirlichen Produzenten isoliert

[22]

wurde,' ! als unschétzbar wertvoll, da dadurch eine Analyse mittels HPLC von Beginn der

Untersuchungen an mdglich war. Im Fall dieser Reaktion versagten aufgrund der GrofRe
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und Komplexitdt der Molekiile Diinnschichtchromatographie und NMR-Spektroskopie

ndmlich weitestgehend bei der Reaktionskontrolle.

Zunéchst einmal wurde die Defunktionalisierung unter homogener Pd-Katalyse untersucht
(Tabelle 7). In Kombination mit Triethylsilan konnte eine selektive Produktbildung aller-
dings nur bei Einsatz einer sehr alten Charge des Katalysators beobachtet werden
(Eintrag 1). Wurde neuer Katalysator eingesetzt, erwies sich das Produktgemisch als aus-
gesprochen komplex (Eintrag 2). Ameisensdure eignete sich nicht als Hydridquelle
(Eintrdge 3 und 4). Die reduktive Stille-Kreuzkupplung erforderte hohere Temperaturen
und ergab dann keine selektive Bildung des Produkts 4 (Eintrag 5).

Ein parallel durchgefiihrtes Experiment rief ein Umdenken hervor: Der Versuch, Dihydro-
vioprolid D (136) aus (Z)-Vioprolid (Z-4) durch Hydrierung der Doppelbindung her-
zustellen, scheiterte aufgrund der geringen Reaktivitit der C=C-Doppelbindung
(Schema 63). Aufgrund der beschriebenen Reaktionstriagheit konnte eine Hydrode-
iodierung demnach unter heterogener Katalyse mit Wasserstoff durchfiihrbar sein. Da
(E)-Dhb reaktiver als sein (£)-Diastereomer ist, konnte Dihydrovioprolid D (136) dennoch

zuginglich sein.['3V]

[Pd/C], H> (1 atm)
(EtOAC),
oder

H [Pd(OH),]
\ Hs ( 1atm
(MeOH), /I
i o
keine Reaktion O
f j/Y i Im

136

Schema 63. Fehlgeschlagene Synthese von Dihydrovioprolid D (136).
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Tabelle 7. Optimierung der Hydrodeiodierung.

{T &W
MZ %i

134
+ oxidiertes Nebenprodukt

# Bedingungen Resultat®
1 Pd(PPh3)4°, LiCl, Et3SiH (DMF), 40 °C, 1 h Produktbildung
2 Pd(PPhs)4¢, LiCl, EtsSiH (DMF), 40 °C, 1 h Produktbildung,

komplexes Gemisch
3 Pd(PPhs)4, HCO2H, NEt; (DMF), 60 °C, 5 h Spuren an Produkt
4 Pd(OAc),, PPhs, HCO:H, NEt3 (DMF), 60 °C, 3.5 h Komplexes Gemisch

5 Pd(PPh3)s, BusSnH (PhMe), RT — 40 °C, 23 h RT: Kein Umsatz

40 °C: Komplexes
Gemisch

6 [Pd/C], Hz (1 atm), [Quinolin], NaOAc (MeOH), RT, 17 h Kaum Umsatz

7 [Pd/C], H2 (1 atm) (MeOH), RT, 17 h Langsamer Umsatz,
Produktbildung

8 [Pd/C], Hz (1 atm), NEt; (MeOH), RT, 18 h 21% Z-4, 23% E-4°

9 [Pd/C], Hz (1 atm), NEt; (MeOH), RT, 3 h 24% Z-4, 25% E-4¢

“Umsatz des Edukts 134 {iber LC-MS detektiert; Produktbildung iiber LC-MS und HPLC verfolgt; "alter
Katalysator; “neuer Katalysator; ‘Ausbeute iiber zwei Stufen.

Die dafiir iiblichen!'*®! Bedingungen mit einem vergifteten Pd-Katalysator ergaben zwar
kaum Umsatz (Tabelle 7, Eintrag 6); unvergifteter Pd-Katalysator war hingegen zur

langsamen Produktbildung in der Lage (Eintrag 7). Als besonders effektiv erwies sich der
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Zusatz von Triethylamin zur Reaktion.!'*”) Dadurch konnte eine saubere Bildung von
(Z£)-Vioprolid D (Z-4) sowie von Vioprolid D (E-4) erreicht werden (Eintrag 8). Wichtig
war hier eine Vorsiéttigung des Palladiumkatalysators mit Wasserstoff, da andernfalls die
Bildung eines weiteren, formalen Oxidationsprodukts detektiert werden konnte. Das
konnte durch oxidative Addition von Palladium in die C-I-Bindung, Koordination der
benachbarten Peptidbindung und reduktive Eliminierung zum Oxazol entstanden sein.
Wichtig war auBerdem die vollstindige Abtrennung von DABCO nach der lodierung durch
wissrige Aufarbeitung, da andernfalls Nebenreaktionen beobachtet werden konnten. Die
Reaktionszeit konnte durch Abtrennung aller anorganischen Salze der vorherigen Reaktion
durch Filtration tiber Kieselgel auf einen Bruchteil reduziert werden (Eintrag 9). Im
geringen MaB konnte auch die Uberreduktion, vermutlich zum Dihydrovioprolid D (136),
nachgewiesen werden. Eine Trennung von (Z)-Vioprolid D (Z-4) und Vioprolid D (E-4)
war durch semi-priaparative HPLC durchfiihrbar. Die Ausbeute der Reaktion nach der
Trennung der Diastereomere betrug 49% iiber zwei Stufen bei einem Diastereomeren-
verhiltnis von 51/49. Die Totalsynthese von Vioprolid D (£-4) wurde somit erfolgreich

abgeschlossen.

Der Einfluss der Doppelbindungskonfiguration wurde in Kooperation mit der Gruppe um
Sieber in einem MTT-Test [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid]
untersucht (Abbildung 13).138!

% 1.04 i‘
5 ] -»~ \fioprolid D
2 1 ? e IC< [NM]* = 679 (634 - 727)
-
2 0.57 K- 5 = Z-\ipprolid D
g ] \\ ] ICs [UM]" = 48.2 (41,6 - 58.8)
i H—.—.—:—.

0.0 T T T T 1

1 2 3 4 5 6
log c [nM]

Abbildung 13. Dosis-Reaktionskurven und ICso-Werte von Jurkat Zellen durch Behandlung mit Vioprolid
D (E-4) und (2)-Vioprolid D (Z-4) ermittelt durch MTT-Test nach 72 Stunden Inkubationszeit; MTT =
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; rel. = relative; © 2020 WILEY-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, Weinheim.[!38!
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Der ICso von Vioprolid D (E-4) lag dabei im dreistelligen, nanomolaren Bereich (679 nm),
wohingegen (Z)-Vioprolid D (Z-4) einen ICso im mikromolaren Bereich (48.2 uM) auf-
wies. Die synthetisch schwierig einfiihrbare (£)-Konfiguration des Dehydrobutyrins ist
somit entscheidend fiir die biologische Aktivitit vermutlich aller Vioprolide. Dadurch kann

eine in vitro Isomerisierung ausgeschlossen werden.[!*®]
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8 Studien zu den Vioproliden A-C

8.1 Synthese von L-Maz

Wiéhrend die unsubstituierte L-Aze Aminosdure (7) bereits 1955 als Bestandteil von
Pflanzen beschrieben wurde,!'**! wurde deren Methyl-substituiertes Analogon L-Maz (5)
als Metabolit erst im Zuge der Entdeckung der Vioprolide 40 Jahre spiter entdeckt.!'* Uber
den ersten synthetischen Zugang zu einer Methylazetidincarbonsdure wurde 1980 berichtet
(Schema 64).11*%1 Dabei wurde durch Umsetzung des Dibromids rac-137 mit Benzylamin
das geschiitzte Azetidin rac-138 als Diastereomerengemisch synthetisiert. Dieses wurde
mit Bariumhydroxid verseift, wobei eine Epimerisierung zugunsten des cis-Diastereomers
(d.r.=90/10) stattfand. Nach der Hydrogenolyse zur racemischen al/lo-Methylazetidin-

carbonsiure (rac-139) konnte das trans-Diastereomer nicht mehr nachgewiesen werden.

1. Ba(OH), (H,0)

BnNH, 90 °C, 30 min
o (MeCN) o 2. [Pd/C], H5 (3.2 bar) o
N rfx, 24 h \5 /\ (MeOH), RT, 13 h \S /\
OMe N N
B By 57% MO gy, 60% (2 St.) HO  H
rac-137 rac-138 rac-139
d.r. =60/40 d.r. > 95/5

Schema 64. Synthese des Azetidins rac-139.114%

Eine interessante Methode zum Aufbau des Azetidins rac-140 iiber eine C-H-Aktivierung
der unnatiirlichen Aminosdure rac-141 wurde von Zhao et al. beschrieben

(Schema 65).1141]

[Pd(OAc),], AgOAC

@)
CeF5l, Benzoquinon 0
MeO)K(\/ NazPO, (TCE), MW >\""(¥

O«_NH ~ MeO N
N
rac-141 72% O | A
= "N =
N ! rac-140
d.r. = 83/17

Schema 65. Pd-katalysierte C-H-Aktivierung zum Azetidin rac-140; MW = Mikrowelle; TCE = Tetrachlor-

ethan.[141]
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Eine der wenigen Synthesen eines enantiomerenreinen Maz-Derivats wurde durch Wang
und Mitarbeiter entwickelt (Schema 66).'4?! Hierbei werden ganze Zellen eines Bakterien-

stamms zur kinetischen Racematspaltung des Amids rac-142 iiber eine Hydrolyse genutzt.

Rhodococcus erythropolis

AJ270 Zellen
0] (pH-7-Puffer), 30 °C (0]
>\nn(>— > >\--|I(>——
HN - N 47% HN N
rac-142 142
99% ee

Schema 66. Kinetische Racematspaltung des Amids rac-142 durch Biotransformation.!4?]

Dariiber hinaus wurden die spektroskopischen Eigenschaften der Azetidine untersucht,4*!

sowie einige synthetische Studien zu meist racemischen Azetidinen!'*! und zu deren Re-

aktivitat!'*! beschrieben.

Die in dieser Arbeit entwickelte Synthese von L-Maz (5) basiert auf einer Methode, die von
Pale und Blanc etabliert und zur Synthese einer Vielzahl von Azetidin-Derivaten genutzt
wurde.'33] Ausgehend von Pyrrolidonen wird dabei nach Schiitzung des Stickstoffatoms
und Bromierung das eigentliche Substrat VII mit Methanol und einer Base versetzt
(Schema 67). Dabei kommt es zur Methanolyse des Amids, sodass das Intermediat VIII in
einer 4-exo-tet-Cyclisierung zum Azetidin IX reagiert. Interessanterweise musste das
Bromid VII nicht diastereomerenrein eingesetzt werden, da unter den Bedingungen vor der
Ring6ffnung ein Gleichgewicht zwischen cis- und #rans-Bromid vorlag. Neben Methanol
konnte die Sequenz auch durch eine Reihe anderer Alkohole und Aniline initiiert

werden.!'33]

K,COs [ ]
Brht7 MeOH Br
H
R— 1 MeO,C R —— WR
07N N
SG HN MeO H
VII VIII SG IX

Schema 67. Ringkontraktion nach Pale und Blanc zur Bildung von Azetidinen.['3?]
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Ausgehend von L-Pyroglutaminsidure (143) wurde das fiir die Synthese von Maz (5)

benoétigte Pyrrolidon 144 nach Literatur-bekannten Methoden hergestellt. Durch Methyl-

[147 [147]

veresterung,'*®) Reduktion,!"*”] Bromierung!'#’! und radikalische Defunktionalisierung
iiber den Alkohol 145 gelang die Synthese in 65% Ausbeute iiber vier Stufen (Schema 68).

Die Ausbeute der Bromierung sank allerdings drastisch bei Durchfithrung in groBen Maf3-

staben.
1. SOCl, (MeOH) 1. PPhs, CBry
0°C —>RT, 20h (MeCN), RT, 12 d
2. NaBH, (MeOH) 2. [DBPO], HSnBuj
/A/_)\g(OH 0°C —>RT, 20 h %/_)VOH (PhMe), Rfl., 19 h /A/j\
07N SN 07N
H O 85% (2 St.) H 76% (2 St.) H
143 145 144

Schema 68. Synthese des Pyrrolidons 144.

Analog zur Sequenz nach Blanc und Pale wurde das Pyrrolidon 144 anschliefend mit einer
einer Ts-Schutzgruppe versehen (146, Schema 69). Uber den entsprechenden TMS-Enol-
ether wurde selektiv mono-bromiert und das bromierte Pyrrolidon 147 bei erwartbar ge-
ringer Diastereoselektivitét erhalten. Die Ringkontraktion zum Azetidin 148 wurde ohne
Schwierigkeiten realisiert, wobei das Diastereomerenverhéltnis nicht dem des Bromids

entsprach. Die Diastereomere des Azetidins 148 waren sdulenchromatographisch nicht

trennbar.
K,CO3
n-BulLi TMSOTf, NEts MeOH
TsCI (THF), 18 h NBS (CH,Cl,)  Br, (MeCN)
_78°C - RT ;O\ -78°C,2h I)\ RT, 18h o H
51% Ts 91% N 91%  MeO ¥S
146 147 148
d.r. =58/42 d.r. =76/24

Schema 69. Synthese des Ts-geschiitzten Azetidins 148.

Die Diastereomere des Bromids 147 erwiesen sich als chromatographisch trennbar, sodass

drei Fraktionen mit unterschiedlicher Zusammensetzung in der Ringkontraktion eingesetzt
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werden konnten (Tabelle 8). Die Ergebnisse bestitigen klar die Hypothese von Pale und
Blanc, denn vollig unabhingig vom Diastereomerenverhdltnis des Ausgangsmaterials

wurde das Azetidin 148 in einem Diastereomerenverhéltnis von etwa 75/25 erhalten.

Tabelle 8. Einfluss des Diastereomerenverhiltnisses des Bromids 147 auf die Bildung des Azetidins 148.

# d.r. (147) [trans/cis] d.r. (148) [trans/cis] d.r. (147)? [trans/cis]
1 31/69 76/24 44/56
2 59/41 79/21 60/40
3 95/5 72/28 65/35

“reisoliertes Edukt, da unvollstindiger Umsatz.

Problematisch gestaltete sich die Entschiitzung des Azetidins 148. Da die Abspaltung der
Ts-Gruppe recht harsche Bedingungen erfordert, sollte sie bereits an dieser Stelle durch-
gefiihrt werden. Bei Einsatz von Raney-Nickel und Wasserstoff in Ethanol konnte jedoch
tiberhaupt kein Umsatz beobachtet werden. Neben der Entschiitzung mit Wasserstoff gibt
es noch die Mdglichkeit der Ein-Elektronen-Reduktion. Doch trotz recht naher Literatur-
prizedenz!'**! wurde durch Verwendung von Natriumnaphthalid nicht das ungeschiitzte
Azetidin, sondern die durch reduktive Offnung gebildete y-Aminosiure 149 isoliert
(Schema 70). Auftillig war die unvollstaindige Massenbilanz: Das Edukt wurde vollstdndig

umgesetzt und kein weiteres Nebenprodukt isoliert.

Na, Naphthalen

DME
o} H! /\ —50(°c, 45)3 min Q
MeO N 37% MEO)W
Ts ° NHTs
148 149

d.r. =76/24

Schema 70. Fehlgeschlagene Ts-Entschiitzung des Azetidins 148; DME = Dimethoxyethan.

83



Theorieteil

Vor diesem Hintergrund sollte stattdessen die leicht durch Umsetzung mit Thiolen
entfernbare para-Nitrophenylsulfonyl-Schutzgruppe (Ns) verwendet werden. Die Syn-
these des Ns-Pyrrolidons 150 gelang analog zur Tosylierung (Schema 71). Die Bromierung
zum Pyrrolidon 151 erforderte aufgrund des starken Elektronenzugs der Ns-Schutzgruppe
hohere Temperaturen und eine ldngere Reaktionszeit, da andernfalls kein Umsatz beob-
achtet wurde. Die Ringkontraktion ergab das Ns-geschiitzte Azetidin 152 als Diastereo-
merengemisch. Die Diastereomere des Azetidins 152 konnten sdulenchromatographisch

getrennt werden. Das trans-Diastereomer 152a wies eine Enantiomerenreinheit von

94% ee auf.

K,CO3
n-BuLi TMSOTY, NEt, MeOH
NsCI (THF) NBS (CH,Cl,) Br, (MeCN)
-78°C > RT, 23 h I)\ ~40°C, 22 h 7 RT,24h o H
144 - 07N - 04;3\ — w—
94% Ns 81% Ne 92%  Med N
150 151 152
d.r. = 60/40 d.r. = 80/20

Schema 71. Synthese des Ns-geschiitzten Azetidins 152; Ns = para-Nitrophenylsulfonyl.

Die Trennung der Diastereomere war zwar moglich, ist aber nicht effizient, da dadurch ein
wesentlicher Teil des Produkts nach immerhin sieben Synthesestufen verloren geht. Sinn-
voller wire es die Aciditdt des Wasserstoffatoms in a-Position zu nutzen und somit das
Diastereomerengemisch selektiv in das trans-Produkt 152a zu iiberfiihren. Ein erster Ver-
such wurde gestiitzt durch nahe Literaturprizedenz,'*”! die gewiihlten Bedingungen fiihr-
ten aber zur Zersetzung des Edukts (Schema 72). Eventuell lieBe sich alternativ durch Ein-
stellung eines thermodynamischen Gleichgewichts das vermutlich stabilere trans-Produkt

152a anreichern.

LIHMDS (THF)

-78°C,2h
Ol « dann H,0 o M
; <N> -78 °C — RT, 30 min 5 <N>
MeO Ns » MeO Ns
152b 152

Schema 72. Fehlgeschlagene Epimerisierung in a-Position.
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Beim Versuch die Ns-Schutzgruppe zu entfernen, wurde trotz vollstindigen Umsatzes das
Amin 153 nicht isoliert (Schema 73). Aufgrund des Ergebnisses der Ts-Entschiitzung (vide
supra) erschien es wahrscheinlich, dass das Amin 153 fliichtig ist; diese Vermutung wird
auBerdem gestiitzt durch die Fliichtigkeit des unsubstituierten Azetidincarbonséduremethyl-
esters.['>" Zusitzlich neigen cyclische Ns-geschiitzte Amine zur kompetitiven NO»-Substi-
tution; ! das dadurch entstandene Nebenprodukt wiire hier durch wiissrige Extraktion ent-

fernt worden.

o) H! A~ a)/b)/c) o) H! A

N N
MeO Ns MeO H

152a 153

Schema 73. Fehlgeschlagene Ns-Entschiitzung des Azetidins 152a; a) Mercaptoessigsdure, DBU (MeCN),
RT, 2 h; b) Mercaptoessigsdure, NaOMe (MeCN/MeOH), RT, 15 min; ¢) Mercaptoessigsdure, LiOH-H,O
(DMF), RT, 2 h; DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en.

Stattdessen wurde versucht die Ns-Gruppe erst nach der Verseifung zur Carbonsiure 154
zu entfernen (Schema 74). Allerdings fiel entweder die Carbonsdure 154 als Kaliumsalz
aus der Reaktionslosung aus (Fall a), oder es wurde kein Umsatz beobachtet (Fall b und c).
Wabhrscheinlich wird der nucleophile Angriff des Thiols am aromatischen Kohlenstoffatom

durch die absto8ende Coulomb-Interaktion mit der deprotonierten Carbonsdure verhindert.

LiOH-H,0
(MeOH/H,0)
o H 0°C>RT, 45h o H a) /b)/c) o H
| N - N 7 | N
MeO Ns 99% HO Ns keine Reaktion HO H
152a 154 5

Schema 74. Fehlgeschlagene Ns-Entschiitzung der Azetidincarbonsdure 154; a) PhSH, K,CO; (MeCN), RT;
b) PhSH, NEt; (MeCN), RT — 60 °C, 6 d; ¢) PhSH, K,CO3; (MeCN/H,0), RT — 60 °C, 9 d.

Um das Problem der Fliichtigkeit zu 16sen, sollte das Azetidin 152a nach Ns-Ent-

schiitzung!!%?

zunichst in das entsprechende Hydrochlorid und dann in das Boc-geschiitzte
Azetidin 155 iiberflihrt werden (Tabelle 9). Schotten-Baumann-Bedingungen erwiesen sich

allerdings als genauso ungeeignet wie die Schiitzung des Hydrochlorids mit Boc,O und
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Triethylamin (Eintrige 1 und 2). Die in situ Boc-Schiitzung!'>*! ergab schlieBlich das
Azetidin 155 in 50% Ausbeute (Eintrag 3). Da die Fliichtigkeit hier keine erhebliche Rolle
mehr spielen sollte, ist die niedrige Ausbeute wahrscheinlich auf die konkurrierende NO>-
Substitution zuriickzufiihren. Diese konnte durch Verwendung von ortho-Nitrophenyl-

sulfonyl als Schutzgruppe vollstindig unterbunden werden.[!>!]

Tabelle 9. Versuche zur Variation der Schutzgruppe am Azetidin 152a.

O, H! A Bedingungen O, H! A
_—

N N
MeO Ns MeO Boc
152a 155
# Bedingungen [ Bedingungen II Resultat

NaHCOs3, Boc,O (MeOH/H-0),

< 0/a

1 PhSH, K>CO3; (MeCN), RT, 2 d RT. 24 h <35%
5 PhSH, K>COs; (MeCN), 50 °C, NEt3;, BocoO (CH2CL), RT, 6%
19.5h 17 h =

3 PhSH, K>CO3; (MeCN), 50 °C, 21.5 h, dann Boc,O, RT, 30 min 50%

*Nicht reproduzierbar.

Dariiber hinaus sollte das Azetidin 152a auch vollstindig entschiitzt werden, um den

(221 Zwar konnte die komplette Ent-

Einbau von L-Maz (5) in die Vioprolide zu tliberpriifen.
schiitzung durchgefiihrt werden (Schema 75); aufgrund der Fliichtigkeit des intermedidren
Amins und der schwierigen Aufreinigung des sehr polaren Produkts S allerdings in nur

15% Ausbeute Uiber zwei Stufen.

1. PhSH, K,CO,
(MeCN), 50 °C, 21 h
2. NaOH (H,0/MeOH)

o} 1 o RT, 26 h 0, 1 A
MeO N, 15% (2 St.) Ho N
152a 5

Schema 75. Erste Synthese der unsubstituierten L-Methylazetidincarbonsiure (5)
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8.2 Synthese von L-Maz-Derivaten

Zwei Experimente zur Biosynthese der Vioprolide sind im Zusammenhang mit einer Semi-
Synthese von Vioprolid-Analoga von entscheidender Bedeutung: Zum einen gelang es, das
unsubstituierte Analogon Aze bei Ausschaltung der verantwortlichen Gene vioG oder vioH
in die Biosynthese einzubauen, ohne dass Aze vor oder nach dem Einbau in die Depsi-
peptide methyliert wurde. Zum anderen wurde bei ausgeschalteten Genen vioE-K durch
Verfiitterung der synthetisierten L-Maz (5) die Produktion der Vioprolide A und C auf-
rechterhalten.*?! Interessant wire es somit herauszufinden, welche weiteren Maz-Derivate
der biologische Produzent akzeptiert und in entsprechende Vioprolid-Analoga einbaut.

Als Ausgangspunkt der Synthese von Maz-Derivaten sollte Pyroglutaminol (145) dienen,

391341 zum TBS-Ether 156 mit einer Ns-Gruppe versehen wurde

welches nach Schiitzung!
(157, Schema 76). Die Bromierung verlief im Vergleich zum Methyl-substituierten
Pyrrolidon 150 deutlich langsamer; eine Erhohung der Temperatur auf —30 °C sowie eine
langere Reaktionszeit fithrten zur Bildung des Bromids 158 in 62% Ausbeute basierend auf
reisoliertem Edukt. Die Ringkontraktion zum Azetidin 159 musste bei 60 °C durchgefiihrt
werden, da ansonsten ein Gemisch aus Edukt, Zwischen- und Endprodukt isoliert wurde.

Die Trennung der Diastereomere war an dieser Stelle durch Sdulenchromatographie nicht

moglich.
TBSCI, Im n-BuLi
(CH,Cl,) NsCI (THF)
0°C > RT, 18 h -78°C - RT, 20.5 h
145 - >~ 07Ny - 07N
92% H OTBS 86% Ns OTBS
156 157
TMSOTf, NEt; K,COg4
NBS (CH,Cl,) MeOH
-40°C »-30°C  Br, (MeCN)
65 h 60°C,20 h o. H
42% 0 N 95% MeO N OTBS
+ 329 157 Ns OTBS Ns
158 159
d.r. = 80/20 d.r. = 76/24

Schema 76. Synthese des Azetidins 159.
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Der Wechsel von der Ns- zur Boc-Schutzgruppe konnte nur in unzufriedenstellender Aus-

beute vollzogen werden (160, Tabelle 10, Eintrag 1). Eine Entschiitzung mit geruchslosem

Dodecylthiol fiihrte nicht zur Umsetzung des Edukts 159 (Eintrag 2). Bei Anwendung von

Bedingungen, welche fiir die Ns-Entschiitzung cyclischer Amine optimiert wurde,!

konnte das Produkt 161 nicht isoliert werden.

Tabelle 10. Ns-Entschiitzung des Azetidins 159.

155]

o H Bedingungen o H
Meo N, OTBS Meo N oOTBS
dr. 15796/24 E : E|‘:’°: 122
# Bedingungen R Resultat
1 PhSH, K>2CO3 (MeCN), 50 °C, 21 h; dann Boc2O, RT, 30 min  Boc <20%

2 H3C(CH2)11SH, K>CO3 (MeCN), 50 °C, 5d H

3 Mercaptoessigsdure, K2CO3; (MeOH), 0 °C — RT, 18 h H

3K ein Umsatz; ®keine Produktbildung.

Daher wurde vor der Ns-Entschiitzung die TBS-Gruppe entfernt (Schema 77). Die Frei-

setzung des Amins 163 gelang ausgehend vom Alkohol 162 zwar weiterhin nicht; dafiir

konnten die beiden Diastereomere 162a und 162b durch semi-priparative HPLC getrennt

werden.

H HF-Py (THF) H HSCH,CO,H
Oﬂtl \ /\ 0°C > RT, 2h Oﬂt/ \ /\ K,CO3 (MeOH) 0\\/ 3\/\/
Meo N, OTBS 97% Meo N, OH MeO
159 162
d.r. = 76/24 d.r. = 77/23

Schema 77. Entschiitzung des Azetidins 159.
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Vor diesem Hintergrund wurde stattdessen die Hydroxygruppe des Azetidins 162a zuerst
zur Funktionalisierung genutzt und anschlieBend wurden die Derivate einzeln N-terminal
entschiitzt. Da sich im Fall von Maz (5) eine Sequenz aus Ns-Entschiitzung und Verseifung
als schwierig aufzureinigen erwies (siche Kapitel 8.1), sollte der Umweg {liber das Boc-
geschiitzte Derivat gegangen werden. Diese Entschiitzungssequenz wurde erfolgreich auf
das D-allo-Maz-Derivat 152b iibertragen (Schema 78). Da die Boc-geschiitzten Inter-
mediate oft etwas fliichtig sind, konnten sie nicht rein isoliert werden. Die Aufreinigung

erfolgte daher erst nach der Verseifung.

1. PhSH, K,CO3 (MeCN)
50 °C,21.5h
dann Boc,0, RT, 30 min
2. LiOH (THF/H,0), RT, 5 h

0 A 3. HCI (Dioxan), RT, 19 h e} A

MeO “S 18% (3 St.) HO H-HC|
152b 164

Schema 78. Synthese des Azetidincarbonséure-Hydrochlorids 164.

Die erste beabsichtigte Funktionalisierung stellte die Synthese des Fluorids 165 dar. Das
Fluoratom wurde zunéchst unter Verwendung von MorphoDAST (Morpholinschwefel-
trifluorid)!'>®! eingebaut (Tabelle 11, Eintrag 1). Die Reaktion stellte sich jedoch als recht
langsam heraus. Bei Zugabe von zusitzlichem MorphoDAST wurde iiberraschenderweise
ein Nebenprodukt gebildet, welches sich als das Chlorid 166 erwies. Als Chlorid-Quelle

1571 Bei Einsatz

kommt dabei nur Dichlormethan oder dessen Abbauprodukt HCI in Frage.|
von Nonafluorbutansulfonylfluorid (NfF) wurde selektiv das Fluorid 165 generiert

(Eintrag 2).
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Tabelle 11. Synthese des fluorierten Azetidins 165.

o " Bedingungen o  H | /N
H S— - >\._y S>—= | O N-SF
Meo N OH Med N P
Ns Ns | MorphoDAST
162a X=F: 165 '
X = Cl: 166
# Bedingungen Resultat
1 MorphoDAST (CH:CL), =78 °C — RT, 21.5h 165 (33%)
dann MorphoDAST, 0 °C — RT, 22 h 166 (25%)
2 NfF, NEts, NEt;-:3HF (THF), 60 °C, 19.5 h 165 (94%)

MorphoDAST = Morpholinschwefeltrifluorid; NfF = Nonafluorbutansulfonylfluorid.

Die Entschiitzungssequenz wurde analog zu D-allo-Maz auf das fluorierte Azetidin 165

angewandt, wobei das ungeschiitzte Fluor-Derivat 167 in 23% Ausbeute iiber drei Stufen

isoliert wurde (Schema 79).

s

N
MeO Ns

165

1. PhSH, K,CO3 (MeCN)

50 °C,19h

dann Boc,0, RT, 30 min
2. LiOH (THF/H50), RT, 19 h
3. HCI (Dioxan), RT, 21 h

O%
23% (3 St.) HO  Nhci F

167

Schema 79. Synthese des ungeschiitzten fluorierten Azetidin-Hydrochlorids 167.

Das chlorierte Azetidin 166 hingegen konnte nicht analog entschiitzt werden (Schema 80).

LC-MS-Daten legten nahe, dass wihrend des ersten Schritts eine partielle Substitution des

Chlorids durch Thiophenol erfolgte. In den beiden nachfolgenden Stufen konnte das unge-

schiitzte Chlor-Derivat 168 nicht aus der komplexen Mischung isoliert werden.
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1. PhSH, K,CO3 (MeCN)
50°C,20 h
dann Boc,0O, RT, 30 min
2. LiOH (THF/H,0), RT, 6 h

o) H! N 3. HCI (Dioxan), RT, 16 h o H..

Meo N.  Ci HO  Nnci C
166 168

Schema 80. Fehlgeschlagene Synthese des ungeschiitzten chlorierten Azetidin-Hydrochlorids 168.

Darauthin sollte der Alkohol 162a alkyliert werden. Das letztendliche Ziel war der Einbau
einer Propargylgruppe, um das Alkin fiir biologische Studien nutzen zu kénnen. Versuche
der Williamson-Ethersynthese!!'*®) mit NaH und Methyliodid oder Propargylbromid ge-
langen allerdings nicht. Stattdessen wurde der Methylether 169 durch Einsatz des ent-
sprechenden Meerwein-Salzes!'>! hergestellt (Schema 81). Die vollstindige Entschiitzung

ergab das Methoxy-Azetidin-Hydrochlorid 170.

(Me30)BF,4
Protonenschwamm
4A M.S. (CH,Cly) H

Qi H! /\ RT, 20 h O% 1 /\

MeO Ns OH 81% MeO NS OMe
162a 169

1. PhSH, K,CO3 (MeCN)
50°C,20 h
dann Boc,0O, RT, 30 min
2. LiOH (THF/H,0), RT, 7 h
3. HCI (Dioxan), RT, 24 h o H

31% (3 St.) HO ”HC|OMe

170

Schema 81. Synthese des Methoxy-substituierten Azetidins 169 sowie dessen Entschiitzung; M.S. = Mole-

kularsieb; Protonenschwamm = 1,8-Bis(dimethylamin)naphthalen.

Nach der Synthese des Acetoxy-substituierten Derivats 171 gelang die Isolierung des
Hydroxy-substituierten Azetidin-Hydrochlorids 172 nicht, da die Ns-Entschiitzung kaum
zur Bildung des gewlinschten Produkts fiihrte (Schema 82).
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(Acy,0O/Py)

Qi H! A RT, 15 h Ot] Hl ~
—_—
MeO Ns OH 97% MeO Ns OAc
162a 171

1. PhSH, K,CO3 (MeCN)
50 °C, 22 h
dann Boc,O, RT, 30 min
2. LiOH (THF/H,0), RT, 16 h
3. HCI (Dioxan), RT, 21 h o H

HO  N-Hci OH

172

Schema 82. Synthese des Acetoxy-substituierten Azetidins 171 und dessen fehlgeschlagene Entschiitzung.

Der biochemische Einbau der Maz-Derivate 164, 167 und 170 in Vioprolid-Analoga
konnte bereits durch MS nachgewiesen werden. Im Fall von D-allo-Maz-Hydrochlorid
(164) und dem Methoxy-Derivat 170 konnte die Isolierung der entsprechenden Vioprolid-
Analoga jedoch nicht im priparativen Mallstab bewerkstelligt werden. Der Einbau des

fluorierten Derivats 167 wird in laufenden Studien untersucht.[!6%]

8.3 Synthese von Deuterium-markiertem L-Prolin

Zu Beginn dieses Projekts deuteten einige Indizien daraufhin, dass der metabolische Ur-

1601 Ays diesem Grund sollte Deuterium-markiertes Pro

sprung von Maz (5) Pro darstellt.!
(173) hergestellt werden, um die Herkunft des Kohlenstoffatoms der Methylgruppe von
Maz (5) zu untersuchen. Einige Vorarbeiten dazu wurden bereits in unserem Arbeitskreis
durchgefiihrt; die Synthesesequenz scheiterte aber in ihrer Spitphase und wurde nicht

weiterverfolgt.!>’!

Stattdessen sollte das bendtigte Pro-Derivat analog zur Synthese eines Prolins, welches in
der 5-Position Deuterium- und '*C-markiert ist, hergestellt werden.!'®!) Dazu wurde der
kommerziell erhiltliche L-Pyroglutaminsdure-tert-butylester (174) zundchst benzyliert
(Schema 83).1162] Das Pyrrolidon 175 wurde daraufhin thioniert,!'%?! das dabei erhaltene
Thiolactam 176 mit Methyliodid aktiviert und durch Einsatz von Natriumbordeuterid re-

duziert.!'" Durch Verwendung von MeOD als Losungsmittel konnte der Deuteriumgehalt
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1611 Dariiber hinaus wurde

des Pyrrolidins 177 im Vergleich zur Literatur erhdht werden.!
die Aufarbeitung intensiv optimiert, da bei Séure-Base-Aufarbeitung durch den Drehwert
ein partieller Verlust der Sterecoinformation indiziert war. Zur Modellierung der nach-
folgenden Entschiitzungssequenz wurde das Prolin-Derivat 178 nach einer Literaturvor-

schrift hergestellt.['63

P4S10
NaH, BnBr (THF)
OtBu (THF), rfx, 4 h OBu RT, 19.5h OtBu
O™y — > 07y > ST\
7 0, 0,
H 0 474 8% Bn O 475 8% Bn O 476
1. Mel (MeCN)
RT, 26 h

2. NaBD, (MeOD)
RT, 17.5 h DMOtBu
88% D B D

177
D,-Gehalt: 96%

H-HCI O

oBu Lit.[®3 O'Bu
N " N
Bh O
178

Schema 83. Synthese des deuterierten, geschiitzten Prolin-Derivats 177; Lit. = Literaturvorschrift.

In der Literatursynthese des ebenfalls '*C-markierten Prolins wurde anschlieBend durch
Verwendung von TFA der fert-Butylester gespalten und danach TFA durch Lyophilisation
aus Wasser entfernt.['°!l Diese Aufreinigung konnte nicht reproduziert werden. Da aller-
dings die freie Aminosdure und nicht deren Trifluoracetat bendtigt wurde, wurde eine
andere Synthesestrategie verfolgt (Schema 84). Zunéchst wurde das geschiitzte Prolin 178
durch Zugabe von Saure entschiitzt und durch Benzylierung in den Benzylester 179 {iber-
fiihrt. Die Entfernung beider Benzylgruppen in einem Schritt fiihrte zur Bildung von Pro.
Die Ausbeute der Benzylierung war mit 38% recht niedrig, da erst spét erkannt wurde, dass
das Produkt fliichtig ist. Der spezifische Drehwert des erhaltenen Prolins stimmte mit
Literaturwerten {iberein.['® Im Fall des deuterierten, geschiitzten Prolins 177 konnte der
Benzylester 180 nahezu analog synthetisiert werden (Schema 84). Allerdings wies dieser
einen deutlich niedrigeren, spezifischen Drehwert als der Benzylester 179 auf, obwohl die
spezifischen Drehwerte sich trotz Einbau von Deuterium nicht grundsitzlich indern.!6!!

Da jedoch die Hydrogenolyse des dibenzylierten, deuterierten Prolins (180) eine deutlich
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lingere Reaktionszeit und mehr Katalysator bendtigte, waren wahrscheinlich Verun-
reinigungen sowohl fiir den niedrigeren spezifischen Drehwert, als auch fiir das Reaktions-
verhalten verantwortlich. Das Deuterium-markierte Prolin (173) wies auch einen nied-
rigeren spezifischen Drehwert als das synthetisierte Pro auf. Wird der spezifische Drehwert
zur oft fehlerbehafteten Ermittlung!!%! des Enantiomereniiberschusses herangezogen,

betrug dieser 74% ee.

1. HCI (Dioxan)

RT, 5 h [PA(OH),/C]
2. BnBr, NaHCO; H, (10 bar)
(DMF), 100 °C, 18 h OBn (EtOH), RT, 47 h OH
178 Lo~ Lo~
38% (2 St.) Bn 0 48% H 0
179
1. (TFA), RT, 28 h [Pd(OH),/C]
2. BnBr, NaHCO3 H, (10 bar)
(DMF), 100 °C, 21.5 h D><_>\«o|3n (EtOH). RT, 5d DMOH
177 D N D N
67% (2 St.) Bh 0 64% H o
180 173
D,-Gehalt: 94% D,-Gehalt: 96%

Schema 84. Modellierung der finalen Sequenz und deren Umsetzung zur Synthese des Isotopen-markierten

Prolins 173.

Da Methionin als metabolische Quelle von Maz (5) entdeckt worden war,'*?! wurde das

Deuterium-markierte Prolin (173) nicht in biologischen Studien eingesetzt.

8.4 Studien zum nordlichen Fragment der Vioprolide A und C

Durch die zusétzliche Synthese von Maz (5) in einer geschiitzten Form wird die langste
lineare Sequenz der Totalsynthesen der Vioprolide A und C im Vergleich zu Vioprolid D
wesentlich linger. Eine Verringerung der Anzahl von Stufen wiirde durch Verwendung
eines Phthalimid-basierten Thioacylierungsmittels!!®®! erreicht werden, da keine Ver-
seifung des Methylesters notig ist. Der Versuch der Synthese eines Phthalimid-basierten

Maz-Thioacylierungsmittels ist nachfolgend beschrieben.
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Begonnen wurde die Synthese des Thioacylierungsmittels 181 mit der direkten Bildung
des terminalen Amids 182 aus dem Methylester 152a (Schema 85). Das Amid wurde durch
Verwendung von Lawesson-Reagenz in das Thioamid 183 iiberfiihrt. Das Thio-
acylierungsmittel 181 wurde bei Umsetzung mit Phthaloyldichlorid in nur 23% Ausbeute
isoliert. Das Produkt schien nicht stabil auf Kieselgel zu sein; eine Aufreinigung durch
Umkristallisation gelang jedoch nicht. Eine Optimierung der Aufreinigung wurde nicht
durchgefiihrt, da die Reaktion des Thioacylierungsmittels 181 mit dem N-terminal ent-
schiitzten Dipeptid 104 nicht zur Bildung des nordlichen Fragments 184 fiihrte.

Lawesson-
Reagenz
NH; (MeOH) y (THF)
RT, 13 h Q RT, 4 h
94% HoN Ne 85%
152a 182
K,COj
PhthCl TBSO
(THF) s H 5 : H
0°C,2.5h
M tals NN el RN
23% N Ns NH NsN
o)
183 181 MeO™ X0 184

Schema 85. Synthese des Thioacylierungsmittels 181 und dessen fehlgeschlagener Einsatz in der Bildung
des nordlichen Fragments 184.

Alternativ wiirde die langste lineare Sequenz der Totalsynthesen der Vioprolide A und C
durch Einfiihrung des Schwefelatoms iiber direkte Thionierung signifikant verkiirzt werden
(Schema 86). Das dafiir notige Tripeptid 185 wurde aus dem Dipeptid 104 nach
Hydrogenolyse durch Peptidkupplung hergestellt. Bei Einsatz von Lawesson-Reagenz in
THF bei Raumtemperatur wurde jedoch kein Produkt 184 gebildet und 74% des Edukts
185 reisoliert. Lawesson-Reagenz in Toluol am Riickfluss fiihrte zur Zersetzung des

Tripeptids 185.
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TBSO._ TBSO
: y PyBOP, DIPEA 0
O~ 0 (CH,Cly), RT, 15 h O~
OH \\"ANHR . > WV OH \\‘A”
NH HO N 62% (2 St.) NH NsN
Ns
H H
MeO” YO 154 Meo” Yo 185
R = Cbz: 104
H,. [Pd/C]
R=H sy
o =
OH N
H
NH NsN
H
Meo” Yo 184

Schema 86. Synthese des Tripeptids 185 und fehlgeschlagene Thionierung zum Thioamid 184.

Das Schwefelatom muss also auch im Fall der Vioprolide A und C durch Verwen-

dung eines Benzotriazols!?®! oder durch Thionierung eines Oxazolins erreicht werden. 6!

8.5 Synthese des sudlichen Fragments 187 der Vioprolide A
und B

Der modulare Ansatz der Totalsynthese von Vioprolid D (£-4) erlaubt einen schnellen
Zugang zu dem siidlichen Fragment 186, welches fiir die Totalsynthese der Vioprolide A
und B bendtigt wird (Schema 87). Anders als im Fall der Peptidkupplung mit Boc-Pro
(101) musste bei Einfiihrung der Pipecolinsdure HOAt verwendet werden, da HOBt zur
Bildung eines Diastereomers fiihrte. Das eingesetzte Tripeptolid 129 wies Spuren eines
zweiten Diastereomers auf (d.r. = 94/6), welche auch im Tetrapeptolid 186 enthalten waren
(siehe Experimentalteil). Nach der Entfernung der Boc-Schutzgruppe wurde das siidliche

Fragment 187 nahezu diastereomerenrein isoliert (d.r. > 95/5).
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1. (TFA/CH,Cl,)
0 °C, 50 min
OMe 2 Boc-L-Pip, EDC-HCI

(0]
DIPEA, HOAt (CH,Cl5)
y© otes 0°C—>RT 16h ﬁj;( oTBS

BocHN N 0 51% (2 St.)
0 129
TBSO TBSO
R = Boc: 186
TMSOTY, Lut
(CH,Cly)
0,
R = H: 187 86%

Schema 87. Synthese des siidlichen Fragments 187 von Vioprolid A und B.

8.6 Studien zur Synthese des linearen Vorlaufers von Vioprolid B

In Analogie zur Synthese des linearen Vioprolid-D-Vorldufers Z-131 sollte der lineare
Vorldufer Z-188 von Vioprolid B hergestellt werden. Unter identischen Bedingungen
wurde jedoch das Nonapeptolid Z-188 reproduzierbar nicht isoliert (Schema 88).

1. LIOH-H,0
(THF/H,0)
0°C,55h TBSO— N
2.187, HATU & N
S H HOAt, DIPEA OY\NH NH
TBSO— N (CHoClo), 150 |\ o
O~ _—~nNH 0°C > RT \
& NH OMe NHBoc
N o
x~._NH \(&O
NHBoc H oTBS
MeO (@) 7-120
7-188

TBSO

Schema 88. Fehlgeschlagene Synthese des linearen Vorldufers Z-188 von Vioprolid B (£-2).

Die geringere Reaktivitidt des siidlichen Fragments 187 konnte durch eine sterische
Hinderung durch den vermutlich in dquatorialer Position vorliegenden Acyl-Substituenten

verursacht werden. Dieser Argumentation folgend wire eine Fragmentkupplung bei er-
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hohter Temperatur vorteilhaft, da dadurch eine Invertierung der Sesselkonformation her-
vorgerufen werden konnte. Erhohte Temperaturen miissen bei Standard-Peptidkupplungs-
bedingungen allerdings vermieden werden, da diese zu Nebenreaktionen fiithren. Besonders
der Einsatz von Base bei hohen Temperaturen ist zu vermeiden.

Pentafluorphenolester (Pfp) kdnnen bei erhohter Temperatur ohne zugesetzte Base direkt
mit Aminen gekuppelt werden. Sie werden hiufig in Makrolactamisierungen eingesetzt!®!
und sind somit gut zur Fragmentkupplung geeignet. In einem ersten Versuch den Pfp-Ester

Z-189 herzustellen wurde das Produkt in 29% Ausbeute iiber zwei Stufen synthetisiert
(Schema 89).

1. LIOH (THF/H,0)

s H 0°C,6h s H
TBSO— \ 2. PfpOH, EDC-HCI 1850~ N
2 THF), RT, 13 h -
0 NH T (THF) © NH TN
o NH o 29%(25t) o NH o
Z-120 NHBoc Z-189 NHBoc
MeO” SO PO~ S0

Schema 89. Synthese des Pentafluorphenolesters Z-189.

Eine Verwendung des Pfp-Esters Z-189 in einer Kupplung mit dem stidlichen Fragment
187 konnte im Verlauf dieser Arbeit nicht mehr realisiert werden. Allerdings ist die
Kupplung eines Dhb-Pfp-Esters mit einem sekunddren Amin bereits durchgefiihrt

1671 Diese Literaturpriizedenz l4sst eine Anwendung der etablierten Pfp-Kupplung

worden.!
auf die Synthese der linearen Vorldufer der Vioprolide A und B vielversprechend er-

scheinen.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Totalsynthese von Vioprolid D untersucht (£-4). Dabei wurde
zunichst die w-Hydroxycarbonsdure Z-114 ausgehend vom Valin-Derivat 66 in zehn
Stufen synthetisiert und deren Cyclisierung durch Makrolactonisierung untersucht
(Schema 90). Diese biomimetische!??) Synthesestrategie konnte vermutlich aufgrund der

geringen Reaktivitdt der aktivierten Carbonsdure nicht realisiert werden.

TBSO— S\H

NH

10 Stufen i O)‘\\\\\‘
OM
HCI-HN © o Oy NH
| 0 o
66 OTBS
jij\ OH OH
TBSO O ZzZ114

TBSO\
O

N Yo
0
0 OTBS
H | H
HN;i:%\
Z-119
TBSO O

Schema 90. Synthese des linearen Vioprolid-Vorldufers Z-114 und fehlgeschlagene Makrolactonisierung
zum cyclischen Depsipeptid Z-119.

Stattdessen wurde die Cyclisierung durch Makrolactamisierung zwischen Alanin und
Glycerinsdure erfolgreich durchgefiihrt (Schema 91). Der Schliisselschritt der Synthese,
die Isomerisierung des Dehydrobutyrins, wurde durch eine Sequenz aus lodierung und
Hydrodeiodierung des Dehydrobutyrins erreicht. Die konvergente Totalsynthese von

Vioprolid D (E£-4) umfasst ausgehend vom Gls-Derivat 123 16 Syntheseschritte in einer
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Gesamtausbeute von 2.0% (lingste lineare Sequenz). Dies stellt nicht nur die erste
Totalsynthese eines Vioprolids dar, sondern auch die erste Totalsynthese eines Naturstoffs

mit dem herausfordernden (E)-Dhb-Pro-Strukturausschnitt.[!*®]

TBSO—
2 N
(@) NH | NH
(@) OMe
9 Stufen X ~NH \‘ 5 Stufen
_—
o — oMeNHBoc ——

H 26% o 31%
OBn

123 I( 0OTBS
TBSOjiJ\

_S.H
R N
YN NH
N NH NH
O 2Stufen /\I \(§O
NH
0
0
ISplo OH
HN o
T E-4
o)

Schema 91. Totalsynthese von Vioprolid D (E£-4).

\\‘

Dariiber hinaus wurden Vorarbeiten zu den Totalsynthesen der anderen Vioprolide durch-
gefiihrt. Ausgehend vom Pyrrolidon 144 wurde die geschiitzte Aminosdure 152a her-
gestellt (Schema 92). Eine Einfiihrung dieser Aminoséure in einer verkiirzten Synthese des
nordlichen Fragments 184 konnte jedoch nicht realisiert werden. Die Entschiitzung des
Maz-Derivats 152a wurde umfangreich untersucht und eine Moglichkeit zur Deno-
sylierung gefunden. Das Hydroxy-Azetidin 162 wurde als Ausgangspunkt einer Synthese
von Maz-Derivaten (167 und 169) genutzt.
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TBSO o
;O\ 3 Stufen o. H o. = H
o o, 4 . OH N
N 56% ~ MeO N /)tIiNH NsN
H
144 152a
MeO~ O 184
o. H OMe
l .~ ‘}—J< o
HO  N.Hc
H
OTBS 4 Stufen (0] H OH
0=y p—— = > 169
N 33%  MeO Qg
o. H F
156 162 | .
N
HO 3 -HCI
167

Schema 92. Synthese des Maz-Derivats 152a; Synthese von Maz-Derivaten ausgehend vom Azetidin 162.

Der modulare Ansatz der Totalsynthese von Vioprolid D (E-4) ermoglichte auch einen
schnellen synthetischen Zugang zum siidlichen Fragment 187 der Vioprolide A und B
(Schema 93). Drei der vier Fragmente, welche zur Synthese der Vioprolide bendtigt
werden, wurden im Verlauf dieser Arbeit synthetisiert und somit auch der Grundstein zur

Totalsynthese der Vioprolide A-C gelegt.

(@] OMe M
NH (@] OMe
0 otgs S Stufen e OTBS
BocHN_F o) > Hon
oc jij\,r 44% HN:yiJ\N (0]
o 129 | 187
TBSO TBSO ©

Schema 93. Synthese des siidlichen Fragments 187 der Vioprolide A und B.

Zur Entwicklung von biologischen Sonden zur Untersuchung der biologischen Aktivitét
der Vioprolide konnte sich die Methylesterspaltung mit Trimethylzinnhydroxid als nicht
ideal herausstellen. Neben der Toxizitdt des verwendeten Zinn-Reagenzes konnten sich
auch die harschen Bedingungen der Entschiitzung (DCE, Riickfluss, 48 Stunden) als
Nachteil erweisen. Eine Alternative dazu bietet der in Schema 94 gezeigte Ansatz. Dieser

erlaubt die spéte Einfiihrung eines labileren Esters analog zur Synthese des Fragments 121
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tiber den Fm-Ester 118. Nach nur zwei nachfolgenden Synthesestufen (N-terminale Ent-
schiitzung und Fragmentkupplung) konnte so ein labilerer Ester unter milden Bedingungen

abgespalten werden.

0, _0SG
ZOTBS

( NSG OH NSG Os_0SG
\ 0] Mitsunobu- (4a 0
H Thf Reaktion g 0 OTBS
HNjiJ\ OH -----omomomes > HNJH\'iJ\ o)
’T‘ N
o] |
TBSO TBSO O

Schema 94. Konvergenter Ansatz zur Synthese siidlicher Fragmente; SG = Schutzgruppe.

Ein grofles Optimierungspotential bietet der Schliisselschritt der Totalsynthese von
Vioprolid D (£-4): Die Isomerisierung des Dehydrobutyrins (Schema 95). Die Iso-
merisierung des iodierten Zwischenprodukts 134 durch DABCO oder PPhs gelang im
Rahmen dieser Arbeit zwar nicht. Bei einer erfolgreichen Isomerisierung zum mutmaBlich
stabileren Zwischenprodukt Z-134 konnte sich die Ausbeute des Schliisselschritts aber
nahezu verdoppeln. Diese Isomerisierung konnte auf verschiedenen Wegen erreicht wer-
den, zum Beispiel durch Bestrahlung des Gemischs der Vinyliodide mit Licht. Ansonsten
131¢]

kénnten andere Phosphane, tiefere Temperaturen!!1¢131m) oder gepuffertes DABCO!

zielfuhrend sein.

Eine zusitzliche Verringerung der Ausbeute kam durch Uberoxidation wihrend der
TIodierung und Uberreduktion wihrend der Hydrodeiodierung zustande. Die Uberoxidation
konnte eventuell durch Verwendung eines anderen Aktivierungsreagenzes!'*>> verhindert
werden. Die weniger ausschlaggebende Uberreduktion kdénnte vermutlich durch sanfte

Vergiftung des Pd-Katalysators inhibiert werden, wie Ergebnisse dieser Arbeit nahelegen.

Angesichts der kleinen Anzahl verfiigbarer Synthesemethoden zum Aufbau von (£)-Dhb
wiren systematische Studien zur Anwendbarkeit der in dieser Arbeit erarbeiteten Isomeri-
sierungssequenz wiinschenswert. Diese konnten an einfachen Di- und Tripeptiden durch-
gefiihrt werden. Das bote dariiber hinaus den Vorteil, dass die Optimierung der oben ge-
nannten Aspekte nicht in einer fortgeschrittenen Phase der Totalsynthesen der iibrigen

Vioprolide stattfinden miisste.
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S @
R/ N
|OY\ N NH
H

4

Schema 95. Schliisselschritt der Totalsynthese von Vioprolid D (£-4).

Von besonderem Interesse wire auch die Einfiihrung eines Fluorids statt eines lodids
wegen der oft positiven pharmakologischen Effekte einer Fluorierung.['®®! Die strukturelle
Ahnlichkeit von SelectFluor und dem DABCO/NIS-Komplex 135 lisst die Fluorierung
von Dhb realisierbar erscheinen. Im Fall eines Nachweises der biologischen Aktivitét des
fluorierten Analogons konnte die Fluorierung wegen der Stabilitit der C-F-Bindung auch
frither in der Synthese durchgefiihrt werden. Auf diese Weise wiirde auch die Hydro-
dehalogenierung redundant werden, welche inkompatibel mit eingefiihrten Alkinen ist, die

fiir biologische Studien oft bendtigt werden.

SAR-Studien sind jedoch auch mit dem Iodid 134 oder Bromid 133 moglich. Interessant
wire zum Beispiel die Nutzung des lodids 134 als Ausgangspunkt der Synthese weiterer
Analoga, etwa durch Umsetzung mit Cupraten. Dadurch konnten andere Dehydro-
aminosduren wie Dehydrovalin (190, Abbildung 14) eingebaut werden und Riickschliisse
auf die Wirkungsweise der Vioprolide gezogen werden. Hierbei wire auch die Synthese
von Dihydrovioprolid D (136) wiinschenswert, welche durch Anwendung drastischerer

Reduktionsbedingungen mdglich sein sollte.[*¢!

Die Nutzung der Vioprolide als Leitstruktur ist nur mdglich, wenn die essentiellen
strukturellen Bestandteile identifiziert werden. In diesem Zusammenhang wire ausgehend
vom Thioamid Z-132 die Synthese der Thiazol- (E£-191), Oxazolin- und Oxazol-Analoga
(£-192) von Vioprolid D (£-4) von Bedeutung (Abbildung 14). Ein Vergleich ihrer ICso-
Werte mit dem von Vioprolid D (E-4) wiirde Licht auf die Bedeutung des Schwefelatoms
im nordlichen Teil der Vioprolide werfen. Sofern sich die Relevanz des Thiazolins als

gering erweisen sollte, konnten die synthetisch wesentlich leichter zugénglichen sowie
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robusteren Analoga Z-191 und Z-192 zur weiteren Erforschung der biologischen

Wirkungsweise genutzt werden.

Die Totalsynthese der Vioprolide erlaubt auBerdem die zukiinftige Entwicklung von
Sonden zum affinity-based protein profiling und deren Nutzung zur Untersuchung des
biologischen Wirkmechanismus der Vioprolide.l! Zusammengefasst kann die Total-
synthese von Vioprolid D (£-4) die Basis fiir eine tiefgreifende Erforschung dieser

faszinierenden Naturstofffamilie darstellen.

N NH AQNH
;ﬁﬁi mfﬁg

S G
ﬁﬁz ﬁﬁg

E-191 E-192

Abbildung 14. Vorschlige fiir Vioprolid-D-Analoga fiir SAR-Studien.
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1 Aligemeines, Material und Methoden

1.1 Allgemeines

Die Bezeichnung von geschiitzten Aminosduren und Peptiden folgt dem in Abbildung 15
dargestellten Muster. Bei nicht vorhandenen Substituenten oder Schutzgruppen entféllt der
entsprechende Teil des Nomenklaturschemas. Im Fall der Glycerinsdurederivate werden
anstelle des Amins die Hydroxygruppe in der f-Position als N-Terminus und die Hydroxy-
gruppe in a-Position als Seitenkettenfunktionalitdt definiert. Die Konfiguration nach der
Fischer-Konvention wird gemiB der IUPAC-Empfehlung!'®! nur fiir D-Aminoséuren,
nichtkanonische Aminosduren und Glycerinsdure-Derivate angegeben. Nicht Aminosiure-

basierte Verbindungen werden moglichst nach [UPAC-Nomenklatur benannt.

Substituent am Stickstoff
der Aminogruppe Schutzgruppe des C-Terminus

N-SG!-(N-R)DBC(X-SG?)-(...)-0-SG?

Schutzgruppe des N-Terminus

Dreibuchstabencode der Aminosédure

Schutzgruppe am Heteroatom X
der Seitenkette

Abbildung 15. Nomenklatur von geschiitzten Aminosiuren und Peptiden.’]
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1.2 Losungsmittel und Reagenzien

Die nachfolgenden Losungsmittel wurden flir den Einsatz in feuchtigkeitsempfindlichen
Reaktionen von einer Trocknungsanlage der Fa. M. Braun GmbH, Modell MB-SPS-800,

bezogen:
Dichlormethan: Merck Emsure, p.a., 99.8%, <0.03% H>O, Saule 2xMB-KOL-A;

Diethylether: Merck Emsure, p.a., 99.7%, <0.03% H>O, Séule 1xMB-KOL-A,
1xMB-KOL-M Typ 2;

Tetrahydrofuran: Merck Emsure, p.a., 99.8%, <0.03% H>O, Siule 2xMB-KOL-M Typ 2.

Des  Weiteren  wurden die  nachfolgenden  Losungsmittel  direkt in

feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen eingesetzt:

Acetonitril: Acros Organics, 99.9%, liber Molsieb, extra trocken, <0.005% Wasser;
Chloroform: Acros Organics, 99.9%, extra trocken;

Dichloroethan: Acros Organics, 99.8%, extra trocken;

Dimethylformamid: Acros Organics, 99.8%, iiber Molsieb, extra trocken, <0.005%

Wasser;

Dimethylsulfoxid: Acros Organics, >99.7%, extra trocken, <0.005% Wasser;
Ethanol: Acros Organics, 99.5%, extra trocken, absolut;

Methanol: Acros Organics, 99.8%, iiber Molsieb, extra trocken, <0.005% Wasser;
Pyridin: Acros Organics, 99.5%, iiber Molsieb, extra trocken;

Toluol: Acros Organics, 99.8%, extra trocken, liber Molsieb, <0.005% Wasser.

Losungsmittel, die Einsatz in feuchtigkeitsunempfindlichen Reaktionen, Extraktionen und
diinnschicht- oder sdulenchromatographischen Trennungen fanden, wurden nach
einmaliger Destillation verwendet. Kommerziell erhiltliche Reagenzien wurden — sofern
nicht anders angegeben — ohne zusitzliche Aufreinigung eingesetzt. Bei Salzlosungen
handelt es sich — sofern nicht anders angegeben — um gesittigte, wassrige Losungen.
Prozentangaben verstehen sich als Gewichtsprozent. Der pH-7-Puffer ist wie folgt

zusammengesetzt: 2.7 g KH2PO4, 5.4 g Na,HPO42H>0 und 500 mL Wasser.
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1.3 Methodik

Alle empfindlichen Reaktionen wurden in Normschliffglasapparaturen durchgefiihrt,
welche vorab mit einem HeiBluftfohn auf >600 °C am Feinvakuum erhitzt und
anschlielend mit Argon befiillt wurden. Prozentangaben von Losungen beziehen sich auf
Gewichtsprozent. Im Fall von Laufmitteln zur Chromatographie ist das Verhiltnis der
Volumina angegeben. Ausnahmen bestehen nur bei wéssrigen Ammoniak- oder TFA-
Zusitzen, bei denen sich die Prozentangaben auf das Gesamtvolumen aller anderen
Eluentenbestandteile beziehen. Ausbeuten werden stets auf die limitierende Komponente
bezogen und sind — falls nétig — um den im 'H-NMR-Spektrum sichtbaren Restgehalt an
Losungsmittel korrigiert. Heizbdder wurden mit Paraffin6l befiillt und deren Temperatur
mittels Kontaktthermometer eingestellt. Zur Kiithlung wurden entweder der Cryostat EK90
der Fa. HAAKE oder folgende Kiltebdder in Dewar-Gefalen verwendet: Wasser/Eis
(0 °C), und Aceton/Trockeneis (=78 °C). Die Temperatur der Kiltebdder wurde mittels

Tieftemperaturthermometer kontrolliert.

Chromatographie

Zur saulenchromatographischen Reinigung wurden Glassdulen der Durchmesser (O)
1-9 cm eingesetzt. Hierfiir wurde Kieselgel 60 (KorngréBe: 40-63 um, PorengrofBe: 60 A)
der Fa. Merck als stationdre Phase verwendet. Die Hohe (h) des gepackten Kieselgels ist
angegeben. Die Angabe der Elutionsmittel findet sich in der jeweiligen Arbeitsvorschrift,

wobei meist ein Gradient unpolar zu polar angewandt wurde.

Zur Diinnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 F2s4 beschichtete Glasplatten
der Fa Merck verwendet. Die Detektion erfolgte durch Analyse unter UV-Licht
(A =254 nm), durch Kaliumpermanganat-Fiarbereagenz (3.0 g KMnO4, 20 g K>COs3,
250 mg NaOH, 300 mL Wasser) oder Ninhydrin-Féarbereagenz (300 mg Ninhydrin, 3.0 mL
AcOH, 100 mL n-Butanol), wobei das Chromatogramm mit einem HeiBBluftfohn entwickelt

wurde.

Automatisierte Flash-Chromatographie wurde an einem Flash-Master II der Fa. Biotage

unter Verwendung von Telos Kartuschen (Fiillhdhe: 7.5 cm % 2.2 cm) durchgefiihrt.

Die semi-priparative HPLC-Trennung geschah unter Nutzung einer Thermo Fisher
Ultimate 3000 Anlage mit einem MWD 3000-RS Detektor. Die verwendeten Bedingungen

sind den Eintrdgen zur jeweiligen Verbindung zu entnehmen. Es ist zu beachten, dass die
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Injektionskonzentration einen sehr grolen Einfluss auf die Retentionszeiten hat, das heift
mit steigender Konzentration sinkt die Retentionszeit. Proben wurden stets als Losung in

Isopropanol injiziert.

LC-MS

Zur Analyse mittels LC-MS (ESI und APCI) diente eine Anlage der Fa. Thermo Fisher
Scientific, wobei folgende Komponenten verwendet wurden: System Ultimate3000,
Pumpe LPG-3400SD, Autosampler WPS-3000SL, Sdulenthermostat TCC-3000SD sowie
Detektor DAD-3000 und MSQ Plus. Es wurde stets bei einer Sdulentemperatur von 20 °C

gearbeitet. Zur Steuerung und Auswertung wurde die Software Chromeleon 6.8 verwendet.

HPLC

Zur Analyse mittels HPLC an der Umkehrphase wurde ein Ultimate3000 System der Fa.
Thermo Fisher mit DAD-3000 Detektor verwendet. Die verwendeten Bedingungen sind

den Eintrdgen zur jeweiligen Verbindung zu entnehmen.

NMR-Spektroskopie

'H-NMR-Spektren wurden an AVHD-300 (300.13 MHz), AVHD-400 (400.13 MHz),
AVHD-500 (500.13 MHz) und AV-500cr (500.36 MHz) Geriiten, '’C-Spektren an
AVHD-300 (75.48 MHz), AVHD-400 (100.62 MHz) und AV-500cr (125.83 MHz)
Geriten der Fa. Bruker gemessen. Als Losungsmittel wurden deuteriertes Chloroform,
MeOH, D>O, DMSO oder Benzol (alle Fa. Deutero) verwendet. Dieses dienten aullerdem
als interner Standard zur Referenzierung der Spektren.'’” Es werden folgende
Abkiirzungen verwendet: br. — breit, s — Singulett, d — Dublett, t — Triplett, ¢ — Quartett,
quint — Quintett, sext — Sextett, sept — Septett, m — Multiplett. Multiplizititen, welche durch
zufillig identische Kopplungskonstanten zustande kommen, werden als virz. (virtuell)
gekennzeichnet. Die Zahl der am Kohlenstoffatom gebundenen Protonen wurde durch
DEPT Experimente bestimmt und ist als s (Singulett, C), d (Dublett, CH), t (Triplett, CHz)
und q (Quartett, CH3) angegeben. Die Auswertung erfolgte mit MestReNova 8.1 der Fa.
Mestrelab Research. Chemische Verschiebungen (d) werden als parts per million [ppm]
und Kopplungskonstanten (J) in Hertz (Hz) wiedergegeben. Die Anzahl der 'H-Atome
wurde durch Integration bestimmt. Die Konnektivitit wurde durch 'H/'H-COSY-,
110



Allgemeines, Material und Methoden

'H/3C-HMBC- und 'H/"*C-HSQC-Spektren, die Existenz von Rotameren durch 'H/'H-
NOESY-Spektren ermittelt. Unterscheidbare Signale equilibrierender Rotamere werden
gekennzeichnet (R1, R2, ...) und das Verhéltnis der Rotamere jeweils angegeben.

Uberlagern sich die Signale der Rotamere, entfillt die Kennzeichnung.

Drehwert

Drehwerte wurde entweder an einem 241 MC Polarimeter der Fa. Perkin Elmer bei
589.6 nm (d = 1 dm) oder an einem ADP440+ Polarimeter der Fa. Bellingham+Stanley bei
589 nm (d =0.05 dm) jeweils bei Raumtemperatur gemessen. Die Konzentration ¢ ist

definitionsgemal in g/100 mL angegeben.

Der spezifische Drehwinkel [a]RT berechnet sich aus dem Drehwert o [°], der Massen-
konzentration B [mg-mL™!] und der durchstrahlten Breite d [dm] gemiB der nachfolgend

gezeigten Formel.

FT-IR-Spektroskopie

IR-Spektren wurden an einem Perkin Elmer 1600 (ATR) aufgenommen. Banden wurden
von 650 cm™! bis 4000 cm™!' gemessen und werden gerundet als reziproke Wellenléinge
[cm™!] angegeben. Die Intensitéit und Form der Banden wird durch w (schwach), m (mittel),

s (stark), vs (sehr stark) und br (breit) abgekiirzt.

Massenspektrometrie

Massenspektren (MS) und hochaufgeldste Massen (HRMS) wurden mittels Elektrospray-
Ionisation (ESI) an einem LTQ Orbitrap XL-Gerdt der Fa. Thermo Scientific

aufgenommen.

Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden an einem Varian AA280FS Atomabsorptionsspektrometer

mit einem vario EL Elementaranalysator durchgefiihrt.
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UV/VIS-Spektroskopie

UV/VIS-Spektren wurden an einem Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS-Spektrometer unter
Verwendung von Hellma Prézisionskiivetten aus Quarz-Suprasil mit einem Strahlengang

von 1 mm gemessen.

Reaktionen unter Wasserstoffatmosphéire bei Normaldruck

Die Argonatmosphére wurde stets gegen eine Wasserstoffatmosphire ausgetauscht, indem
der Kolben unter starkem Riihren unter Vakuum gesetzt wurde (bis zur Blasenbildung des
Losungsmittels) und mit Hilfe eines mit Wasserstoff gefiillten Ballons wieder befiillt wird
(3 x). Die Reaktionssuspension wurde verbunden mit dem Wasserstoffballon fiir die

jeweils angegebene Zeit geriihrt.

Sonstiges

pH-Werte wurden mittels Universal-Indikatorpapier der Fa. Merck bestimmt.
Schmelzpunkte wurden an einer Apparatur nach Kofler (Fa. Reichert Thermopan) und an
einem Melting Point M-565 der Fa. Biichi gemessen. Reinstwasser wurde von einem Merck

Millipore Direct-Q 3UV System mit einem C18-Polisher LC-MS Filter erhalten.
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2 Synthese von geschutzten Aminosauren

2.1 Diverse geschitzte Aminosauren

D-Leu-0O-Me Hydrochlorid (69)

C,H15CINO,

HO MeO =
NH, NH,-HClI M = 181.66 g/mol

O] O 69

Nach einer Literaturvorschrift®™ wird Thionylchlorid (13.1 mL, 21.4 g, 180 mmol,
1.50 Aq.) bei 0°C zu D-Leucin (15.7 g, 120 mmol, 1.00 Aq) in trockenem MeOH
(140 'mL) getropft. Das Gemisch wird im Eisbad iiber 17.5 Stunden auf Raumtemperatur
aufgewarmt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Saure!),

wobei der Ester 69 (21.8 g, 120 mmol, quant.) als farbloser Feststoff erhalten wird.

TH-NMR (500 MHz, CDs0D, 298 K): § [ppm] = 4.04 (dd, 3J = 7.6, 6.3 Hz, 1H, CHNH,),
3.84 (s, 3H, OCH3), 1.85 - 1.63 [m, 3H, CH>,CH(CHs):], 1.01 (d, >J= 6.0 Hz, 3H, CHCH3),
0.99 (d, 3H, 3J = 5.9 Hz, CHCH,).

3C-NMR (101 MHz, CDsOD, 300 K): 8 [ppm] = 171.4 (s, CO), 53.6 (d, CHNH,), 52.5
(q, OCHs), 40.7 (t, CHy), 25.6 [d, CH(CHa)], 22.5 (q, CHCH3), 22.3 (g, CHCH).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[**]
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Cys(S-Trt)-O-Me Trifluoracetat (88)

TrtS
HS\ ~

: __ . MeO 2 CosH24F3NO4S
MEON T NH He N ONHTFA M =491.53 g/mol
o O 88

Nach einer Literatur-bekannten Vorschrift!!”!! wird eine gelbe Suspension aus Cys-O-Me
Hydrochlorid (213 mg, 1.24 mmol, 1.00 Aq.) und Tritylchlorid (346 mg, 1.24 mmol,
1.00 Aq.) in TFA (2.55 mL) fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die nun braune
Losung wird am Rotationsverdampfer von freier TFA befreit (Vorsicht: Sdure!) und rest-
liche TFA durch Azeotropdestillation (CH2Clz, 5 x 6 mL) entfernt. Die Losung des
Riickstands in CH2Cl> (30 mL) wird mit Wasser (2 X 10 mL) gewaschen, {iber Na>SO4
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt,
wodurch das geschiitzte Cystein-Derivat 88 (610 mg, 1.24 mmol, quant.) als gelbes Ol er-

halten wird.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): 8 [ppm] = 7.47 — 7.40 (m, 6H, C*H), 7.33 — 7.19 (m,
9H, C*H), 3.65 (s, 3H, CHs), 3.22 (s, 2H, NHy), 3.17 (dd, 3/ = 7.8, 4.8 Hz, 1H, CH), 2.65
(dd, 27 = 12.8 Hz, 3J = 4.8 Hz, 1H, CHH), 2.56 (dd, 3/ = 12.8 Hz, 3J = 7.8 Hz, 1H, CHH).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.7!!
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Cys(S-Trt)-0-All (89)

HS\ TrtS\
- Cy5H,5N0O,S

Homﬂ_NHz g A”O\[ﬁNH2 M = 403.54 g/mol
O O g9

Azeotropveresterung:[!7*]

Frisches Cystein (268 mg, 2.21 mmol, 1.00 Aq.), p-TsOH-H.O (505 mg, 2.65 mmol,
1.20 Aq.), Allylalkohol (1.51 mL, 1.29 g, 22.1 mmol, 10.0 Aq.) und PhMe (15 mL)
werden fiir 22 Stunden am Wasserabscheider unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wird das Losungsmittel der farblosen Suspension am Rotationsver-
dampfer entfernt und der rohe Allylester in der nachfolgenden Reaktion ohne weitere Auf-

reinigung eingesetzt.

Trityl-Schiitzung:

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!’!! werden der rohe Allylester und
Tritylchlorid (616 mg, 2.65 mmol, 1.00 Aq.) in TFA (4.6 mL) fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Die nun braune Losung wird am Rotationsverdampfer von freier
TFA befreit (Vorsicht: Saure!). Die Losung des Riickstands in CH>Cl, (100 mL) wird mit
NaHCOs-Losung (2 x 50 mL) gewaschen, wobei die vereinigten Waschlosungen mit
CH:Cl> (50 mL) gegenextrahiert werden. Die vereinigten organisch Phasen werden iiber
NazS04 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt,
wobei ein gelbes Harz verbleibt, welches durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
@ =3 cm, h =25 cm, Cyclohexan/EtOAc = 3/1 — 5/2) aufgereinigt wird. Dadurch wird
das geschiitzte Cystein 89 (296 mg, 734 pmol, 33% ii. 2 St.) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rr=0.08 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnOs4, Ninhydrin: gelb].

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 7.48 — 7.42 (m, 6H, C*H), 7.34 —7.19 (m,
9H, C*H), 5.88 (ddt, °J = 17.2, 10.4, 5.7 Hz, 1H, OCH.CH), 5.32 — 5.21 (m, 2H,
OCH,CHCH,), 4.57 (dt, >J = 5.7 Hz, *J = 1.4 Hz, 2H, OCHa), 3.24 (dd, °J = 7.8, 4.8 Hz,
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1H, Cys CH), 2.60 (dd, 2J = 12.4 Hz, >J = 4.8 Hz, 1H, Cys CHH), 2.51 (dd, 2/ = 12.4 Hz,
3J=17.8 Hz, 1H, Cys CHH).

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 173.6 (s, CO), 144.7 (s, C*CS), 131.9 (d,
OCH,CH), 129.7 (d, C*H), 128.1 (d, C*'H), 126.9 (d, C*H), 118.6 (t, OCH,CHCH>), 67.0
(s, CPhs), 65.8 (t, OCHy), 54.0 (d, Cys CH), 37.1 (t, Cys CHy).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[!7]

N-Cbz-Ser(O-TBS) (52)

HO TBSO
~ ~
: : C17Ho7NOSS
HO - >
mANHCbz HOjﬁNHCbz M = 353.49 g/mol
0 O 5

Silyl-Schiitzung:®]

N-Cbz-Ser (25.2 g, 104 mmol, 1.00 Aq.) in CH>Cl, (500 mL) wird bei 0 °C zunichst mit
Imidazol (15.4 g, 226 mmol, 2.15 Aq.), dann mit TBSCI (34.0 g, 226 mmol, 2.15 Aq.)
versetzt und das resultierende Gemisch unter Riihren {iber 20 Stunden auf Raumtemperatur
aufgewidrmt. Nachdem die Reaktion durch Zugabe von Wasser (250 mL) abgebrochen
worden ist, werden die Phasen getrennt und die wissrige Phase wird mit CH>Cl, (220 mL)
extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen wird am
Rotationsverdampfer entfernt, wodurch der rohe Silylester erhalten wird, welcher ohne

weitere Aufreinigung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt wird.

Verseifung des Silylesters:!*%)

Der rohe Silylester wird in THF (500 mL) aufgenommen und eine Losung von KoCOs
(33.6 g, 243 mmol, 2.32 Aq.) in Wasser (339 mL) zugegeben. Das Gemisch wird fiir zwei
Stunden geriihrt, bevor das THF am Rotationsverdampfer entfernt wird. Die wéssrige
Phase wird mit 10%iger Zitronensdurelosung auf pH = 3 angeséduert, wobei sich eine

organische Phase bildet, welche abgetrennt wird. Die wéssrige Phase wird auflerdem mit
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CH:ClL (2 x 300 mL) extrahiert. Das Losungsmittel der vereinigten drei organischen
Phasen wird am Rotationsverdampfer entfernt, und der Riickstand aus n-Heptan bei —20 °C
kristallisiert. Der erhaltene Feststoff wird durch Filtration isoliert und mit kaltem n-Hexan
gewaschen und getrocknet. Die Kristallisationslauge wird konzentriert und nochmals durch
Zugabe von n-Heptan eine Kristallisation erreicht. Der erhaltene Feststoff wird analog zur
ersten Kristallisation aufgereinigt. Durch Kombination der Kristallisationsfraktionen wird

der Silylether 52 (30.4 g, 86.0 mmol, 83%) als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

DC: Rr=0.50 (EtOAc/AcOH = 100/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm]=7.43 — 7.30 (m, 5H, C*H), 5.58 (d,
3J = 8.2 Hz, 1H, NH), 5.15 (d, 2J = 12.2 Hz, 1H, C*CHH), 5.13 (d, 2/ = 12.2 Hz, 1H,
C*CHH), 4.45 (virt. dt,*J=7.7 Hz, >*J = 3J=3.2 Hz, 1H, Ser CH), 4.14 (dd, 2/ =10.1 Hz,
3J=3.0 Hz, 1H, Ser CHH), 3.84 (dd, 27=10.1 Hz, >J=4.2 Hz, 1H, Ser CHH), 0.87 [s, 9H,
SiC(CHs)3], 0.05 (s, 6H, SiCH3).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.5 (s, Ser CO), 156.2 (s, NHCO,),
136.3 (s, C), 128.7 (d, C*H), 128.4 (d, C*H), 128.3 (d, C*H), 67.4 (t, (d, C*CHa), 63.4
(t, Ser CHa), 55.6 (d, Ser CH), 25.9 [q, SiC(CH3)s], 18.3 [s, SiC(CH3)s], —5.4 (q, SiCH3),
~5.5 (q, SiCH3).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein."!

Thr-O-Me Hydrochlorid

@) 0O

H H
H2N OH - HClHZN OMe C5H12CNO3
M = 169.61 g/mol
HO HO

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!’#! wird SOCl» (7.44 mL, 12.2 g, 102 mmol,
1.00 Aq.) bei 0°C zu Thr (12.2 g, 102 mmol, 1.00 Aq.) in MeOH (102 mL) getropft.
Nachdem auf Raumtemperatur aufgewdrmt worden ist, wird die nun klare Losung unter

Riickfluss fiir eine Stunde erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das
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Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!). Der Riickstand wird in
MeOH (102 mL) aufgenommen, auf 0 °C gekiihlt und nochmal mit SOCI> (7.44 mL,
12.2 g, 102mmol, 1.00 Aq.) tropfenweise versetzt. Nachdem auf Raumtemperatur
aufgewarmt wurde, wird die klare Losung unter Riickfluss fiir eine Stunde erhitzt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt
(Vorsicht: Sdure!) und der Riickstand fiir 17 Stunden am Feinvakuum getrocknet, wobei
Threoninmethylester-Hydrochlorid (17.3 g, 102 mmol, quant.) als farbloser Feststoff

erhalten wird.

TH-NMR (300 MHz, CD;0D, 300 K): & [ppm] = 4.28 (qd, *J = 6.5, 4.1 Hz, 1H, CHCHj3),
3.93 (d, 3J = 4.1 Hz, 1H, CHNH;Cl), 3.85 (s, 3H, CO.CH3), 1.33 (d, *J = 6.5 Hz, 3H,
CHCHs).

3C-NMR (75 MHz, CDs0D, 300 K): & [ppm] = 169.6 (s, CO), 66.3 (d, CHCHs), 59.8 (d,
CHNH;CI), 53.7 (g, CO>CHs3), 20.5 (q, CHCH3).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[!’%
N-Boc-Thr(O-TBS) (67)
O 0

H H i
BocHN BocHN C15H31NO5Si
OH —— OH _
M = 333.50 g/mol
HO TBSO

67

Silylschiitzung:

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!” wird Boc-Thr (25.4 g, 116 mmol,
1.00 Aq.) in DMF (200 mL) bei 0 °C nacheinander mit Imidazol (23.7 g, 348 mmol,
3.00 Aq.)und TBSCI (52.5 g, 348 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Die Lésung wird unter Riihren
tiber 18 Stunden auf Raumtemperatur aufgewdrmt und durch Zugabe von Eiswasser
(600 mL) abgebrochen. Die wiéssrige Phase wird mit Et2O (5 x 70 mL) extrahiert und die

vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SOs getrocknet und filtriert. Nach
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Entfernung des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt durch
Azeotropdestillation (PhMe, 500 mL) von Resten an DMF befreit und ohne weitere

Aufreinigung in der nidchsten Reaktion eingesetzt.

Verseifung des Silylesters:

Das Rohprodukt wird in THF (200 mL) bei 0 °C mit 0.5 M KOH-Lésung (232 mL,
116 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Nachdem fiir vier Stunden bei 0 °C geriihrt wurde, wird
Wasser (300 mL) zugegeben und mit Et2O (100 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wird
mit 10%iger Zitronensdurelosung auf pH = 3 angeséduert und mit EtOAc (3 x 300 mL)
extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert, bevor das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt wird. Dabei wird der Silylether 67 (37.3 g,
112 mmol, 96%) als farbloser Feststoff erhalten.

DC: Rr= 0.64 (EtOAc) [KMnOq].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 5.25 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, NH), 4.47 — 4.36
(m, 1H, CHOTBS), 4.26 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, CHNH), 1.46 [s, 9H, OC(CHs)s], 1.20 (d,
3] = 6.3 Hz, 3H, CHCH:), 0.88 [s, 9H, SiC(CHs)s], 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H,
SiCHs).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.6 (s, CO2H), 156.1 (s, NHCO), 80.3
[s, OC(CHs)s], 68.7 (d, CHOTBS), 59.0 (d, CHNH), 28.5 [q, OC(CHs)s], 25.8 [q,
SiC(CHs)s], 19.8 (q, CHCHs), 18.0 [s, SiC(CHs)s], —4.4 (q, SiCH3), —5.0 (q, SiCHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[”®]
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N-Fmoc-(N-Me)Val (126)

C21H23NO4
OH - > OH
FmocHl\I{ Fmocl\le M = 353.42 g/mol

O O 126

Oxazolidinonbildung:

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!'>”! wird eine Mischung von Fmoc-Val
(34.5g, 101 mmol, 1.00Aq.), p-TsOH-H.O (2.11g, 11.1mmol, 0.11 Aq.) und
Paraformaldehyd (20.3 g, 677 mmol, 6.67 Aq.) in Toluol (800 mL) fiir eine Stunde am
Wasserabscheider zum Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die
organische Phase mit NaHCOs3-Losung (2 x 200 mL) gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet
und filtriert. Nach Entfernung des Losungmittels am Rotationsverdampfer wird das rohe
Oxazolidinon erhalten, welches ohne weitere Aufreinigung in der nichsten Reaktion

eingesetzt wird.

Reduktive Spaltung:

Das Oxazolidinon wird in CHCl3 (500 mL) gel6st und nacheinander mit TFA (200 mL,
296 g, 2.60 mol, 26.0 Aq.) und Et3SiH (48.3 mL, 35.2 g, 303 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Die
Losung wird fiir acht Tage gertihrt und anschlieBend durch Entfernung des Losungsmittels
am Rotationsverdampfer beendet (Vorsicht: Saure!). Riickstinde der Reaktanden werden
durch Azeotropdestillation mit CH>Cl, (3 x 150 mL) entfernt. Nach Trocknung des
Riickstand im Feinvakuum wird N-Fmoc-(N-Me)Val (126, 35.7 g, 101 mmol, quant.) als

farbloser, schwerloslicher Feststoff erhalten.

DC: Ry=0.38 (n-Pentan/EtOAc = 15/1) [UV, KMnO4].

Rotamerenverhéltnis: R1/R2 =~ 69/31.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.77 (d, *J = 7.5 Hz, 2H, C*H), 7.64 —
7.56 (m, 2H, C*H), 7.43 — 7.36 (m, 2H, C*H), 7.32 (virt. t, °J = °J = 7.3 Hz, 2H, C*H),
4.59 — 4.42 (m, 2H, C"CHCH>), 4.27 (t, *J = 6.5 Hz, 3H, C*CH), 4.20 (d, °J = 10.6 Hz,
1H, NMeCH R1), 4.11 (d, >*J=10.5 Hz, 1H, NMeCH R2), 2.90 (s, 3H, NCH3 R1), 2.89 (s,
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3H, NCH; R2), 2.35 — 2.23 [m, 1H, CH(CHs)s R1], 2.12 — 2.03 [m, 1H, CH(CHs); R2],
1.04 (d, 3J=6.6 Hz, 3H, CHCH; R1), 0.97 — 0.93 (m, 3H, CHCH3 R2), 0.90 (d, 37 = 6.7 Hz,
3H, CHCH; R1), 0.76 (d, 3/ = 6.7 Hz, 3H, CHCH; R2).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.2 (s, CO,;H R2), 173.5 (s, CO.H R1),
157.7 (s, NCO2 R1), 156.3 (s, NCO, R2), 143.9 (s, C™), 143.8 (s, C™), 141.5 (s, C™), 127.9
(d, C"HR1), 127.8 (d, C*H R2), 127.3 (d, C*H), 125.1 (d, C*H), 120.2 (d, C"H R1), 120.1
(d, C"H R2), 68.1 (t, C*CHCH, R1), 67.8 (t, C"*CHCH, R2), 66.4 (d, NMeCH R1), 64.0
(d, NMeCH R2), 47.4 (d, C*CH), 32.5 (q, NCH; R1), 30.5 (q, NCH; R2), 27.5 [d,
CH(CHs)2], 19.8 (q, CHCH3), 19.2 (q, CHCHs R1), 19.0 (q, CHCH; R2).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[?"]

N-Boc-(N-Me)Val-O-Me

C1oHp3NO
OH ——  » oM 12H23NUq
BocHN\/g( BocrII( ® M =245.32 g/mol

@) O

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift®®7*! wird eine Lésung von Boc-Val (3.90 g,
18.0 mmol, 1.00 Aq.) in DMF (40 mL) nacheinander mit Ag,O (12.5 g, 53.9 mmol,
3.00 Aq.) und Mel (6.72 mL, 15.3 g, 108 mmol, 6.00 Aq.) versetzt. Die resultierende
Suspension wird fiir 20 Stunden bei 45 °C unter Riihren erhitzt, {iber Celite filtriert und der
Filterkuchen mit MeCN (3 x 30 mL) gewaschen. Zum Filtrat wird EtOH (10 mL) und
NaS:03-H20 (40.2 g, 162 mmol, 9.00 Aq.) in Wasser (65 mL) gegeben und das Gemisch
fir 21 Stunden bei 50 °C geriihrt. Nach Filtration iiber Celite und Waschen des
Filterkuchens mit MeCN (3 x 30 mL) wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Zum Riickstand wird Wasser (300 mL) gegeben und die wissrige Phase mit Et;O
(10 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung
(250 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Sédulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 5cm, h = 11 cm, n-Pentan/EtOAc = 30/1 — 15/1) aufgereinigt, wobei
N-Boc-(N-Me)Val-O-Me (3.37 g, 13.7 mmol, 76%) als gelbliche Fliissigkeit erhalten wird.
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DC: Rr=0.25 (n-Pentan/EtOAc = 9/1) [KMnO4].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 54/46.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 4.46 (d, 3J = 10.6 Hz, 1H, NMeCH R1),
4.09 (d, °J = 10.4 Hz, 1H, NMeCH R2), 3.70 (s, 3H, CO2CH3), 2.84 (s, 3H, NCH; R2),
2.81 (s, 3H, NCH; R1), 2.25 — 2.10 [m, 1H, CH(CH3)], 1.46 [s, 9H, C(CH3)s], 0.96 (d,
3J=6.6 Hz, 3H, CHCHs), 0.89 (d, *J = 6.1 Hz, 3H, CHCH}).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 172.3 (s, CO:Me R1), 171.8 (s, CO:Me
R2), 156.4 (s, NCO, R1), 155.8 (s, NCO, R2), 80.4 [s, C(CHs)s R2], 80.2 [s, C(CHz)3 R1],
65.1 (d, NMeCH R2), 63.1 (d, NMeCH R1), 51.8 (q, CO.CHs), 30.8 (g, NCH3 R2), 30.4
(q, NCH; R1), 28.5 [q, C(CHs)s ], 28.0 [d, CH(CHs), R2], 27.8 [d, CH(CHz), R1], 20.2 (q,
CHCH; R2), 19.8 (q, CHCHs R1), 19.2 (q, CHCH; R2), 18.9 (q, CHCH3 R1).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[””]

N-Boc-(N-Me)Val (115)

C11H21NO4
OH - > OH
BocHl\I( BOCITI( M = 231.29 g/mol

o O 115

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift®®!7! wird Boc-Val (3.98 g, 18.3 mmol,
1.00 Aq.) in THF (80 mL) mit Mel (11.4 mL, 26.0 g, 183 mmol, 10.0 Aq.) versetzt und auf
0 °C gekiihlt. NaH (60% in Mineraldl, 7.32 g, 183 mmol, 10.0 Aq.) wird vorsichtig
portionsweise zugegeben und das Gemisch anschlieBend unter Riihren {iber 17 Stunden auf
Raumtemperatur aufgetaut. Wasser (80 mL) wird vorsichtig zur grauen Suspension
gegeben und diese anschlieBend mit Et;O (3 x 100 mL) gewaschen. Die wéssrige Phase
wird mit 10%iger Zitronensdurelosung auf pH = 3-4 eingestellt und mit EtOAc (3 x
100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na;SO4 getrocknet
und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist,

wird das Valin-Derivat 115 (3.52 g, 15.2 mmol, 83%) als gelbes Ol erhalten.
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DC: Rs=0.57 (CH2Cl2/MeOH/AcOH = 9/1/1%) [KMnO4].

TH-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 4.09 (d, 3J = 10.3 Hz, 1H, NMeCH), 2.87
(s, 3H, NCHs), 2.40 — 2.14 [m, 1H, CH(CHs)], 1.47 [s, 9H, OC(CHs)s], 1.03 (d,
3] = 6.6 Hz, 3H, CHs), 0.92 (d, 3/ = 6.7 Hz, 3H, CHs).

I3C-NMR (126 MHz, CDCl, 300 K): § [ppm] = 176.4 (s, CO;H R2), 174.9 (s, CO.H R1),
157.3 (s, NCO; R1), 155.8 (s, NCO, R2), 81.3 [s, OC(CHs)s R1], 80.8 [s, OC(CHz)s R2],
66.6 (d, NMeCH R1), 65.2 (d, NMeCH R2), 33.3 (g, NCH; R1), 31.2 (g, NCH3 R2), 28.5
[q, OC(CHs)s3], 27.9 [d, CH(CH3), R2], 27.6 [d, CH(CHs), R1], 20.3 (q, CH3 R2), 19.9 (q,
CH; R1), 19.2 (q, CH3 R2), 19.2 (q, CH3 R1).

Die Zuordnung zu den Rotameren ist austauschbar.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[!”¢]

N-Boc-(N-Me)Val-O-Fm (116)

Cos5H31NO4
M = 409.53 g/mol

In Analogie zu einer Literaturvorschrift!®! wird eine Losung des Valin-Derivats 115
(3.61 g, 15.6 mmol, 1.00 Aq.) sowie von FmOH (3.22 g, 16.4 mmol, 1.05 Aq.) in CH,Cl,
(7.8 mL) bei —30 °C mit einer Losung von DCC (3.73 g, 18.1 mmol, 1.16 Aq.) in CH2Cl,
(7.8 mL) tropfenweise versetzt. Anschliefend wird eine Losung von DMAP (191 mg,
1.56 mmol, 0.10 Aq.) in CH>Cl> (3.1 mL) zugetropft. Die gelbe Suspension wird unter
Riihren {iber 21 Stunden auf Raumtemperatur aufgetaut, bevor sie iiber Celite filtriert und
der Filterkuchen mit CH2Cl> (120 mL) gewaschen wird. Das Filtrat wird mit 10%iger
Zitronensdure-Losung, NaHCO3-Losung und Wasser gewaschen (je 50 mL), liber Na;SO4
getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer

wird der Riickstand durch Séulenchromatographie (Kieselgel, @ =9 cm, h = 16 cm, DL
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aus CH>Cl, n-Pentan/EtOAc = 20/1 — 9/1) aufgereinigt, wobei der Ester 116 (5.65 g,

13.8 mmol, 88%) als farbloses Harz erhalten wird.

DC: Ri=0.15 (n-Pentan /Et;0 = 9/1) [UV, KMnO4].

IR (ATR): # [em™'] = 3067 (w, C*2~H), 2966 (m, C*»~H), 2932 (w, C**>~H), 1738 (s,
C=0), 1693 (vs, C=0), 1450 (s), 1367 (s), 1200 (s), 1143 (vs), 1010 (s), 802 (5), 758 (s),
740 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 53/47.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.76 (d, °J = 7.4 Hz, 2H, C*H, C°H), 7.62
(d,*J=7.6 Hz, 1H, C'®H), 7.59 (d, 3J = 7.7 Hz, 1H, C"®H), 7.40 (virt. t,*J=3J=17.5 Hz,
2H, C*H, C°H), 7.35 — 7.28 (m, 2H, C?H, C'H), 4.61 (d, °J = 10.6 Hz, 1H, NMeCH R1),
4.50 — 4.41 (m, 2H, C°’HCHH, C°’HCHH R2), 4.38 (dd, 2J = 10.8 Hz, °J = 6.9 Hz, 1H,
C°HCHH R1), 4.25—4.17 (m, 2H, NMeCH R2, C°H), 2.76 (s, 3H, NCH3 R2), 2.74 (s, 3H,
NCH; R1), 2.15 [virt. dsept, >J = 10.8 Hz, 3J = 3J = 6.7 Hz, 1H, CH(CH3),], 1.50 [s, 9H,
OC(CHs); R1], 1.46 [s, 9H, OC(CH3); R2], 0.97 (d, °J = 6.5 Hz, 3H, Val CH3 R1), 0.93 —
0.86 (m, 6H, Val CH; R2, Val CH3).

3C-NMR (101 MHz, CDCl;, 298 K): & [ppm] = 171.5 (s, Val CO R1), 171.0 (s, Val CO
R2), 156.3 (s, NCOz R1), 155.6 (s, NCO2 R2), 143.9 (s, C% R2, C**R2), 143.7 (s, C®* R1,
C%R1), 141.5 (s, C** R2), 141.4 (s, C*¥*° R1, C*¥4) 128.0 (d, C¥°H), 127.9 (d, C¥°H),
127.9 (d, C¥°H), 127.3 (d, C*’HR2), 127.3 (d, C*’HR1, C*"H), 125.3 (d, C"®HR1), 125.3
(d, C"®H R1), 125.1 (d, C'®H R2), 125.0 (d, C®H R2), 120.2 (d, C**H), 120.1 (d, C**H),
120.1 (d, C**H), 80.4 [s, OC(CH3)3; R2], 80.2 [s, OC(CH3); R1], 66.7 (t, C’HCH2 R1), 66.5
(t, C’HCHz2 R2), 65.1 (d, NMeCH R2), 63.3 (d, NMeCH R1), 46.9 (d, C°H R2), 46.9 (d,
C°H R1), 30.4 (q, NCH3), 28.5 [q, OC(CH3)s], 27.7 [d, CH(CH3), R2], 27.6 [d, CH(CH3)2
R1],20.1 (g, CH3 R2), 19.9 (q, CH3 R1), 19.0 (g, CH3 R2), 18.8 (q, CH3 R1).

MS (ESI): m/z (%) = 448 (3) [M+K]", 432 (49) [M+Na]’, 410 (44) [M+H]", 310 (100)
[M—CsHsO,+H]", 354 (46) [M—C4Hg+H]", 179 (57) [C1aH11]".

HR-MS: (ESI): berechnet: [C2sH31NO4+H]"™: 410.2326; gefunden: 410.2324.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —54.0 (c = 1.00, CHCl5).

124



Synthese von geschiitzten Aminosduren

2.2 L.-Maz

L-Pyroglutaminsiuremethylester

MOH MOM‘& CeHoNO;
SN Y M =143.14 g/mol
H 0O H 0O

143

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!'*¢! wird zu L-Pyroglutaminsiure (143, 115 g,
891 mmol, 1.00 Aq.) in MeOH (450 mL) bei 0 °C Thionylchlorid (6.47 mL, 10.6 g,
89.1 mmol, 0.10 Aq.) getropft. Die Suspension wird unter Riihren iiber 20 Stunden auf
Raumtemperatur aufgewérmt, bevor solange festes NaHCO3 zugegeben wird, bis keine
Gasentwicklung mehr beobachtet wird. Die Suspension wird iiber Celite filtriert und der
Filterkuchen mit heiBem MeOH (3 x 80 mL) gewaschen. Das Losungsmittel des Filtrats
wird am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird durch eine kurze
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7cm, h= 21 cm, DL aus CH>Cl,, n-Pentan/
EtOAc = 1/1) aufgereinigt, wobei L-Pyroglutaminsduremethylester (113 g, 789 mmol,
89%) als gelblicher Feststoff erhalten wird.

DC: Rr = 0.43 (CH2Clo/MeOH = 9/1) [KMnOs4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.04 (s, 1H, NH), 4.23 (dd, 3J = 8.7,
5.0 Hz, 1H, CH), 3.73 (s, 3H, CH3), 2.48 — 2.25 (m, 3H, COCHHCH>), 2.22 — 2.14 (m, 1H,
COCHH).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 178.3 (s, NHCO), 172.7 (s, CO:Me), 55.5
(d, CH), 52.5 (q, CH3), 29.3 (t, CHCH,), 24.8 (t, COCH).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[14¢]
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L-Pyroglutaminol (145)

OMe L \_oH CsHgNO

N N M = 101.08 g/mol
H o} H
145

ftl3%177] wird eine Lésung von L-Pyroglutamin-

Nach einer Literatur-bekannten Vorschri
siuremethylester (24.2 g, 169 mmol, 1.00 Aq.) in MeOH (147 mL) bei 0 °C portionsweise
mit NaBH4 (15.4 g, 406 mmol, 2.40 Aq.) versetzt. Das Gemisch wird unter Riihren iiber
20 Stunden auf Raumtemperatur aufgewarmt, bevor durch Zugabe von Eisessig (ca. 5 mL)
die Reaktion beendet wird. Das Reaktionsgemisch wird am Rotationsverdampfer so
eingeengt, dass eine gieBfahige, aber dickfliissige Suspension verbleibt, welche mit Hilfe
von CH2Clz auf eine gepackte Sdule geladen wird, wobei nach Séulenchromatographie

(Kieselgel, @ = 7 cm, h = 13 cm, MeOH/CH>Cl> = 0/1 — 9/1) der Alkohol 145 (18.6 g,
161 mmol, 95%) als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten wird.

DC: Ri=0.27 (EtOAc/MeOH = 4/1) [KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 7.02 (s, 1H, NH), 3.85 — 3.78 (m, 1H,
NCH), 3.69 (dd, 2J=11.3Hz 3J=3.2Hz, 1H, OCHH), 3.47 (dd, *J=11.3 Hz,
3J=17.2 Hz, 1H, OCHH), 2.42 —2.30 (m, 2H, COCH>), 2.22 — 2.13 (m, 1H, COCH,CHH),
1.85-1.74 (m, 1H, COCH>CHH).

13C-NMR (126 MHz, CDCl, 300 K): & [ppm] = 179.3 (s, CO), 66.1 (t, OCHa), 56.4 (d,
CHNH), 30.3 (t, COCH.), 22.8 (t, COCH,CH>).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.!!47]
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(S)-5-(Brommethyl)pyrrolidin-2-on

e,
0]

N
H H

145

Br CsHgBrNO
OéQ\/ 5’8

M = 178.03 g/mol

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift?147

I wird eine Losung aus CBrs (3.98 g,
12.0 mmol, 1.05 Aq.) in MeCN (10.5 mL) iiber zehn Minuten bei 0 °C zu einer Lésung aus
dem Alkohol 145 (1.66 g, 11.4 mmol, 1.00 Aq.) und PPh; (3.14 g, 12.0 mmol, 1.05 Aq.)
in MeCN (22 mL) getropft. Die resultierende Reaktionslosung wird fiir zwolf Tage bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor eine Mischung aus n-Pentan und Wasser (1/1, 80 mL)
zugegeben wird. Die dadurch erhaltene Suspension wird filtriert und die Phasen des Filtrats
getrennt. Die wissrige Phase wird mit CH2Cl, (6 x 70 mL) extrahiert. Die vereinigten
CH:Cl2-Extrakte werden liber Na>SO4 getrocknet und filtriert, bevor das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt wird. Der Riickstand wird durch Sdulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 7 cm, h = 22 cm, CH2Cly/Aceton = 20/1 — 1/1) aufgereinigt, wodurch
(S)-5-(Brommethyl)pyrrolidin-2-on (1.61 g, 9.03 mmol, 79%) als gelbes Ol erhalten wird,
welches in der Kélte gelblich kristallisiert.

DC: Rr= 0.38 (CH,Cl/MeOH = 20/1) [KMnO.].

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 6.58 (s, 1H, NH), 4.03 —3.89 (m, 1H, CH),
3.42 (dd, 2/ =10.3 Hz, *J = 5.0 Hz, 1H, CHHBr), 3.35 (dd, 2/=10.3 Hz, >J = 7.0 Hz, 1H,
CHHBEr), 2.50 —2.29 (m, 3H, COCH>CHH), 1.94 — 1.82 (m, 1H, COCH.CHH).

BC.NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 177.9 (s, CO), 55.2 (d, CH), 36.8 (t,
CH,Br), 30.1 (t, COCH,), 25.9 (t, COCH,CHb,).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.!4”!
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(8)-5-Methylpyrrolidin-2-on (144)

/A/j\ CsHNO
SN

M = 99.13 g/mol

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!*’! wird ein Gemisch aus (S)-5-(Brom-
methyl)pyrrolidin-2-on  (9.55 g, 53.6 mmol, 1.00 Aq.), HSnBu; (17.3mL, 18.7 g,
64.4 mmol, 1.20 Aq.) und DBPO (259 mg, 1.07 mmol, 0.02 Aq.) in PhMe (95 mL) fiir 19
Stunden am Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die gelbliche
Losung durch ein Gemisch aus Kieselgel und K>2COs3 (10 Gew.-% K>COs3)!17! filtriert,
wobei der Filterkuchen mit einem Gemisch aus CH>Cl, und MeOH (20/1, 300 mL)
gewaschen wird. Das Losungsmittel des Filtrats wird am Rotationsverdampfer entfernt und
der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 8cm, h = 26 cm,
MeOH/CH2Clx = 0/1 — 1/30) aufgereinigt. Das dabei erhaltene Produkt enthdlt noch
geringe Mengen an Tributylzinnverbindungen, weshalb es durch Kugelrohrdestillation auf-
gereinigt wird, wobei das Pyrrolidin 144 (5.11 g, 51.5 mmol, 96%) als farblose Fliissigkeit

erhalten wird.

DC: R¢=0.13 (CH2Clo/MeOH = 20/1) [KMnOs].
Sdp.: 100 °C bei 3.1:10"! mbar.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm]=6.47 (s, 1H, NH), 3.79 (virt. sext,
3J = 3J = 6.5 Hz, 1H, CH), 2.42 — 2.24 (m, 3H, COCH>CHH), 1.72 — 1.63 (m, 1H,
COCH2CHH), 1.24 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, CH5).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 178.5 (s, CO), 50.2 (d, CH), 30.7 (t,
COCHb,), 29.3 (t, COCH,CHa), 22.3 (q, CHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein. 47!
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(R)-5-Methyl-1-tosylpyrrolidin-2-on (146)

C42H15NO3S

N M = 253.32 g/mol

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!'*¥ wird eine Losung des Lactams 144
(49.0 mg, 494 umol, 1.00 Aq.) in THF (0.50 mL) iiber 15 Minuten zu einer Lsung von
n-Butyllithium (2.17 M in n-Hexan, 239 uL, 519 pmol, 1.05 Aq.) in THF (1.0 mL) bei
—78 °C getropft und die resultierende Losung fiir 45 Minuten bei dieser Temperatur
geriihrt. Nachdem eine Lésung von TsCl (104 mg, 543 pumol, 1.10 Aq) in THF (0.50 mL)
zugetropft worden ist, wird die Reaktionsmischung fiir 30 Minuten bei —78 °C geriihrt,
bevor sie iiber 17.5 Stunden unter Riihren auf Raumtemperatur aufgewédrmt wird. Nachdem
die Reaktion durch Zugabe von NH4Cl-Losung (5 mL) abgebrochen worden ist, wird das
Gemisch mit EtOAc (2 mL) verdiinnt. Die Phasen werden getrennt und die wissrige Phase
wird mit EtOAc (3 X 5 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
NazSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt worden ist, wird der Riickstand durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
@ =2cm, h = 8§ cm, n-Pentan/EtOAc = 4/1 — 2/1) aufgereinigt, wobei das geschiitzte
Lactam 146 (67.7 mg, 267 umol, 54%) als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten wird.

DC: R¢=0.19 (n-Pentan/EtOAc = 7/3) [UV, KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H, C*H), 7.32 (d,
J = 8.3 Hz, 2H, C*H), 4.52 (dqd, 3J = 8.3, 6.4, 2.0 Hz, 1H, CH), 2.55 (ddd, 2/ = 16.9 Hz,
3J=10.6, 8.9 Hz, 1H, COCHH), 2.43 (s, 3H, C*CHj3), 2.40 — 2.20 (m, 2H, COCHHCHH),
1.72 (virt. ddt, 2J = 12.7 Hz, J = 9.4 Hz, °J = 3J = 2.0 Hz, 1H, COCH,CHH), 1.46 (d,
3J= 6.4 Hz, 3H, CHCH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 173.4 (s, CO), 145.1 (s, C*CH3), 136.3
(s, C*S), 129.6 (d, C*H), 128.5 (d, C*H), 56.5 (d, CH), 30.7 (t, COCH»), 26.8 {t,
NCHCH,), 21.8 (q, C*CH3)", 21.6 (q, CHCH3)".

" Zuordnung austauschbar.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.!!”!
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(BR,5R)-3-Brom-5-methyl-1-tosylpyrrolidin-2-on (147a) und (35,5R)-3-Brom-5-
methyl-1-tosylpyrrolidin-2-on (147b)

Br., Br
7 C1,H14BrNO,S
07\/_>\ - = /A/j\ + b\ 12 14 3
N M = 332.21 g/mol
Ts 07N SHENY ?
Ts Ts

146 147a 147b

Bromierung:

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!'** wird NEt; (444 uL, 324 mg, 3.20 mmol,
4.00 Aq.) tropfenweise zu einer Losung des geschiitzten Lactams 146 (203 mg, 801 umol,
1.00 Aq.) in CH2Cl, (2.4 mL) getropft. Die Losung wird auf —20 °C gekiihlt und TMSOTf
(174 uL, 214 mg, 962 pmol, 1.20 Aq.) tropfenweise zugegeben. Nachdem die Losung 15
Minuten bei dieser Tempearatur geriihrt worden ist, wird sie fiir 80 Minuten bei 0 °C
geriihrt. Die Reaktionslosung wird auf —78 °C gekiihlt und NBS (213 mg, 1.20 mmol,
1.50 Aq.) in einer Portion zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir zwei Stunden bei
dieser Temperatur geriihrt, bevor die Reaktion durch Zugabe von NH4Cl-Losung (8 mL)
beendet wird. Es wird auf Raumtemperatur aufgewdrmt und bei dieser Temperatur fiir
weitere 15 Minuten geriihrt. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit
CH2Clx (2 x 8 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser
(8 mL) und NaCl-Losung (5 mL) gewaschen, iiber NaxSO4 getrocknet und filtriert.
Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riick-
stand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2 cm, h = 17 cm, n-Pentan/EtOAc
= 6/1 — 5/1) aufgereinigt, wodurch ein Gemisch der diastereomeren Bromide 147a und
147b (242 mg, 728 pumol, 91%, d.r. = 58/42 = trans/cis) als farbloses Ol erhalten wird,

welches in der Kailte kristallisiert.

Trennung der Diastereomere:

Eine weitestgehend reine Isolation des Hauptdiastereomers 147a ist durch Sdulen-
chromatographie moglich: Eine Mischung der Diastereomere 147a und 147b (45.0 mg,
135 pmol, 1.00 Aq.) wird durch Siaulenchromatographie (Kieselgel, @ =1 cm, h=17 cm,
DL, n-Pentan/Et,O/PhMe = 50/20/1) aufgereinigt, wobei das Diastereomer 147a (13.8 mg,
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41.5 umol, 31%, d.r. = 95/5) als gelbes Ol sowie eine Mischung der beiden Diastereomere
(25.1 mg, 75.6 umol, 56%, d.r. = 46/54) erhalten wird.

(3R,5R)-3-Brom-5-methyl-1-tosylpyrrolidin-2-on (147a)
DC: Rr= 0.40 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em '] =2956 (w, CP*-H), 2925 (w, C*P*~H), 2854 (w, C*—H), 1740 (s,
C=0), 1358 (s), 1168 (vs), 1120 (m), 1089 (m), 674 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.93 (d, J = 8.3 Hz, 2H, C*H), 7.33 (d,
J=28.3 Hz, 2H, C*H), 4.51 — 4.45 (m, 1H, CHCHs), 4.43 (dd, 3J=7.2, 6.9 Hz, 1H, CHBr),
2.51 (virt. dt, 27 = 13.9 Hz, 3J = 3J = 6.9 Hz, 1H, CHH), 2.44 (s, 3H, C*CHs), 2.29 (ddd,
2J7=13.9 Hz, 3J="7.2, 4.8 Hz, IH, CHH), 1.55 (d, >J = 6.3 Hz, 3H, CHCH).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 168.9 (s, CO), 145.6 (s, C*CHs), 134.9
(s, C*S), 129.7 (d, C*H), 128.7 (d, C*'H), 55.2 (d, CHCHs), 42.0 (d, CHBr), 38.6 (t, CHa),
21.9 (q, C*CHs), 21.6 (q, CHCH3).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

MS (ESI): m/z (%) = 615 (54), 613 (58), 397 (42) [M(®'Br)+MeCN+Na]’, 395 (40)
[M(”Br)+MeCN+Na]*, 356 (100) [M(®'Br)+Na]", 354 (95) [M(”Br)+Na]*, 351 (56)
[M(®'Br)+NH4]*, 349 (56) [M(Br)+NH4]", 334 (54) [M®!'Br)+H]", 332 (53)
[M("Br)+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [Ci2H 14"’ BrNO3S+H]": 331.9951; gefunden: 331.9946;
berechnet: [C12H 143! BrNO3S+H]": 333.9930; gefunden: 333.9926.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—90.0 (c = 1.00, CHCl5).

(3S,5R)-3-Brom-5-methyl-1-tosylpyrrolidin-2-on (147b)

DC: 0.34 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnOys].
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TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 298 K): & [ppm] = 7.95 (d, J = 8.2 Hz, 2H, C*H), 7.34 (d,
J = 8.2 Hz, 2H, C*H), 4.60 (dqd, 3J = 8.7, 6.5, 2.3 Hz, 1H, CHCHj3), 4.34 (dd, °J = 8.3,
2.8 Hz, 1H, CHBr), 2.92 (virt. dt, 2J = 14.9 Hz, *J = >J = 8.3 Hz, 1H, CHH), 2.44 (s, 3H,
C*CHa), 2.13 (virt. dt, 2J = 14.9 Hz, *J = 3J=2.5 Hz, 1H, CHH), 1.69 (d, >*J = 6.5 Hz, 3H,
CHCH).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 169.2 (s, CO), 145.6 (s, C*CHs), 135.2
(s, C*'S), 129.8 (d, CH), 128.6 (d, C*H), 55.7 (d, CHCH3), 40.5 (d, CHBr), 36.7 (t, CHy),
21.9 (q, C*CH3), 21.7 (q, CHCH3).

(28,4R)-4-Methyl-1-tosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (NV-Ts-L-Maz-0-Me)
(148a) und (2R,4R)-4-Methyl-1-tosylazetidin-2-carbonsiduremethylester (148b)

b\ A A C4,H47NO,4S
5 W + >—/(>—- Z12017904
0 N MeO N MeO N M = 283.34 g/mol
T Ts Ts
S
147 148a 148b

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!**l wird eine Mischung der diastereomeren
Bromide 147a und 147b (138 mg, 415 umol, 1.00 Aq., d.r. = 58/42) in MeCN (1.87 mL)
gelost und mit MeOH (236 pL, 186 mg, 5.81 mmol, 14.0 Aq.) und K>COs (86.0 mg,
623 umol, 1.50 Aq.) versetzt. Nachdem die Suspension fiir 18 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt worden ist, wird diese iiber Kieselgel filtriert, wobei der Filter-
kuchen mit CH2Cl> (40 mL) nachgewaschen wird. Das Losungsmittel des Filtrats wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Séulenchromatographie (Kieselgel,
@ =1 cm, h =7 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/1) aufgereinigt. Hierbei wird eine Mischung der
Azetidine 148a und 148b (107 mg, 376 umol, 91%, d.r. = 76/24 = trans/cis) als farbloses

Ol erhalten, welche chromatographisch nicht getrennt werden konnten.

DC: Rr= 0.43 (n-Pentan/EtOAc = 7/3) [UV, KMnOy].

MS (ESI): m/z (%) = 306 (100) [M+Na]*, 284 (98) [M+H]".
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HR-MS (ESI): berechnet: [C12Hi7NO4S+H]": 284.0951; gefunden: 284.0947.

(28,4R)-4-Methyl-1-tosylazetidin-2-carbonsdiiuremethylester (N-Ts-L-Maz-0-Me) (148a)

'TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.72 (d, J = 8.1 Hz, 2H, C*H), 7.29 (d,
J = 8.1 Hz, 2H, C*H), 4.67 (dd, *J = 9.1, 49 Hz, 1H, COCH), 4.60 (virt. dquint,
3J=28.0Hz, 3J = 3J= 6.2 Hz, 1H, CHCH3), 3.65 (s, 3H, CO,CH3), 2.42 (s, 3H, C*CH3),
2.38 (ddd, 2J = 11.0 Hz, °J = 8.0, 4.9 Hz, 1H, CHH), 2.08 (ddd, 2/ = 11.0 Hz, >J = 9.1,
6.0 Hz, 1H, CHH), 1.45 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, CHCH}3).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 171.1 (s, CO), 143.5 (s, C"CHs), 137.5
(s, C*S), 129.5 (d, C*H), 127.5 (d, C*H), 60.6 (d, CHCH3), 60.4 (d, COCH), 52.4 (q,
CO,CHs), 28.5 (t, CHa), 21.6 (q, CHz), 21.4 (g, CHs).

(2R,4R)-4-Methyl-1-tosylazetidin-2-carbonsdiuremethylester (148b)

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 2H, C*H), 7.34 (d,
J = 84Hz, 2H, C*H), 439 (dd, °J = 9.0, 8.0Hz, 1H, COCH), 4.13 (virt. tq,
3J=3J=179Hz3J = 6.2 Hz, 1H, CHCH3), 3.69 (s, 3H, CO,CH3), 2.44 (s, 3H, C*CH3),
2.43 —2.40 (m, 1H, CHH), 1.96 (virt. dt, 2J=11.0 Hz, °J = *J = 7.9 Hz, 1H, CHH), 1.38
(d,*J=6.2 Hz, 3H, CHCH,).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 170.5 (s, CO), 144.2 (s, C"CHs), 134.0

(s, C™S), 129.7 (d, C*H), 128.3 (d, C*H), 57.6 (d, COCH), 57.2 (d, CHCH3), 52.4 (q,
CO,CHs), 27.9 (t, CHa), 22.2 (q,CHCH3), 21.7 (q, C*CHs).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

~

H., WH

MeO,C” N CHs
Ts
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(R)-4-[(4-Methylphenyl)sulfonamid]pentansiuremethylester (149)

Q H Q
>J< S C13H1gNO,S
MeG N MeO M = 285.36 g/mol
Ts NHTs

148 149
d.r. =76/24

Natrium (24.8 mg, 1.08 mmol, 6.00 Aq.) und Naphthalin (138 mg, 1.08 mmol, 6.00 Aq.)
werden bei 0°C mit DME (2.7 mL) versetzt und fiir eine Stunde bei dieser Temperatur
sowie fiir 1.5 Stunden bei Raumtemperatur mit einem Glasriihrfisch geriihrt, wobei ein
dunkelgriines Ol entsteht, welches anschlieend auf —50 °C abgekiihlt wird. Eine Losung
des Azetidins 148 (50.9 mg, 180 umol, 1.00 Aq., d.r. = 76/24) in DME (0.9 mL) wird sehr
langsam zugetropft und das Gemisch anschlieBend 48 Minuten bei dieser Temperatur
geriihrt. Zu der nun gelben Losung wird bei —50 °C NaHCOs-Losung (30 mL) gegeben
und das Gemisch aufgetaut. Nachdem mit EtOAc (3 x 25 mL) extrahiert worden ist,
werden die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Losung (15 mL) gewaschen, iiber
NazSO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt
und der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 1.6 cm,
n-Pentan/EtOAc = 7/3 — CH2Clo/MeOH = 9/1) aufgereinigt, wobei die y-Aminosdure 149
(18.8 mg, 65.9 umol, 37%) als farbloses Harz erhalten wird.

DC: Rr=0.34 (n-Pentan/EtOAc = 7/3) [UV, KMnOy4].

IR (ATR): ¥ [em '] =3278 (m, N-H), 2960 (m, C**-H), 2930 (m, C*-H), 1730 (s,
C=0), 1434 (m), 1327 (s), 1159 (vs), 1091 (vs), 815 (s), 666 (5).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): § [ppm] = 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 2H, C*H), 7.29 (d,
J=28.2 Hz, 2H, C*H), 4.65 (d, >J = 8.6 Hz, 1H, NH), 3.64 (s, 3H, CO.CH3), 3.35 (virt. tqd,
3J=3J=8.6 Hz, 3J=6.6,4.6 Hz, 1H, CH), 2.42 (s, 3H, C*CH3), 2.32 (t, >*J = 7.2 Hz, 2H,
COCH2), 1.78 — 1.69 (m, 1H, CHCHH), 1.69 — 1.60 (m, 1H, CHCHH), 1.00 (d,
3J=6.6 Hz, 3H, CHCH).
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3C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.0 (s, CO), 143.4 (s, C"CHs), 138.2 (s,
C™S), 129.8 (d, C*H), 127.1 (d, C*H), 51.8 (q, CO>CHs), 49.8 (d, CH), 32.2 (t, CHCH,),
30.3 (t, COCHa), 22.0 (q, CHCH3), 21.6 (g, C*CHs).

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = +22.0 (c = 1.00, CHCl5).

(R)-5-Methyl-1-nosylpyrrolidin-2-on (150)

C11H12N20O5S
O;dc_jL\. 11M112N205

N M = 284.29 g/mol

04:)\
H Ns

144 150

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!?>»!33! wird eine Losung des Lactams 144
(1.00 g, 10.1 mmol, 1.00 Aq.) in THF (9.5 mL) iiber 15 Minuten zu einer Lésung von
n-Butyllithium (2.5 M in n-Hexan, 4.44 mL, 11.1 mmol, 1.10 Aq.) in THF (22.8 mL) bei
—78 °C getropft und die resultierende Losung 45 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt.
Nachdem {iiber 15 Minuten eine Losung von NsCl (2.46 g, 11.1 mmol, 1.10 Aq) in THF
(7.6 mL) zugetropft worden ist, wird die Reaktionsmischung iiber 23 Stunden unter Riihren
auf Raumtemperatur aufgewérmt, bevor die Reaktion durch Zugabe von NH4Cl-Losung
(100 mL) abgebrochen wird. Es wird Wasser zugegeben, bis sich der Niederschlag
vollstindig auflost. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit EtOAc
(3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Lésung
(100 mL) gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand durch Saulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ = 7.5 cm, h =13 cm, DL aus CH>Cl,, n-Pentan/EtOAc = 2/1 — 0/1)
aufgereinigt, wobei das geschiitzte Lactam 150 (2.70 g, 9.49 mmol, 94%) als gelblicher

Feststoff erhalten wird.

DC: Rs= 0.48 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy4].

Smp.: 190 °C.
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TH-NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 8.40 — 8.36 (m, 2H, C*H), 8.29 — 8.25 (m,
2H, C*H), 4.57 (dqd, 3J=8.3 Hz, °>J = 6.4 Hz, >*J=2.0 Hz, 1H, CH), 2.65 — 2.54 (m, 1H,
COCHH), 2.45 —2.25 (m, 2H, CHCHH, COCHH), 1.81 — 1.74 (m, 1H, CHCHH), 1.49 (d,
3J=6.4 Hz, 3H, CH3).

BC-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 173.5 (s, CO), 150.9 (s, C*), 144.5 (s,
C"), 130.0 (d, C*H), 124.3 (d, C*'H), 56.9 (d, CH), 30.5 (t, COCH>»), 26.8 (t, CHCH>), 21.7
(g, CH3).

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) = 284 (100) [M]".

Elementaranalyse (%): berechnet fiir C;1H12N2OsS: C 46.47 H 4.25 N 9.85 S 11.28;

gefunden: C 46.49 H 4.24 N 9.77 S 10.95.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° = —60.0 (c = 1.00, CHCl5).

(BR,5R)-3-Brom-5-methyl-1-nosylpyrrolidin-2-on (151a) und (35,5R)-3-Brom-5-
methyl-1-nosylpyrrolidin-2-on (151b)

Br. Br,
7 Cy41H11BrN,O5S
S —— s D .
N M = 361.18 g/mol
Ns 0™\ SN g
Ns Ns

150 151a 151b

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!?*!33 wird NEt; (5.00 mL, 3.63 g, 35.9 mmol,
4.00 Aq.) tropfenweise zu einer Losung des geschiitzten Lactams 150 (2.55 g, 8.97 mmol,
1.00 Aq.) in CH2Cl, (36 mL) getropft. Die Losung wird auf —20 °C gekiihlt und TMSOTS
(1.95mL, 2.39 g, 10.8 mmol, 1.20 Aq.) tropfenweise zugegeben. Nachdem die Lsung 18
Minuten bei dieser Temperatur gerithrt worden ist, wird sie fiir 45 Minuten bei 0 °C
geriihrt. Die Reaktionslosung wird auf —40 °C gekiihlt und NBS (2.39 g, 13.5 mmol,
1.50 Aq.) in einer Portion zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 22 Stunden bei
dieser Temperatur geriihrt, bevor die Reaktion durch Zugabe von NH4CI-Losung (100 mL)
beendet wird. Es wird auf Raumtemperatur aufgewérmt und bei dieser Temperatur weitere

15 Minuten geriihrt. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit CH2Cl»
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(2 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser (100 mL)
und NaCl-Losung (100 mL) gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Nachdem
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7.5 cm, h = 18 cm, n-Pentan/EtOAc = 6/1 — 3/1)
aufgereinigt, wodurch ein Gemisch der diastereomeren Bromide 151a und 151b (2.64 g,

7.26 mmol, 81%, d.r. = 60/40 = trans/cis) als leicht gelblicher Feststoff erhalten wird.

DC: Ri=0.73 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnO4].

MS (APCL, 350°C, 25V): m/z (%) = 396 (100) [M(*'Br)}+MeOH], 394 (91)
[M(™Br)+MeOH] .

Elementaranalyse (%): berechnet fiir C;1H11BrN2OsS: C 36.38 H3.05 N 7.71 S 8.83;

gefunden: C 36.93 H3.12 N 7.65 S 8.57.

(3R,5R)-3-Brom-5-methyl-1-nosylpyrrolidin-2-on (151a)

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 8.41 —8.37 (m, 2H, C*H), 8.28 — 8.24 (m,
2H, C%H), 4.52 (virt. sext, *J=~3J=62Hz, 1H, CHCH;), 443 (dd, J=7.1 Hz,
3J=5.8 Hz, 1H, CHBr), 2.56 (ddd, 27 = 14.2 Hz, >*J = 7.0 Hz, J = 5.8 Hz, 1H, CHH), 2.33
(ddd, 2J=14.2 Hz, °*J=7.1 Hz, >J = 5.4 Hz, 1H, CHH), 1.61 (d, >J = 6.3 Hz, 3H, CH;).

BC-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 160.2 (s, CO), 151.1 (s, C™), 142.9 (s,
C™), 130.1 (d, C*H), 124.3 (d, C*H), 55.7 (d, CHCH3), 41.4 (d, CHBr), 38.6 (t, CHz), 21.7
(q, CH3).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

(3S,5R)-3-Brom-5-methyl-1-nosylpyrrolidin-2-on (151b)

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 8.42 — 8.39 (m, 2H, C*H), 8.31 — 8.28 (m,
2H, C*H), 4.66 (dqd, >J=8.7Hz, *J=6.5Hz, 3J=22Hz 1| H, CHCH;), 4.39 (dd,
3J=83Hz, 3J=2.6 Hz, 1 H, CHBr), 2.98 (virt. dt, 2J=15.0 Hz, *J~3J=8.3 Hz, 1H,
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CHH), 2.19 (virt. dt, 2J=15.0 Hz, 3J=3J=2.6 Hz, 1H, CHH), 1.72 (d, 3J= 6.5 Hz, 3H,
CHs).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 169.5 (s, CO), 151.1 (s, C*), 143.6 (s,
C™), 130.1 (d, C*H), 124.4 (d, C*H), 56.0 (d, CHCHs), 39.8 (d, CHBr), 36.7 (t, CHa),
21.6 (q, CHs).

(25,4R)-4-Methyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (/V-Ns-L-Maz-0-Me)
(152a) und (2R,4R)-4-Methyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (152b)

Br o H o H
I)\ — M H— = H— C12H14N206S
oy ved, N ved, N M = 314.31 g/mol
Ns Ns Ns

151 152a 152b

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift’?>!3] wird eine Mischung der diastereomeren
Bromide 151a und 151b (2.55 g, 7.02 mmol, 1.00 Aq., d.r. = 60/40) in MeCN (32 mL)
gelost und mit MeOH (4.36 mL, 3.44 g, 107 mmol, 15.3 Aq.) und K>CO; (1.59 g,
11.5 mmol, 1.64 Aq.) versetzt. Nachdem die Suspension fiir 24 Stunden geriihrt worden
ist, wird diese filtriert. Das Losungsmittel des Filtrats wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand durch Séulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7.5 cm,
h = 18 cm, n-Pentan/EtOAc = 5/1 — 2/1) aufgereinigt. Hierbei wird das geschiitzte
Azetidin 152a (1.63 g, 5.19 mmol, 74%) als leicht gelblicher Feststoff neben dem
diastereomeren, geschiitzten Azetidin 152b (408 mg, 1.30 mmol, 18%), welches ebenfalls

als farbloser Feststoff isoliert wird, erhalten.

(2S,4R)-4-Methyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (N-Ns-L-Maz-O-Me)
(152a)

DC: Rr=0.27 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOy4].

Smp.: 68 °C.
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IR (ATR): & = 3107 (w, C*~H), 2963 (w, C*~H), 1742 (m, C=0), 1528 (s, N=0), 1348
(s), 1156 (s), 1090 (s), 738 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): § [ppm] = 8.37 — 8.33 (m, 2H, C*H) 8.04 — 8.00 (m,
2H, C*H) 4.79 (dd, >°J=9.3 Hz, J = 4.9 Hz, 1H, COCH), 4.63 (virt. dquint, *J= 8.1 Hz,
3J~3J=6.3 Hz, 1H, CHCH3), 3.68 (s, 3H, OCH3) 2.39 (ddd, 2/= 11.2 Hz, >*J=8.1 Hz,
3J=49Hz, 1 H, CHH), 2.18 (ddd, /=112 Hz, >J=9.3 Hz, 3J= 6.0 Hz, 1 H, CHH),
1.53 (d, *J= 6.3 Hz, 3 H, CHCH3).3*C-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): § [ppm] = 171.0
(s, CO2) , 150.1 (s, C™), 146.4 (s, C*), 128.6 (d, C*H), 124.1 (d, C*H), 61.3 (d, CHCH3),
60.9 (d, COCH), 52.6 (q, OCH3), 28.8 (t, CH»), 21.8 (q, CH3).

CHj;

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

N
MeO Ns

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =314 (100) [M]".
Elementaranalyse (%): berechnet fiir C12H14N2O6S: C 45.86 H 4.49 N 8.91 S 10.20;
gefunden: C 45.92 H 4.55 N 8.82 S 9.96.

Chirale HPLC: #(E1)=229min, #r(E2)=34.1 min (Daicel Chiralcel, AD-H,
250x4.6 mm, 1 mL-min!, 20 °C, UV-Detektion, n-Heptan/PrOH = 90/10).

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—97.9 (c = 0.98, CHCl3) [94% ee].

(2R,4R)-4-Methyl-1-nosylazetidin-2-carbonsduremethylester (152b)
DC: Rs=0.35 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOy4].

Smp.: 120 °C.

IR (ATR): ¥ = 3109 (w, C**-H), 2959 (w, C***—H), 2928 (w, C**-H), 1737 (m, C=0),
1529 (s, N=0), 1349 (s), 1160 (s), 1092 (s), 739 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): § [ppm] = 8.40 — 8.36 (m, 2H, C*H), 8.15 — 8.12 (m,
2H, C*H), 4.68 (dd, >°J = 9.4 Hz, 3J = 8.0 Hz, 1H, COCH), 3.69 (s, 3H, OCH3), 4.44 (virt.
tq, 3J~3J=78Hz, 3J=62Hz, 1H, CHCHs), 2.59 (ddd, 2J=11.1 Hz, *J=9.4 Hz,
3J=8.1Hz, 1 H, CHH), 2.01 (virt. dt, 2J=11.1 Hz, *J=3J=7.8 Hz, 1 H, CHH), 1.37 (d,
3J=6.2 Hz, 3 H, CHCH).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 170.5 (s, CO,), 150.4 (s, C™), 145.2 (s,
C™), 129.2 (d, C*"H), 124.2 (d, C*"H), 57.8 (d, CHCH3)", 57.7 (d, COCHY’, 52.6 (g, OCHs),
27.8 (t, CHa), 22.2 (q, CHCH3).

* Zuordnung austauschbar.

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =314 (100) [M]".

Elementaranalyse (%): berechnet fiir C12H14N206S: C 45.86 H 4.49 N 8.91 S 10.20;
gefunden: C 46.47 H 4.67 N 8.67 S 9.58.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = +62.0 (c = 1.00, CHCl5).

N-Boc-L-Maz-0-Me (155)

O H O H
M~ YACS— CuHiNO,
MeO N MeG N M = 229.28 g/mol
Ns Boc
152a 155
Uber das Hydrochlorid:

Das Azetidin 152a (103 mg, 327 umol, 1.00 Aq.) wird in MeCN (3.3 mL) zunichst mit
PhSH (50.0 uL, 54.0 mg, 490 pmol, 1.50 Aq.), dann mit K>CO3 (136 mg, 981 pumol,
3.00 Aq.) versetzt. Die farblose Suspension wird fiir 19.5 Stunden bei 50 °C geriihrt. Nach
Zugabe von Wasser (10 mL) und CH>Cl, (10 mL) werden die Phasen getrennt. Die
wissrige Phase wird mit festem NaCl gesattigt und mit CH2Cl (5 mL) sowie Et2O (5 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 1M Salzsdure (10 mL)
extrahiert und die erhaltene saure wiéssrige Phase wird mit CH2Cl2 (2 X 10 mL) gewaschen.
Die wissrige Phase wird zundchst am Rotationsverdampfer und danach durch
Azeotropdestillation (PhMe, 10 mL) getrocknet. Das auf diese Art erhaltene rohe
Hydrochlorid (ca. 49 mg) wird nacheinander bei Raumtemperatur mit CH>Cl> (1.7 mL),
Boc20 (65.8 uL, 67.1 mg, 308 umol, 0.94 Aq.) sowie NEt; (123 puL, 88.9 mg, 879 umol,
2.69 Aq.) versetzt und das Gemisch fiir 17 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Zugabe von EtOAc (10 mL) wird mit 1 M Salzsdure, NaHCO3-Losung und NaCl-Losung
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(je 10 mL) gewaschen, liber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt (150 mbar, Druckluft) und der Riickstand durch
Saulenchromatographie (@ = 1 cm, h = 11 cm, n-Pentan/Et,O = 5/1) aufgereinigt, wobei
das Boc-geschiitzte, etwas fliichtige Azetidin 155 (19.4 mg, 84.7 umol, 26% 1. 2 St.) als
farbloses Ol erhalten wird, welches geringe Mengen einer aromatischen Verunreinigung

enthalt.

In situ Umsetzung:

Das Azetidin 152a (155 mg, 493 pmol, 1.00 Aq.) wird in MeCN (4.9 mL) zunéchst mit
PhSH (75.4 pL, 81.5 mg, 740 umol, 1.50 Aq.), dann mit K,CO; (204 mg, 1.48 mmol,
3.00 Aq.) versetzt. Die farblose Suspension wird fiir 21.5 Stunden bei 50 °C im
geschlossenen Gefdf3 geriihrt. Die Heizquelle wird entfernt und Boc2O (316 pL, 323 mg,
1.48 mmol, 3.00 Aq.) in einer Portion schnell zugegeben. Die Suspension wird 30 Minuten
unter Abkiihlen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor Wasser (75 mL) zugegeben wird. Es
wird mit Et2O (5 X 6 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 1 M
Salzsdure (10 mL) und NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und
filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (800 mbar, Druckluft)
und der Riickstand durch Sédulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2cm, h = 7 cm,
n-Pentan/Et;O = 5/1 — 1/1) aufgereinigt, wobei das Boc-geschiitzte, etwas fliichtige
Azetidin 155 (59.8 mg, 247 pmol, 50%) als farbloses Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.44 (n-Pentan/Et,0 = 1/1) [KMnOs, Ninhydrin: violett].

IR (ATR): ¥ [cm '] = 2975 (w, C***~H), 2931 (w, C**—H), 1749 (s, C=0), 1705 (vs, C=0),
1366 (vs), 1177 (s), 1145 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 54/46.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 4.56 — 4.47 (m, 2H, COCH, CHCH; R1),
447 — 438 (m, 1H, CHCH; R2), 3.76 (s, 3H, CO.CH3), 2.22 (ddd, 2/ = 12.2 Hz,
3J = 8.0, 4.3 Hz, 1H, CHH), 2.10 — 2.02 (m, 1H, CHH), 1.45 [s, C(CH3); R2], 1.42 (d,
3J=6.6 Hz, 3H, CHCH3 R1), 1.39 [s, C(CH3)3 R1], 1.36 (d, °J = 6.1 Hz, 3H, CHCH; R2).

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 172.5 (s, CO2Me), 154.3 (s, NCO»), 80.0
[s, C(CH3)3], 59.0 (d, COCH R1), 57.5 (COCH R2)", 57.3 (d, CHCHs; R1)", 56.7 (d,
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CHCH3 R2), 52.3 (q, CO2CH3 R1)", 52.1 (q, CO2CH3 R2)", 28.7 (t, CH2), 28.5 [s, C(CH3)3
R1]%, 28.5 [s, C(CH3); R2]", 21.5 (q, CHCH3).

*/*/™ Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 252 (20) [M+Na]", 240 (100), 130 (21) [M—CsHsO>+H]", 128 (24)
[M—-CsHy02]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C11H19NO4+Na]": 252.1206; gefunden: 252.1205.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—126.0 (c = 1.00, CHCI5).

N-Ns-L-Maz (154)

o H o H

MeO N HO N M = 300.29 g/mol
Ns Ns
152a 154

Der Ester 152a (201 mg, 639 umol, 1.00 Aq.) wird bei 0 °C in MeOH (3.2 mL) vorgelegt
und 1M LiOH-H,O-Losung (1.28 mL, 1.28 mmol, 2.00 Aq.) zugetropft. Die farblose
Suspension wird unter Riihren iiber 4.5 Stunden auf Raumtemperatur aufgetaut. Die nun
farblose Losung wird mit 1 M Salzsdure auf pH = 1 eingestellt und mit EtOAc (4 < 20 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4 getrocknet und
filtriert. Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird die Carbon-

sdure 154 (191 mg, 635 umol, 99%) als farbloses Harz erhalten.

DC: Rs=0.61 (CH2Cl2/MeOH/AcOH = 9/1/1%) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em!]=3600 (br, O—H), 3108 (m, C*>—H), 2974 (m, C**-H), 1724 (s,
C=0), 1530 (vs), 1351 (vs), 1159 (vs), 856 (m), 740 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.37 — 8.33 (m, 2H, C*H), 8.04 — 8.01 (m,
2H, C*H), 4.77 (dd, 3J = 9.3, 4.7 Hz, 1H, COCH), 4.65 (virt. dquint, 3J = 8.1 Hz,
3J=3J=6.3 Hz, 1H, CHCHj3), 2.43 (ddd, >J=11.2 Hz, 3J = 8.1, 4.7 Hz, 1H, CHH), 2.24
(ddd, 27=11.2 Hz, >*J=9.3, 6.2 Hz, 1H, CHH), 1.51 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, CH3).
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I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 175.6 (s, CO), 150.2 (s, C*), 146.2 (s, C*),
128.6 (d, C*H), 124.3 (d, C*H), 61.5 (d, CHCH3), 60.6 (d, COCH), 28.8 (t, CHz), 21.8 (q,
CHs3).

MS (ESI): m/z (%) = 899 (17) [3M~H], 599 (92) [2M—H]", 299 (100) [M~H] .
HR-MS (ESI): berechnet: [C1H12N206S—H]: 299.0342; gefunden: 299.0342.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—106 (c = 1.00, CHCI3).

(25,4R)-4-Methylazetidin-2-carbonsiure (L-Maz) (5)

QN o H

M H— M — CsHgNO,
N N M = 115.13 g/mol
MeO Ns HO N
152a 5

Zu einer Losung des geschiitzten Azetidins 152a (112 mg, 357 umol, 1.00 Aq.) in MeCN
(3.6 mL) wird nacheinander Thiophenol (54.6 puL, 59.0 mg, 536 pmol, 1.50 Aq.) und
K>COs (148 mg, 1.07 mmol, 3.00 Aq.) bei Raumtemperatur zugegeben. Die Suspension
wird bei 50 °C fiir 21 Stunden gertihrt, bevor sie tiber Celite filtriert und der Filterkuchen
mit CH>Cl (10 mL) gewaschen wird. Nachdem 1 M Salzsdure (15 mL) hinzugegeben
worden ist, wird die wéssrige Phase abgetrennt und mit CH>Cl, (3 x 10 mL) gewaschen.
Nach Vereinigung der organischen Waschlosungen wird mit 1 M Salzsdure (5 mL)
gegenextrahiert worden sind, werden die vereinigten wissrigen Phasen in einem Kolben
mit Hilfe von 1 M Natronlauge auf pH = 12 eingestellt. Nach Zugabe von MeOH (1 mL)
wird die resultierende Ldsung bei Raumtemperatur fiir 26 Stunden geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Et;O (2 x 20 mL) gewaschen und durch Zugabe von 1 M
Salzsdure auf pH = 7 eingestellt. Nachdem das Wasser am Rotationsverdampfer entfernt
worden ist, wird EtOH (45 mL) zugegeben und die Suspension fiir eine Stunde bei 40 °C
geriihrt. Die Suspension wird iiber Sand filtriert und mit EtOH (20 mL) nachgewaschen,
bevor das Filtrat auf ein Volumen von ca. 12 mL am Rotationsverdampfer eingeengt wird.
Nachdem durch einen 0.45 um Spritzenfilter (Sartorius) filtriert worden ist, wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der resultierende Feststoff wird in MeOH

(2 mL) geldst. Nach Zugabe von Et;O (7 mL) fdllt ein anorganischer Niederschlag aus,
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welcher durch Zentrifugieren (4500 rpm, 4 min) und Dekantieren entfernt wird. Dieser
Féllungsprozess wird neunmal wiederholt, wobei das Losungsmittel nach jedem Cyclus
am Rotationsverdampfer entfernt wird. Der verbleibende Feststoff wird in ultrareinem
Wasser (2 mL) geldst und durch mehrfache Festphasenextraktion (4 x C18ec, jeweils mit
10 mL Reinstwasser nachgewaschen, Einengung nach jedem Cyclus) aufgereinigt. Das
Wasser wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mit EtOH (3 x 1 mL)
gewaschen. Das Losungsmittel der vereinigten Waschlosungen wird am Rotationsver-
dampfer entfernt und der verbleibende Feststoff mit Et2O (3 x 1 mL), n-Pentan (3 x 1 mL),
CH2Cl> (2 x 1 mL), MeCN (1 mL), PhMe (1 mL) und EtOAc (1 mL) gewaschen. Nachdem
der Riickstand in EtOH (8 mL) gelost worden ist, wird er wiederum durch einen 0.45 pm
Spritzenfilter (Sartorius) filtriert. Das Losungsmittel des Filtrats wird am Rotationsver-
dampfer entfernt, der Riickstand in Reinstwasser gelost und durch automatische Flash-
chromatographie an Cl8ec-Material und Elution mit Wasser aufgereinigt. Der re-
sultierende Feststoff wird in moglichst wenig EtOH geldst und durch Zugabe von EtOAc
gefillt (2 x), wodurch nach Trocknung am Feinvakuum L-Maz (6.1 mg, 53.0 umol, 15%
. 2 St.) als beiger Feststoff erhalten wird.

DC: Rr=0.15 (MeOH) [KMnOy4, Ninhydrin: violett].
Smp.: 85 °C.
IR (ATR): ¥ [cm™'] = 3398 (br, N—H), 2965 (m, C***~H), 1623 (s, C=0), 1417 (s), 1313 (m).

'"H-NMR (500 MHz, D,O, 298 K): § [ppm]=4.55 (ddd, 3J=10.3 Hz, *J=6.6 Hz,
3J=1.0Hz, 1H, COCH), 4.43 (virt. sext, >J=~3J=6.8 Hz, 1H, CHCHs;), 2.58 (ddd,
2J=12.1 Hz, 3J=8.7 Hz, 3J= 6.6 Hz, 1H, CHH), 2.52 (ddd, 2/=12.1 Hz, 3*J=10.3 Hz,
3J=17.0 Hz, 1H, CHH), 1.52 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).

13C-NMR (101 MHz, D,0, 300 K): & [ppm] = 176.1 (s, COz), 56.1 (d, COCH), 55.2 (d,
CHCHs), 31.3 (t, CHa), 19.8 (g, CHs).

MS (ESI): m/z (%) = 157 (73) [M+MeCN+H]", 116 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [CsHoNO,+H]": 116.0706; gefunden: 116.0706.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —54.0 (c = 1.00, MeOH).
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2.3 Maz-Derivate

(8)-5-{[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy|methyl}pyrrolidin-2-on (156)

OéQ\/OH O/A/:)\/OTBS C11Hp3NO,SI

N M = 229.40 g/mol

H 445 156

Nach einer Literaturvorschrift!*>!34 werden zu einer Lésung des Alkohols 145 (13.6 g,
118 mmol, 1.00 Aq.) in CH>Cl (60 mL) bei 0 °C nacheinander TBSCI (21.2 g, 141 mmol,
1.19 Aq.) und Imidazol (13.1 g, 192 mmol, 1.63 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird unter Rithren iiber 18 Stunden auf Raumtemperatur aufgewarmt. Nach Zugabe von
CH>Cl> (300 mL) wird Wasser (100 mL) zugegeben und die Phasen werden getrennt. Die
organische Phase wird mit Wasser gewaschen (3 x 200 mL), tiber NaxSO4 getrocknet und
filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der

Silylether 156 (25.2 g, 108 mmol, 92%) als gelbes Ol erhalten.

DC: R¢= 0.72 (EtOAc/MeOH = 9/1) [KMnO4].

TH-NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 5.90 (s, 1H, NH), 3.76 (dddd, >/ =9.4,7.8,
5.6, 4.0 Hz, 1H, NCH), 3.63 (dd, 2J=10.1 Hz, 3J=4.0 Hz, 1H, OCHH), 3.44 (dd,
2J=10.1 Hz, *J = 7.8 Hz, 1H, OCHH), 2.32 — 2.38 (m, 2H, COCH>), 2.22 — 2.14 (m, 1H,
CHCHH) , 1.74 (dddd, 2J=13.0 Hz, 3J=9.4, 7.5, 5.4 Hz, 1H, CHCHH), 0.88 [s, 9H,
SiC(CH3)s], 0.06 (s, 6H, SiCH3).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 178.1 (s, CO), 67.6 (t, OCHa), 56.0 (d,
NCH), 30.0 (t, COCH,), 26.0 [q, SiC(CHz)s], 22.9 (t, COCH2CHy), 18.4 [s, SiC(CHs)s],
—5.3 [q, SiCH3], =5.3 [q, SiCH;].

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!>*
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(8)-5-{[(zert-Butyldimethylsilyl)oxy]methyl}-1-nosylpyrrolidin-2-on (157)

4\/_>\/OTBS C17H26N206SSi
07N

M =414.55 g/mol
H 156 Ns 457

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!*3! wird eine Losung des Lactams 156 (4.35 g,
18.9 mmol, 1.00 Aq.) in THF (18 mL) bei —78 °C iiber 15 Minuten zu einer Ldsung von
n-Butyllithium (2.5 M in n-Hexan, 8.32 mL, 20.8 mmol, 1.10 Aq.) in THF (47 mL) getropft
und die resultierende Losung fiir 45 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt. Nachdem iiber
15 Minuten eine Lésung von NsCl (4.61 g, 20.8 mmol, 1.10 Aq) in THF (14 mL)
zugetropft worden ist, wird die Reaktionsmischung iiber 20.5 Stunden unter Riihren auf
Raumtemperatur aufgewédrmt, bevor die Reaktion durch Zugabe von NH4Cl-Losung
(100 mL) abgebrochen wird. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit
EtOAc (3 x 80 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-
Losung (80 mL) gewaschen, iliber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm, h = 26 cm, n-Pentan/EtOAc = 6/1 — 2/1)
aufgereinigt, wobei das geschiitzte Lactam 158 (6.71 g, 16.2 mmol, 86%) als gelblicher

Feststoff erhalten wird.

DC: Ry = 0.43 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnO4].
Smp.: 144 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3113 (w, C**~H), 2956 (m, C***~H), 2929 (m, C***~H), 2857 (m,
CsP*—H), 1749 (vs, C=0), 1529 (vs, N=0), 1369 (s, N=0), 1160 (s), 1121 (s).

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.38 — 8.33 (m, 2H, C*H), 8.31 — 8.26
(m, 2H, C*H), 4.52 — 4.46 (m, 1H, CH), 4.06 (dd, 2J = 10.9 Hz, °J = 3.2 Hz, 1H,
CHHOTBS), 3.74 (dd, 2J = 10.9 Hz, 3J = 2.0 Hz, 1H, CHHOTBS), 2.75 — 2.64 (m, 1H,
COCHH), 2.40 — 2.20 (m, 2H, COCHHCHH), 2.09 — 2.01 (m, 1H, COCH,CHH), 0.79 [s,
9H, SiC(CH3)s], 0.05 (s, 3H, SiCH3), —0.01 (s, 3H, SiCH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.5 (s, CO), 150.9 (s, C*), 144.5 (s,
C™), 129.9 (d, C*H), 124.2 (d, C*H), 65.3 (t, CH,OTBS), 61.2 (d, CH), 31.7 (t, COCH>),
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25.8 [q, SiC(CHs)s], 23.0 (t, COCH.CHy), 18.2 [s, SiC(CHs)s], —5.5 (q, SiCHs), 5.5 (q,
SiCH;).

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =414 (100) [M]".
Elementaranalyse (%): berechnet fiir C17H26N206SSi: C 49.26 H 6.32 N 6.76 S 7.73;
gefunden: C 49.38 H6.50 N 6.70 S 7.37.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —64.0 (c = 0.50, CHCl5).

(BR,55)-3-Brom-5-{[(tert-butyldimethylsilyl)oxy|methyl}-1-nosylpyrrolidin-2-on
(158a) und (35,55)-3-Brom-5-{[(tert-butyldimethylsilyl)oxy|methyl}-1-nosyl-
pyrrolidin-2-on (158b)

Br. Br,

E\/OTBS 7 C17H25BerOGSSi
Y oé\/jVOTBS * Ob\/OTBS M = 493.44 g/mol
Ns N N
157 Ns Ns
158a 158b

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!*3! wird NEt; (8.98 mL, 6.52 g, 64.4 mmol,
4.00 Aq.) tropfenweise zu einer Losung des geschiitzten Lactams 157 (6.68 g, 16.1 mmol,
1.00 Aq.) in CH2Cl: (65 mL) getropft. Die Losung wird auf —20 °C gekiihlt und TMSOTf
(3.49 mL, 4.29 g, 19.3 mmol, 1.20 Aq.) tropfenweise zugegeben. Nachdem die Lésung fiir
15 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt worden ist, wird sie fiir 45 Minuten bei 0 °C
geriihrt. Die Reaktionslosung wird auf —40 °C gekiihlt und NBS (4.31 g, 24.2 mmol,
1.50 Aq.) in einer Portion zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir 48 Stunden bei
dieser Temperatur sowie fiir 16.5 Stunden bei —30 °C geriihrt, bevor die Reaktion durch
Zugabe von NH4Cl-Losung (50 mL) abgebrochen wird. Es wird auf Raumtemperatur
aufgewirmt und bei dieser Temperatur fiir weitere 15 Minuten geriihrt. Die Phasen werden
getrennt und die wissrige Phase wird mit CH>Cl> (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Wasser (3 x 50 mL) gewaschen, iiber NaxSO4 getrocknet
und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist,

wird der Riickstand durch Sidulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm, h = 26 cm, DL
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aus CH:Cly, n-Pentan/EtOAc =12/1 — 5/1) aufgereinigt, wodurch ein Gemisch der
diastereomeren Bromide 158a und 158b (3.30 g, 6.69 mmol, 42%, d.r. = 80/20 = trans/cis)
als farbloses Harz sowie das Edukt 157 (2.11 g, 5.08 mmol, 32%) erhalten werden.

DC: Rr= 0.54 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnOy].

IR (ATR): ¥ [em '] =3109 (w, C**~H), 2955 (m, C***~H), 2930 (m, C**—H), 2858 (m,
CP—H), 1748 (s, C=0), 1534 (vs, N=0), 1350 (s, N=0), 1175 (vs), 1116 (s), 855 (s), 839
(s), 742 (s).

MS (APCI, 350°C, 25V): m/z (%) = 526 (100) [M(*'Br )+MeOH], 524 (100)
[M(Br }+MeOH] ", 493 (100) [M(®'Br)]", 491 (100) [M("Br)]".

Elementaranalyse (%): berechnet fiir C17H25BrN20O6SSi: C 41.38 H 5.11 N 5.68 S 6.50;

gefunden: C 41.48 H 5.12 N 5.68 S 6.46.

(3R,5S)-3-Brom-5-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy|methyl}-1-nosylpyrrolidin-2-on (158a)

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.41 — 8.35 (m, 2H, C*H), 8.32 — 8.27 (m,
2H, C*H), 4.70 (virt.t, >J =~ 3J = 8.8 Hz, 1H, CHBr), 4.53 — 4.45 (m, 1H, NCH), 4.15 (dd,
2J = 11.1 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H, CHHOTBS), 3.74 (dd, 2 = 11.1 Hz, J = 1.6 Hz, 1H,
CHHOTBS), 2.71 (ddd, 2J = 13.6 Hz, 3J = 8.5, 1.9 Hz, 1H, CHBrCHH), 2.57 (virt. dt,
2J = 13.6 Hz, 3J = 3J = 8.9 Hz, 1H, CHBrCHH), 0.80 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.06 (s, 3H,
SiCH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 169.8 (s, CO), 151.1 (s, C*), 143.4 (s,
C™), 130.2 (d, C*H), 124.3 (d, C*H), 64.9 (t, CH,OTBS), 60.2 (d, NCH), 41.6 (d, CHBr),
35.5 (t, CHBrCH,), 25.8 [q, SiC(CHs)s], 18.2 [s, SiC(CHs)s], —5.5 (q, SiCH3), —5.5 (q,
SiCHs).

Aussagekriaftiger NOE-Kontakt:

H;C

H
Br.,) —Si
\
O
0™y
Ns
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(3S,5S)-3-Brom-5-{[(tert-butyldimethylsilyl) oxy|methyl}-1-nosylpyrrolidin-2-on (158b)

IH-NMR (500 MHz, CDCLs, 298 K): & [ppm] = 4.40 (dd, 3J = 9.1, 3.7 Hz, 1H, CHBr),
4.10 (dd, 2/ = 10.1 Hz, 3J = 7.3 Hz, 1H, CHHOTBS), 4.00 (dd, 2/ = 10.1 Hz, >/ = 3.7 Hz,
1H, CHHOTBS), 2.81 (virt. dt, 2J = 15.0 Hz, 3J = 3J = 8.8 Hz, 1H, CHBrCHH), 0.88 [s,
9H, SiC(CHs)s], 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 170.0 (s, CO), 143.5 (s, C™), 130.1 (d,
C™H), 124.4 (d, C*H), 63.0 (t, CH,OTBS), 60.1 (d, NCH), 39.3 (d, CHBr), 31.2 (¢,
CHBrCHa), 26.0 [q, SiC(CHs)s], 18.4 [s, SiC(CHs)s], 5.2 (g, SiCH3), =5.2 (q, SiCH).

Der Datensatz fiihrt nur die sichtbaren Signale auf. Die fehlenden Signale werden durch

die des Hauptdiastereomers verdeckt.

(25,45)-4-{[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]methyl}-1-nosylazetidin-2-carbonsiureme-
thylester (159a) und (2R,4S)-4-{[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]methyl}-1-nosylazeti-
din-2-carbonsiuremethylester (159b)

Br

O H OTBS o H OTBS
LN MeO Ne MeO Ne C1gH28N,07SSi
Ns M = 444.57 g/mol
158 159a 159b

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!*] wird eine Mischung der diastereomeren
Bromide 158a und 158b (3.02 g, 6.12 mmol, 1.00 Aq., d.r. = 80/20) in MeCN (28 mL)
geldst und mit MeOH (2.48 mL, 1.96 g, 61.2 mmol, 10.0 Aq.) und K,COs (2.54 g,
18.4 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Nachdem die Suspension fiir 20 Stunden bei 60 °C geriihrt
worden ist, wird diese filtriert und der Filterriickstand mit CH>Cl, (50 mL) nachgewaschen.
Das Losungsmittel des Filtrats wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand
durch Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 4 cm, h = 18 cm, n-Pentan/EtOAc = 4/1)
aufgereinigt. Hierbei wird ein Gemisch der diastereomeren Azetidine 159a und 159b

(2.59 g, 5.83 mmol, 95%, d.r. = 76/24 = trans/cis) als gelbes Ol erhalten.
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DC: Rr=0.36 (n-Pentan/EtOAc = 4/1) [UV, KMnOQOy].

IR (ATR): ¥ [em '] =3107 (w, C**~H), 2954 (m, C***-H), 2931 (m, C**—H), 2857 (m,
CP—H), 1748 (s, C=0), 1531 (vs, N=0), 1350 (s, N=0), 1160 (vs), 1095 (s), 855 (s), 838
(s), 740 (s).

MS (ESI): m/z (%) = 467 (30) [M+Na]", 462 (54) [M+NH,]", 454 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [CisH2sN207SSi +H]": 445.1459; gefunden: 445.1458.

(28,4S)-4-{[(tert-Butyldimethylsilyl) oxy[methyl}-1-nosylazetidin-2-carbonsduremethyl-
ester (159a)

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.36 — 8.30 (m, 2H, C*H), 8.07 — 8.02 (m,
2H, C*H), 4.83 (dd, >*J=9.2, 5.8 Hz, 1H, COCH), 4.55 — 4.45 (m, 1H, CHCHj3), 4.15 (dd,
2J = 11.4 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1H, CHHOTBS), 3.70 (dd, 2/ = 11.4 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H,
CHHOTBS), 3.67 (s, 3H, CO.CH3), 2.58 — 2.48 (m, 1H, NCHCHH), 2.30 (ddd,
2J = 10.9 Hz, 3J = 8.4, 5.8 Hz, 1H, NCHCHH), 0.90 [s, 9H, SiC(CHs3)3], 0.09 (s, 3H,
SiCH3), 0.08 (s, 3H, SiCH3).

BC-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 171.0 (s, CO), 150.0 (s, C*), 147.1 (s,
C™), 128.5 (d, C*H), 124.0 (d, C*H), 65.8 (d, CHCH,OTBS), 63.2 (t, CH,OTBS), 61.6 (d,

COCH), 52.5 (q, CO>CHs), 26.0 [q, SiC(CHz)s], 23.4 (t, NCHCH,), 18.4 [s, SiC(CHa)s],
~5.3 (q, SiCH3), —5.4 (g, SiCHs).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

H3C CHj

(2R,4S)-4-{[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy|methyl}-1-nosylazetidin-2-carbonsiiuremethyl-
ester (159b)
TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 8.20 — 8.16 (m, 2H, C*H), 4.78 (dd,

3J=9.9, 7.5 Hz, 1H, COCH), 3.73 (dd, 2/ = 11.5 Hz, 3J = 3.8 Hz, 1H, CHHOTBS), 3.64
(s, 3H, CO.CH3), 3.61 (dd, 2J = 11.5 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H, CHHOTBS), 2.39 (virt. dt,
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27=11.2 Hz,3J =3J=17.3 Hz, |H, NCHCHH), 0.84 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.00 (s, 3H, SiCHs),
—0.02 (s, 3H, SiCH;).

3C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 170.4 (s, CO), 150.2 (s, C™), 145.9 (s, C™),
129.1 (d, C*H), 63.8 (t, CH,OTBS), 61.8 (d, CHCHs), 57.8 (d, COCH), 52.4 (q, CO.CHs),
25.8 [q, SiC(CH3)3], 21.6 (t, NCHCH>), 18.3 [s, SiC(CH3)s], —5.4 (q, SiCH3).

Der Datensatz fiihrt nur die sichtbaren Signale auf. Die fehlenden Signale werden durch

die des Hauptdiastereomers verdeckt.

(25,45)-4-Hydroxymethyl-1-nosylazetidin-2-carbonsauremethylester (162a) und
(2R.,45)-4-Hydroxymethyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (162b)

o H OTBS o H OH o H OH
W — W + W
MeO “s MeO Ns MeO Ns C12H14N207S

M = 330.31 g/mol
159 162a 162b

Zu einer Losung der Azetidine 159a und 159b (11.2 g, 25.2 mmol, 1.00 Aq., d.r. = 76/24
= trans/cis) in THF (250 mL) wird HF-Pyridin (70% HF, 34.5 mL) getropft. Nachdem das
Gemisch fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt worden ist, wird es auf NaHCO3-
Losung (500 mL) gegossen. Es wird solange festes NaHCO3 unter Riithren zugegeben, bis
keine Gasentwicklung mehr beobachtet wird. Die wissrige Phase wird anschlieBend mit
EtOAc (4 x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaHCOs3-
(200 mL), 10%iger Zitronensédure- (100 mL) und NaCl-Ldsung (200 mL) gewaschen, iiber
NaxSOs getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotations-
verdampfer wird der Riickstand durch Azeotropdestillation (PhMe, 3 x 100 mL) von
restlichem Pyridin befreit, wobei ein Gemisch der diastereomeren Alkohole 162a und 162b

(8.22 g, 24.9 mmol, 99%, d.r. = 77/23 = trans/cis) als gelbes Harz erhalten wird.

Die beiden Diastereomere konnen durch semi-priaparative HPLC (Daicel OD, 20 x
250 mm, ‘PrOH/n-Heptan = 30/70, RT, 15 mL-min!, 215 nm, & (162a) = 19.0 min,
tr (162b) = 21.5 min, Injektionskonzentration: 100 mg-mL ') getrennt werden. Hierbei

wird das Azetidin 162b als farbloser Feststoff und das Azetidin 162a als gelbes Ol isoliert.
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(2S,4S)-4-Hydroxymethyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiiuremethylester (162a)
DC: Rr=0.62 (EtOAc) [UV, KMnOy].

IR (ATR): ¥ [ecm '] =3538 (br, O—H), 3108 (w, C**>~H), 2957 (w, C*-H), 2928 (w,
CsP*—H), 1742 (s, C=0), 1529 (vs, N=0), 1349 (vs, N=0), 1155 (vs), 1090 (m), 856 (m),
740 (vs), 687 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 298 K): & [ppm] = 8.37 (d, J = 8.7 Hz, 2H, C*H), 8.10 (d,
J = 8.9 Hz, 2H, C*H), 4.93 (dd, >J = 9.6, 5.4 Hz, 1H, COCH), 4.45 (dddd, >J = 8.5, 6.1,
4.6, 2.3Hz, 1H, CHCH,OH), 4.05 (d, »J = 12.7Hz, 1H, CHHOH), 3.76 (td,
2J =~ 3] = 13.0 Hz, *J = 4.5Hz, 1H, CHHOH), 3.68 (s, 3H, CO.CH3), 2.83 (virt. t,
3J~3J=6.0 Hz, 1H, OH), 2.56 (ddd, /= 11.3 Hz, >J=9.6, 6.1 Hz, IH, NCHCHH), 2.27
(ddd, 2J=11.3 Hz, *J = 8.5, 5.4 Hz, 1H, NCHCHH).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 170.8 (s, CO), 150.3 (s, C*), 145.4 (s,
C), 128.9 (d, C*H), 124.2 (d, C*™H), 663 (d, CHCHOH), 63.8 (t, CH,0H), 61.2 (d,
COCH), 52.7 (q, CO2CH3), 23.1 (t, NCHCH>).

MS (ESI): m/z (%) = 348 (24) [M+NH4]", 331 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C12H14N>07S+H]": 331.0595; gefunden: 331.0596.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —76.0 (c = 1.00, CHCI;).

(2R,4S)-4-Hydroxymethyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiiuremethylester (162b)
DC: Rs=0.62 (EtOAc) [UV, KMnO4].
Smp.: 110 °C.

IR (ATR): # [em '] = 3534 (br, O—H), 3108 (w, C*2~H), 2958 (w, C~H), 1747 (s, C=0),
1532 (vs, N=0), 1353 (vs, N=0), 1164 (vs), 1093 (m).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.43 — 8.39 (m, 2H, C*H), 8.15 — 8.10 (m,
2H, C*H), 4.62 (dd, *J = 9.6, 7.3 Hz, 1H, COCH), 4.42 (dddd, >J = 9.3, 7.0, 4.3, 2.5 Hz,
1H, CHCH,OH), 3.81 — 3.75 (m, 1H, CHHOH), 3.74 (s, 3H, CO.CH3), 3.63 (ddd,
2J=12.5Hz,*J = 8.0, 4.3 Hz, IH, CHHOH), 2.49 (virt. dt,>2J=11.4 Hz, >*J~3J = 9.5 Hz,
1H, NCHCHH), 2.35 (virt. dt, 2J = 11.4 Hz, 3J = 3J = 7.2 Hz, 1H, NCHCHH), 2.27 (dd,
3J=8.2,4.7Hz, 1H, OH).
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3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 170.3 (s, CO), 150.7 (s, C™), 143.7 (s,
C™), 129.3 (d, C*H), 124.5 (d, C*H), 64.0 (t, CH,OH), 62.9 (d, CHCH,OH), 58.0 (d,
COCH), 52.9 (q, CO2CHs), 21.6 (t, NCHCH,).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =330 (100) [M]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C12H14N207S +H]": 331.0595; gefunden: 331.0596.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = +52.0 (c = 0.50, CHCI).

(25,45)-4-Fluormethyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiduremethylester (165)

O}%JOH O}B@;F C12H15FN,06S
12M13FN20g
MeO N MeO N M = 332.30 g/mol
Ns Ns
162a 165

Eine Losung des Alkohols 162a (734 mg, 2.22 mmol, 1.00 Aq.) in THF (20 mL) wird bei
Raumtemperatur sukzessiv mit NEt; (3.69 mL, 2.70 g, 26.6 mmol, 12.0 Aq.), NfF
(1.60 mL, 2.69 g, 8.89 mmol, 4.00 Aq.) und NEt;-:3HF (1.45mL, 1.43 g, 8.89 mmol,
4.00 Aq.) versetzt. Das Gemisch wird fiir 19.5 Stunden bei 60 °C geriihrt. Die tief rot-
braune Losung wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und auf Na,CO3-Losung (200 mL)
gegossen und die wissrige Phase mit EtOAc (4 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, iiber Na>SOgs
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand durch Séaulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3cm, h = 26cm,
n-Pentan/EtOAc = 3/1 — 1/1) aufgereinigt, wobei das Fluorid 165 (691 mg, 2.08 mmol,
94%) als leicht braunlicher Feststoff erhalten wird.
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DC: Rr=0.51 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy4].

Smp.: 67 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3108 (w, C**~H), 2960 (w, C*P*~H), 2926 (w, C**—H), 1743 (s,
C=0), 1529 (vs, N=0), 1349 (vs, N=0), 1156 (vs), 1090 (s), 1011 (s), 856 (s), 739 (vs),
686 (s).

TH-NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 8.39 — 8.32 (m, 2H, C*'H), 8.08 — 8.01 (m,
2H, C*H), 4.87 (ddd, 2Jur = 47.9 Hz, 2J = 10.9 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H, CHHF), 4.76 (dd,
3J= 9.2, 52Hz, 1H, COCH)", 4.71 (virt. dddt, *Jur = 27.6 Hz, 3J = 8.6, 5.8 Hz,
3J~3J=2.6 Hz, 1H, CHCH,F)", 4.47 (ddd, *Jur = 46.1 Hz, 2J = 10.9 Hz, 3J=2.7 Hz, 1H,
CHHF), 3.75 (s, 3H, CO2CH3) 2.59 (ddd, 2/ = 11.3 Hz, >°J = 9.2, 5.8 Hz, 1H, NCHCHH),
2.39(ddd, /= 11.3 Hz, °J = 8.6, 5.2 Hz, |H, NCHCHH).

* Signale iiberlagern sich.

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 298 K): 8 [ppm] = 170.7 (s, CO), 150.2 (s, C*), 146.0 (s,
C™), 128.7 (d, C™H), 124.2 (d, C*H), 82.1 (dt, 'Jcr = 174.7 Hz, CH2F), 63.4 (dd,
2Jcr = 20.1 Hz, CHCH,F), 61.3 (d, COCH), 52.8 (q, CO2CH3), 22.6 (dt, 3Jcr = 5.9 Hz,
COCHCH»).

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =332 (100) [M]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C12H13FN206S+H]"™: 333.0551; gefunden: 333.0548.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—110 (c = 1.00, CHCI;).
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(25,4R)-4-Fluormethylazetidin-2-carbonsiure-Hydrochlorid (167)

o H F o H F
W W CsHoCIFNO,
MeO N N M =169.58 g/mol
Ns HO Hhel
165 167
Denosylierung:

Das Nosyl-geschiitzte Azetidin 165 (691 mg, 2.08 mmol, 1.00 Aq.) wird in MeCN
(20.8 mL) mit PhSH (318 pL, 344 mg, 3.12 mmol, 1.50 Aq.) sowie K>COs (862 mg,
6.24 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Die Suspension wird bei 50 °C im geschlossenen GefaB fiir
19 Stunden gertiihrt, bevor die Heizquelle entfernt und Boc,O (1.34 mL, 1.36 g, 6.24 mmol,
3.00 Aq.) hinzugegeben wird. Die Suspension wird fiir 30 Minuten geriihrt, bevor Wasser
(10 mL) und NaCl-Losung (100 mL) hinzugefiigt werden und mit Et;O (3 % 15 mL)
extrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (30 mL)
gewaschen, liber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Der GroBteil des Losungsmittels wird am
Rotationsverdampfer (630 mbar) und Reste des Losungsmittels werden mit Hilfe von
Druckluft entfernt. Die verbliebene gelbe Fliissigkeit wird durch Saulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 5 cm, h = 28 cm, Et20/CH2Cl> = 0/100 — 10/90) aufgereinigt, wobei ein
farbloses Ol (184 mg) isoliert wird.

DC: R¢= 0.24 (CH2Cl2/Et20 = 20/1) [Ninhydrin: violett].

Verseifung:

Das farblose Ol (184 mg < 747 umol) wird in THF (20.8 mL) geldst und nacheinander mit
Wasser (5.2 mL) und LiOH-H,O (218 mg, 6.24 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Nachdem fiir 19
Stunden bei Raumtemperatur gerithrt worden ist, wird NaCl-Losung (20 mL)
hinzugegeben. Es wird mit Et,O (25 mL) gewaschen und die etherische Phase mit Wasser
(6 mL) gegenextrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen werden mit 10%iger
Zitronensdurelosung auf pH = 3 eingestellt, mit festem NaCl gesittigt und mit EtOAc (4 x
20 mL) extrahiert. Die vereinigten EtOAc-Phasen werden iiber Na;SO4 getrocknet und
filtriert, wobei der Riickstand mittels Sdaulenchromatographie (Kieselgel, @ =2 cm, h =
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15 cm, CH2Clo/MeOH/AcOH = 100/1/0.1 — 9/1/0.1) aufgereinigt. Der Riickstand wird
erneut mittels Sdulenchromatographie (Kieselge, @ = 1lcm, h = 12cm,
CH>Cl2/MeOH/AcOH = 50/1/0.1) aufgereinigt. und das Zwischenprodukt (ca. 135 mg) als

farbloser, kristalliner Feststoff isoliert wird.

DC: Rr= 0.44 (CH2Cl2/MeOH/AcOH = 9/1/0.1) [Ninhydrin: violett].

Boc-Entschiitzung:

Das Zwischenprodukt (ca. 135 mg) wird mit HCI (4 M in Dioxan, 4.15 mL) versetzt und
das Gemisch fiir 21 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Saure!), der Riickstand in der minimalen Menge
trockenem EtOH, welche zur Auflosung des Feststoffs ausreicht, gelost und durch Zugabe
von trockenem Et,O (ca. 5mL) gefillt. Der ausgefallene Feststoff wird durch
Zentrifugieren (16000 rpm, 6 min) sowie Dekantieren isoliert und mit MeOH iiberfiihrt.
Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Hydrochlorid 167
(82.7 mg, 487 umol, 23% ii. 3 St.) als gelblicher Feststoff erhalten.

Smp.: 134 °C.

IR (ATR): ¥ =3384 (br, X—H), 2872 (s, C***~H), 2618 (m, C***~H), 2442 (m, C***-H),
1731 (vs, C=0), 1625 (s), 1569 (s), 1410 (s), 1247 (vs), 1102 (s), 965 (vs).

'H-NMR (500 MHz, D,0, 298 K): § [ppm] = 4.94 — 4.67 (m, 4H, COCH, CHCH,F), 2.91
(dddd, 2J = 12.8 Hz, 3J = 10.6, 2.2 Hz, “Jur = 6.9 Hz, 1H, COCHCHH), 2.81 — 2.71 (m,
1H, COCHCHH).

13C-NMR (101 MHz, CD;0D, 300 K): & [ppm] = 170.7 (s, CO), 82.3 (dt, 'Jcr = 171.1 Hz,
CH,F), 58.7 (dd, %Jcr = 18.9 Hz, CHCH,F), 56.5 (d, COCH), 25.2 (dt, 3Jcr = 7.0 Hz,
COCHCH>,).

YF-NMR (471 MHz, D;0): § [ppm] = —144.2 (br. s).
MS (ESI): m/z (%) = 175 (100) [M+MeCN-CI], 134 (100) [M—CI]".
HR-MS (ESI): berechnet: [CsHoFNO>]": 134.0612; gefunden: 134.0611.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—60.0 (c = 1.00, H,0).
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(25,45)-4-Chlormethyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (166)

o H OH o H Cl oo e aCINSORS
>J< ) , >J< ) 12M130IN2Ug
MeO N MeO N M = 348.75 g/mol
Ns Ns
162a 166

Der Alkohol 162a (101 mg, 306 pmol, 1.00 Aq.) wird in CH2Cl> (10 mL) bei =78 °C mit
Morpho-DAST (74.6 pL, 107 mg, 612 umol, 2.00 Aq.) versetzt. Das Gemisch wird unter
Riihren iiber 21.5 Stunden auf Raumtemperatur erwéarmt, bevor es wieder auf 0 °C gekiihlt
und noch einmal mit Morpho-DAST (37.3 pL, 53.6 mg, 306 umol, 1.00 Aq.) versetzt wird.
Das Gemisch wird unter Riihren iiber 22 Stunden auf Raumtemperatur erwarmt. NaHCO3-
Losung (30 mL) wird zugegeben und die Phasen getrennt. Nachdem die wéssrige Phase
mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert worden ist, werden die vereinigten organischen Phasen
mit Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand durch Sidulenchromatographie (Kieselgel, @ =1 cm, h=15 cm,
n-Hexan/EtOAc = 3/1 — 2/1) aufgereinigt, wobei das Fluorid 165 (33.6 mg, 101 pmol,
33%) sowie das Chlorid 166 (26.4 mg, 75.7 umol, 25%) als gelbliches Harz isoliert

werden.

DC: R¢= 0.64 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em '] =3107 (w, C***>—=H), 2960 (m, C***—H), 2926 (m, C**—H), 1743 (s,
C=0), 1529 (s, N=0), 1349 (vs, N=0), 1157 (vs), 1089 (s), 1013 (s), 856 (s), 739 (vs), 686
(s).

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.35 (d, J = 8.9 Hz, 2H, C*H), 8.03 (d,
J = 8.9 Hz, 2H, C*H), 4.79 (dd, 3J = 9.1, 5.2 Hz, 1H, COCH)", 4.81 — 4.74 (m, 1H,
CHCHCI)", 3.93 (dd, 2J = 12.0 Hz, 3J = 5.9 Hz, 1H, CHHCI), 3.84 (dd, 2J = 12.0 Hz,
3J=3.1 Hz, 1H, CHHCI), 3.71 (s, 3H, CO2CH3), 2.56 (ddd, 2J=11.6 Hz, 9.1, 5.6 Hz, 1H,
COCHCHH), 2.40 (ddd, 2J=11.6 Hz, >*J= 8.2, 5.2 Hz, IH, COCHCHH).

" Signale iiberlagern sich.
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13C-NMR (101 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 170.6 (s, CO), 150.2 (s, C*), 146.0 (s,
C™), 128.6 (d, C*H), 124.2 (d, C*H), 63.5 (d, CHCHCI), 61.2 (d, COCH), 52.8 (q,
CO,CHs), 45.9 (t, CH,Cl), 24.8 (t, COCHCH.).

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =348 (100) [M]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C12H13CIN206S+H]": 349.0256; gefunden: 349.0256.

Spezifischer Drehwinkel: [a]4’ = —146 (c = 1.02, CHCl5).

(25,45)-4-(Methoxy)methyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (169)

O H OH O H OMe
W - W C13H16N207S
ved, N ved, N M = 344.34 g/mol
Ns Ns
162a 169

Zu einer Mischung von frisch aktiviertem, gepulvertem Molsieb (4 A, 171 mg),
1,8-Bis(dimethylamin)naphthalen (519 mg, 2.42 mmol, 10.0 Aq.) und Me;O-BF4 (149 mg,
1.21 mmol, 5.00 Aq.) in CH2Cl, (4.2 mL) wird der Alkohol 162a (80.0 mg, 242 umol,
1.00 Aq.) in CH2Cl, (1.0 mL) getropft. Die orange Suspension wird unter Lichtausschluss
fiir 21 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von EtOAc (5 mL) wird iiber
Celite filtriert, wobei der Filterkuchen mit EtOAc (25 mL) nachgewaschen wird. Die gelbe
organische Phase wird mit NH4Cl-Losung (15 mL) gewaschen, wobei die wissrige Phase
mit EtOAc (10 mL) gegenextrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden
nacheinander mit 1 M Salzsdure, NaHCOs3- sowie NaCl-Losung (je 15 mL) gewaschen,
iiber Na,SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand durch S&dulenchromatographie (Kieselgel, @ =1 cm, h=5 cm,
n-Pentan/EtOAc = 2/1 — 1/1) aufgereinigt, wodurch der Methylether 169 (67.5 mg,
196 umol, 81%) als gelbliches Ol erhalten wird.

DC: Rr= 0.48 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy].
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IR (ATR): ¥ [em !]=3107 (w, C**—H), 2955 (w, C**—H), 2930 (w, C**—H), 1745 (s,
C=0), 1529 (s, N=0), 1349 (vs, N=0), 1157 (vs), 1091 (s), 856 (s), 740 (s), 687 (m).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 8.36 — 8.33 (m, 2H, C*H), 8.07 — 8.03 (m,
2H, C*H), 4.78 (dd, *J = 9.2, 5.4 Hz, 1H, COCH), 4.60 (virt. ddt, °J = 8.7, 5.8 Hz,
3J=~3J=3.4Hz 1H, CHCH,OMe), 3.76 (dd, 2J = 10.8 Hz, °J = 3.4 Hz, 1H, CHHOMe),
3.73 (s, 3H, CO.CH3), 3.49 (dd, 27 = 10.8 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1H, CHHOMe), 3.29 (s, 3H,
CH,OCH3), 2.51 (ddd, 2/ = 11.1 Hz, J = 9.2, 5.8 Hz, 1H, COCHCHH), 2.30 (ddd,
2J=11.0 Hz, >J=8.7, 5.4 Hz, 1H, COCHCHH).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 171.1 (s, CO), 150.0 (s, C*), 146.6 (s,
Cy, 128.7 (d, C*H), 124.0 (d, C*'H), 72.4 (t, CH,OMe), 63.8 (d, CHCH,OMe), 61.5 (d,
COCH), 59.1 (q, CH,OCH3), 52.7 (q, CO2CH3), 23.5 (t, COCHCHo,).

Aussagekriftige NOE-Kontakte:

o H H,

c
Med N 0-CHs
Ns

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) = 344 (100) [M]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C13H1sN207S+H]"™: 345.0751; gefunden: 345.0751.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —80.0 (c = 0.50, CHCI).
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(285,4R)-4-(Methoxymethyl)azetidin-2-carbonsiure Hydrochlorid (170)

0 H OMe o H OMe
W W CeH1,CINO,
ves N > N M = 181.62 g/mol
Ns HO  Hhe

169 170

Denosylierung:

Das Nosyl-geschiitzte Azetidin 169 (66.2 mg, 192 umol, 1.00 Aq.) wird in MeCN (1.9 mL)
mit PhSH (29.3 uL, 31.7 mg, 288 umol, 1.50 Aq.) sowie K2COs3 (79.7 mg, 577 umol,
3.00 Aq.) versetzt. Die Suspension wird bei 50 °C im geschlossenen GefiB fiir 20 Stunden
geriihrt, bevor die Heizquelle entfernt und Boc,O (123 pL, 125 mg,577 umol, 3.00 Aq.)
hinzugegeben wird. Die Suspension wird 30 Minuten geriihrt, bevor Wasser (10 mL) sowie
NaCl-Losung (20 mL) hinzugefiigt werden und mit Et2O (3 x 20 mL) extrahiert wird. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (25 mL) gewaschen, iiber
NaSOs getrocknet und filtriert. Der Grofiteil des Losungsmittels wird am
Rotationsverdampfer (675 mbar) und Reste des Losungsmittels werden mit Hilfe von
Druckluft entfernt. Die verbliebene gelbe Fliissigkeit wird durch Sdulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 1 cm, h= 4 cm, Et2O/CH2Cl>, = 1/20 — 1/10) aufgereinigt, wobei ein
farbloses Ol (22 mg) isoliert wird.

DC: Rr=0.16 (CH2Cl2/Et20 = 9/1) [Ninhydrin: rot-braun].

Verseifung:

Das farblose Ol (22 mg < 86 pmol) wird in THF (0.86 mL) gelost und nacheinander mit
Wasser (0.22 mL) und LiOH-H20O (9.0 mg, 215 pmol, 3.00 Aq.) versetzt. Nachdem fiir
sieben Stunden geriihrt worden ist, werden Wasser (10 mL) und NaCl-Lésung (5 mL)
hinzugegeben. Es wird mit Et;O (258 mL) gewaschen und die etherische Phase mit Wasser
(5 mL) gegenextrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen werden mit 10%iger
Zitronensdurelosung auf pH = 4 eingestellt, und mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten EtOAc-Phasen werden iiber NaxSOs4 getrocknet und filtriert, wobei der

Riickstand mittels Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1lcm, h = 10cm,
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CH:Cl2/MeOH/AcOH = 40/1/0.1% — 10/1/0.1%) aufgereinigt und das Zwischenprodukt

(18 mg) als farbloses Harz isoliert wird.

DC: Rr=0.51 (CH2Cl2/MeOH/AcOH = 9/1/0.1) [Ninhydrin: rot-braun].

Boc-Entschiitzung:

Das Zwischenprodukt (18 mg) wird mit HCI (4 M in Dioxan, 0.25 mL) versetzt und das
Gemisch fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!), der Riickstand in der minimalen Menge
trockenem EtOH, welche zur Auflosung des Feststoffs ausreicht, gelost und durch Zugabe
von trockenem EtO (ca. 1mL) gefillt. Der ausgefallene Feststoff wird durch
Zentrifugieren (8000 rpm, 4 min) sowie Dekantieren isoliert und mit Wasser iiberfiihrt.
Nach Lyophilisation wird das Hydrochlorid 170 (10.8 mg, 59.5 umol, 31% 1. 3 St.) als

nahezu farbloses Harz erhalten.

IR (ATR): ¥ = 3396 (br, X—H), 2932 (s, C***~H), 2891 (s, C*P*~H), 2617 (m, C**-H),
2515 (m, C***-H), 1736 (vs, C=0), 1630 (m), 1567 (m), 1454 (m), 1408 (m), 1249 (s),
1209 (s), 1107 (s).

IH-NMR (400 MHz, CDs0D, 298 K): & [ppm] = 4.80 — 4.64 (m, 1H. COCH), 4.33 (br. s,
1H, CHCH,0Me), 3.58 — 3.49 (m, 2H, CH,OMe), 3.31 (s, 3H, CH3), 2.67 — 2.56 (m, 1H,
COCHCHH), 2.56 — 2.45 (m, 1H, COCHCHH).

3C-NMR (126 MHz, CD:0D, 300 K): & [ppm] = 171.1 (s, CO), 71.3 (t, CH2OMe), 59.5
(q, CHs), 58.7 (d, CHCH,0Me), 56.5 (d, COCH), 26.0 (t, COCHCH>).

MS (ESI): m/z (%) = 146 (100) [M—CI"]".
HR-MS (ESI): berechnet: [CsH12NO3]": 146.0812; gefunden: 146.0813.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—49.5 (c = 1.05, MeOH).
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(25,45)-4-(Acetoxy)methyl-1-nosylazetidin-2-carbonsiuremethylester (171)

OWOH , OWOAC Ci4H16N,04S
14" 116'N28
MeO N MeO N M = 372.35 g/mol
Ns Ns
162a 171

Ein Gemisch aus dem Alkohol 162a (124 mg, 375 pmol, 1.00 Aq.), Pyridin (2.34 mL) und
Ac20 (2.34 mL) wird fiir 15 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. EtOAc (30 mL) wird
zugegeben und die organische Phase mit CuSO4-Losung (2 x 25 mL), sowie NaCl-Losung
(2 x 20 mL) gewaschen, liber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Azeotropdestillation (PhMe,
30 mL) von restlichem Pyridin entfernt. Durch S&ulenchromatographie (Kieselgel,
@ =2 cm, h = 10 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/1) wird das Acetat 171 (132 mg, 364 umol,
97%) als gelbes Ol erhalten.

DC: Rr= 0.42 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy].

IR (ATR): ¥ [em '] = 3108 (w, C**>—H), 2958 (w, C*P*~H), 293270 (w, C***~H), 1739 (vs,
C=0), 1529 (vs, N=0), 1349 (vs, N=0), 1238 (s), 1157 (vs), 1090 (s), 856 (s), 739 (vs),
687 (s).

TH-NMR (300 MHz, CDCl;, 300 K): § [ppm] = 8.40 — 8.30 (m, 2H, C*H), 8.10 — 7.99 (m,
2H, C*H), 4.81 (dd, *J = 8.9, 5.4 Hz, 1H, COCH), 4.69 (virt. ddt, 3J = 8.4, 5.9 Hz,
3J=3.8 Hz, 1H, CHCH>0Ac), 4.49 (dd, 2J = 12.4 Hz, 3J = 3.9 Hz, 1H, CHHOACc), 4.25
(dd, 2J= 12.4 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H, CHHOAc), 3.71 (s, 3H, CO2CH3), 2.46 (ddd,
2J=11.2 Hz, *J=8.9, 5.9 Hz, 1H, COCHCHH), 2.37 (ddd, 2J=11.2 Hz, *J = 8.4, 5.4 Hz,
1H, COCHCHH), 2.06 (s, 3H, COCH3).

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 170.7 (s, CO), 170.4 (s, CO), 150.2 (s, C™),
146.1 (s, C™), 128.7 (d, C*H), 124.2 (d, C*H), 64.3 (t, CHLOAc), 62.3 (d, CHCH,OAc),
61.5 (d, COCH), 52.8 (q, CO2CH3), 23.9 (t, COCHCH,), 20.8 (q, COCH3).

MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) =372 (100) [M]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C14HsN20sS+H]"™: 373.0700; gefunden: 373.0702.
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Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—89.6 (¢ = 0.96, CHCl5).

(2R,4R)-4-Methylazetidin-2-carbonsiure Hydrochlorid (164)

) 0
> g CsH1oCINO,
MeO N N M = 151.59 g/mol
Ns HO H-HCI
152b 164
Denosylierung:

Das Nosyl-geschiitzte Azetidin 152b (216 mg, 686 umol, 1.00 Aq.) wird in MeCN
(6.9 mL) mit PhSH (105 pL, 113 mg, 1.03 mmol, 1.50 Aq.) sowie K,CO; (284 mg,
2.06 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Die Suspension wird bei 50 °C im geschlossenen GefiB fiir
21.5 Stunden geriihrt, bevor die Heizquelle entfernt und Boc.O (441 uL, 450 mg,
2.06 mmol, 3.00 Aq.) hinzugegeben wird. Die Suspension wird 30 Minuten geriihrt, bevor
Wasser (40 mL) beigefiigt und mit Et;O (6 x 10 mL) extrahiert wird. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (15 mL) gewaschen, iliber NaxSO4
getrocknet und filtriert. Der Grofteil des Losungsmittels wird am Rotationsverdampfer
(750 mbar) und Reste des Losungsmittels mit Hilfe von Druckluft enfernt. Die verbliebene
gelbe Fliissigkeit wird durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 25 cm,
Et,0/CH,Cl> = 0/100 — 10/90) aufgereinigt, wobei ein gelbes Ol (61 mg) isoliert wird.

DC: R¢=0.08 (CH2Cl>) [Ninhydrin: violett].

Verseifung:

Das gelbe Ol (61 mg < 266 pmol) wird in THF (2.67 mL) gelost und nacheinander mit
Wasser (0.67 mL) und LiOH-H,0O (27.9 mg, 665 pmol, 2.50 Aq.) versetzt. Nachdem fiir
fiinf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt worden ist, werden Wasser (30 mL) und NaCl-
Losung (5 mL) hinzugegeben. Es wird mit Et;O (8 mL) gewaschen und die etherische

Phase mit Wasser (8 mL) gegenextrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen werden mit
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10%iger Zitronensdurelosung auf pH = 4 eingestellt und mit EtOAc (3 % 15 mL) extrahiert.
Die vereinigten EtOAc-Phasen werden iiber Na>xSO4 getrocknet und filtriert, wobei der
Riickstand mittels Sédulenchromatographie (Kieselgel, @ = lcm, h = 5cm,
nPentan/Aceton/AcOH = 8/2/1%) aufgereinigt und das Zwischenprodukt (45 mg) isoliert

wird.

DC: Rr=0.22 (n-Pentan/Aceton/AcOH = 8/2/1%) [Ninhydrin: violett].

Boc-Entschiitzung:

Das Zwischenprodukt (45 mg) wird mit HCI (4 M in Dioxan, 0.53 mL) versetzt und das
Gemisch fiir 19 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Saure!), der Riickstand in der minimalen Menge
trockenem EtOH, welche zur Auflosung des Feststoffs ausreicht, gelost und durch Zugabe
von trockenem Et,O (ca. 5mL) gefillt. Der ausgefallene Feststoff wird durch
Zentrifugieren (6000 rpm, 5 min) sowie Dekantieren isoliert und mit MeOH {iberfiihrt.
Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Hydrochlorid 164
(19.0 mg, 125 umol, 18% ii. 3 St.) als leicht gelbliches Harz erhalten.

IR (ATR): ¥ =3381 (br, X—H), 2922 (s, C***~H), 2613 (m, C***~H), 2529 (m, C***-H),
1735 (vs, C=0), 1627 (m), 1572 (m), 1257 (vs), 1210 (vs), 1134 (m), 1071 (m), 985 (m),
667 (s).

TH-NMR (400 MHz, CDs0D, 298 K): § [ppm] = 5.05 — 4.87 (m, 1H, COCH), 4.62 — 4.50
(m, 1H, CHCHs), 2.96 (virt. q, J = 3J = 9.5 Hz, 1H, CHH), 2.35 (virt. dt, 3J = 12.3 Hz,
2J~3J=8.5Hz, 1H, CHH), 1.53 (d, 3= 6.6 Hz, 3H, CHs).

13C-NMR (101 MHz, CD;0D, 300 K): & [ppm] = 171.0 (s, CO), 55.7 (d, COCH), 55.0 (d,
CHCHs), 31.8 (t, CHa), 19.8 (g, CH3).

MS (ESI): m/z (%) = 157 (89) [M—CI+MeCN]", 152 (19) [M+H], 116 (100) [M—CI]".
HR-MS (ESI): berechnet: [CsH10NO2]": 116.0706; gefunden: 116.0706.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3°> = +46.0 (c = 1.00, MeOH).
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2.4 Prolin-d:

(8)-1-Benzyl-5-oxopyrrolidin-2-carbonsiure-tert-butylester (175)

SN 07N M = 275.35 g/mol

H 0 Bh O
174 175

Nach einer Literaturvorschrift!'®®! wird eine Ldsung von L-Pyroglutaminsiure-tert-
butylester (174, 2.06 g, 11.1 mmol, 1.00 Aq.) in THF (28 mL) bei 0 °C portionsweise mit
NaH (60 Gew.-% in Mineraldl, 445 mg, 11.1 mmol, 1.00 Aq.) versetzt. Nach Zugabe von
BnBr (1.98 mL, 2.85 g, 16.7 mmol, 1.50 Aq.) wird die farblose Suspension fiir vier
Stunden unter Riithren am Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird
Wasser (80 mL) zugegeben und mit CH2Cl, (4 x 80 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden liber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird
am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Saulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 7 cm, h = 15 cm, n-Pentan/EtOAc = 6/1 — 0/1) aufgereinigt, wobei das
Pyrrolidon 175 (2.37 g, 8.62 mmol, 78%) als gelbliches Ol erhalten wird, welches nach
einiger Zeit gelblich kristallisiert.

DC: Rs=0.21 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnOy4].

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 7.27 — 7.19 (m, 3H, C*H), 7.17 — 7.13 (m,
2H, C*H), 4.99 (d, 2J = 14.8 Hz, 1H, C*CHH), 3.89 (d, 2J = 14.8 Hz, 1H, C*CHH), 3.77
(dd, >J=9.2, 3.4 Hz, 1H, CH), 2.53 — 2.43 (m, 1H, COCHH), 2.33 (ddd, %J = 16.9 Hz,
3J=9.7,3.9 Hz, IH, COCHH), 2.14 (virt. dq, 2J = 13.2 Hz, *J=3J=9.2 Hz, 1H, CHCHH),
1.96 (virt. ddt, 2J = 13.2 Hz, J = 9.7 Hz, 3J = *J = 3.4 Hz, 1H, CHCHH), 1.37 [s, 9H,
C(CH3)3].

3C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 175.3 (s, NCO), 171.0 (s, CO'Bu), 136.1
(s, C*CHa), 128.9 (d, C*H), 128.7 (d, C*H), 127.9 (d, C*H), 82.3 [s, C(CH3)s], 59.7 (d,
CH), 45.7 (t, C"CH>), 29.8 (t, COCH>), 28.1 [q, C(CH3)3], 23.0 (t, CHCH>).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!'6*!
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(5)-1-Benzyl-5-thiopyrrolidin-2-carbonsiure-fert-butylester (176)

07N STON M = 291.41 g/mol
Bh O Bh O
175 176

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!®?! wird eine Suspension aus dem Pyrrolidon
175 (2.37 g, 8.61 mmol, 1.00 Aq.), P4Sio (1.09 g, 2.45 mmol, 0.28 Aq.) und THF (80 mL)
fir 19.5 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend filtriert. Der
Filterriickstand wird mit Et2O (50 mL) gewaschen, das vereinigte Filtrat mit NaHCOs-
Losung (200 mL) versetzt und das Gemisch fiir eine Stunde geriihrt. Die Phasen werden
getrennt und die wiassrige Phase wird mit Et:O (3 x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (300 mL) gewaschen, iiber Na>SOs
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand durch Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7cm, h = 14cm,
n-Pentan/EtOAc = 10/1 — 5/1) aufgereinigt. Hierbei wird das Thiolactam 176 (2.24 g,

7.67 mmol, 89%) als farbloses Ol erhalten, welches nach einiger Zeit farblos kristallisiert.

DC: Ry = 0.56 (n-Pentan/EtOAc = 6/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] =7.38 — 7.26 (m, 5H, C*H), 5.81 (d,
2] =14.6 Hz, 1H, C*CHH), 4.27 (d, 2J = 14.6 Hz, 1H, C*CHH), 4.14 (dd, 3J=9.3,3.3 Hz,
1H, CH), 3.23 — 3.01 (m, 2H, CSCH,), 2.31 — 2.16 (m, 1H, CHCHH), 2.15 — 2.03 (m, 1H,
CHCHH), 1.44 [s, 9H, C(CHz)s].

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 203.8 (s, CS), 169.3 (s, CO), 134.9 (s,
C"CHa), 129.0 (d, C*H), 128.9 (d, C*H), 128.3 (d, C*H), 83.1 [s, C(CH3)3], 66.5 (d, CH),
50.6 (t, C*CH,), 43.7 (t, CSCHa), 28.1 [q, C(CHz)s], 25.0 (t, CHCH,).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein. 6!
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N-Bn-Pro-O-Bu (178)

MOtBU - - &(O’Bu C16H23NO,
STON N | M = 261.37 g/mol

Bh O Bn
176 178

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!®!l wird eine Losung des Thiolactams 176
(58.5 mg, 201 pmol, 1.00 Aq.) in MeCN (0.50 mL) mit Mel (50.1 uL, 114 mg, 804 pmol,
4.00 Aq.) versetzt und fiir 24 Stunden geriihrt. Das Losungsmittel der nun gelben Losung
wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand eine Stunde am Feinvakuum
getrocknet. Das so aktivierte Thiolactam wird in MeOH (0.65 mL) geldst und sofort mit
NaBH4 (38.0 mg, 1.01 mmol, 5.00 Aq.) versetzt, wobei unmittelbar nach Zugabe eine
enorme Gasentwicklung zu beobachten ist. Die Suspension wird fiir 18 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor pH=7-Pufferlésung (8 mL), K-Na-Tartratlosung (5 mL)
und EtO (10 mL) zugegeben werden. Die trilbe Emulsion wird flir zwei Stunden intensiv
geriihrt, wobei sie aufklart. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit Et,O
(2 x 10 mL) extrahiert. Nachdem die organischen Phasen vereinigt worden sind, wird mit
NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber NaSOs getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 21 cm, n-Pentan/Et,O = 15/1 — 4/1)
aufgereinigt, wobei das Prolinderivat 178 (50.9 mg, 1.95 mmol, 97%) als farblose

Fliissigkeit erhalten wird.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —60.0 (c = 1.00, CHCI5).

O\«ofsu O\(OtBu C16Hp1NOs
N N M = 275.35 g/mol

H o) Bn e}
‘HCI

Nach einer Literaturvorschrift!!® wird ein Gemisch aus Pro-O-"Bu Hydrochlorid (981 mg,

4.72 mmol, 1.00 Aq.), NaHCO; (1.57 g, 18.9 mmol, 4.00 Aq.), BnCl (587 pL, 646 mg,
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5.10 mmol, 1.08 Aq.) und MeCN (24 mL) fiir 17 Stunden zum Riickfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch
Sdulenchroamtographie (Kieselgel, @ = 5.5 cm, h = 8 cm, n-Pentan/EtOAc = 10/1 — 7/1)
aufgereinigt, wobei das Prolin-Derivat 178 (957 mg, 3.66 mmol, 78%) als gelbliches Ol

erhalten wird.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —62.8 (c = 0.70, CHCl5).
DC: Ry= 0.32 (n-Pentan/EtOAc = 9/1) [UV, KMnOy4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.37 — 7.33 (m, 2H, C*H), 7.32 — 7.28 (m,
2H, C*H), 7.26 — 7.22 (m, 1H, C*H), 3.99 (d, 2/ = 12.8 Hz, 1H, C*CHH), 3.51 (d,
2J = 12.8Hz, 1H, C*CHH), 3.15 (dd, °J = 8.8, 6.1 Hz, 1H, CH), 2.99 (virt. td,
2J=3J=8.5Hz,*J=3.2 Hz, 1H, NCHHCH>), 2.37 (virt. q,%2J = >J=8.2 Hz, 1H, CHHCH,),
2.13 — 2.04 (m, 1H, CHCHH), 1.98 — 1.81 (m, 2H, CHCHHCHH), 1.79 — 1.70 (m, 1H,
CHCH,CHH), 1.46 [s, 9H, C(CH3)s3].

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 173.4 (s, CO), 139.0 (s, C*CHa), 129.2
(d, C™H), 128.3 (d, C*H), 127.0 (d, C*"H), 80.6 [s, C(CH3)3], 65.9 (d, CH), 58.5 (t, C*CHo),
53.1 (t, NCH2CHa), 29.3 (t, CHCHa), 28.2 [q, C(CHs)s], 23.0 (t, NCH2CHy).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[!6]

N-Bn-Pro(-d2)-0O-'Bu (177)

g D g
Sﬁ@\ﬁo Bu MO BU CygHpD,NO;
N DO N M = 263.38 g/mol
Bh O Bh O
176 177

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!!®!) wird eine Losung des Thiolactams 176
(1.20 g, 4.12 mmol, 1.00 Aq.) in MeCN (10.3 mL) mit Mel (1.03 mL, 2.34 g, 16.5 mmol,
4.00 Aq.) versetzt und fiir 26 Stunden geriihrt. Das Losungsmittel der nun gelben Losung

wird am Feinvakuum tiber eine externe Kiihlfalle entfernt und der Riickstand eine Stunde
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am Feinvakuum getrocknet, sodass ein gelber Schaum verbleibt. Das so aktivierte
Thiolactam wird bei 0 °C in MeOD (13.3 mL) geldst und sofort portionsweise mit NaBD4
(90% Reinheit, 958 mg, 20.6 mmol, 5.00 Aq.) versetzt, wobei unmittelbar nach Zugabe
eine enorme Gasentwicklung zu beobachten ist. Die Suspension wird fiir 17.5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor pH=7-Pufferlosung (20 mL), K-Na-Tartratlosung (10 mL)
und EtO (10 mL) zugegeben werden. Die trilbe Emulsion wird flir zwei Stunden intensiv
geriihrt. Die Phasen werden getrennt und die waissrige Phase mit EtoO (2 x 25 mL)
extrahiert. Nachdem die organischen Phasen vereinigt worden sind, wird iiber Na>xSOg4
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand durch Saulenchromatographie (Kieselgel, @ =4 cm, h = 18 cm, n-Pentan/Et,O
=15/1 — 8/1) aufgereinigt, wobei das deuterierte Prolinderivat 177 (953 mg, 3.62 mmol,
88%, D2-Gehalt 96%) als farblose Fliissigkeit erhalten wird.

DC: Rr=0.19 (n-Pentan/Et;O/NHs,q = 10/1/0.1) [UV, KMnOs].

IR (ATR): ¥ [em '] =2977 (m, C**-H), 2188 (w, C***-D), 2068 (w, C**-D), 1740 (s,
C=0), 1367 (s), 1148 (vs), 699 (m).

IH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): 8 [ppm] = 7.36 — 7.33 (m, 2H, C*H), 7.32 — 7.28 (m,
2H, C*H), 7.25 — 7.21 (m, 1H, C*H), 3.99 (d, 2J = 12.9 Hz, 1H, C*CHH), 3.51 (d,
2] = 12.9 Hz, 1H, C*"CHH), 3.15 (dd, 3J = 8.8, 6.2 Hz, 1H, CH), 2.13 — 2.04 (m, 1H,
CHCHH), 1.97 — 1.89 (m, 1H, CHCHH), 1.89 — 1.81 (m, 1H, CD,CHH), 1.78 — 1.70 (m,
1H, CD,CHH), 1.46 [s, 9H, C(CHz)s].

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 173.5 (s, CO), 139.1 (s, C*"CHa), 129.2 (d,
C*H), 128.3 (d, C*H), 127.0 (d, C*H), 80.6 [s, C(CHz)s], 66.0 (d, CH), 58.5 (t, C*CHa),
52.4 (quint, CD>), 29.3 (t, CHCH>), 28.3 [q, C(CH3)s], 22.8 (t, CD>CH>).

MS (ESI): m/z (%) = 264 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [Ci6H21D2NO>+H]": 264.1927; gefunden: 264.1927.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—61.0 (c = 1.00, CHCl5).
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N-Bn-Pro-O-Bn (179)
N N M = 295.38 g/mol

Esterspaltung:

Der Ester 178 (44.8 mg, 171 umol, 1.00 Aq.) wird mit HCI (4 M in Dioxan, 1.50 mL)
versetzt und die entstehende Losung fiir fiinf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur entfernt (Vorsicht:

Sdure!) und der Riickstand fiir eine Stunde am Feinvakuum getrocknet.

Benzylierung:

Zu einer Losung des Riickstands in DMF (1 mL) wird NaHCO3 (71.9 mg, 599 pmol,
3.50 Aq.) und BnBr (20.3 pL, 29.2 mg, 171 umol, 1.00 Aq.) gegeben. Das Gemisch wird
fir 18 Stunden bei 100 °C geriihrt, bevor nach Abkiihlen auf Raumtemperatur Et2O
(16 mL) zugegeben und die organische Phase anschliefend mit Wasser (3 x 10 mL)
gewaschen wird. Die vereinigten wiéssrigen Waschlosungen werden mit Et2O (2 x 10 mL)
gegenextrahiert. Die vereinigten organishen Phasen werden mit etwas NaCl-Losung
gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mittels Saulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 1 cm, h =4 cm, n-Pentan/EtOAc = 15/1 — 10/1) aufgereinigt, wobei das
Prolin-Derivat 179 (19.4 mg, 65.7 umol, 38%) als farbloses Ol erhalten wird.

DC: Ry=0.18 (n-Pentan/EtOAc = 9/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm]=7.39 — 7.21 (m, 10H, C*H), 5.14 (d,
2J=12.3 Hz, 1H, OCHH), 5.09 (d, 2J = 12.3 Hz, 1H, OCHH), 3.93 (d, 2J = 12.8 Hz, 1H,
NCHHC?™), 3.56 (d, 2J=12.8 Hz, 1H, NCHHC?™), 3.32 (dd, >*J= 8.9, 6.1 Hz, 1H, CH), 3.04
(ddd, 2J = 7.9 Hz, *J = 8.8, 3.1 Hz, 1H, NCHHCH>), 2.41 (virt. q, 2J = *J = 8.3 Hz, 1H,
NCHHCH,), 2.19 — 2.08 (m, 1H, NCHCHH), 2.03 — 1.86 (m, 2H, NCHCHHCHH), 1.85 —
1.73 (m, 1H, NCHCHHCHH).
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I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): 3 [ppm] = 174.1 (s, CO), 138.6 (s, C"CH,N), 136.2
(s C"CH0), 129.3 (d, C*"H), 128.7 (d, C*H), 128.4 (d, C*H), 128.3 (d, C*H), 128.3 (d,
C™H), 127.2 (d, C*H), 66.4 (t, OCH,), 65.3 (d, CH), 58.7 (t, NCH,C™), 53.3 (t, NCH,CHb,),
29.5 (t, NCHCH,), 23.2 (t, NCH,CH,).

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—56.0 (c = 1.00, CHCl5).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.'8!!

N-Bn-Pro(-d2)-O-Bn (180)

D OtBU D OBn C19H21D2N02
D N D N M = 297.39 g/mol
Bh O Bh O
177 180

Esterspaltung:

Der Ester 177 (51.8 mg, 221 umol, 1.00 Aq., D>-Gehalt 94%) wird mit TFA (1.70 mL) bei
0 °C versetzt und die entstehende Losung fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
TFA (1.70 mL) wird erneut zugegeben und die Losung flir weitere vier Stunden geriihrt.
Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!) und der
Riickstand eine Stunde am Feinvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in Wasser (5 mL)
geldst und mit Et2O (5 mL) gewaschen. Die etherische Phase wird mit Wasser (3 x 2 mL)

gegenextrahiert. Die vereinigten wiéssrigen Phasen werden lyophilisiert.

Benzylierung:

Zu einer Losung des Lyophilisats in DMF (1 mL) wird NaHCO3 (92.9 mg, 774 pmol,
3.50 Aq.) und BnBr (26.2 pL, 37.8 mg, 221 umol, 1.00 Aq.) gegeben. Das Gemisch wird
fiir 21.5 Stunden bei 100 °C geriihrt, bevor nach Abkiihlen auf Raumtemperatur Et;O
(25 mL) zugegeben und die organische Phase anschlieBend mit Wasser (3 x 20 mL)
gewaschen wird. Die vereinigten wissrigen Waschlosungen werden mit Et2O (2 x 10 mL)

gegenextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (15 mL)
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gewaschen, liber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotations-
verdampfer entfernt und der Riickstand mittels S&ulenchromatographie (Kieselgel,
@ =1 cm, h=4 cm, n-Pentan/EtOAc = 12/1 — 8/1) aufgereinigt, wobei das Prolin-Derivat
180 (44.1 mg, 148 pmol, 67%, D>-Gehalt 94%) als gelbe Fliissigkeit erhalten wird.

DC: Rr=0.22 (n-Pentan/EtOAc = 9/1) [UV, KMnOy].

IR (ATR): ¥ [cm™ '] =3031 (w, CP>—H), 2955 (w, C**—H), 2196 (w, C***-D), 2062 (w,
C*P-D), 1729 (s, C=0), 1454 (m), 1165 (s), 1140 (s), 747 (s), 697 (vs).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): 7.39 — 7.21 (m, 10H, C*H), 5.14 (d, 2J = 12.3 Hz,
1H, OCHH), 5.09 (d, 2 = 12.3 Hz, 1H, OCHH), 3.92 (d, >J = 12.8 Hz, 1H, NCHH), 3.56
(d, 27 = 12.8 Hz, 1H, NCHH), 3.32 (dd, *J = 8.9, 6.2 Hz, 1H, CH), 2.18 — 2.04 (m, 1H,
NCHCHH), 2.02 — 1.94 (m, 1H, NCHCHH), 1.92 — 1.85 (m, 1H, NCD,CHH), 1.81 — 1.72
(m, 1H, NCD,CHH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): 8 [ppm] = 174.1 (s, CO), 138.7 (s, C*CH2N), 136.2
(s, C*"CH20), 129.3 (d, C*H), 128.7 (d, C*'H), 128.4 (d, C*H), 128.3 (d, C*'H), 128.3 (d,
C*H), 127.2 (d, C*H), 66.4 (t, OCH>), 65.3 (t, NCH>), 58.6 (d, CH), 52.6 (quint, CD»)",
29.5 (t, NCHCH>), 23.0 (t, NCD2CH>).

* Signal wurde {iber das HMBC-Spektrum detektiert.

MS (ESI): m/z (%) =298 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C19H21D2NO>+H]": 298.1771; gefunden: 298.1770.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —50.0 (c = 1.00, CHCI;).
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Prolin

O\«OB” . OWOH CatiohO:
N N M = 115.13 g/mol
Bh O H 0

179

Zu einer Losung des geschiitzten Prolin-Derivats 179 (103 mg, 349 umol, 1.00 Aq.) in
EtOH (10 mL) wird Pd(OH),/C (10-15 Gew.-% Pd, 15.5 mg) gegeben. Die Atmosphire
wird gegen eine Wasserstoffatmosphére ausgetauscht, indem der Autoklav unter starkem
Rithren mit Wasserstoff gefiillt (10 bar) und wieder entleert wird (3 x). Die Suspension
wird unter Wasserstoffatmosphdre (10 bar) fiir 47 Stunden geriihrt. Argon wird unter
starkem Riihren fiir fiinf Minuten durch die Reaktionssuspension geleitet. Der Katalysator
wird durch Filtration iiber Celite entfernt, wobei der Filterkuchen mit EtOH (80 mL)
nachgewaschen wird. Durch Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird
ein beiger Feststoff erhalten, welcher mit heilem Et2O (5 mL) sowie heiBem CH2Cla (2 %
5 mL) gewaschen wird. Der Riickstand wird mit MeOH (3 mL) versetzt und das Produkt
durch Et2O (10 mL) gefallt. Das Losungsmittel wird mit Spritze und Kaniile vorsichtig
entfernt und der Riickstand am Feinvakuum getrocknet, wobei Pro (19.4 mg, 169 pmol,

48%) als farbloses Pulver erhalten wird.

TH-NMR (500 MHz, D,0, 298 K): 5 [ppm] = 4.12 (dd, 3J = 8.6, 6.4 Hz, 1H, CH), 3.42 (dt,
2J=11.6 Hz, 3J = 7.0 Hz, 1H, NCHH), 3.33 (dt, 2/ = 11.6 Hz, 3J = 7.1 Hz, 1H, NCHH),
2.39 - 2.30 (m, 1H, NCHCHH), 2.11 — 1.94 (m, 3H, NCHCHHCH>).

13C-NMR (101 MHz, D:0, 300 K): 8 [ppm] = 175.2 (s, CO), 61.8 (d, CH), 46.6 (t, NCH>),
29.5 (t, NCHCH>), 24.3 (t, NCH.CH>).!
Spezifischer Drehwinkel: [a]3® = —82.0 (c = 1.00, H>0).2

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[!®4]

! Methanol wurde als als Standard zugegeben.

2 Ausgehend von der N-Benzylierung von Pro-O-"Bu-HCL
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Prolin-d> (173)

D OBn D OH CsH;D,NO,

D 'N ~ D” N M =117.14 g/mol
Bh O H o)
180 173

Zu einer Losung des geschiitzten Prolin-Derivats 180 {333 mg, 1.12 mmol, 1.00 Aq.,
[a]3° =—44.0 (c=1.00, EtOH), D,-Gehalt 96%} in EtOH (10 mL) wird Pd(OH),/C
(10-15 Gew.-% Pd, 50.0mg) gegeben. Die Atmosphdre wird gegen eine
Wasserstoffatmosphire ausgetauscht, indem der Autoklav unter starkem Riihren mit
Wasserstoff gefiillt (10 bar) und wieder entleert wird (3 x). Die Suspension wird unter
Wasserstoffatmosphire (10 bar) fiir zwei Tage geriihrt. Argon wird unter starkem Riihren
fiinf Minuten durch die Reaktionssuspension geleitet. PA(OH)>/C (10-15 Gew.-% Pd,
100 mg) wird aufgrund des geringen Umsatzes erneut zugegeben. Die Atmosphire wird
analog zu oben gegen ecine Wasserstoffatmosphédre (10 bar) ausgetauscht und die
Suspension fiir weitere drei Tage geriihrt. Der Katalysator wird durch Filtration {iber Celite
entfernt, wobei der Filterkuchen mit EtOH (80 mL) nachgewaschen wird. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer auf ca. 20 mL eingeengt und die Losung
durch einen 0.45 um Spritzenfilter (Sarforius) filtriert. Durch Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein gelber Feststoff erhalten, welcher mit
heiBem CH2Cl; (2 x 5 mL) gewaschen wird. Der dadurch erhaltene farblose Feststoff wird
in moglichst wenig MeOH geldst und das Produkt durch Et2O (15 mL) gefillt. Das
Losungsmittel wird mit Spritze und Kaniile vorsichtig entfernt, der Riickstand mit Et2O
(1 mL) gewaschen und am Feinvakuum getrocknet. Das Fillungsprozedere wird ein
weiteres Mal wiederholt. Durch Kombination der beiden Fraktionen wird Pro-d» (173,

83.5 mg, 713 pmol, 64%, D»-Gehalt 96%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp.: 215 °C (Zersetzung).

IR (ATR): & [em™']=3046 (m, O—H), 2982 (m, C***-H), 2376 (br, C**-D), 1611 (s,
C=0), 1551 (s), 1449 (s), 1371 (vs), 1291 (s), 820 (5), 638 ().
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TH-NMR (500 MHz, D>0, 298 K): § [ppm] =4.13 (dd, 3J = 8.6, 6.4 Hz, 1H, CH), 2.35
(ddt, 2J=12.7 Hz, *J = 8.6, 6.9 Hz, 1H, NCHCHH), 2.07 (ddt, 2J = 12.7 Hz, °J = 7.7,
6.4 Hz, |H, NCHCHH), 2.03 — 1.95 (m, 2H, NCD2CH>).

3C-NMR (101 MHz, D,0, 300 K): & [ppm] = 175.3 (s, CO), 61.9 (d, CH), 46.2 (quint,
CD»), 29.6 (t, NCHCH,), 24.2 (t, CD,CHa).3

MS (ESI): m/z (%) = 159 (74) [M+MeCN-+H]", 118 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [CsH7D>NO»+H]": 118.0832; gefunden: 118.0832.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—62.0 (c = 1.00, H,0).

3 Methanol wurde als als Standard zugegeben.
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3 Vioprolid D — Makrolactonisierungsstrategien

3.1 Sudliche Fragmente

N-Boc-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Me (68)

o)
H .
OMe - BocHN OMe C22H44N206S|
HCI-HI\ll 'T‘ M = 460.69 g/mol

o TBSO
66 68

Peptidkupplung:

Ein Lsung von (N-Me)Val-O-Me Hydrochlorid (66, 249 mg, 1.37 mmol, 1.00 Aq.)?*7!
und Boc-Thr(O-TBS) (753 mg, 2.26 mmol, 1.65 Aq.) in CH>Cl, (5.7 mL) wird bei 0 °C
tropfenweise mit DIPEA (787 pL, 584 mg, 4.52 mmol, 4.00 Aq.) sowie portionsweise mit
BOP-CI (575 mg, 2.26 mmol, 1.65 Aq.) versetzt und das Gemisch unter Riihren iiber 17.5
Stunden auf Raumtemperatur aufgewérmt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Eiswasser
(12 mL) beendet und anschlieBend wird mit EtOAc (3 x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden nacheinander mit 10%iger Zitronensdure, NaHCO3-Losung
und NaCl-Losung (je 10 mL) gewaschen, iiber Na>SOs getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und das verbliebene gelbe Ol durch
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 22 cm, n-Pentan/EtOAc = 15/1 — 9/1)
aufgereinigt. Hierdurch wird das Dipeptid 68 (571 mg, 1.24 mmol, 91%) als leicht
gelbliches Ol erhalten.

DC: Rr=0.16 (n-Pentan/EtOAc = 9/1) [KMnO4].

IR (ATR): & [cm '] = 3434 (w, N-H), 3329 (w, N—H), 2963 (s, C*>~H), 2931 (s, C***~H),
2858 (m, CP—H), 1743 (vs, C=0), 1713 (vs, C=0), 1641 (vs, C=0), 1473 (s), 1366 (5),
1251 (s), 1174 (vs), 1019 (s), 835 (s), 778 ().

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 92/8.
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TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 5.28 (d, *J=9.2 Hz, 1H, Thr NHR1), 5.16
(d, 3J = 9.8 Hz, 1H, Thr NH R2), 4.94 (d, >J = 10.6 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.61 (dd,
3J=9.8, 5.3 Hz, I1H, Thr CHNH R2), 4.56 (dd, >J=9.2, 4.7 Hz, 1H, Thr CHNH R1), 4.29
(d, >J =10.3 Hz, 1H, Val NMeCH R2), 4.09 — 4.05 (m, 1H, Thr CHCH3 R2), 4.02 (virt.
quint, 3J = 3J= 5.8 Hz, 1H, Thr CHCH3 R1), 3.70 (s, 3H, Val CO>CH3 R2), 3.68 (s, 3H,
Val CO,CH3 R1), 3.10 (s, 3H, Val NCH; R1), 2.86 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.36 —2.28 [m,
1H, CH(CH3): R2], 2.26 — 2.18 [m, 1H, CH(CH3), R1], 1.45 [s, 9H, OC(CH3); R2], 1.42
[s, 9H, OC(CH3); R1], 1.16 (d, >J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH; R1), 1.15 (d, *J = 6.4 Hz, 3H, Thr
CH;3 R2), 1.03 (d, >J=6.5 Hz, 3H, CHCH; R2), 0.99 (d, >J= 6.5 Hz, 3H, CHCH; R1), 0.97
(d,>J=7.0 Hz, 3H, CHCH; R2), 0.87 [s, 9H, SiC(CH3)s], 0.84 (d, >J = 6.7 Hz, 3H, CHCH;
R1), 0.04 (s, 6H, SiCH3).

13BC-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 172.0 (s, Thr CO)", 171.5 (s, Val CO),
155.9 (s, NHCOy), 79.7 [s, C(CH3)3], 69.5 (d, Thr CHOTBS), 61.6 (d, Val NMeCH), 56.1
(d, Thr CHNH), 51.8 (q, Val CO2CH3), 31.7 (q, Val NCH3), 28.5 [q, OC(CH3)3], 27.4 [d,
Val CH(CHs)2], 25.9 [q, SiC(CH3)3], 20.5 (q, Thr CH3), 19.8 (q, Val CH3), 18.8 (q, Val
CH3), 18.1 [s, SiC(CH3)3], —4.5 (q, SiCH3), —4.8 (q, SiCH3).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 499 (14) [M+K]", 483 (26) [M+Na]", 461 (100) [M+H]", 405 (16)
[M—CsHs+H]", 361 (16) [M—CsHsO,+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C22HasN206Si+H]": 461.3041; gefunden: 461.3041.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —54.0 (c = 1.00, CHCI3).
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N-Fmoc-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Me (65)

0
H
BocHN ,\Irowle N C37H53N304Si
| 5 ) o M = 679.93 g/mol
TBSO H I H
68

Boc-Entschiitzung:

Zu einer Losung des Dipeptids 68 (1.99 g, 4.32 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (5.5 mL) wird
bei 0 °C TFA (5.5 mL) getropft. Die braune Losung wird bei dieser Temperatur fiir 1.5
Stunden geriihrt. Das Losungsmittel der nun gelben Reaktionslosung wird bei
Raumtemperatur am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!) und der Riickstand
zehn Minuten am Feinvakuum getrocknet. Das intermediére Trifluoracetat wird als gelbes

Ol erhalten und ohne weitere Aufreinigung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung:

Fmoc-Pro (2.91 g, 8.64 mmol, 2.00 Aq.) und HOBt-H,O (1.32 g, 8.64 mmol, 2.00 Aq.)
werden bei 0 °C in CH>Cl, (40 mL) vorgelegt und EDC-HC1(3.31 g, 17.3 mmol, 4.00 Aq.)
zugegeben. Nachdem die Mischung fiir zehn Minuten geriihrt worden ist, wird DIPEA
(2.26 mL, 1.68 g, 13.0 mmol, 3.00 Aq.) zugetropft. Das Trifluoracetat wird in CH>Cl>
(20 mL) geldst und tiber zwei Stunden mittels einer Spritzenpumpe kontinuierlich zu der
Losung des aktivierten Prolin-Derivats getropft. Nachdem das Gemisch nach der Zugabe
unter Aufwdrmen auf Raumtemperatur fiir 15 Stunden geriihrt worden ist, wird die
Reaktion durch Zugabe von Wasser (40 mL) abgebrochen. Die organische Phase wird mit
CH2Cl> (40 mL) verdiinnt, von der wéssrigen getrennt, mit 10%iger Zitronenséure-,
NaHCOs- sowie NaCl-Losung (je 50 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert.
Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer verbleibt ein farbloser

Schaum, welcher durch Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm, h=25cm,
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n-Pentan/EtOAc = 2/1) aufgereinigt wird. Dabei wird das Tripeptid 65 (2.45 g, 3.60 mmol,
83% ii. 2 St.) als fester, farbloser Schaum erhalten.

DC: Rr=0.10 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 54 °C.

IR (ATR): ¥ [em']=23426 (w, N-H), 3331 (w, N-H), 2955 (m, C*»—H), 2929 (m,
C*P—H), 2856 (m, CP3-H), 1740 (s, C=0), 1709 (vs, C=0), 1655 (vs, C=0), 1451 (s),
1411 (vs), 1354 (s), 1251 (s), 1201 (s), 1118 (s), 1089 (s), 837 (s), 759 (s), 741 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3/R4 = 54/41/4/1.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] =7.79 — 7.71 (m, 2H, C*H, C’H), 7.65 —
7.54 (m, 2H, C'H, C®H), 7.43 — 7.35 (m, 2H, C*H, C°H), 7.34 — 7.27 (m, 2H, C*H, C'H),
7.07 (d, °J = 8.3 Hz, 1H, Thr NH R1), 6.97 (d, *J = 8.2 Hz, 1H, Thr NH R2), 4.92 (d,
3J=10.6 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.87 — 4.80 (m, 2H, Val NMeCH R2, Thr CHNH),
4.51 — 4.34 (m, 3H, Pro CH, C’HCH> R1, C°HCHH R2), 4.29 — 4.08 (m, 3H, CHH R2,
C°H, Thr CHCH3), 3.67 (s, 3H, Val CO,CH3 R1), 3.64 (s, 3H, Val CO>CH3 R2)", 3.65 —
3.45 (m, 2H, Pro NCH>)", 3.08 (s, 3H, Val NCH3 R1), 3.04 (s, 3H, Val NCH; R2), 2.89 (s,
3H, Val NCH3 R3), 2.81 (s, 3H, Val NCH3 R4), 2.35 — 2.14 [m, 4H, Val CH(CH3), R1,
Pro NCHCH> R2, Pro NCHCHH R1], 2.11 — 1.90 [m, 4H, Val CH(CH3), R2, Pro
NCHCHH R1, Pro NCH,CH>], 1.17 — 1.12 (m, 3H, Thr CH3), 1.00 — 0.94 (m, 3H, Val CH;
R1), 0.86 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.83 (d, >J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3 R1), 0.80 (d, 3/ = 7.0 Hz,
3H, Val CH; R2), 0.49 (d, *J = 6.9 Hz, 3H, Val CH3 R2), 0.02 (s, 6H, SiCH3).

" Signale iiberlagern sich.

BC-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 172.3 (s, Pro CO R2), 171.9 (s, Pro CO
R1), 171.6 (s, Val CO), 170.7 (s, Thr CO R1), 170.4 (s, Thr CO R2), 155.7 (s, NCO2 R1),
155.1 (s, NCO2 R2), 144.8 (s, C3* R2), 144.3 (s, C**** R1), 144.0 (s, C¥¥* R1), 143.7 (s,
C%P R2), 141.4 (s, C*, C*), 141.2 (s, C*¥ R2), 127.8 (d, C*H, C°H), 127.7 (d, C**H
R2), 127.2 (d, C*H, C'H), 125.6 (d, C®H R2), 125.4 (d, C'®H R1)", 125.4 (d, C"*H R1),
125.3 (d, C'"*H R2)", 120.1 (d, C*HR1, C’HR1), 112.0 (d, C*H R2, C°H R2), 68.8 (d, Thr
CHCH; R1), 68.7 (d, Thr CHCH3 R2), 68.2 (t, C’HCH, R2), 67.8 (t, C’HCH2 R1), 61.7 (d,
Val NMeCH R1), 61.5 (d, Val NMeCH R2), 61.2 (d, Pro CH R2), 60.9 (d, Pro CH R1),
54.8 (d, Thr CHNH R1), 54.5 (d, Thr CHNH R2), 51.8 (q, Val CO2CH3), 47.6 (C°H/Pro
NCH>), 47.3 (C°H/Pro NCHa), 47.2 (C°H/Pro NCH>), 31.7 (t, Pro NCHCH, R2), 31.6 (q,
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Val NCHs R1), 31.4 (q, Val NCH;3 R2), 29.5 (t, Pro NCHCH; R1), 27.4 [d, Val CH(CHs).],
25.9 [q, SiC(CHs)s], 24.7 (t, Pro NCH,CH;, R1), 23.7 (t, Pro NCH,CH, R2), 21.2 (q, Thr
CH; R2), 20.8 (g, Thr CHs R1), 19.8 (q, Val CHs R1), 19.5 (q, Val CH; R2), 18.9 (q, Val
CH; R1), 18.6 (q, Val CHs R2), 18.0 [s, SiC(CHs)3], —4.6 (q, SiCHs R1), =5.0 (q, SiCHz
R2), -5.1 (q, SiCH; R2).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 718 (21) [M+K]", 702 (10) [M+Na]", 680 (36) [M+H]", 470 (18)
[M—Ci5H10O2+Na]", 458 (100) [M—C;5H1002+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C37Hs3N307Si+H]": 680.3726; gefunden: 680.3728.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° = —56.0 (c = 1.00, CHCl5).

Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Me (106)

NFmoc
jiL jik OMe M = 457.69 g/mol

TBSO TBSO

Zu einer Losung des Tripeptids 65 (1.05 g, 1.54 mmol, 1.00 Aq.) in CH>Cl; (7.3 mL) wird
bei 0 °C EtoNH (7.3 mL) getropft und die resultierende Losung fiir drei Stunden bei dieser
Temperatur geriihrt. Die leicht gelbliche Losung wird mit EtOAc (20 mL) verdiinnt und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 30 cm, CH,Cl,/MeOH = 100/1 — 9/1)
aufgereinigt, wobei das freie Amin 106 (664 mg, 1.45 mmol, 94%) als gelbliches Ol

erhalten wird.

DC: Rr= 0.38 (CH2Cl2/MeOH = 9/1) [KMnO4].
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IR (ATR): ¥ [cm !]1=3339 (m, N-H), 2957 (s, C*?*-H), 2931 (s, C*?*-H), 2858 (m,
C*P—H), 1741 (s, C=0), 1654 (vs, C=0), 1504 (s), 1252 (s), 1095 (s), 838 (s), 778 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 =92/8.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 8.30 (d, >J=7.9 Hz, 1H, Thr NH R2), 8.27
(d, >J=8.1 Hz, IH, Thr NH R1), 4.95 (d, 3>J=10.6 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.90 — 4.85
(m, 1H, Thr CHNH R2), 4.72 (dd, >J=8.1, 4.1 Hz, 1H, Thr CHNH R1), 4.19 (qd, *J=6.2,
2.8 Hz, 1H, CHCH3 R2), 4.15 (d, *J=10.6 Hz, IH, NMeCHR2), 4.10 (qd, >*J=6.2, 4.1 Hz,
1H, Thr CHCH3 R1), 3.73 (dd, >J=9.3, 5.2 Hz, 1H, Pro CH R1), 3.69 (s, 3H, Val CO.CH3
R2), 3.67 (s, 3H, Val CO,CH3 R2), 3.11 (s, 3H, Val NCH3 R1), 3.00 (dt, 2/ = 10.1 Hz,
3J=6.8 Hz, 1H, NCHH), 2.94 (dt, 2J = 10.1 Hz, *J = 6.2 Hz, |H, NCHH), 2.87 (s, 3H, Val
NCH;3 R2),2.35-2.27 [m, 1H, Val CH(CH3), R2],2.25-2.07 [m, 1H, Val CH(CH3): R1,
Pro NCHCHH], 1.95 — 1.85 (m, 1H, Pro NCHCHH), 1.78 — 1.65 (m, 2H, Pro NCH,CH>),
1.14 (d, J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH; R1), 1.12 (d, >°J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH; R2), 1.00 (d,
3J=6.5 Hz, Val CH; R2), 0.97 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Val CH; R1), 0.87 [s, SiC(CH3)3], 1.03
—0.98 (m, 1H, Val CH; R2), 0.83 (d, 3J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3 R1), 0.04 (s, 3H, SiCH3),
0.03 (s, 3H, SiCH3).

I3BC-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 175.4 (s, Pro CO), 171.7 (s, Val CO),
171.3 (s, Thr CO), 69.3 (d, Thr CHCH; R2), 68.9 (d, Thr CHCH; R1), 65.0 (d, Val NMeCH
R2), 61.5 (d, Val NMeCH R1), 60.7 (d, Pro CH R2), 60.6 (d, Pro CH R1), 54.6 (d, Thr
CHNH R1), 54.2 (d, Thr CHNH R2), 52.3 (q, Val CO,CH; R2), 51.8 (q, Val CO.CH; R1),
47.4 (t, Pro NCH), 31.6 (q, Val NCH; R1), 31.1 (t, Pro NCHCH3), 29.2 (q, Val NCH; R2),
28.0 [d, Val CH(CHs) R2], 27.4 [d, Val CH(CH3)> R1], 26.3 (t, Pro NCH2CH>), 25.8 [q,
SiC(CHa)s], 20.9 (q, Thr CHs), 19.8 (g, Val CHz), 18.9 (q, Val CHs), 18.0 [s, SiC(CH3)3],
4.4 (g, SiCH3), —5.1 (g, SiCH).

MS (ESD): m/z (%) = 458 (100) [M+H]", 313 (17) [CisHuN20sSi]", 285 (23)
[C14H20N20,S1]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C22H43N305Si+H]": 458.3044; gefunden: 458.3045.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —50.0 (c = 1.00, CHCl5).
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N-Boc-Thr-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Me (62)

OH(1)

NHBoc

NFmoc )i
0
H H O O C31H58N4OQSI
HN N OMe O M = 658.91 g/mol
0 H
TBSO

65
TBSO

Fmoc-Entschiitzung:

Zu einer Losung des Tripeptids 65 (294 mg, 432 pmol, 1.00 Aq.) in CH,Cl, (2 mL) wird
bei 0 °C EttNH (2 mL) getropft und die resultierende Losung fiir drei Stunden bei dieser
Temperatur geriihrt. Die leicht gelbliche Losung wird mit EtOAc (10 mL) verdiinnt und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das freie Amin 106 wird ohne

weitere Aufreinigung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung

Zu einer Losung des freien Amins 106 und Boc-Thr (104 mg, 476 pmol, 1.10 Aq.) in
CH:Cl, (22 mL) wird bei 0 °C nacheinander HOBt-H,O (165 mg, 1.08 mmol, 2.50 Aq.),
EDC-HCI (124 mg, 648 pmol, 1.50 Aq.) portionsweise sowie DIPEA (226 pL, 168 mg,
1.30 mmol, 3.00 q.) tropfenweise gegeben. Die Reaktionsmischung wird unter Riihren
iiber 20 Stunden auf Raumtemperatur aufgewarmt, bevor sie mit EtOAc (100 mL) verdiinnt
wird. Die Losung wird sukzessiv mit 10%iger Zitronensédure- (50 mL), NaHCOs3- (50 mL)
sowie NaCl-Losung (25 mL) gewaschen, liber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und das verbliebene gelbe Ol durch
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 11 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/1 — 0/1)
aufgereinigt. Dadurch wird das Tetrapeptid 62 (253 mg, 384 umol, 89% 1. 2 St.) als
gelbliches Ol erhalten.

DC: Rr=0.36 (EtOAc) [KMnOy4, Ninhydrin: gelb].
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IR (ATR): ¥ [em '] =3430 (w, O-H), 3328 (w, N-H), 2959 (m, C*"-H), 2931 (m,
CsP-H), 2858 (m, C*3—H), 1742 (m, C=0), 1713 (m, C=0), 1642 (vs, C=0), 1503 (m),
1436 (m), 1168 (m), 837 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 92/8.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 6.93 (d, 3J = 8.5 Hz, 1H, Thr-2 NH R1),
6.90 (d, >J=9.2 Hz, 1H, Thr-2 NH R2), 5.48 (d, *J=9.3 Hz, 1H, Thr-1 NH R2), 5.44 (d,
3J=9.3 Hz, 1H, Thr-1 NHR1), 5.04 (dd, >J=9.2, 1.7 Hz, 1H, Thr-2 CHNH R2), 4.87 (dd,
3J=8.5,2.5 Hz, 1H, Thr-2 CHNH R1)", 4.85 (d, >J=10.7 Hz, I1H, Val NMeCH R1)", 4.56
(dd, 3J=8.2, 3.8 Hz, 1H, Pro CH), 4.52 (dd, °*J=9.3, 2.4 Hz, 1H, Thr-1 CHNH R1), 4.47
(d,*J=9.3 Hz, 1H, Thr-1 CHNH R2), 4.23 —4.16 (m, 1H, Thr-1 CHCH3), 4.16 —4.11 (m,
1H, Thr-1 OH), 4.05 (qd, >*J = 6.3, 2.5 Hz, 1H, , Thr-2 CHCH3), 3.99 (d, 3/ =10.6 Hz, 1H,
Val NMeCH R2), 3.85 — 3.77 (m, 1H, Pro NCHH), 3.72 (s, 3H, Val CO,CH3 R2)*, 3.77 —
3.67 (m, 1H, Pro NCHH)*, 3.65 (s, 3H, Val CO.CH3 R1), 3.07 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.86
(s, 3H, Val NCH3 R2), 2.35 — 2.26 [m, 1H, Val NCH(CH3), R2], 2.21 — 2.06 [m, 3H, Val
NCH(CH3), R1, Pro NCHCH,], 2.05 — 1.95 (m, 2H, Pro NCHCH>), 1.41 [s, 9H,
OC(CH3)3], 1.21 (d, 3J = 6.4 Hz, 3H, Thr-1 CH3), 1.15 (d, °J = 6.4 Hz, 1H, Thr-2 CHCH;
R1), 1.13 (d, °J = 6.3 Hz, 3H, Thr-2 CHCH; R1), 0.99 (d, °J = 6.5 Hz, 3H, Val CH3 R2),
0.96 (d, 3J= 6.5 Hz, 3H, Val CH; R1), 0.86 [s, 9H, SiC(CH3); R2], 0.85 [s, 9H, SiC(CH3)s
R1], 0.80 (d, >J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3), —0.01 (s, 3H, SiCH3).

*/* Signale iiberlagern sich.

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 171.5 (s, Val CO R1)", 171.4 (s, Thr-2
CO R2), 171.3 (s, Pro CO)", 170.9 (s, Thr-2 CO R1)*, 170.8 (s, Thr-1 CO)*, 170.2 (s, Val
CO R2), 156.0 (s, NHCO), 79.8 [s, OC(CHz)s], 70.0 (d, Thr-2 CHCH; R2), 69.0 (d, Thr-2
CHCH3 R1), 67.8 (d, Thr-1 CHCH3 R1), 67.6 (d, Thr-1 CHCH3 R2), 65.2 (d, Val NMeCH
R2), 61.9 (d, Val NMeCH R1), 60.8 (d, Pro NCH R2), 60.6 (d, Pro NCH R1), 56.1 (d,
Thr-1 CHNH R2), 55.7 (d, Thr-1 CHNH R1), 54.4 (d, Thr-2 CHNH R2), 54.3 (d, Thr-2
CHNH R1), 52.5 (q, Val CO>CHs R2), 51.8 (q, Val CO2CH; R1), 47.7 (t, Pro NCH; R1),
47.6 (t, Pro NCH, R2), 31.8 (g, Val NCH; R1), 29.4 (t, Pro NCHCH, R1), 29.1 (t, Pro
NCHCH; R2), 28.4 [q, OC(CHs)s], 27.8 [d, Val CH(CHs) R2], 27.5 [d, Val CH(CHs),
R1], 25.8 [q, SiC(CH3)s], 24.9 (t, Pro NCH2CH, R2), 24.9 (t, Pro NCH2CH, R1), 21.4 (q,
Thr-2 CH; R2), 20.9 (q, Thr-2 CHs R1), 19.7 (g, Val CHz), 19.4 (q, Val CHs R2), 19.0 (g,
Val CH; R1), 18.8 (q, Thr-1 CHz), 18.0 [s, SiC(CHs3)s], —4.3 (g, SiCH3 R2), 4.6 (q, SiCHa
R1), —4.7 (g, SiCH3 R2), =5.0 (q, SiCHs R1).
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*/* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 697 (12) [M+K]", 681 (100) [M+Na]", 659 (47) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C3HssNsOsSi+H]": 659.4046; gefunden: 659.4045.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —56.0 (c = 1.00, CHCl5).

N-Boc-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Me (Z-66)

OH

NHBoc Xx_NHBoc

H
N~ 0 N0 Ca1HsgN4OgSi

0 . O 5 M = 640.89 g/mol
H H H
HN oM
HN ,\I(OMe N €
5 |
62

TBSO

Zu einer Losung von Martin-Sulfuran®® (154 mg, 230 pmol, 2.00 Aq.) in CHCl,
(0.3 mL) wird bei 0 °C das Tetrapeptid 62 (75.7 mg, 115 umol, 1.00 Aq.) in CH>CL (1 mL)
getropft. Die gelbe Losung wird fiir vier Stunden bei dieser Temperatur geriihrt, bevor
NaHCOs3-Losung (12 mL) zugegeben und mit CH>Cl, (10 mL) verdiinnt wird. Die Phasen
werden getrennt und die wéssrige Phase mit CH2Clz (2 % 15 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iliber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der Riickstand durch Siulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ =2 cm, h=12 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/1 — 1/2) aufgereinigt, wobei
das Tetrapeptid Z-66 (48.5 mg, 75.7 umol, 66%) als farbloses Harz erhalten wird.

DC: Rr=0.42 (EtOAc) [UV, KMnOg, Ninhydrin: gelb].

IR (ATR): ¥ [em '] = 3420 (w, N—H), 3285 (w, N—H), 2960 (m, C**-H), 2931 (m,
CsP-H), 2858 (m, C*3—H), 1741 (s, C=0), 1710 (s, C=0), 1640 (vs, C=0), 1367 (s), 1251
(vs), 1163 (vs), 1095 (s), 836 (s), 778 (s), 752 (vs).
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Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 91/9.

TH-NMR (400 MHz, CDCl;, 328 K):* § [ppm] = 6.97 (d, *J = 8.3 Hz, 1H, Thr NH), 6.06
(s, 1H, Dhb NH), 5.63 (q, °*J = 6.9 Hz, 1H, Dhb CH), 4.92 (d, J = 10.4 Hz, 1H, Val
NMeCH), 4.81 (d, >J = 7.5 Hz, 1H, Thr CHNH), 4.59 (t, >J = 6.1 Hz, 1H, Pro CH), 4.17 —
4.07 (m, 1H, Thr CHCH3), 3.80 — 3.70 (m, 1H, Pro NCHH), 3.65 (s, 3H, Val CO,CH3),
3.58 —3.50 (m, 1H, Pro NCHH), 3.07 (s, 3H, Val NCH; R1), 2.88 (s, 3H, Val NCH; R2),
2.25 - 2.07 [m, 3H, Val CH(CH3)2, Pro NCHCH,], 2.03 — 1.76 (m, 2H, Pro NCH.CH),
1.65 (d, >J= 6.9 Hz, 3H, Dhb CH3), 1.43 [s, 9H, OC(CH3)s], 1.16 (d, °J = 6.0 Hz, 3H, Thr
CHs3), 0.97 (d, 3J = 6.5 Hz, 3H, Val CH3), 0.86 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.83 (d, >J = 6.8 Hz,
3H, Val CH3), 0.03 (s, 3H, SiCH3), 0.02 (s, 3H, SiCH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 328 K): & [ppm] = 172.0 (s, CO), 171.5 (s, CO), 170.8 (s,
CO), 168.0 (s, CO), 153.0 (s, NHCO»), 131.2 (s, Dhb CCH), 120.0 (d, Dhb CH), 80.7 [s,
OC(CHs)3], 69.0 (d, Thr CHCH3), 62.0 (d, Val NMeCH), 54.8 (d, Thr CHNH), 51.6 (q,
Val CO,CH3), 31.7 (q, Val NCH3), 28.4 [q, OC(CH3)3], 27.6 [d, Val CH(CH3)2], 25.9 [q,
SiC(CHz3)3], 20.9 (q, Thr CH3), 19.8 (q, Val CH3), 19.0 (q, Val CHz), 18.1 [s, SiC(CH3)3],
12.4 (q, Dhb CH3), —4.6 (q, SiCH3), —4.8 (q, SiCH3).

Die aliphatischen '*C-Signale des Prolins konnten bei 328 K aufgrund starker Ver-

breiterung nicht detektiert werden.

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K):* & [ppm] = 63.8 (d, Pro CH R2), 60.3 (d, Pro CH
R1),49.9 (t, Pro NCH, R1), 47.1 (t, Pro NCHa R2), 31.6 (t, Pro NCHCH, R2), 29.1 (t, Pro
NCHCH; R1), 23.4 (t, Pro NCH,CH, R1), 22.8 (t, Pro NCH2CH, R2).

MS (ESI): m/z (%) = 663 (13) [M+Na]", 641 (100) [M+H]", 541 (10) [M—CsHsO»+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C31HssN4OsSi+H]"™: 641.3940; gefunden: 641.3941.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —56.0 (c = 1.00, CHCI5).

4 Das Tetrapeptid Z-66 ist begrenzt stabil in CDCl;.

5 Dies stellt eine Auswahl der Signale bei Raumtemperatur dar, welche bei erhohter Temepratur nicht de-
tektiert werden konnten.
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N-Boc-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Fm (117)
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Boc-Entschiitzung:

Das Valin-Derivat 116 (5.72 g, 14.0 mmol, 1.00 Aq.) wird mit HCI (4 M in Dioxan, 30 mL)
versetzt und das Gemisch anschlieend fiir fiinf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!), das verbliebene
rohe Hydrochlorid 15 Minuten am Feinvakuum getrocknet und ohne weitere Aufreinigung

in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung:

Eine Losung des rohen Hydrochlorids sowie des Threonin-Derivats 67 (6.54 g, 19.6 mmol,
1.40 Aq.) in CH2Cl> (49 mL) wird bei 0 °C zunichst mit DIPEA (8.24 mL, 6.11 g,
47.3 mmol, 3.38 Aq.) tropfenweise, dann mit BOP-C1 (4.99 g, 19.6 mmol, 1.40 Aq.)
portionsweise versetzt. Das Gemisch wird unter Riihren {iber 16.5 Stunden auf
Raumtemperatur aufgewédrmt, bevor Eiswasser (50 mL) zugegeben wird. Nach
Phasentrennung wird die wissrige Phase mit EtOAc (3 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit NaHCOs3-, 10%iger Zitronensédure- und NaCl-
Losung (je 50 mL) gewaschen, iiber Na2SO4 getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein gelbes Ol erhalten, welches mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ =7 cm, h=21 cm, DL aus CH>Cl», n-Pentan/EtOAc
= 9/1) aufgereinigt wird. Hierdurch wird das Dipeptid 117 (4.58 g, 7.32 mmol, 52% ii. 2

St.) als farbloses Harz erhalten.

DC: Rr=0.36 (n-Pentan/EtOAc = 5/1) [UV, KMnO4].
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IR (ATR): ¥ [em '] =3435 (w, N—H), 3325 (w, N—H), 2963 (m, C**—H), 2931 (m,
C*P—H), 2857 (m, C**—H), 1738 (s, C=0), 1712 (s, C=0), 1642 (s, C=0), 1256 (s), 1173
(vs), 1135 (s), 1019 (s), 834 (s), 741 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 92/8.

"TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.75 (d, >J = 7.5 Hz, 2H, C*H, C°H), 7.62
(d, >J=17.5Hz, 1H, C"®H R1), 7.57 (d, >*J = 7.5 Hz, 1H, C®H R1), 7.56 — 7.53 (m, 1H,
C'"8H R2), 7.50 (d, J = 7.5 Hz, 1H, C"®H R2), 7.40 (virt. t, >J = 3J=1.5 Hz, 1H, C**H),
7.40 (virt. t, 3J = 3J = 7.5 Hz, 1H, C¥°H), 7.33 (virt. t, >J = >J = 6.7 Hz, 1H, C*"H), 7.30
(virt. t, °J = 3J = 6.9 Hz, 1H, C*"H), 5.25 (d, >J = 9.1 Hz, 1H, Thr NH R1), 5.08 (d,
3J=9.4 Hz, 1H, Thr NH R2), 4.99 (d, *J=10.4 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.64 —4.55 (m,
2H, Thr CHNH R2, C°’HCHH R2), 4.54 —4.48 (m, 2H, Thr CHNH R1, C’"HCHH R1), 4.44
(dd, 27=10.9 Hz, 3J = 6.7 Hz, 1H, C’HCHH), 4.41 — 4.36 (m, 1H, C’HCHH R2), 4.30 —
4.25 (m, 2H, Val NMeCH R2, C°H R2), 4.18 (virt. t, °*J =3J = 6.5 Hz, 1H, C°H R1), 4.08
—4.02 (m, 1H, Thr CHCH3 R2), 3.97 (virt. quint, °J = *J = 6.1 Hz, 1H, Thr CHCH3 R1),
2.97 (s, 3H, Val NCH;3 R1), 2.60 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.23 — 2.17 [m, 1H, Val CH(CH3),
R2], 2.16 — 2.04 [m, 1H, Val CH(CHs), R1], 1.41 [s, 9H, OC(CH3); R1], 1.34 [s, 9H,
OC(CH3); R2], 1.14 (d, *J = 6.4 Hz, 3H, Thr CH3 R2), 1.10 (d, *J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH;
R1),0.96 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, Val CH3 R2), 0.91 (d, >*J = 6.6 Hz, 3, Val CHs), 0.89 [s, 9H,
SiC(CHs)s R2], 0.85 [s, 9H, SiC(CH3); R1], 0.81 (d, 3J = 6.7 Hz, 3H, Val CH;3 R1), 0.07
(s, 3H, SiCH;3 R2), 0.06 (s, 3H, SiCH3 R2), 0.02 (s, 6H, SiCH3 R1).

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 172.1 (s, Thr CO R1), 171.8 (s, Thr CO
R2), 171.0 (s, Val CO R1), 170.0 (s, Val CO R2), 155.9 (s, NHCO: R1), 155.4 (s, NHCO»
R2), 143.9 (s, C¥% R2), 143.7 (s, C*¥°)"  143.5 (s, C**** R1)", 141.6 (s, C*¥** R2), 141.5
(s, CH40) 141.4 (s, C** R1)*, 128.0 (d, C¥*H R1), 127.9 (d, C**H R2), 127.8 (d, C**H
R2), 127.3 (d, C¥°H R1), 125.2 (d, C"®H)", 125.1 (d, C'®H R1)", 125.0 (d, C'®H R2),
120.2 (d, C*>H R2), 120.2 (d, C**H R2), 120.1 (d, C**H R1), 120.1 (d, C**HR1), 79.7 [s,
OC(CH3); R1], 79.6 [s, OC(CH3); R2], 69.8 (d, Thr CHCH; R2), 69.3 (d, Thr CHCH; R1),
66.8 (t, C"HCH, R2), 66.5 (t, C’HCH, R1), 65.2 (d, Val NMeCH R2), 61.7 (d, Val NMeCH
R1), 56.4 (d, Thr CHNH R2), 56.1 (d, Thr CHNH R1), 46.9 (d, C’H R1), 46.8 (d, C’H R2),
31.7 (q, Val NCH; R1), 29.1 (q, Val NCH3 R2), 28.4 [q, OC(CH3)3], 27.8 [d, Val CH(CH3)2
R2],27.7 [d, Val CH(CH3)> R1], 26.0 [q, SiC(CH3); R2], 25.9 [q, SiC(CH3); R1], 21.4 (q,
Thr CH3 R2), 20.6 (q, Thr CH3 R2), 19.9 (g, Val CH; R2), 19.7 (g, Val CH; R1), 19.4 (q,
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Val CHs R2), 18.8 (q, Val CHs R1), 18.2 [s, SiC(CHs)s R2], 18.1 [s, SiC(CHs)s R1], —4.5
(q, SiCHs), —4.7 (q, SiCH3).

*/*/™ Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 670 (3) [M+ENH;!!'321]", 647 (4) [M+Na]", 625 (100) [M+H]", 570
(4) [M—C4Hs+H]", 525 (7) [M—CsHsOx+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C3sHs2N206Si+H]": 625.3667; gefunden: 625.3667.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—42.0 (c = 1.00, CHCl5).

N-Boc-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Fm (118)

NBoc
0]
0
H ] H T H
BocHNji‘\,\ll OFm HNjiJ\'\ll
0
TBSO ° TBSO
117 118 CaoH59N307Si

M =722.01 g/mol

Boc-Entschiitzung:

Das Dipeptid 117 (4.56 g, 7.30 mmol, 1.00 Aq.) wird geldst in CH2Clz (8 mL) bei 0 °C mit
TFA (89 mL) versetzt und das Gemisch anschlieBend fiir eine Stunde bei dieser
Temperatur geriihrt. Nach Zugabe von CH2Cl> (30 mL) wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!), das verbliebene rohe Trifluoracetat 15
Minuten am Feinvakuum getrocknet und ohne weitere Aufreinigung in der nachfolgenden

Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung:

Boc-Pro (101, 2.76 g, 12.8 mmol, 1.76 Aq.) sowie HOBt-H,O (1.68 g, 12.8 mmol,
1.76 Aq.) werden bei 0 °C in CH>Cl, (45 mL) vorgelegt und EDC-HCI (4.98 g, 26.0 mmol,
2.67 Aq.) wird zugegeben. Nachdem die Mischung fiir zehn Minuten geriihrt worden ist,
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wird DIPEA (3.40 mL, 2.52 g, 19.5 mmol, 2.67 Aq.) zugetropft. Das Trifluoracetat wird
in CH2Cl> (45 mL) geldst und iiber eine Stunde mittels einer Spritzenpumpe kontinuierlich
zu der Losung des aktivierten Prolin-Derivats getropft. Nachdem das Gemisch nach der
Zugabe unter Aufwéarmen auf Raumtemperatur fiir 17.5 Stunden geriihrt worden ist, wird
das Reaktionsgemisch mit CH>Cl, (100 mL) verdiinnt, mit 10%iger Zitronensédure-
(80 mL), NaHCOs- (80 mL) sowie NaCl-Losung (60 mL) gewaschen, iiber Na>SO4
getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer
wird der Riickstand durch S&ulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm, h=26 cm,
n-Hexan/EtOAc =3/1 — 1/1) aufgereinigt. Die Reinheit der Produkt-enthaltenden Fraktion
wird durch erneute Séaulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm, h=23cm,
n-Hexan/CH2Cly/Aceton = 7/2.5/0.5) verbessert, sodass das Tripeptid 118 (4.29 g,
5.94 mmol, 81% ii. 2 St.) als farbloser, glasartiger Feststoff isoliert wird.

DC: Rr=0.25 (Cyclohexan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOQ4, Ninhydrin: orange].

IR (ATR): ¥ [em '] =2959 (m, C**—H), 2930 (m, C**—H), 2884 (m, C**-H), 2858 (m,
CsP*—H), 1738 (s, C=0), 1700 (s, C=0), 1650 (s, C=0), 1383 (s), 1163 (s), 1122 (s), 1088
(s), 836 (s), 756 (vs), 741 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 95/5.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 7.75 (d, *J = 7.6 Hz, 2H, C*H, C’H), 7.61
(d,*J=7.5Hz, 1H, C'®H), 7.56 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, C'®H), 7.39 (virt. t,*J=3J=1.5 Hz,
1H, C¥°H), 7.39 (virt. t, 3J = 3J = 7.5 Hz, 1H, C¥*H), 7.31 (virt. t, >*J = 3J = 7.5 Hz, 1H,
C?"H), 7.30 (t,*J=3J=17.3 Hz, 1H, C*"H), 7.19 (d, 3J=4.1 Hz, 1H, Thr NH R2), 6.85 (d,
3J=5.8 Hz, 1H, Thr NH R1), 5.06 —4.90 (m, 1H, Val NMeCH), 4.78 (dd, >*J=8.2, 3.2 Hz,
1H, Thr CHNH), 4.49 (dd, 2J=10.8 Hz, >J = 6.2 Hz, 1H, C’HCHH)", 4.53 — 4.38 (m, 1H,
C°HCHH)", 4.35—4.14 (m, 1H, Pro CH)*, 4.17 (virt. t,>J= 6.4 Hz, 1H, C°’H)", 4.14 —3.94
(m, 1H, Thr CHCH3), 3.54 — 3.27 (m, 2H, Pro NCH>), 2.95 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.82 (s,
3H, Val NCH3 R2), 2.24 — 1.74 [m, 5H, Val CH(CH3)2, Pro NCHCH>CH,], 1.43 [s, 9H,
OC(CH3)3], 1.12 (d, *J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH3 R2), 1.09 (d, °*J = 6.3 Hz, 3H, Thr CH; R1),
0.88 (d, *J = 6.5 Hz, 3H, Val CH3), 0.84 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.78 (d, >*J = 6.7 Hz, 3H, Val
CH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3), —0.02 (s, 3H, SiCH3).

*/* Signale iiberlagern sich.
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I3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 172.7 (s, Pro CO R1), 172.2 (s, Pro CO
R2), 170.9 (s, Val CO), 170.6 (s, Thr CO R2), 170.5 (s, Thr CO R1), 155.3 (s, NCO1 R2),
154.6 (s, NCO, R1), 143.7 (s, C¥%), 143.5 (s, C’°%), 141.5 (s, C**), 141.4 (s, C*4),
127.9 (d, C*H, C°H), 127.3 (d, C¥"H), 127.3 (d, C¥"H), 125.2 (d, C'®H), 124.9 (d, C'*H),
120.1 (d, C*3H), 120.1 (d, C*"H), 80.5 [s, OC(CH3); R1], 80.2 [s, OC(CH3); R2], 68.9 (d,
Thr CHCH3 R1), 68.8 (d, Thr CHCH3 R2), 66.4 (t, C’HCH>), 62.0 (d, Val NMeCH R2),
61.6 (d, Val NMeCH R1), 61.2 (d, Pro CH R1), 60.4 (d, Pro CH R2), 54.5 (d, Thr CHNH
R2), 54.4 (d, Thr CHNH R1), 47.2 (t, Pro NCH2 R2), 47.0 (t, Pro NCH; R1), 46.9 (d, C°H),
31.6 (g, Val NCH3 R1)", 31.6 (t, Pro NCHCH, R1)", 31.4 (t, Pro NCHCH, R2), 29.1 (q,
Val NCH3 R2), 28.4 [q, OC(CH3)3], 27.6 [d, Val CH(CHs)2 R1], 27.5 [d, Val CH(CH3),
R2], 25.9 [q, SiC(CH3)3], 24.6 (t, Pro NCH,CH> R2), 23.7 (t, Pro NCH,CH: R1), 21.0 (q,
Thr CH3 R1), 20.6 (q, Thr CH3 R2), 19.7 (q, Val CHz3), 19.1 (q, Val CHz3), 18.0 [s,
SiC(CH3)s], —4.6 (q, SiCH3), —4.9 (q, SiCH3).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 767 (5) [M+ENH3]", 760 (1) [M+K]", 744 (17) [M+Na]*, 739 (11)
[M+NHa]", 722 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C4HsoN307Si+H]": 722.4195; gefunden: 722.4192.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —52.0 (c = 1.00, CHCI;).
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3.2 Nordliche Fragmente

N-Fmoc-Pro-Cys(S-Trt)-O-Me (90)

TrtS ~

MeO. = C43H40oN205S
N ONHpTFA
o)
88

M = 696.86 g/mol

Eine Losung vom Cystein-Derivat 88 (201 mg, 409 pmol, 1.00 Aq.) und Fmoc-Pro
(166 mg, 491 umol, 1.20 Aq.) in CH,Cl» (2.37 mL) wird nacheinander mit PyBOP
(256 mg, 491 pmol, 1.20 Aq.) in einer Portion sowie DIPEA (214 pL, 160 mg, 1.23 mmol,
3.00 Aq.) tropfenweise versetzt. Die gelbe Losung wird fir 1.5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor diese mit EtOAc (50 mL) verdiinnt und mit 5%iger
KHSO4- (10 mL), NaHCOs3- (10 mL) sowie NaCl-Losung (5 mL) gewaschen, {iber Na;SO4
getrocknet und filtriert wird. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und
der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3.5cm, h = 10 cm,
n-Pentan/EtOAc = 3/1 — 3/2) aufgereinigt, wodurch das Dipeptid 90 (364 mg, 491 pmol,

quant.) als farbloser, fester Schaum erhalten wird.

DC: Rs=0.39 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy4].
Smp.:129 °C.

IR (ATR): ¥ [em !]=3403 (w, N-H), 3313 (w, N-H), 3060 (w, C***-H), 2953 (w,
C—H), 2929 (w, C*—H), 1746 (m, C=0), 1685 (s, C=0), 1445 (m), 1420 (m), 1353 (m),
848 (m), 742 (vs), 701 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 72/28.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.81 — 7.70 (m, 2H, C*H), 7.61 — 7.46 (m,
2H, C*H), 7.43 — 7.14 (m, 20H, C*H, Cys NH R1), 6.55 (s, 1H, Cys NH R2), 4.45 (virt.
q, >J=3J=6.3 Hz, 1H, Cys CH), 4.42 — 4.17 (m, 4H, Pro CH, C°HCH), 3.80 — 3.41 (m,
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5H, Pro NCHa, Cys CO,CHj3), 2.66 (dd, 2/ = 12.2 Hz, *J = 4.7 Hz, 1H, Cys CHH), 2.59 —
2.50 (m, 1H, Cys CHH), 2.38 —2.11 (m, 3H, Pro NCHCH> R2, Pro NCHCHH R1), 2.05 —
1.89 (m, 3H, Pro NCHCHH R1, Pro NCH,CH,).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 172.2 (s, Pro CO R2), 171.7 (s, Pro CO
R1), 170.8 (s, Cys CO R1), 170.4 (s, Cys CO R2), 156.3 (s, NCOy), 144.4 (s, C™), 143.8
(s, C™), 141.4 (s, C™), 129.5 (d, C*H), 128.1 (d, C*H), 127.8 (d, C*H), 127.2 (d, C*H),
127.0 (d, C*H), 125.3 (d, C*H), 125.2 (d, C*H), 120.1 (d, C*H), 68.1 (t, C"HCH, R2),
68.0 (t, C’HCH, R1), 66.7 (s, SCPhs), 61.0 (d, Pro CH R2), 60.5 (d, Pro CH R1), 52.8 (q,
CO,CHs), 51.6 (d, Cys CH R1), 51.2 (d, Cys CH R2), 47.8 (t, Pro NCH, R2), 47.3 (d,
C°H), 47.2 (t, Pro NCH, R1), 33.8 (t, Cys CHy), 31.5 (t, Pro CHCH, R2), 28.5 (t, Pro
CHCH; R1), 24.7 (t, Pro CH,CH, R1), 23.7 (t, Pro CH2CH; R2).

MS (ESI): m/z (%) = 735 (20) [M+K]", 719 (100) [M+Na]", 714 (20 [M+NH4]", 487 (32)
[M—C5H1002+Na]", 475 (10) [M—C5H100>+H]", 243 (80) [Ph3C]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C43H40N20sS+Na]": 719.2550; gefunden: 719.2550.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —22.8 (c = 1.00, CHCI;).

N-Fmoc-L-Aze-Cys(S-Trt)-O-Me (91)

TrS

MeO : C4oH3gN205S
N NHTFA
O gg

M = 682.84 g/mol

Eine Losung von dem Cystein-Derivat 88 (362 mg, 736 pmol, 1.00 Aq.) und Fmoc-L-Aze
(250 mg, 773 pumol, 1.05 Aq.) in CH>Cl, (4.3 mL) wird nacheinander mit PyBOP (402 mg,
773 umol, 1.05 Aq.) in einer Portion sowie DIPEA (385 pL, 285 mg, 2.21 mmol, 3.00 Aq.)

tropfenweise versetzt. Die gelbliche Losung wird fiir 1.5 Stunden bei Raumtemperatur
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geriihrt, bevor diese mit EtOAc (40 mL) verdiinnt und mit 5%iger KHSO4- (15 mL),
NaHCOs- (15 mL) sowie NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und
filtriert wird. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand
durch Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 22 cm, n-Pentan/EtOAc = 4/1 —
1/1) aufgereinigt, wodurch das Dipeptid 91 (488 mg, 715 umol, 97%) als farbloser

Feststoff erhalten wird.

DC: Rr=0.25 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 85 °C.

IR (ATR): ¥ [em ']1=3395 (w, N-H), 3304 (w, N-H), 3060 (w, C***-H), 3019 (w,
CP2-H), 2954 (w, C***~H), 1746 (m, C=0), 1690 (s, C=0), 1445 (m), 1415 (m), 1347 (m),
1139 (m), 741 (vs), 701 (s).

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H, C*H, C°H), 7.52
(d,*J=17.5Hz, 2H, C'H, C’H), 7.42 — 7.33 (m, 8H, C*H, C°H, C*H), 7.31 — 7.14 (m, 11H,
C?H, C'H, C¥H), 4.72 (virt. t,>J=~3J=17.7 Hz, 1H, Aze CH), 4.53 (virt. q, *J=~3J=6.3 Hz,
1H, Cys CH), 4.43 — 4.30 (m, 2H, C’HCH>), 4.21 (t, >J = 7.2 Hz, 1H, C°H), 4.08 — 3.95
(m, 2H, Aze NCH>), 3.63 (s, 3H, Cys CO,CHj3), 2.66 (dd, 2/ = 12.3 Hz, >J = 4.9 Hz, 1H,
Cys CHH), 2.60 (dd, 2J = 12.3 Hz, 3J = 6.3 Hz, 1H, Cys CHH), 2.51 (br. s, 2H, Aze
NCHCH>).

3C-NMR (126 MHz, CD;0D, 300 K): & [ppm] = 173.4 (s, Aze CO), 171.8 (s, Cys CO),
158.0 (s, NCOy), 145.7 (s, C%, C%), 142.6 (s, C**, C*), 130.6 (d, C*H), 128.9 (d, C*H),
128.9 (d, C*H, C°H), 128.2 (s, C*CS)", 128.2 (d, C*H, C'H)", 127.9 (d, C*H), 126.3 (d,
C'H, C*H), 120.9 (d, C*H, C3H), 68.9 (t, C’"HCH>), 68.1 (s, SCPh3), 63.4 (d, Aze CH), 53.3
(d, Cys CH), 53.0 (q, Cys CO.CH3), 48.4 (t, Aze NCH>)*, 48.2 (d, C°H), 34.3 (t, Cys CH>),
22.0 (t, Aze NCHCH>).

* Zuordnung austauschbar.

* Signal liegt unter dem Restprotonensignal des Losungsmittels und wurde mittels HSQC-

Spektrum bestimmt.

MS (ESI): m/z (%) =721 (19) [M+K]", 705 (68) [M+Na]*, 700 (40) [M+NHa]", 243 (100)
[PhsC]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C42H33sN20sS+Na]*: 705.2394; gefunden: 705.2393.
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Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—52.0 (c = 1.00, CHCl5).

N-Fmoc-L-Aze-Cys(S-Trt)-O-All (92)

C44H40N205S
5 M = 708.87 g/mol

TrS
~ (0]
N &
Trts \thJ\h
AN o H \V\N

: 0
N - .
Oj(\NHZ
O g

Eine Losung von dem Cystein-Derivat 89 (267 mg, 662 umol, 1.00 Aq.) und Fmoc-L-Aze
(230 mg, 700 pmol, 1.06 Aq.) in CH>Cl; (3.8 mL) wird nacheinander mit PyBOP (364 mg,
700 umol, 1.06 Aq.) in einer Portion sowie DIPEA (346 pL, 257 mg, 2.00 mmol, 3.00 Aq.)
tropfenweise versetzt. Die Losung wird fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt,
bevor diese mit EtOAc (50 mL) verdiinnt und mit 5%iger KHSO4- (15 mL), NaHCOs3-
(15 mL) sowie NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und filtriert
wird. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ =3 cm, h =19 cm, Cyclohexan/EtOAc =5/2 — 2/1)
aufgereinigt, wodurch das Dipeptid 92 (417 mg, 588 umol, 89%) als farbloser Feststoff

erhalten wird.

DC: Ry=0.37 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em ']1=3395 (w, N-H), 3299 (w, N-H), 3061 (w, C**-H), 3018 (w,
CP2—H), 2962 (w, C***~H), 1742 (m, C=0), 1686 (m, C=0), 1446 (m), 1414 (m), 1345
(m), 1137 (m), 739 (vs), 699 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.76 (d, *J = 7.6 Hz, 2H, C*H, C°*H), 7.52
(d,*J=7.5Hz, 2H, C'H, C*H), 7.41 — 7.34 (m, 8H, C*H, C°H, C*H), 7.30 — 7.14 (m, 11H,
C?H, C’H, C™H), 591 — 5.74 (m, 1H, OCH2CHCH,), 5.24 (d, °J = 17.1 Hz, 1H,
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OCH,CHCH**H), 5.19 (d, 3J = 10.5 Hz, 1H, OCH,CHCHH"™*), 4.72 (t, 3J = 7.8 Hz, 1H,
Aze CH), 4.61 — 4.48 (m, 3H, Cys CH, OCH,CHCH,), 4.47 — 4.30 (m, 2H, C°’HCH,), 4.21
(t, 3J = 7.2 Hz, 1H, C°H), 4.08 — 3.94 (m, 2H, Aze NCH,), 2.64 (d, 3J = 5.5 Hz, 2H, Cys
CH,), 2.57 — 2.45 (m, 2H, Aze CHCH>).

13C-NMR (126 MHz, CDCl, 300 K): & [ppm] = 170.9 (s, Aze CO), 169.7 (s, Cys CO),
157.7 (s, NCOy), 144.4 (s, C%, C®, 143.8 (s, C*CS)", 141.4 (s, C*%, C*), 131.5 (d,
OCH,CHCH,), 129.6 (d, C*H), 128.1 (d, C*H), 127.9 (d, C3H, C°H), 127.2 (d, C*H, C'H),
126.9 (d, C*H), 125.3 (d, C', C®H), 120.1 (d, C*H, C°H), 118.8 (t, OCH,CHCH,), 68.0 (t,
C°HCH,), 66.8 (s, SCPhs), 66.3 (t, OCH,CHCHy), 62.3 (d, Aze CH), 51.4 (d, Cys CH),
47.6 (t, Aze NCHa), 47.1 (d, C°H), 34.1 (t, Cys CHa), 20.0 (t, Aze NCHCH,)*.

* Zuordnung austauschbar.

* Signal wurde aufgrund seiner Breite dem HMBC-Spektrum entnommen.

MS (ESI): m/z (%) =731 (50) [M+Na]", 726 (24) [M+NH4]", 243 (100) [Ph3C]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C4sH4N20sS+Na]": 731.2550; gefunden: 731.2541.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —38.0 (c = 1.00, CHCI).

N-Fmoc-Pro-L-Thz-O-Me (93)

TrtS

MeO : i & —_— / W)Q 1
N —N
T\H)K@ Meo\( 041\0

O 93

90 Fmoc

Co4H24N204S
M = 436.53 g/mol

Nach einer Literaturvorschrift®®! wird PhsPO (294 mg, 1.06 mmol, 3.00 Aq.) in CH>Cl
(2.5 mL) bei 0 °C vorgelegt und mit T£:0 (1 M in CH2Clp, 528 pL, 528 umol, 1.50 Aq.)
tropfenweise versetzt. Nachdem das Gemisch fiir zehn Minuten bei dieser Temperatur
geriihrt worden ist, wird es auf —20 °C gekiihlt und eine Losung des Dipeptids 90 (246 mg,
352 umol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (4 mL) iiber zehn Minuten zugetropft. Die gelbe

Suspension wird fiir 2.5 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt, bevor NaHCO3-Losung
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(40 mL) zugegeben und auf Raumtemperatur aufgewédrmt wird. Die Phasen werden
getrennt und die wissrige Phase wird mit CH2ClL (3 x 30 mL) extrahiert. Nachdem die
vereinigten organischen Phasen liber NaxSOj4 getrocknet und filtriert worden sind, wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 20 cm, n-Pentan/EtOAc = 2/1 — 1/1)
aufgereinigt, wobei das Thiazolin 93 (124 mg, 283 umol, 80%) als farbloses Ol erhalten

wird.

DC: Rr=0.15 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy].

IR (ATR): ¥ [em '] = 2952 (w, C*P*~H), 1742 (m, C=0), 1704 (vs, C=0), 1450 (m), 1412
(s), 1198 (m), 1114 (m), 759 (m), 741 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 55/45.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 7.78 — 7.73 (m, 2H, C*H, C°H), 7.66 —
7.55 (m, 2H, C'H, C®H), 7.42 — 7.36 (m, 2H, C*H, C°H), 7.34 — 7.27 (m, 2H, C*H, C'H),
5.14 (virt. t,°*J=3J=9.6 Hz, 1H, Thz CH R2), 5.10 (virt. t,>J=3J=9.1 Hz, 1H, Thz CH
R1), 4.85 (dd, 3/ =8.2, 3.0 Hz, 1H, Pro CH), 4.60 — 4.54 (m, 1H, C’HCHH R1), 4.50 (dd,
2J=10.3 Hz, *J=6.6 Hz, 1H, C’"HCHH R2), 4.36 —4.31 (m, 1H, C’HCHH R2), 4.28 (virt.
t, 3J =3J = 7.1 Hz, 1H, C°H R2), 4.20 — 4.15 (m, 2H, C°’HCHH R1), 3.80 (s, 3H, Thz
CO,CH3 R2), 3.60 (s, 3H, Thz CO,CH; R1)", 3.67 — 3.46 (m, 4H, Thz CHz, Pro NCH)",
2.36 —1.89 (m, 4H, Pro CHCH>CH>).

* Signale iiberlagern sich.

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 178.9 (s, NCS R1), 178.0 (s, NCS R2),
171.3 (s, Thz CO R2), 171.0 (s, Thz CO R1), 155.1 (s, NCO2 R2), 154.9 (s, NCO; R1),
144.6 (s, C¥% R1), 144.3 (s, C3*°* R2), 143.9 (s, C¥¥% R2), 143.7 (s, C3*** R1), 141.4 (s,
C*4 R2), 141.4 (s, C**R1,C* R1), 141.3 (s, C***R2), 127.8 (d, C’HR1, C°HR1), 127.8
(d, C**H R2), 127.7 (d, C¥*H R2), 127.2 (d, C*"H), 127.1 (d, C*"H), 125.5 (d, C"*H R1),
125.3 (d, C®H R2), 125.2 (d, C®H R2), 125.1 (d, C'®H R1), 120.1 (d, C*’H), 120.0 (d,
C**H), 120.0 (d, C**H), 78.7 (d, Thz CH R1), 78.6 (d, Thz CH R2), 67.9 (t, C’"HCHz R1),
67.6 (t, C’CHCH2 R1), 59.8 (d, Pro CH R2), 59.5 (d, Pro CH R1), 52.9 (q, Thz CO>CH; R2),
52.7 (q, Thz CO,CH; R1), 47.4(d, C’HR1)", 47.3(d, C’H R2)", 47.3 (d, Pro CH2 R1), 46.9
(d, Pro CH2 R2), 35.2 (t, Thz CHz R2), 34.8 (t, Thz CH» R1), 33.2 (t, Pro NCHCH; R1),
31.9 (t, Pro NCHCH: R2), 24.4 (t, NCH>CH, R2), 23.6 (t, NCH.CH;, R1).
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* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 475 (4) [M+K]", 459 (3) [M+Na]", 437 (100) [M-+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C2sH24N204S+H]": 437.1530; gefunden: 437.1530.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—28.0 (c = 1.00, CHCl5).

N-Fmoc-L-Aze-L-Thz-O-Me (94)

TrtS ~

0 —S
z H MeO N C23H22N204S
MeOY\N)kh W/\N)\h M = 422.50 g/mol
o H N 0] FmocN
91 Fmoc 94

Nach einer Literaturvorschrift®®! wird PhsPO (578 mg, 2.08 mmol, 3.00 Aq.) in CH,Cl
(6 mL) bei 0 °C vorgelegt und mit T£:0 (1 M in CH,Clz, 1.04 mL, 1.04 mmol, 1.50 Aq.)
tropfenweise versetzt. Nachdem das Gemisch fiir zehn Minuten bei dieser Temperatur
geriihrt worden ist, wird es auf —20 °C gekiihlt und eine Losung des Dipeptids 91 (473 mg,
693 umol, 1.00 Aq.) in CH>Cl, (7 mL) iiber zehn Minuten zugetropft. Die gelbe Losung
wird fiir 2.5 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt, bevor NaHCOs3-Losung (40 mL)
zugegeben und auf Raumtemperatur aufgewarmt wird. Die Phasen werden getrennt und
die wissrige Phase wird mit CH,Cl> (3 x 50 mL) extrahiert. Nachdem die vereinigten
organischen Phasen iiber Na,SOs4 getrocknet und filtriert worden sind, wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 30 cm, CH2Clo/Aceton = 20/1 — 10/1)
aufgereinigt, wobei das Thiazolin 94 (251 mg, 593 umol, 86%, d.r. = 97/3) als farbloses
Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.39 (CH2Cla/Aceton = 10/1) [UV, KMnOy4].

IR (ATR): & [em '] = 2954 (w, C**~H), 1741 (m, C=0), 1709 (vs, C=0), 1451 (m), 1406
(s), 1339 (s), 1198 (m), 1129 (s), 757 (vs), 740 (vs).
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TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.75 (d, *J = 7.5 Hz, 2H, C*H, C°H), 7.62
—7.56 (m, 2H, C'H, C®H), 7.39 (virt. t, *J = 3J = 7.5 Hz, 2H, C*H, C®H), 7.32 — 7.28 (m,
2H, C?H, C"H), 5.20 — 5.12 (m, 2H, Aze CH, Thz CH), 4.53 —4.18 (m, 2H, C’HCH>), 4.21
(t,>J=6.3 Hz, 1H, C°H), 4.10 — 3.99 (m, 2H, Aze NCH>), 3.74 (s, 3H, Thz CO.CH3), 3.63
(dd,2J=11.4 Hz, *J=9.4 Hz, 1H, Thz CHH), 3.55 (dd, 2J=11.4 Hz, >J=9.8 Hz, 1H, Thz
CHH), 2.63 (dtd, 2J=11.7 Hz, >J = 9.0, 6.1 Hz, 1H, Aze NCHCHH), 2.44 —2.34 (m, 1H,
Aze NCHCHH).

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 177.0 (s, NCS), 171.0 (s, Thz CO), 156.7
(s, NCO), 144.0 (s, C3¥°9), 143.8 (s, C3¥°%), 141.4 (s, C*¥*), 141.4 (s, C**), 127.8 (d,
C¥$H), 127.8 (d, C**H), 127.2 (d, C*"H), 127.1 (d, C¥"H), 125.4 (d, C"®H), 125.3 (d,
C'8H), 120.1 (d, C*H), 120.0 (d, C**H), 78.7 (d, Thz CH), 67.6 (t, C’HCH>), 62.0 (d, Aze
CH), 52.9 (q, CO2CH3), 47.6 (t, Aze NCH»), 47.2 (d, C°H), 34.6 (t, Thz CHy), 22.7 (t, Aze
NCHCHa).

MS (ESI): m/z (%) = 461 (4) [M+K]", 445 (5) [M+Na]", 423 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C23H2N204S+H]": 423.1373; gefunden: 423.1374.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —50.0 (c = 1.00, CHCI;).

N-Fmoc-L-Aze-L-Thz-0-All (95)

H
/S%
A/

S > N
0 AIIO\(\N Py
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o " N %
g2 Fmoc CasHoN,0,S

M = 422.50 g/mol &

Nach einer Literaturvorschrift®® wird PhsPO (240 mg, 1.70 mmol, 3.00 Aq.) in CH>Cl,
(5 mL) bei 0 °C vorgelegt und mit TH0O (1 M in CH2Cly, 851 uL, 851 pmol, 1.50 Aq.)
tropfenweise versetzt. Nachdem die farblose Suspension fiir 15 Minuten bei dieser

Temperatur geriihrt worden ist, wird sie auf —20 °C gekiihlt und eine Losung des Dipeptids
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92 (402 mg, 567 umol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (6 mL) iiber zehn Minuten zugetropft. Die
gelbe Suspension wird fiir zwei Stunden bei dieser Temperatur geriihrt, bevor NaHCOs3-
Losung (25 mL) zugegeben und auf Raumtemperatur aufgewdrmt wird. Die Phasen
werden getrennt und die wéssrige Phase mit CH2Cl> (3 x 25 mL) extrahiert. Nachdem die
vereinigten organischen Phasen tiber Na;SO4 getrocknet und filtriert worden sind, wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 25 cm, CH2Cla/Aceton = 50/1 — 10/1)
aufgereinigt, wobei das Thiazolin 95 (214 mg, 477 umol, 84%) als farbloses Ol erhalten

wird.

DC: R¢=0.25 (CH2Cl2/Aceton = 20/1) [UV, KMnOy4].

IR (ATR): ¥ [em™'] = 2963 (w, C*P*~H), 1740 (m, C=0), 1709 (vs, C=0), 1451 (m), 1406
(s), 1339 (s), 1181 (s), 1129 (s), 756 (vs), 740 (vs).

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.75 (d, >J = 7.5 Hz, 2H, C*H, C°H), 7.62
—7.55 (m, 2H, C'H, C¥H), 7.39 (virt. t, °J = 3J = 7.5 Hz, 2H, C*H, C°H), 7.33 — 7.28 (m,
2H, C*H, C’H), 5.95 — 5.83 (m, 1H, OCH,CHCH,), 5.29 (d, °J = 16.5Hz, 1H,
OCH,CHCHESH™) 520 (d, 3J = 10.3 Hz, 1H, OCH,CHCH®SH"™), 5.19 — 5.12 (m, 2H,
Aze CH, Thr CH), 4.72 — 4.57 (m, 2H, OCH,CHCH>), 4.51 — 4.23 (m, 2H, C°’HCH>), 4.21
(t, >J = 6.6 Hz, 1H, C°H), 4.09 — 4.00 (m, 2H, Aze CH>), 3.63 (dd, 2/ =11.3 Hz, 3J=9.3
Hz, 1H, Thz CHH), 3.55 (dd, 2/ = 11.3 Hz, 3J = 9.8 Hz, 1H, Thz CHH), 2.63 (dtd,
2J=11.7Hz, *J=9.0, 6.0 Hz, 1H, Aze NCHCHH), 2.45 — 2.35 (m, 1H, Aze NCHCHH).

13C-NMR (126 MHz, CDCl;, 300 K): § [ppm] = 177.0 (s, NCS), 170.2 (s, Thz CO), 156.7
(s, NCO2), 144.1 (s, C3%), 143.8 (s, C¥%), 141.4 (s, C*), 141.4 (s, C**), 131.6 (d,
OCH,CHCH)), 127.8 (d, C¥*H), 127.8 (d, C¥°H), 127.2 (d, C¥"H), 127.2 (d, C*"H) 125.4
(d, C'®H), 125.3 (d, C"®H), 120.1 (d, C*°H), 120.0 (d, C**H), 119.2 (t, OCH,CHCH,),
78.7 (d, Thz CH), 67.6 (t, C’HCH>), 66.5 (t, OCH,CHCH>), 62.0 (d, Aze CH), 47.5 (t, Aze
NCH>), 47.2 (d, C°H), 34.7 (t, Thz CHa), 22.7 (t, Aze NCHCH,).

MS (ESI): m/z (%) =471 (12) [M+Na]", 449 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C23H2oN>04S+H]"™: 449.1530; gefunden: 449.1527.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—48.0 (c = 1.00, CHCl5).
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N-Boc-Pro-Ser-0O-Me

HO_ HOL
: H H
MeO.__~ -+ MeO__~ C14H24N20¢
N NHzHC fﬂ% M = 316.35 g/mol
0] (@] BocN

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift®®! werden Boc-Pro (101, 354 mg, 1.64 mmol,
1.00 Aq.) und Ser-O-Me Hydrochlorid (256 mg, 1.64 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl> (11 mL)
bei 0 °C vorgelegt und nacheinander mit HOBt-H,O (377 mg, 2.46 mmol, 1.50 Aq.),
EDC-HCI (472 mg, 2.46 mmol, 1.50 Aq.) in zwei Portionen sowie DIPEA (857 pL,
636 mg, 4.92 mmol, 3.00 Aq.) tropfenweise versetzt. Nachdem das Gemisch fiir eine
Stunde bei dieser Temperatur geriihrt worden ist, wird es fiir 18 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Die farblose Losung wird mit CH>Cl> (10 mL) verdiinnt und
sukzessiv mit 10%iger Zitronensdure- (10 mL) und NaHCOs-Losung (10 mL) gewaschen,
iiber NaxSOs4 getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wird ein farbloses Ol erhalten, welches durch Siulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ =3 cm, h = 15 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/2 — 0/1 — EtOAc/MeOH
=10/1) aufgereinigt wird. Dabei wird N-Boc-Pro-Ser-O-Me (446 mg, 1.41 mmol, 86%) als
farbloses Ol erhalten.

DC: Rr=0.08 (n-Pentan/EtOAc = 1/2) [KMnO4].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 70/30.

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.07 (s, 1H, SerNH R1), 6.93 (s, 1H, Ser
NH R2), 4.70 — 4.54 (m, 1H, Ser CH), 4.22 — 4.17 (m, 1H, Pro CH), 4.06 — 3.81 (m, 2H,
Ser CHb»), 3.78 (s, 3H, Ser CO,CH3), 3.56 — 3.33 (m, 2H, Pro NCH>), 2.25 — 1.77 (m, 4H,
Pro NCHCH>CH,), 1.44 [s, 9H, OC(CH3)3].

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 172.7 (s, Ser CO)", 170.9 (s, Pro CO)",
155.5 (s, NCO»), 80.8 [s, OC(CH3)3], 62.6 (t, Ser CH>), 60.6 (d, Pro CH), 55.4 (d, Ser CH),
52.8 (q, Ser CO2CH3), 47.4 (t, Pro NCH>), 31.0 (Pro NCHCH; R2), 29.2 (t, Pro NCHCH>
R1), 28.5 [q, OC(CH3)3], 24.8 (t, Pro NCH,CH>).

* Zuordnung austauschbar.
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Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.*®!

N-Boc-Pro-Ser(O-TBS)-O-Me (97)

HOL TBSO._

MeO H H MeO. = H CoH3gN206Si
jﬁN > TﬁN% M = 430.62 g/mol
(0] H BocN 0] H BocN

97

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!®® werden N-Boc-Pro-Ser-O-Me (435 mg,
1.38 mmol, 1.00 Aq.) und TBSCI (238 mg, 1.58 mmol, 1.15 4q.) in CH>Cl> (1.6 mL) bei
0 °C vorgelegt und nacheinander mit DMAP (16.9 mg, 138 umol, 0.10 Aq.) sowie NEt3
(230 uL, 168 mg, 1.66 mmol, 1.20 Aq.) tropfenweise versetzt. Die farblose Losung wird
unter Rithren fiir 21.5 Stunden auf Raumtemperatur aufgewérmt, bevor die nun farblose
Suspension mit CH>Cl, (20 mL) verdiinnt wird. Es wird nacheinander mit NaHCOs3-
(10 mL), NH4Cl- (10 mL) sowie NaCl-Losung (5 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet
und filtriert. Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der
Riickstand durch Séaulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3cm, h = 17 cm,
n-Pentan/EtOAc = 3/1 — 1/1) aufgereinigt. Dabei wird das geschiitzte Dipeptid 97
(588 mg, 1.36 mmol, 99%) als farbloses Harz erhalten.

DC: Rr=0.17 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [KMnO4].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 =~ 59/41.

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): 8 [ppm] = 7.30 (s, 1H, Ser NH R2), 6.82 (s, 1H, Ser
NH R1), 4.64 (s, 1H, Ser CH), 4.40 — 4.20 (m, 1H, Pro CH), 4.04 (d, >J = 8.9 Hz, 1H, Ser
CHH), 3.79 (d, 2J = 8.8 Hz, 1H, Ser CHH), 3.73 (s, 3H, Ser CO,CH3), 3.55 —3.26 (m, 2H,
Pro NCH>»), 2.38 — 1.79 (m, 4H, Pro NCHCH>CH>), 1.47 [s, 9H, OC(CH3)3], 0.85 [s, 9H,
SiC(CHs)s], 0.01 (s, 3H, SiCH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3).

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 172.6 (s, Pro CO R1), 172.2 (s, Pro CO
R2), 170.8 (s, Ser CO R2), 170.5 (s, Ser CO R1), 155.5 (s, NCO2 R2), 154.7 (s, NCO, R1),
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80.8 [s, OC(CHs)s R1], 80.4 [s, OC(CHs)s R2], 63.8 (t, Ser CH2R 1), 63.6 (t, Ser CH, R2),
61.3 (d, Pro CH R1), 60.3 (d, Pro CH R2), 54.6 (d, Ser CH R2), 54.2 (d, Ser CH R1), 52.5
(q, Ser CO>CHs), 47.2 (t, Pro NCH, R2), 47.1 (t, Pro NCH, R1), 31.2 (t, Pro NCHCH, R1),
29.0 (t, Pro NCHCH; R2), 28.4 [q, OC(CH3)3], 25.8 [q, SiC(CH3)3], 24.6 (t, Pro NCH2CH,
R2), 23.8 (t, Pro NCH2CH, R1), 18.3 [s, SiC(CHs)s], —5.5 (q, SiCHs), —5.6 (g, SiCHa).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.®!

(5)-2-[(2-Amino-5-nitrophenyl)carbamoyl|pyrrolidine-1-carbonsiure-zert-butylester
(102)

. NH, i v
H N C16H22N4O5
HO > o BOo¢ M =350.38 g/mol
BocN
102

101 NO,

Nach einer Literaturvorschrift!*®® wird zu einer Losung von Boc-Pro (101, 1.18 g,
5.48 mmol, 1.00 Aq.) in THF (59 mL) bei =20 °C NMM (1.21 mL, 1.11 g, 11.0 mmol,
2.00 Aq.) iiber fiinf Minuten zugetropft. Nachdem die Losung fiir fiinf Minuten geriihrt
wurde, wird IBCF (716 pL, 748 mg, 5.48 mmol, 1.00 Aq.) iiber zehn Minuten zugetropft.
Die Losung wird zehn Minuten geriihrt und anschlieBend 4-Nitro-1,2-Diaminobenzol
(839 mg, 5.48 mmol, 1.00 Aq.) portionsweise iiber fiinf Minuten zugegeben. Die rétliche,
triibe Losung wird zwei Stunden bei —20 °C geriihrt, bevor sie unter Riihren iiber 44
Stunden auf Raumtemperatur erwdrmt wird. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in EtOAc (100 mL) aufgenommen und
filtriert. Das Filtrat wird mit 10%iger Zitronensdurelosung (3 x 35 mL) gewaschen, wobei
die gesammelten sauren Waschlosungen mit EtOAc (2 x 20 mL) gegenextrahiert werden.
Die neu vereinigten organischen Phasen werden mit NaHCO3-Losung (3 x 35 mL)
gewaschen, wobei die gesammelten basischen Waschlosungen mit EtOAc (2 x 20 mL)
gegenextrahiert werden. Die neu vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung
(2 x 35 mL) gewaschen, wobei die gesammelten neutralen Waschlésungen mit EtOAc

(20 mL) gegenextrahiert werden. Die neu vereinigten organischen Phasen werden iiber
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NazSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt wurde, wird der Riickstand aus einem Gemisch von Cyclohexan und EtOAc
umkristallisiert. Die durch Filtration gewonnenen Kristalle werden mit wenig n-Pentan
gewaschen und am Feinvakuum getrocknet. Die Mutterlauge wird mit den n-Pentan-
Waschlosungen vereinigt und deren Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
erhaltene Riickstand wird analog zur ersten Fraktion umkristallisiert. Durch Kombination
der Kristallisationsfraktionen wird das Anilid 102 (1.64 g, 4.67 mmol, 85%) als gelber
Feststoff erhalten.

DC: Rr=0.51 (EtOAc) [UV, KMnOy4].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 50/50.

TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): 8 [ppm] =9.47 (s, 1H, NHCO), 9.38 (s, 1H,
NHCO), 8.33 (d, 7 = 2.7 Hz, 1H, C*H), 8.07 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, C*H), 7.88 (dd,
3J=9.1Hz, “J=2.7 Hz, 1H, C*H), 7.85 (dd, >*J = 9.0 Hz, *J = 2.7 Hz, 1H, C*H), 6.79 (d,
3J=9.1 Hz, 1H, C*H), 6.75 (d, *J = 9.0 Hz, 1H, C*H), 6.46 (s, 2H, NH>), 6.37 (s, 2H,
NH>), 4.27 (dd, J = 8.4, 4.5 Hz, 1H, Pro CH), 4.23 (dd, °>J = 8.4, 4.2 Hz, 1H, Pro CH), 3.47
— 3.40 (m, 2H, Pro NCH>), 3.38 — 3.32 (m, 2H, Pro NCH>), 2.29 — 2.13 (m, 2H, Pro 2 x
NCHCHH), 2.02 — 1.75 (m, 6H, 2 x Pro NCHCHHCH.), 1.41 [s, 9H, C(CH3)3], 1.34 [s,
9H, C(CH3)3].

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds, 300 K): & [ppm] = 172.2 (s, NHCO), 171.7 (s, NHCO),
154.1 (s, NCOy), 153.2 (s, NCOy), 150.2 (s, C™), 148.4 (s, C™), 135.7 (s, C™"), 135.3 (s, C™),
123.6 (d, CH), 122.6 (d, C*H), 122.6 (d, C*H), 121.5 (s, C™), 121.1 (s, C™), 120.8 (d,
C*H), 113.9 (d, C*H), 113.4 (d, C*H), 79.1 [s, C(CHs)s], 78.7 [s, C(CHz)3], 60.1 (d, Pro
CH), 60.0 (d, Pro CH), 46.8 (t, NCH.), 46.6 (t, NCH.), 31.1 (t, Pro NCHCH>,), 29.9 (t, Pro
NCHCH,), 28.2 [q, C(CHs)s], 28.0 [q, C(CHs)s], 24.2 (t, Pro NCH,CHa), 23.4 (t, Pro
NCH,CH,).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[*>#

203



Experimentalteil

(5)-2-[(2-Amino-5-nitrophenyl)carbamothioyl]pyrrolidine-1-carbonsiure-tert-
butylester (103)

H H NH2
B N C16H22N404S
oc > Boc 1 =366.44 g/mol

Nach einer Literaturvorschrift?! wird P4Sio (19.2 g, 43.1 mmol, 0.50 Aq.) in THF
(860 mL) durch Zugabe von Na,COs (4.57 g, 43.1 mmol, 0.50 Aq.) iiber eine Stunde
voraktiviert, bevor das Gemisch auf 0 °C gekiihlt und das Anilid 102 (30.2 g, 86.2 mmol,

H>

1.00 Aq.) zugegeben wird. Die Losung wird fiir 30 Minuten bei 0 °C und fiir zwei Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Nachdem das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt worden ist, wird der Riickstand in EtOAc (900 mL) aufgenommen und mit 5%iger
NaHCOs-Losung (4 x 250 mL) gewaschen. Die vereinigten wiassrigen Phasen werden mit
EtOAc (3 x 250 mL) gegenextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
NaCl-Losung (2 x 250 mL) gewaschen, tiber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand durch
Siulenchromatographie (Kieselgel, @ = 9cm, h = 24 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/1)°
aufgereinigt, wobei das Thioanilid 103 (25.0 g, 68.2 mmol, 79%) als gelber Feststoff

erhalten wird.

DC: Rr=0.71 (EtOAc) [UV, KMnOy].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 67/33.

TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 298 K): § [ppm] = 11.20 (s, 1H, CSNHR1), 11.07 (s, 1H,
CSNH, R2), 8.02 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, C*H R2), 7.97 (dd, >J = 9.1 Hz, /= 2.7 Hz, 1H,
C*H), 7.83 (d, *J = 2.6 Hz, 1H, C*H R1), 6.85 (d, °J = 9.0 Hz, 1H, C*H R2), 6.77 (d,
3J=9.1 Hz, 1H, C*H R1), 6.47 (s, 2H, C*NH, R1), 6.20 (s, 2H, C*NH> R2), 4.71 (dd,
3J=8.7, 43 Hz, 1H, Pro CH R2), 4.66 (dd, *J = 8.3, 4.9 Hz, 1H, Pro CH R1), 3.54 (dt,
2J=10.5Hz, *J = 6.6 Hz, 1H, Pro NCHH), 3.45 — 3.38 (m, 1H, Pro NCHH), 2.41 —2.26

¢ Siulenchromatographie kann visuell durch die starke gelbe Farbe des Produkts verfolgt werden.
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(m, 1H, Pro NCHCHH), 2.15 — 1.96 (m, 2H, Pro NCHCHHCHH), 1.90 — 1.75 (m, 1H, Pro
NCHCHH), 1.42 [s, 9H, OC(CHs); R1], 1.39 [s, 9H, OC(CHs); R2].

3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 300 K): & [ppm] = 207.7 (s, CS R2), 207.1 (s, CS R1),
154.3 (s, NCO, R1), 153.2 (s, NCO, R2), 150.9 (s, C* R1), 150.2 (s, C** R2), 135.6 (s, C*"
R2), 135.2 (s, C* R1), 125.1 (d, C*H R1), 124.9 (d, C*H R1), 124.6 (d, C*H R2), 124.6
(d, C"H R2), 122.6 (s, C*" R2), 122.4 (s, C* R1), 114.4 (d, C*H R2), 113.6 (d, C*H R1),
79.4 [s, OC(CH3); R1], 79.0 [s, OC(CH3); R2], 67.4 (d, Pro CH R2), 67.1 (d, Pro CH R1),
47.3 (t, Pro NCH; R1), 47.1 (t, Pro NCHz R2), 33.8 (t, Pro NCHCH: R2), 32.6 (t, Pro
NCHCH, R1), 28.2 [q, OC(CHs)s], 24.0 (t, NCH2CH, R1), 23.1 (t, NCH,CH; R2).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[?

1-(Boc-thionoprolinyl)-6-nitrobenzotriazol (100)

M = 377.42 g/mol
103

S H S !
H2N HN)% N//N\N
BocN _— BooN C16H19N504S
100
NO,

NO,

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift’?®#%4 wird das Thioanilid 103 (25.0 g,
68.2 mmol, 1.00 Aq.) in AcOH (500 mL, verdiinnt mit 5 Vol.% H>0) geldst und bei 0 °C
portionsweise mit NaNOz (7.06 g, 102 mmol, 1.50 eq.) versetzt. Nachdem fiir 30 Minuten
geriihrt worden ist, wird Eiswasser (1.3 L) hinzugegeben und die resultierende Suspension
filtriert. Der Filterriickstand wird mit Eiswasser gewaschen (200 mL) und in CH>Cl,
(400 mL) gelost. Die Losung wird liber NaxSO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
wird am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird {iber Nacht am Feinvakuum
getrocknet, sodass das Benzotriazol 100 (24.9 g, 66.0 mmol, 97%) als oranger Feststoff

erhalten wird.
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DC: Rr=0.47 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [UV, KMnOs, Ninhydrin: orange].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 56/44.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 9.69 (d, /= 1.8 Hz, 1H, C*H R2), 9.65
(d, *J=1.9 Hz, 1H, C*H R1), 8.43 (dd, *°J = 8.9 Hz, *J = 1.8 Hz, 1H, C*H R2), 8.39 (dd,
3J =8.9Hz, /=19 Hz, 1H, C*H R1), 8.31 (d, °J = 8.9 Hz, 1H, C*H R2), 8.26 (d,
3J = 8.9 Hz, 1H, C*H R1), 6.20 (dd, *J = 9.0, 3.3 Hz, 1H, NCH R2), 6.16 (dd, *J =9.1,
3.0 Hz, 1H, NCH R1), 3.74 — 3.56 (m, 2H, NCH>), 2.66 — 2.56 (m, 1H, NCHCHH), 2.14
— 1.93 (m, 3H, NCHCHH, NCH>CHa), 1.44 [s, 9H, C(CH3); R1], 1.20 [s, 9H, C(CH3);
R2].

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 209.7 (s, CS R2), 208.1 (s, CS R1), 154.2
(s, NCO; R1), 153.3 (s, NCO2 R2), 149.7 (s, C*N R2), 149.5 (s, C*N R1), 148.9 (s, C*N
R2), 148.8 (s, C*™N R1), 132.2 (s, C*N R1), 131.9 (s, C*N R2), 122.2 (d, C*H R2), 122.0
(d, C"H R1), 121.6 (d, C*H R2), 121.3 (d, C*H R1), 113.0 (d, C*H R1), 112.8 (d, C*H
R2), 80.3 [s, C(CHs)s R1], 80.2 [s, C(CH3); R2], 67.9 (d, NCH R1), 67.7 (d, NCH R2),
47.3 (t, NCH; R1), 47.0 (t, NCHa R2), 34.6 (t, NCHCH; R2), 33.6 (t, NCHCH, R1), 28.5
[q, C(CHs)s R1], 28.3 [q, C(CH3)s R2], 23.9 (t, NCH,CH; R1), 23.2 (t, NCH.CH, R2).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[*>?]

N-Cbz-Ser(O-TBS)-Thr-O-Me (104)

TBSO._
TBSO__ oL £
o : OH YNHCbZ C22H36N,07Si
\\‘ANHCbz NH M = 468.62 g/mol
OH 5 H 104

MeO™ ~O

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift®! wird zu einer Mischung des sehr harzigen
Threoninmethylester-Hydrochlorids (17.3 g, 102 mmol, 1.10 Aq.) und CH>Cl, (300 mL)
bei 0 °C NMM (8.00 mL, 7.36 g, 72.8 mmol, 0.78 Aq.) getropft, sodass das Gemisch nach

einiger Zeit eine homogene Losung ergibt. In einem zweiten Kolben wird zu einer
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Suspension aus dem Serin-Derivat 52 (32.8 g, 92.7 mmol, 1.00 Aq.) und HOBt-H,O
(25.1 g, 185 mmol, 2.00 Aq.) in CH>Cl, (600 mL) bei 0°C NMM (22.6 mL, 20.8 g,
206 mmol, 2.22 Aq.) getropft. Zu dieser Suspension wird bei derselben Temperatur
EDC-HCI (19.6 g, 102 mmol, 1.10 Aq.) portionsweise gegeben. SchlieBlich wird die
Losung bestehend aus dem Threoninmethylester-Hydrochlorid und NMM in CH2Cl bei
0 °C {iber eine Kaniile langsam in den anderen Kolben transferiert. Nachdem unter
Erwidrmen auf Raumtemperatur fiir insgesamt 17 Stunden geriihrt worden ist, wird die
Reaktion durch Zugabe von Wasser (400 mL) abgebrochen. Die Phasen werden getrennt
und die organische Phase wird nacheinander mit 10%iger Zitronensdurelosung (3 X
300 mL) sowie NaHCOs3-Losung (300 mL) gewaschen, iiber Na;SOs getrocknet und
filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand
durch Séulenchromatographie (Kieselgel, @ = 9cm, h = 23 cm, n-Pentan/
EtOAc = 2/1 — 0/1) aufgereinigt, wobei das Dipeptid 104 (40.6 g, 86.6 mmol, 93%) als

farbloser Feststoff erhalten wird.

DC: R¢=0.39 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.39 — 7.28 (m, 6H, C*"H, Thr NH), 5.68
(d, >J = 7.0 Hz, 1H, Ser NH), 5.13 (s, 2H, C*CHa), 4.59 (dd, °J = 8.8, 2.6 Hz, 1H, Thr
CHNH), 4.37 — 4.24 (m, 2H, Ser CH, Thr CHCH3), 4.08 (dd, 2J=9.6 Hz, >J=3.7 Hz, 1H,
Ser CHH), 3.75 (s, 3H, Thr CO>CHs3), 3.71 (dd, 2/ = 9.6 Hz, 3J = 7.1 Hz, 1H, Ser CHH),
2.14 (d, °J = 3.8 Hz, 1H, Thr OH), 1.19 (d, 3J = 6.4 Hz, 3H, Thr CHCH?3), 0.89 [s, 9H,
SiC(CHs)3], 0.09 (s, 6H, SiCH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 171.1 (s, Ser CO)", 171.0 (s, Thr CO)’,
156.3 (s, NHCO>), 136.3 (s, C™), 128.7 (d, C*H), 128.4 (d, C*H), 128.3 (d, C*H), 68.1 (d,
Thr CHCH3), 67.3 (t, C*"CHb>), 63.3 (t, Ser CH>), 57.5 (d, Thr CHNH), 56.1 (d, Ser CH),
52.7 (q, Thr CO>CH3), 26.0 [q, SiC(CH3)s], 20.0 (q, Thr CH3), 18.4 [s, SiC(CH3)s], —5.4
(q, SiCH3), —5.4 (q, SiCH3).

* Zuordnung austauschbar.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.*"!
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N-Boc-ThioPro-Ser(O-TBS)-Thr-O-Me (105)

TBSO s TBSO
S it S s,
O -~ N
OH Y NHCbz Bock NJ\@
HBocN
5

OHOY\
)\AENH )INH
H 104 100 H 10
MeO™ SO

MeO™ ~O NO, Cy4H45N30,SSi
M = 547.78 g/mol

Entschiitzung:

Zu einer Losung des Dipeptids 104 (610 mg, 1.30 mmol, 1.00 Aq.) in einer Mischung von
MeOH und EtOAc (1/1,26 mL) wird unter Argon Pd/C (10 Gew.-% Pd, 61.0 mg) gegeben.
Die Argonatmosphire wird nach der allgemeinen Vorschrift gegen eine
Wasserstoffatmosphdre ausgetauscht und die Suspension fiir 18 Stunden geriihrt. Der
Ballon wird entfernt und Argon unter starkem Riihren fiinf Minuten durch die
Reaktionssuspension geleitet. Der Katalysator wird durch Filtration iiber Celite entfernt,
wobei der Filterkuchen mit CH>Cl, (50 mL) nachgewaschen wird. Das Losungsmittel wird
am Rotationsverdampfer entfernt und das rohe, entschiitzte Dipeptid in der nachfolgenden

Reaktion ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Thioacylierung:

Nach einer modifierten Literaturvorschrift!?®! wird zu einer Losung des rohen, freien Amins
in THF (14 mL) bei 0 °C eine Ldosung des Benzotriazols 100 (491 mg, 1.30 mmol,
1.00 Aq.) in THF (7.0 mL) iiber sieben Minuten getropft. Nachdem fiir fiinf Minuten bei
dieser Temperatur geriihrt worden ist, wird das Losungsmittel bei Raumtemperatur am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird in Et,O (100 mL) gelost und mit
10%iger Zitronensdureldosung (50 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wird mit Et2O
(20 mL) gegenextrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit NaHCOs;-Losung
(2 x50 mL) gewaschen. Die vereinigten, basischen Waschlosungen werden mit EtO
(20 mL) gegenextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung
(50 mL) gewaschen und iiber Na;SO4 getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel

am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mittels Sdulenchromatographie
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(Kieselgel, @ = 3 cm, h = 20 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/1 — 1/1) aufgereinigt, wobei das
Tripeptid 105 (608 mg, 1.11 mmol, 85% 1i. 2 St.) als gelber Feststoff erhalten wird.

DC: Rr= 0.46 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 49 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3447 (m, O—H), 3330 (m, N-H), 2954 (m, C***-H), 2930 (m,
CsP*—H), 2885 (m, C*P—H), 2858 (m, C***~H), 1746 (m, C=0), 1676 (vs, C=0), 1518 (s),
1389 (vs), 1369 (vs), 1257 (s), 1163 (vs), 1104 (vs), 838 (vs), 780 (s).

'"H NMR (400 MHz, CDCls, 328 K): § [ppm] = 8.61 (d, >J = 7.6 Hz, 1H, NHCS), 7.13 (d,
3J=28.9 Hz, IH, NHCO), 5.11 (br. s, IH, CHCH,OTBS), 4.75 (dd, *J = 9.1, 4.1 Hz, 1H,
CSCH), 4.54 (dd, >J=8.9, 3.0 Hz, 1H, CHCHOH), 4.36 (d, 2J= 9.6 Hz, 1H, CHHOTBS),
433 —4.23 (m, 1H, CHOH), 3.74 (dd, 2J=9.6 Hz,*J= 5.7 Hz, 1H, CHHOTBS)", 3.73 (s,
3H, CO2CH3)", 3.57 — 3.44 (m, 2H, NCH>), 2.39 (dtd, 2/ = 13.0 Hz, >J = 9.1, 6.9 Hz, 1H,
CSCHCHH), 2.31-2.20 (m, 1H, CSCHCHH), 1.91 — 1.76 (m, 2H, NCH,CH>), 1.43 [s, 9H,
OC(CHs)3], 1.17 (d, 3J= 6.4 Hz, 3H, CHCH3), 0.90 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.10 (s, 3H,
SiCH3), 0.10 (s, 3H, SiCH3).

" Signale iiberlagern sich.

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 328 K): & [ppm] = 204.3 (s, CS), 170.7 (s, CO:Me), 169.3
(s, NHCO), 155.7 (s, NCOy), 81.5 [s, OC(CHs)s], 69.4 (d, CSCH), 68.3 (d, CHOH), 61.9
(t, CHLOTBS), 59.1 (d, CHCH,OTBS), 58.3 (d, CHCHOH), 52.4 (q, CO.CHs), 48.3 (t,
NCHa), 34.1 (t, CSCHCH>), 28.6 [q, OC(CH3)3], 26.0 [q, SiC(CH3)s3], 24.1 (t, NCH>CH>),
20.3 (q, CHCH3), 18.4 [s, SiC(CH3)3], —5.2 (q, SiCH3), —5.49 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 593 (39) [M+EtNH;]", 570 (4) [M+Na]*, 565 (4) [M+NH.]", 548
(100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C24H4sN307SSi+H]": 548.2820; gefunden: 548.2817.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —122.0 (¢ = 1.00, CHCl5).
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N-Boc-ThioPro-Ser(O-TBS)-(Z2)-Dhb-0-Me (Z-96)

TBSO TBSO

S
o - H oL : H
OH \\"/\NJ\(/) \\‘/\N%
NH M BoeN S~ NH 7 BoeN

H 105 Z-96

MeO™ ~O MeO~ SO C24H43N306SSi
M = 529.77 g/mol

Nach der tropfenweisen Zugabe von MsCl (5.06 mL, 7.49 g, 65.4 mmol, 1.54 Aq.) zu einer
Losung des Tripeptids 105 (23.3 g, 42.5 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (440 mL) bei 0 °C
wird die resultierende Losungs fiir zehn Minuten bei dieser Temperatur geriihrt. NEt3
(18.2mL, 13.2 g, 130 mmol, 3.07 Aq.) wird tropfenweise hinzugegeben und die Losung
unter Riihren iiber fiinf Tage auf Raumtemperatur erwarmt. Wasser (500 mL) und CH>Cl;
(700 mL) werden zugegeben und die Phasen getrennt. Die organische Phase wird mit 1 M
Salzsdure (400 mL) und NaHCO3-Losung (400 mL) gewaschen, bevor sie iiber Na;SOg4
getrocknet und filtriert wird. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt,
wodurch das Tripeptid Z-96 (21.2 g, 40.1 mmol, 94%) als gelber, kristalliner Feststoff

erhalten wird.

DC: Rr=0.72 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOs4, Ninhydrin: orange].
Smp.: 104 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3345 (m, N-H), 2953 (m, C**-H), 2930 (m, C*-H), 2884 (m,
C*P*—H), 2858 (m, C*P*~H), 1675 (vs, C=0), 1516 (s), 1368 (vs), 1256 (vs), 1096 (vs), 835
(vs), 779 (vs), 754 (vs).

"TH-NMR (400 MHz, CDCl3, 328 K): & [ppm] = 8.59 (d, >°J = 6.9 Hz, 1H, Ser NH), 7.90 (s,
1H, Dhb NH), 6.80 (q, >J = 7.2 Hz, 1H, Dhb CH), 5.15 (br s, 1H, Ser CH), 4.77 (dd,
3J=8.6, 4.6 Hz, 1H, ThioPro CH), 4.39 (dd, 2J=9.8 Hz, 3J=2.7 Hz, 1H, Ser CHH), 3.78
(dd, 27 =9.8 Hz, *J = 5.5 Hz, 1H, Ser CHH), 3.72 (s, 3H, CO.CH3), 3.60 — 3.45 (m, 2H,
ThioPro NCH>), 2.44 (virt. dtd, 2J = 12.9 Hz, 3J = *J = 8.7 Hz, 3J = 6.9 Hz, 1H, ThioPro
NCHCHH), 2.17 (virt. ddt, 2J = 129 Hz, *J= 6.6 Hz, 3J = *J = 5.1 Hz, 1H, ThioPro
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NCHCHH), 1.94 — 1.81 (m, 2H, ThioPro NCH.CH>), 1.76 (d, °J = 7.2 Hz, 3H, Dhb CH3),
1.42 [s, 9H, OC(CHs)s3], 0.93 [s, 9H, SiC(CH3)s], 0.13 (s, 3H, SiCH3), 0.13 (s, 3H, SiCHs).

I3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] =204.2 (s, CS), 167.4 (s, Ser CO), 164.7
(s, Dhb CO), 156.0 (s, NCO3), 135.6 (d, Dhb CH), 126.8 (s, Dhb CCH), 81.6 [s, OC(CH3)3],
69.6 (d, ThioPro CH), 62.3 (t, Ser CH»), 58.9 (d, Ser CH), 52.2 (q, CO2CH3), 48.1 (t,
ThioPro NCH3), 33.6 (t, ThioPro NCHCH>»), 28.3 [q, OC(CH3)3], 26.0 [q, SiC(CH3)3], 24.6
(t, ThioPro NCH2CH>), 18.3 [s, SiC(CHa)s3], 14.2 (q, Dhb CH3), 5.2 (q, SiCH3), —5.6 (q,
SiCH3).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

/OTBS

CHy H
o N A B
N
L
MeO” O

MS (ESI): m/z (%) = 552 (75) [M+Na]", 547 (11) [M+NH]", 530 (100) [M+H]", 430 (60)
[M—CsHsO>+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C24H43N306SSi+H]™: 530.2715; gefunden: 530.2717.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —90.2 (c = 0.98, CHCI5).
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3.3 Ostliches Fragment

(5)-3-(Benzyloxy)-2-hydroxypropansiure (68)

(@) OH (@) OH
C1oH1204
NH, OH M =196.20 g/mol

OBn 67 OBn 68

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift!®¥ wird L-Ser(O-Bn) (10.3 g, 52.8 mmol,
1.00 Aq.) in 1 M Schwefelsiure (123 mL) bei 0 °C tropfenweise iiber 140 Minuten mit
0.5 M wissriger NaNO-Losung (300 mmol, 5.68 Aq.) versetzt. Nachdem unter Riihren
iiber 20.5 Stunden auf Raumtemperatur erwidrmt worden ist, wird durch Zugabe von 1 M
Natronlauge auf pH = 6-7 eingestellt. Die wissrige Phase wird mit EtOAc (4 < 300 mL)
gewaschen und danach mit Hilfe von 2 M Schwefelsidure auf pH = 2 eingestellt. Es wird
mit EtOAc (4 x 300 mL) extrahiert, wobei die organischen Phasen vereinigt und mit NaCl-
Losung (300 mL) gewaschen werden. Nach Trocknung iiber Na>SO4 und Filtration wird
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Dadurch wird das Glycerinséure-
derivat 68 (9.94 g, 50.7 mmol, 96%) als gelbes Ol erhalten, welches bei der Lagerung

kristallisiert.

DC: Rt =0.09 (CH2Cly/MeOH = 9/1) [KMnOs4].

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm]=7.40 — 7.28 (m, 5H, C*H), 4.62 (d,
2J = 12.1 Hz, 1H, C*CHH), 4.59 (d, 2J = 12.1 Hz, 1H, C*CHH), 4.38 (virt. t,
3J~3]=4.1 Hz, 1H, CHOH), 3.83 (dd, %/ = 9.9 Hz, >J = 4.3 Hz, |H, CHCHH), 3.79 (dd,
2J=9.9 Hz, °*J=3.9 Hz, 1H, CHCHH).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 176.1 (s, CO>H), 137.2 (s, C"CHb), 128.7
(d, C*H), 128.2 (d, C*H), 128.0 (d, C*H), 73.9 (t, C*CH,), 70.8 (t, CHCHa), 70.3 (d,
CHOH).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.®*!
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N-Boc-Ala-pD-Leu-0-Me (70)

, 9 C15H28N205
MeO MeO NHBoc M =316.40 g/mol
NH,-HCI H
0] O

69 70

Zu einer Suspension aus dem Hydrochlorid 69 (21.8 g, 120 mmol, 1.00 Aq.), Boc-Ala
(25.0 g, 132 mmol, 1.10 Aq.), HOBt-H,O (22.1 g, 144 mmol, 1.20 Aq.) und CH.Cl
(750 mL) wird bei 0 °C DIPEA (43.9 mL, 32.6 g, 252 mmol, 2.10 Aq.) zugetropft. Nach
portionsweiser Zugabe von EDC-HCI (52.9 g, 276 mmol, 2.30 Aq.), wird die orange
Losung unter Riihren iiber 19 Stunden auf Raumtemperatur aufgewédrmt. Nach Zugabe von
Wasser (300 mL) werden die Phasen getrennt. Die organische Phase wird mit 1 M
Salzsdure (250 mL), NaHCO3- (250 mL) sowie NaCl-Losung (200 mL) gewaschen, liber
NaSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt worden ist, wird das verbliebene gelbe Ol durch Siulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 9 cm, h = 25 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/2 — 1/1) aufgereinigt, wobei das
Dipeptid 70 (37.1 g, 117 mmol, 98%) als farbloser Feststoff isoliert wird.

DC: R¢= 0.46 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [KMnOg4, Ninhydrin: braun].

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 6.55 (s, 1H, Leu NH), 4.93 (s, 1H, Ala
NH), 4.60 (virt. td, 3J=3J=8.7 Hz, 3J=4.3 Hz, 1H, Leu CHNH), 4.19 (br. s, |H, Ala CH),
3.72 (s, 3H, OCH3), 1.70 — 1.61 [m, 2H, CHHCH(CH3):], 1.59 — 1.52 (m, 1H, CHH), 1.45
[s, 9H, C(CH3)3], 1.36 (d, >J = 7.1 Hz, 3H, Ala CH3), 0.94 (d, J = 3.8 Hz, 3H, Leu CHs),
0.93 (d, °>J=4.0 Hz, 3H, Leu CHa).

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 173.4 (s, Leu CO), 172.5 (s, Ala CO),
155.7 (s, NHCO,), 80.4 [s, C(CH3)s], 52.4 (q, CO2CH3), 50.7 (d, Leu CHNH), 50.2 (d, Ala
CH), 41.6 (t, CHa), 28.4 [q, C(CHs)s3], 24.9 [d, CH(CHs)2], 23.0 (g, Leu CHz), 22.0 (q, Leu
CHs), 18.2 (q, Ala CHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[!%’]
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O-Bn-L-Gls-Ala-D-Leu-0-Me (71)

@] O OH

[ H
MeO N)H/NHBOC MeO N)H/N\H/k/OBn
o " o " O CaoHsoNz0g

70 m M = 394.47 g/mol

Boc-Entschiitzung:

Das Dipeptid 70 (2.00 g, 6.32 mmol, 1.00 Aq.) wird in CH2Cl» (32 mL) bei 0 °C mit TFA
(32 mL) versetzt. Die Losung wird 44 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!) und der Riickstand

zehn Minuten am Feinvakuum getrocknet.

Amidkupplung:

Das entschiitzte Dipeptid wird in DMF (32 mL) gelost und nacheinander mit dem
Glycerinsiure-Derivat 68 (1.25 g, 6.38 mmol, 1.01 Aq.), PyBOP (3.32 g, 6.38 mmol,
1.01 Aq.) portionsweise und DIPEA (4.29 mL, 3.19 g, 24.6 mmol, 3.90 Aq.) tropfenweise
versetzt. Die gelbe Losung wird fiir 19.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die
Reaktion durch Zugabe von Wasser (150 mL) abgebrochen wird. Nachdem mit EtOAc (10
x 50 mL) extrahiert wurde, werden die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Losung
(75 mL) gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und Reste an DMF durch Azeotropdestillation (PhMe, 5 x
50 mL) entfernt. Der Riickstand wird durch Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm,
h = 16 cm, n-Pentan/EtOAc = 2/1 — 0/1), wobei das Tripeptolid 71 (2.30 g, 5.82 mmol,
92%) als gelbes Harz erhalten wird.

DC: R¢= 0.35 (EtOAc) [UV, KMnO.].

IR (ATR): & [cm™']=3400 (m, N-H), 3316 (br, O-H), 2960 (m, C*>-H), 2930 (m,
C*P-H), 2870 (m, CP3-H), 1740 (s, C=0), 1650 (vs, C=0), 1530 (s), 840 (vs).
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TH-NMR (500 MHz, CDCl;3, 298 K): & [ppm] = 7.44 (d, >J = 7.4 Hz, |H, NH), 7.35 - 7.22
(m, 5H, C*H), 7.02 (d, °J = 8.2 Hz, 1H, NH), 4.57 — 4.48 (m, 4H, Ala CH, Leu CHNH,
C¥CHy), 4.24 (virt. q, >J = >J = 4.9 Hz, 1H, Gls CH), 4.04 (d, °J = 3.8 Hz, 1H, Gls OH),
3.70 (d, 3J = 5.2 Hz, 2H, Gls CHa), 3.65 (s, 3H, Leu CO.CH3), 1.69 — 1.46 [m, 3H, Leu
CH>CH(CHs)3], 1.35 (d, >J = 7.1 Hz, 3H, Ala CH3), 0.91 (d, >J = 6.2 Hz, 3H, Leu CH3),
0.89 (d, >J=6.1 Hz, 3H, Leu CHa).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 173.9 (s, CO), 172.5 (s, CO), 172.5 (s,
CO), 137.5 (s, C*), 128.6 (d, C*H), 128.0 (d, C*H), 127.9 (d, C*'H), 73.6 (t, C"CHa), 71.4
(t, Gls CH>), 70.9 (d, Gls CH), 52.5 (q, Leu CO2CH3), 50.9 (d, Leu CHNH)", 48.8 (d, Ala
CH)", 40.8 (t, Leu CH>), 25.0 [d, Leu CH(CHs3)2], 22.9 (q, Leu CH3), 21.7 (q, Leu CH3),
18.1 (q, Ala CH3).

* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 417 (40) [M+Na]", 395 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C20H30N206+H]": 395.2177; gefunden: 395.2168.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —40.0 (c = 1.00, CHCI).

0-Bn-L-Gls(O-TBS)-Ala-D-Leu-0-Me (72)

(0] H OH (0] H OTBS
MeO NJ\rN\H)\/OBn MeO N)KrN\[H\/OBn
H H
(0] 0 71 o] (0] 72

026H44N2068i
M = 508.73 g/mol

Zu einer Losung des Tripeptids 71 (69.8 mg, 177 umol, 1.00 Aq.) in DMF (0.44 mL)
werden bei 0 °C nacheinander Imidazol (36.1 mg, 531 pmol, 3.00 Aq.), DMAP (2.2 mg
17.7 umol, 0.10 Aq.) sowie TBSCI (53.4mg, 354 umol, 2.00 Aq.) gegeben. Die
Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur fiir 39.5 Stunden geriihrt. Die
Reaktionslosung wird mit EtOAc (40 mL) verdiinnt und mit Wasser (3 x 25 mL) und
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NaCl-Losung (2 x 25 mL) gewaschen. Die wissrigen Phasen werden vereinigt und mit
EtOAc extrahiert (3 x 10 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>xSO4
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und das
verbliebene farblose Ol mittels Siulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 15 cm,
n-Pentan/EtOAc = 3/1) aufgereinigt, wobei das geschiitzte Tripeptids 72 (51.8 mg,
100 umol, 57%) als farbloses Ol erhalten wird.

DC: Ri=0.15 (n-Pentan /EtOAc = 3/1) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em']=3401 (w, N-H), 3289 (w, N-H), 2956 (m, C**~H), 2930 (m,
CP—H), 2858 (m, CP—H), 1746 (m, C=0), 1653 (vs, C=0), 1518 (s), 1253 (s), 1143 (s),
1109 (s), 833 (vs), 781 (vs), 696 ().

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.37 — 7.22 (m, 6H, C*H, Ala NH), 6.74
(d,*J=8.3 Hz, 1H, Leu CHNH), 4.61 — 4.48 (m, 4H, Ala CH, Leu CHNH, C*CH,), 4.34
(dd,*J=5.6,2.7 Hz, 1H, Gls CH), 3.73 (dd, /= 10.2 Hz, *J=2.7 Hz, 1H, Gls CHH), 3.69
(s, 3H, Leu CO2CH3), 3.67 (dd, 2/ = 10.2 Hz, °J = 5.6 Hz, 1H, Gls CHH), 1.69 — 1.50 [m,
3H, Leu CH>CH(CHs).], 1.37 (d, °J = 7.0 Hz, 3H, Ala CH3), 1.00 — 0.89 (m, 6H, Leu
CHs)", 0.93 [s, 9H, SiC(CH3)3]", 0.11 (s, 3H, SiCH3), 0.11 (s, 3H, SiCH3).

* Signale iiberlagern sich.

BC-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K):  [ppm] = 173.2 (s, Leu CO), 171.9 (s, Ala CO)",
171.7 (s, Gls CO)", 138.2 (s, C*CHa, 128.4 (d, C*H), 127.7 (d, C*H), 127.6 (d, C*H),
74.0 (d, Gls CH), 73.6 (t, C*CH,), 73.0 (t, Gls CHa), 52.3 (q, CO>CHs), 50.9 (d, Leu
CHNH), 48.6 (d, Ala CH), 41.4 (t, Leu CH,), 25.9 [q, SiC(CHs)s], 25.0 [d, Leu CH(CHa),],
22.9 (q, Leu CHa), 22.0 (q, Leu CHs), 18.3 (q, Ala CH3)*, 18.2 [s, SiC(CHs):]*, —4.6 (q,
SiCH3), —5.2 (q, SiCHs).

*/* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 531 (8) [M+Na]", 509 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C26H44N206Si+H]": 509.3041; gefunden: 509.3028.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —44.0 (c = 1.00, CHCl5).
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L-Gls-Ala-D-Leu-O-Me (74)

o 4 OH o , OH
MeO NJ\rN\[H\/OBn MeO NJ\rN\fH\/OH
o H o H

(O & O 74

C13H24N20¢
M = 304.34 g/mol

Eine Lésung des Tripeptolids 71 (156 mg, 396 umol, 1.00 Aq.) in EtOH (4 mL) wird unter
Argon mit Pd/C (10 Gew.-% Pd, 16.0 mg) versetzt. Die Argonatmosphére wird nach der
allgemeinen Vorschrift gegen eine Wasserstoffatmosphédre ausgetauscht und die
Suspension fiir 4.5 Tage geriihrt. Der Ballon wird entfernt und Argon unter starkem Riihren
fiinf Minuten durch die Reaktionssuspension geleitet. Der Katalysator wird durch Filtration
iiber Celite entfernt, wobei der Filterkuchen mit CH>Cl> (50 mL) nachgewaschen wird.
Durch Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein farbloses Ol
erhalten, welches durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =2 cm, h = 9 cm, MeOH/
EtOAc = 0/1 — 9/1) aufgereinigt wird. Dadurch wird das Diol 74 (85.5 mg, 281 pmol,

71%) als farbloses Harz erhalten.

DC: Rr=0.42 (EtOAc/MeOH = 9/1) [KMnOg4].

IR (ATR): & [em '] =3299 (m, O-H), 2958 (m, C*"~H), 2873 (m, C*~H), 1740 (m,
C=0), 1646 (vs, C=0), 1529 (s), 1440 (m), 1209 (m), 1160 (m), 1112 (m), 1064 (m).

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.65 (d, >J = 7.9 Hz, 1H, Ala NH), 7.39
(d, >J=8.2 Hz, 1H, Leu NH), 4.85 (d, >J = 5.5 Hz, 1H, Gls CHOH), 4.62 — 4.48 (m, 2H,
Ala CH, Leu CHNH), 4.19 (virt. q, °J = *J = 4.7 Hz, 1H, Gls CH), 4.07 (br. s, 1H, Gls
CH,OH), 3.78 (br. s, 2H, Gls CH»), 3.69 (s, 3H, Leu CO2CH3), 1.69 — 1.50 [m, 3H, Leu
CH>CH(CH:).], 1.37 (d, 3J= 7.0 Hz, 3H, Ala CH3), 0.91 (d, >*J = 6.4 Hz, 3H, Leu CH3),
0.89 (d, °>J=6.3 Hz, 3H, Leu CHa).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 174.0 (s, Leu CO), 173.0 (s, Gls CO),
172.8 (s, Ala CO), 72.6 (d, Gls CH), 64.4 (t, Gls CHz), 52.6 (q, Leu CO2CH3), 51.0 (d, Leu
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CHNH), 48.6 (d, Ala CH), 41.0 (t, Leu CH»), 25.0 [d, CH(CH3)2], 22.9 (q, Leu CH3), 21.8
(q, Leu CH3), 18.3 (q, Ala CH3).

MS (ESI): m/z (%) =327 (8) [M+Na]", 305 (80) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C13H24N206+H]": 305.1707; gefunden: 305.1707.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° = —53.3 (¢ = 0.98, CHCl5).

O-MMT-L-Gls-Ala-p-Leu-O-Me

(@]
Q H - — » MeO H T (@] Ph
MeO N N\H)\/OH HJ\( \[H\/
H (0] (0] Ph
N O 74
C33H4oN207 OMe

M = 576.69 g/mol

Zu einer Losung von MMTCI (314 mg, 1.02 mmol, 1.10 Aq.) in Pyridin (1 mL) wird
zunichst eine Losung des Tripeptolids 74 (281 mg, 923 umol, 1.00 Aq.) in Pyridin
(2.3 mL), dann DMAP (5.6 mg, 46.2 pmol, 0.05 Aq.) gegeben. Die gelbe Losung wird fiir
sechs Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Zugabe von CH>Cl> (100 mL) wird
die organische Phase mit 10%iger Zitronensdure- (4 < 40 mL), NaHCO3- (2 x 20 mL)
sowie NaCl-Losung (40 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Durch
Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein gelbes Ol erhalten,
welches durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 19 cm, n-Pentan/EtOAc
= 1/2) aufgereinigt wird. Hierdurch wird O-MMT-L-Gls-Ala-D-Leu-O-Me (454 mg,
787 umol, 85%) als farbloser, fester Schaum erhalten.

DC: Rr= 0.40 (n-Pentan/EtOAc = 1/2) [UV, KMnOy4].

IR (ATR): ¥ [em™'] = 3291 (br, O-H), 2957 (m, C**~H), 1739 (m), 1647 (s, C=0), 1511
(s), 1250 (s), 1032 (s), 750 (vs), 703 (s).
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TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 298 K):” § [ppm]=7.42 — 7.39 (m, 4H, C*H), 7.34 (d,
3J=17.9 Hz, 1H, Ala NH), 7.32 — 7.27 (m, 6H, C*H), 7.25 — 7.20 (m, 2H. C*H), 6.86 —
6.82 (m, 2H, C*H), 6.62 (d, >J = 8.4 Hz, 1H, Leu NH), 4.61 — 4.52 (m, 2H, Ala CH, Leu
CHNH), 4.19 (virt. q, °J = *J = 4.9 Hz, 1H, Gls CH), 3.79 (s, 3H, C*OCH3), 3.68 (s, 3H,
Leu CO2CH3), 3.56 (dd, 27 = 9.6 Hz, *J = 5.3 Hz, 1H, Gls CHH), 3.39 (dd, 2/ = 9.6 Hz,
3J=4.7Hz, 1H, Gls CHH), 3.09 (d, °J = 4.8 Hz, 1H, Gls OH), 1.68 — 1.59 [m, 2H,
CHHCH(CHs),], 1.57 — 1.48 (m, 1H, CHH), 1.42 (d, *J = 7.0 Hz, 3H, Ala CH3), 0.93 (d,
3J=13.9 Hz, 3H, Leu CH3), 0.92 (d, >°J = 4.0 Hz, 3H, Leu CH3).

BC.NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 173.3 (s, Leu CO), 172.3 (s, Gls CO),
171.7 (s, Ala CO), 158.9 (s, C™), 144.1 (s, C™), 143.9 (s, C*), 135.0 (s, C™), 130.4 (d, C*"H),
128.3 (d, C*H), 128.1 (d, C*H), 127.3 (d, C*'H), 127.3 (d, C*H), 113.4 (d, C*H), 87.1 (s,
CH>OC(), 71.2 (d, Gls CH), 64.7 (t, Gls CH»), 55.4 (q, C*OCH3), 52.5 (q, Leu CO2CH3),
50.9 (d, Leu CHNH), 48.5 (d, Ala CH), 41.5 (t, Leu CHy), 25.0 [d, Leu CH(CH3)], 23.0
(q, Leu CH3), 21.9 (q, Leu CH3), 17.7 (q, Ala CH3).

MS (ESI): m/z (%) =599 (35) [M+Na]", 273 (100) [PhoC(PMP)]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C33H4N207+Na]": 599.2728; gefunden: 599.2719.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —38.4 (c = 0.89, CHCl5).
O-MMT-L-GIs(O-TBS)-Ala-D-Leu-O-Me (63)

@) H OTBS

0] OH
H ——» MeO N OMMT
O O 63
@) H (0]

M = 690.95 g/mol

Zu einer Losung von O-MMT-L-Gls-Ala-D-Leu-O-Me (450 mg, 780 pmol, 1.00 Aq.) in
CHxCl, (12.5 mL) werden bei 0 °C zunéchst 2,6-Lutidin (453 uL, 418 mg, 3.91 mmol,
5.00 Aq.), dann TBSOTf (448 pL, 515 mg, 1.95 mmol, 2.50 Aq.) getropft. Die gelbe

7 O-MMT-L-Gls-Ala-D-Leu-O-Me ist begrenzt stabil in CDCl;.
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Losung wird fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor NH4CI-Losung (50 mL)
zugegeben wird. Nach der Phasentrennung wird die wissrige Phase mit CH2Cly (3 x
50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iber Na>xSO4 getrocknet
und filtriert, bevor das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt wird. Das dadurch
erhaltene gelbe Ol wird durch Siulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 26 cm,
n-Pentan/EtOAc = 7/1 — 2/1) aufgereinigt, wobei das geschiitzte Tripeptolid 63 (49 mg,
720 umol, 92%) als farbloses Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.32 (n-Pentan/EtOAc = 4/1) [UV, KMnOys].

IR (ATR): ¥ [em ']=3404 (w, N-H), 3290 (w, N-H), 2955 (m, C**-H), 2931 (m,
CsP3—H), 2859 (w, C*P—H), 1746 (m, C=0), 1654 (vs, C=0), 1512 (vs), 1252 (vs), 1036
(m), 831 (s).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K):® § [ppm] =7.50 — 7.45 (m, 4H, C*H), 7.37 (d,
3] = 6.4 Hz, 1H, Ala NH), 7.36 — 7.28 (m, 6H, C*H), 7.26 — 7.21 (m, 2H, C*H), 6.87 —
6.79 (m, 3H, C*H, Leu NH), 4.68 — 4.59 (m, 2H, Leu CHNH, Ala CH), 4.31 (dd, >J=3.5,
2.5Hz, 1H, Gls CH), 3.82 (s, 3H, C*"OCH3), 3.73 (s, 3H, Leu CO>CHs), 3.43 (dd,
2J=9.5Hz,3J=3.8 Hz, 1H, Gls CHH), 3.31 (dd, 2J=9.5 Hz, *J = 2.5 Hz, 1H, Gls CHH),
1.72 — 1.62 [m, 2H, Leu CHHCH(CHj3),], 1.60 — 1.52 (m, 1H, Leu CHH), 1.48 (d,
3J=17.0 Hz, 3H, Ala CH3), 0.98 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.95 (d, 3J = 6.2 Hz, 3H, Leu CH3),
0.94 (d, *J = 6.6 Hz, 3H, Leu CH3), 0.11 (s, 3H, SiCH3), 0.07 (s, 3H, SiCHs).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 173.1 (s, Leu CO), 172.1 (s, Gls CO),
171.7 (s, Ala CO), 158.7 (s, C¥), 144.5 (s, C¥), 144.3 (s, C), 135.5 (s, C*), 130.5 (d, CH),
128.6 (d, C*H), 128.6 (d, C*H), 127.8 (d, C*H), 127.8 (d, C*'H), 127.0 (d, C*H), 127.0 (d,
C*H), 113.2 (d, C*H), 86.1 (s, PhoCPMP), 73.8 (d, Gls CH), 66.1 (t, Gls CH>), 55.3 (q,
C*OCH3), 52.3 (g, Leu CO2CH3), 50.9 (d, Leu CHNH), 48.6 (d, Ala CH), 41.5 (t, Leu
CH>), 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.0 [d, Leu CH(CH3)2], 22.9 (q, Leu CH3), 22.0 (q, Leu CH3),
18.2 [s, SiC(CH3)3], 14.3 (q, Ala CH3), —4.7 (q, SiCH3), —5.2 (g, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 713 (33) [M+Na]", 273 (100) [Ph,CPMP]".
HR-MS (ESI): berechnet: [M+Na]": 713.3592; gefunden: 713.3584.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—43.4 (¢ =0.97, CHCl5).

8 Das Tripeptolid 63 ist begrenzt stabil in CDCls.
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O-MMT-L-Gls(O-TBS)-Ala-D-Leu (75)

o ,, OTBS o ,, OTBS
MeO N)KrN\[H\/OMMT ~  HO N)J\rN\[H\/OMMT
o H o 63 o H o 715

M = 676.93 g/mol

Eine Losung des Tripeptolids 63 (1.06 g, 1.54 mmol, 1.00 Aq.) in THF (15 mL) wird bei
0 °C mit 1 M LiOH-H,0O-L6sung (3.84 mL, 3.84 mmol, 2.50 Aq.) versetzt. Nachdem das
Gemisch fiir eine Stunde bei 0 °C geriihrt worden ist, wird es fiir 1.5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Wasser (35 mL) wird zugegeben und die wéssrige Phase mit
Et2O (15 mL) gewaschen. Die wissrige Phase wird mit 10%iger Zitronensdurelosung auf
pH = 5-6 eingestellt und mit festem NaCl gesattigt, bevor sie mit EtOAc (4 x25 mL)
extrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (30 mL)
gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wird die Carbonsdure 75 (899 mg, 1.33 mmol, 86%) als farbloser,

fester Schaum erhalten.

DC: Rr=0.23 (CH2Cl2/MeOH = 9/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 92 °C.

IR (ATR) 1% [cmfl] =3418 (W, O_H), 3320 (W, N—H)’ 2956 (S, CSpS_H), 2031 (S, CSpS_H),
1653 (vs, C=0), 1511 (vs), 1448 (m), 1252 (vs), 1035 (s), 830 (vs), 754 (vs).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K):° § [ppm] = 7.45 — 7.39 (m, 5H, C*H, Ala NH), 7.31
—7.24 (m, 6H, C*H), 7.22 — 7.18 (m, 2H, C*H), 6.97 (d, >J = 7.7 Hz, 1H, Leu NH), 6.83
— 6.79 (m, 2H, C*H), 4.77 (virt. quint, >°J = 3J = 7.0 Hz, 1H, Ala CH), 4.57 (virt. td,
3J=3J=8.0, 5.5 Hz, 1H, Leu CHNH), 4.22 (dd, *J = 3.6, 2.5 Hz, 1H, Gls CH), 3.78 (s,
3H, C*OCH3), 3.37 (dd, 2J = 9.5 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H, Gls CHH), 3.27 (dd, 2J = 9.5 Hz,
3J=2.5Hz, 1H, Gls CHH), 1.76 — 1.65 [m, 2H, Leu CHHCH(CH3),], 1.64 — 1.55 (m, 1H,
Leu CHH), 1.43 (d, *°J = 7.0 Hz, 3H, Ala CH3), 0.95 (d, °J = 3.7 Hz, 3H, Leu CH3), 0.94

® Das Tripeptolid 75 ist begrenzt stabil in CDCls.
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(d, 3J=3.6 Hz, 3H, Leu CHs), 0.93 [s, 9H, SiC(CHs)s], 0.05 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H,
SiCHs3).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.7 (s, CO), 172.6 (s, CO), 172.0 (s,
CO), 158.7 (s, C*¥), 144.4 (s, C*), 144.3 (s, C*™), 135.5 (s, C*), 130.6 (d, C*H), 128.6 (d,
C*H), 128.6 (d, C*H), 127.9 (d, C*H), 127.0 (d, C*'H), 113.2 (d, C*H), 86.2 (s, PhoCPMP),
73.8 (d, Gls CH), 66.1 (t, Gls CH>), 55.4 (q, C*OCH3), 51.0 (d, Leu CHNH), 48.5 (d, Ala
CH), 41.4 (t, Leu CH»), 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.0 [d, Leu CH(CH3)2], 22.9 (q, Leu CH3),
22.3(q, Leu CH3), 18.5 (q, Ala CH3), 18.2 [s, SiC(CH3)3], —4.7 (q, SiCH3), —5.2 (q, SiCH3).
MS (ESI): m/z (%) = 789 (12) [M+TFA—-H] ", 711 (14) [M+CI] ", 675 (100) [M—H] .
HR-MS (ESI): berechnet: [C3sH52N207Si—H] : 675.3471; gefunden: 675.3465.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —30.0 (c = 1.00, CHCI;).
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3.4 Kombination der Fragmente

N-Boc-ThioPro-Ser(O-TBS)-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-0-Me (Z-107)

TBSO— X\ 5
s H Oﬁ/:\NH Boc
TBSO—
o~ ) T
NH oc C4sHgoNgO10SSi,
Y\ M = 955.41 g/mol

~NH N0
g 0
Z-96 0o
MeO™ O HN N OMe
|5 z107

TBSO

Verseifung:

Das Tripeptid Z-96 (245 mg, 462 umol, 1.00 Aq.) wird in THF (4.60 mL) geldst und auf
0 °C gekiihlt, bevor 1 M LiOH-H,O-Losung (1.16 mL, 1.16 mmol, 2.50 Aq.) zugetropft
wird. Die gelbe Emulsion wird fiir eine Stunde bei 0 °C und fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Wasser (10 mL) wird zugegeben und das Gemisch mit Et;O
(10mL) gewaschen. Die organische Waschlosung wird mit Wasser (5 mL)
gegenextrahiert. Die vereinigten wéssrigen Phasen werden mit Hilfe von 10%iger
Zitronensdurelosung auf pH =4 eingestellt. Die wissrige Phase wird mit EtOAc (4 x
20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4 getrocknet
und filtriert. Durch Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird die
Carbonsidure (242 mg) als gelblicher Feststoff erhalten und ohne weitere Aufreinigung in

der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung:

Zu der rohen Carbonsdure wird das Amin 106 (211 mg, 554 pmol, 1.00 Aq.), HOAt
(75.5 mg, 554 umol, 1.20 Aq.) und CH>Cl, (4.6 mL) gegeben und das Gemisch auf 0 °C
gekiihlt. Zunichst wird HATU (211 mg, 554 pmol, 1.20 Aq.) portionsweise, dann DIPEA
(148 pL, 110 mg, 852 umol, 2.00 Aq.) tropfenweise zugegeben. Die gelbe Suspension

wird unter Riihren iiber 14 Stunden auf Raumtemperatur erwiarmt. Das Reaktionsgemisch
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wird mit CHxCl, (50 mL) verdiinnt und mit Wasser (30 mL) versetzt. Nach
Phasentrennung wird die organische Phase mit 10%iger Zitronensdure-, NaHCOs3- und
NaCl-Losung (je 25 mL) gewaschen, liber Na>SOs getrocknet und filtriert. Durch
Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein gelber Schaum erhalten,
welcher mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3cm, h = 15cm, Et;0)
aufgereinigt wird. Dabei wird das Hexapeptid Z-107 (222 mg, 232 umol, 50% 1. 2 St.) als
gelbliches Harz erhalten, welches etwas Tetramethylharnstoff enthdlt. Wird das Produkt

ohne Harnstoff-Verunreinigung isoliert, liegt es als farbloser Feststoff vor.

DC: Rr=0.14 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy].
Smp.: 100 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3261 (br, N-H), 2956 (m, C***~H), 2930 (m, C***-H), 2884 (w,
CsP*—H), 2858 (w, C*P*~H), 1743 (m, C=0), 1633 (s, C=0), 1512 (m), 1390 (m), 1093 (s),
835 (s), 751 (vs).

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 328 K): & [ppm] = 8.62 (s, 1H, Ser NH), 8.15 (s, 1H, Dhb
NH), 7.05 (s, 1H, Thr NH), 5.63 (q, >J = 7.0 Hz, 1H, Dhb CH), 5.11 (br. s, 1H, Ser CH),
4.93 (d,>J=10.4 Hz, 1H, Val NMeCH), 4.83 (dd, >°J = 8.3, 3.1 Hz, 1H, Thr CHNH), 4.77
—4.59 (m, 2H, ThioPro CH, Pro CH), 4.29 (dd, 2/ = 9.8 Hz, 3J = 3.9 Hz, 1H, Ser CHH),
4.18 — 4.10 (m, 1H, Thr CHCHj3), 3.78 (dd, 27 = 9.8 Hz, 3J = 6.5 Hz, 1H, Ser CHH), 3.71
(s, 1H, NCHH), 3.66 (s, 3H, Val CO>CH3), 3.58 — 3.42 (m, 3H, NCH,, NCHH), 3.09 (s,
3H, NCHs), 2.46 — 2.33 (m, 1H, NCHCHH), 2.25 — 2.09 [m, 4H, Val CH(CHa),
NCHCHH, NCHCH>], 1.96 — 1.81 (m, 4H, 2 x NCH,CH>), 1.66 (d, >J = 7.0 Hz, 3H, Dhb
CHs), 1.44 — 1.39 [s, 9H, OC(CH:)3], 1.17 (d, *J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH3), 0.98 (d, >*J =6.5
Hz, 3H, Val CH3), 0.91 [s, 9H, SiC(CH3)s], 0.87 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.83 (d, 3J = 6.7 Hz,
3H, Val CH3), 0.12 (s, 3H, SiCH3), 0.11 (s, 3H, SiCH3), 0.04 (s, 3H, SiCH3), 0.03 (s, 3H,
SiCH3).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 328 K): & [ppm] = 205.2 (s, ThioPro CS), 172.4 (s, CO),
171.5 (s, CO), 170.8 (s, CO), 167.4 (s, CO), 155.5 (s, NCO»), 130.9 (s, Dhb CCH), 120.3
(d, Dhb CH), 81.2 [s, OC(CH3)3], 69.3 (m, ThioPro CH/Pro CH), 68.9 (d, Thr CHCH3),
61.9 (m, Ser CHz, Val NMeCH), 58.9 (d, Ser CH), 54.8 (d, Thr CHNH), 51.6 (q, Val
CO:2CH3), 47.9 (t, ThioPro NCH2/Pro NCHz), 34.0 (t, ThioPro NCHCH»/Pro NCHCH),
31.6 (q, Val NCH3), 28.5 [q, OC(CH3)3], 27.5 (d, Thr CHCH3), 26.0 [q, SiC(CH3)3], 25.9

224



Vioprolid D — Makrolactonisierungsstrategien

[q, SiC(CH3)3], 24.1 (t, Pro NCH2CHa/ThioPro NCH,CHy) , 20.9 (q, Thr CHs), 19.7 (q,
Val CHs), 18.9 (g, Val CHs), 18.3 [s, SiC(CH3)s], 18.0 [s, SiC(CHz)s], 12.5 (q, Dhb CHs),
~4.6 (q, SiCH3), —4.8 (g, SiCH3), —5.2 (q, SiCH3), 5.5 (q, SiCH3).

Die Erhohung der Temperatur fiihrt neben einer Verringerung der Komplexitdt durch
Rotamere auch dazu, dass die '3C-Signale eines der beiden Proline — vermutlich des

westlichen — wohl aufgrund starker Verbreiterung nicht detektiert werden konnten.

MS (ESI): m/z (%) = 978 (20) [M+Na]*, 973 (30) [M+NH]", 956 (100) [M+H]*, 497 (19)
[M+Cal]**, 489 (6) [M+Mg]*".

HR-MS (ESI): berechnet: [C4sHs2aN6O10SSix+H]™: 955.5424; gefunden: 955.5406.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —122 (c = 1.00, CHCl5).

N-Boc-ThioPro-Ser-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-(/N-Me)Val-O-Me (Z-108)

TBSO— Sw HO— S@
3 N 3 N

OY\NH Boc OY\NH Boc

[ R (e

Das Hexapeptid Z-107 (70.9 mg, 74.2 umol, 1.00 Aq.) wird in THF (2.1 mL) bei 0 °C
zundchst mit Pyridin (0.41 mL), dann tropfenweise mit HF-Pyridin (70% HF, 0.10 mL)

C39HgsNGO10SSi
M = 841.15 g/mol

Z-108

TBSO Z-107 TBSO

versetzt. Die Losung wird fiir eine Stunde bei dieser Temperatur und fiir 1.5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor sie auf NaHCOs3-Losung (30 mL) gegossen wird. Die
wassrige Phase wird mit CH2Cl, (4 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit CuSO4-Lésung (2 x 10 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und
filtriert. Durch Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein farbloses

Ol erhalten, welches mittels Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1 c¢cm, h = 4 cm,
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n-Pentan/EtOAc = 1/2 — 0/1 — EtOAc/MeOH = 100/1) aufgereinigt wird. Das entschiitzte
Hexapeptid Z-108 (57.9 mg, 68.8 umol, 93%) wird als farbloser, glasiger Feststoff

erhalten.

DC: Rr=0.12 (EtOAc) [UV, KMnOs, Ninhydrin: braun].
Smp.: 100 °C.

IR (ATR): ¥ [cm '] =3418 (br, O—H), 3319 (br, N-H), 2958 (m, C***-H), 2931 (m,
CsP3—H), 2883 (w, CP3—H), 2858 (w, C*P—H), 1741 (m, C=0), 1665 (vs, C=0), 1637 (vs,
C=0), 1520 (s), 1392 (s), 1159 (s), 837 (s), 753 (Vvs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3/R4 = 67/29/3/1.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 8.83 (s, IH, Dhb NH), 8.77 (d, >J=7.8 Hz,
1H, Ser NH R1), 8.75 — 8.71 (m, 1H, Ser NH R3), 8.49 (d, °J = 6.6 Hz, 1H, Ser NH R2),
7.83 (d, °>J = 7.6 Hz, 1H, Thr NH R1), 6.90 (d, °J = 8.0 Hz, 1H, Thr NH R2), 5.75 (q,
3J=17.0 Hz, 3H, Dhb CH R2), 5.71 (s, 1H, OH), 5.30 (q, >/ = 7.0 Hz, 1H, Dhb CH R1),
5.12 (d, 3J = 7.4 Hz, 1H, Ser CH R3), 5.07 (d, 3J = 6.4 Hz, 1H, Ser CH R1), 4.95 (d,
3J=10.6 Hz, 1H, Val NMeCH R2), 4.92 —4.87 (m, 1H, Pro CH R2), 4.80 (d, >*J=10.3 Hz,
1H, Val NMeCH R1), 4.80 — 4.71 (m, 2H, ThioPro CH, Thr CHNH), 4.67 (d, >J = 4.8 Hz,
1H, Ser CH R2),4.53 (d,2/=11.9 Hz, 1H, Ser CHH R1), 4.44 (d, *J=8.4 Hz, 1H, Pro CH
R1), 4.28 (virt. quint, >J~3J=6.9 Hz, 1H, Thr CHCH3 R1), 4.20 (d, 2J=12.0 Hz, 1H, Ser
CHH R2), 4.12 — 4.07 (m, 1H, Thr CHCH3 R2), 3.84 (virt. t, 2J = 3J = 8.4 Hz, 1H, Pro
NCHH R1), 3.81 — 3.74 (m, 1H, Pro NCHH R2), 3.74 — 3.68 (m, 1H, Ser CHH R2), 3.66
(s, 3H, Val CO>CH3 R2), 3.65 (s, 3H, Val CO>CH3 R1), 3.64 — 3.49 (m, 4H, Pro NCHH
R1, ThioPro NCHz, Ser CHH R1), 3.39 (virt. t,2J=3J=10.3 Hz, 1H, Pro NCHH R2), 3.22
(s, 3H, Val NCH3 R1), 3.08 (s, 3H, Val NCH; R2), 2.89 (s, 3H, Val NCH; R4), 2.79 (s,
3H, Val NCH3 R3), 2.59 — 2.44 (m, 1H, ThioPro NCHCHH), 2.30 — 2.04 [m, 4H, ThioPro
NCHCHH, Pro NCHCH., Val CH(CH3):], 2.01 — 1.81 (m, 4H, Pro NCH,CH>, ThioPro
NCH,CH>), 1.77 (d, 3J = 7.0 Hz, 3H, Dhb CH; R1), 1.68 (d, °J = 7.0 Hz, 3H, Dhb CH;
R2), 1.41 [s, 9H, OC(CHs)3], 1.18 (d, 3J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH3 R2), 1.15 (d, 3/ = 6.1 Hz,
3H, Thr CH3 R1), 0.96 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Val CH3), 0.88 [s, 9H, SiC(CH3); R3], 0.85 [s,
9H, SiC(CHs)3 R1], 0.84 [s, 9H, SiC(CH3s)3 R2], 0.83 — 0.80 (m, 3H, Val CH3), 0.08 (s,
6H, SiCH3 R1), 0.01 (s, 3H, SiCH3 R2), —0.02 (s, 3H, SiCH3 R2).
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I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 204.2 (s, ThioPro CS), 172.7 (s, Pro CO
R2), 172.6 (s, Pro CO R1), 172.0 (s, Thr CO R1), 171.5 (s, Val CO R2), 171.3 (s, Val CO
R1), 170.7 (s, Dhb CO R2)", 170.6 (s, Thr CO R2)", 170.1 (s, Ser CO R2), 168.1 (s, Ser
CO R1), 166.2 (s, Dhb CO R1), 156.1 (s, NCOz R2), 156.1 (s, NCOz R1), 131.4 (s, Dhb
CCH R2), 130.5 (s, Dhb CCH R1), 122.5 (d, Dhb CH R2), 118.2 (d, Dhb CH R1), 82.1 [s,
OC(CHs)3], 69.7 (d, ThioPro CH R1), 69.5 (d, ThioPro CH R2), 69.0 (d, Thr CHCH3 R1),
68.2 (d, Thr CHCH3 R2), 65.0 (d, Pro CH R2), 63.2 (t, Ser CH» R2), 61.8 (d, Val NMeCH
R1), 61.6 (d, Val NMeCH R2), 60.9 (t, Ser CHz R1), 60.8 (m, Ser CH R2, Pro CH R1),
60.2 (d, Ser CH R1), 56.5 (d, Thr CHNH R1), 54.7 (d, Thr CHNH R2), 51.8 (q, Val
CO2CH3s R1), 51.8 (q, Val CO2CHs R2), 49.9 (t, Pro NCHz R1), 48.1 (t, ThioPro NCH»
R2), 48.0 (t, ThioPro NCH> R1), 46.7 (t, Pro NCH2 R2), 33.6 (t, ThioPro NCHCH: R1),
33.6 (t, ThioPro NCHCH> R2), 32.3 (q, Val NCH3 R1), 31.3 (m, Val NCH3; R2, Pro
NCHCH2R2), 30.4 (t, Pro NCHCH: R1), 29.8 (q, Val NCH3 R3), 28.4 [q, OC(CH3)3], 27.5
[d, Val CH(CH3)2 R2], 27.4 [d, Val CH(CH3), R1], 26.0 [q, SiC(CH3); R1], 25.8 [q,
SiC(CHs)s R2], 24.5 (t, ThioPro NCH.CH»), 24.2 (t, Pro NCH.CH2 R1), 22.8 (t, Pro
NCH2CH; R2), 21.7 (q, Thr CH3 R2), 20.6 (q, Thr CH3 R1), 20.0 (q, Val CH3 R1), 19.6
(g, Val CH3 R2), 18.9 (q, Val CH3 R2), 18.7 (q, Val CH3 R1), 18.0 [SiC(CH3); R1], 18.0
[SiC(CH3)3 R2], 12.8 (q, Dhb CH3 R2), 12.1 (q, Dhb CH3 R1), —4.4 (q, SiCH3 R1), —4.6
(g, SiCH3 R2), —5.2 (q, SiCHs R2).

* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 863 (13) [M+Na]", 858 (15) [M+NH4]", 841 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C30HssN6O10SSi+Na]": 863.4379; gefunden: 863.4370.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —232 (c = 1.00, CHCl5).
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N-Boc-Pro-Thz-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-O-Me (Z-109)

P Eoc R E
OY\NH OY\N oc
. _NH x _NH
R C3gHggNgOoSSi
N 0 N 0 M = 823.14 g/mol
(0] 0]
<\#\’éH ? QH\fH Q
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ji‘\wl e HNfJ\ITI OMe
TBSO © TBSO ©
Z-108 Z-109

Zu einer Losung des Burgess-Reagenz®? (8.3 mg, 35.0 umol, 1.20 Aq.) in THF (0.05 mL)
wird eine Losung des Hexapeptids Z-108 (24.5 mg, 29.1 umol, 1.00 Aq.) in THF
(0.20 mL) getropft. Die farblose Losung wird fiir 22 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt,
wobei sie eintriibt. Die triibe Mischung wird in der Folge fiir 72 Minuten unter Riickfluss
erhitzt. Hierbei entwickelt sich das Gemisch zu einer gelben Suspension, deren
Losungsmittel nach Abkiihlen auf Raumtemperatur am Rotationsverdampfer entfernt wird.
Der dadurch erhaltene gelbe Feststoff wird mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt,

wobei das Thiazolins Z-109 (20.3 mg, 24.7 umol, 85%) als gelbes Harz isoliert wird.

DC: Rr=0.45 (EtOAc/MeOH =9/1) [UV, KMnOs4, Ninhydrin: orange].

IR (ATR): ¥ [em']=3420 (w, N-H), 3302 (w, N-H), 2959 (m, C**-H), 2930 (m,
CSP—H), 2882 (m, C—H), 2857 (m, C*3~H), 1740 (m, C=0), 1649 (vs, C=0), 1491 (m),
1391 (vs), 1163 (s), 1093 (vs), 1017 (s), 837 (s), 807 (s), 778 (s), 753 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 =90/10.

'TH-NMR (400 MHz, CDCl3, 328 K): & [ppm] = 8.27 (s, 1H, Dhb NH), 7.09 (s, 1H, Thr
NH), 5.74 — 5.60 (m, 1H, Dhb CH), 5.08 (s, 1H, Ser CH), 4.93 (d, °J = 10.3 Hz, 1H, Val
CH), 4.83 (d, J = 6.6 Hz, 1H, Thr CHNH), 4.78 — 4.55 (m, 2H, Pro CH, ThioPro CH),
4.21-4.09 (m, 1H, Thr CHCH3), 3.86 —3.40 (m, 6H, Ser CHa, Pro NCH>, ThioPro NCH,)",
3.67 (s, 3H, Val CO,CH3)", 3.09 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.88 (s, 3H, Val NCH; R2), 2.32
—1.83 [m, 9H, Pro NCHCH>CH>, ThioPro NCHCH>CH>, Val CH(CH3):], 1.69 (br. s, 3H,
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Dhb CHs), 1.4 [s, 9H, OC(CHs)s R2], 1.43 [s, 9H, OC(CHs)s R1], 1.17 (d, 3J = 6.2 Hz,
3H, Thr CHs), 0.98 (d, 3/ = 6.5 Hz, 3H, Val CHs), 0.87 [s, 9H, SiC(CHs)s], 0.84 (d,
3J=6.7 Hz, 3H, Val CHs), 0.07 (s, 3H, SiCHs R2), 0.05 (s, 3H, SiCHs), 0.04 (s, 3H, SiCH3
R1).

* Signale iiberlagern sich.

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 328 K): & [ppm] = 180.8 (s, NCS), 172.1 (s, CO), 171.6 (s,
Val CO), 170.8 (s, Thr CO), 169.5 (s, CO), 167.6 (s, CO), 154.3 (s, NCO»), 130.9 (s, Dhb
CCH), 119.9 (d, Dhb CH), 80.4 [s, OC(CHs3)3], 79.0 (d, Thz CH), 69.0 (d, Thr CHCH3),
61.9 (d, Val NMeCH), 59.7 (m, Pro CH, ThioPro CH), 54.9 (d, Thr CHNH), 51.6 (q, Val
CO2CH3), 47.0 (m, Pro NCHz, ThioPro NCHb»), 35.3 (t, Thz CHz), 32.6 (t, NCHCH>), 31.7
(g, Val NCH3), 29.8 (t, NCHCH>), 28.6 [q, OC(CH3)3], 27.6 [d, Val CH(CH3)2], 26.0 [q,
SiC(CH3)3], 24.3 (m, 2 x NCH2CH>) , 21.0 (q, Thr CH3), 19.8 (q, Val CHz3), 19.0 (q, Val
CHj3), 18.1 [s, SiC(CHs3)3], 12.4 (q, Dhb CH3 R2), 12.3 (q, Dhb CHs R1), —4.5 (q, SiCH3),
—4.8 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 845 (4) [M+Na]", 823 (100) [M+H]", 723 (3) [M—CsHgO,+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C390HssN6OoSSi+H]": 823.4454; gefunden: 823.4450.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—40.0 (c = 0.50, CHCl5).
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N-Boc-ThioPro-Ser-(Z)-Dhb-Pro-Thr-(N-Me)Val-O-Me (Z-111)

TBSO— XV Ho—
2 N '—_ N
O —NH Boc Oy —NH Boc
X-NH o NH

C33H54N6010S

N X0 N 0o M = 726.89 g/mol
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Das Hexapeptid Z-107 (60.5 mg, 63.3 umol, 1.00 Aq.) wird in THF (0.87 mL) zunichst
mit Pyridin (0.35mL), dann mit HF-Pyridin (70% HF, 87 uL) versetzt. Die
Reaktionslosung wird fiir 21.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor sie auf
NaHCOs3-Losung (25 mL) gegossen wird. Die wéssrige Phase wird mit CH2CL (4 %
15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit CuSO4-Losung (2 x
15mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der Riickstand durch Sdulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 4 cm, CH2Cl2/MeOH = 20/1) aufgereinigt. Nach Ent-
fernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der Riickstand durch Séulen-
chromatographie (Kieselgel, @ = 1cm, h = 4 cm, EtOAc/MeOH = 50/1 — 10/1) auf-
gereinigt. Hierbei wird das Diol Z-111 (43.4 mg, 59.7 umol, 94%) als farbloser Feststoff

erhalten.

DC: Rs=0.06 (EtOAc) [UV, KMnOg4].
Smp.: 104 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3292 (br, O—H), 2973 (m, C**-H), 2931 (m, C**~H), 2879 (m,
C*P—H), 1741 (m, C=0), 1668 (vs, C=0), 1634 (vs, C=0), 1522 (s), 1395 (s), 1160 (s),
753 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 90/10.
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TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] =9.28 (s, 1H, Dhb NH R1), 9.08 (s, 1H,
Dhb NH R2), 8.73 (d, >J= 7.9 Hz, 1H, Ser NH R1), 8.68 (d, /= 8.9 Hz, 1H, Ser NH R2),
7.88 (d, °>J = 9.0 Hz, 1H, Thr NH R2), 7.78 (d, >J = 6.5 Hz, 1H, Thr NH R1), 6.16 (br. s,
1H, OH), 5.48 (q, >*J= 7.0 Hz, 1H, Dhb CH), 5.03 —4.93 (m, 2H, Ser CH, Thr CHNH R2),
4.88 (d, °>J = 10.5 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.79 (virt. t, °J = *J = 7.4 Hz, 1H, ThioPro
CH), 4.62 (s, 1H, OH), 4.57 (d, >*J = 7.8 Hz, 1H, Pro CH), 4.52 (virt. t, *J = 3J = 6.6 Hz,
1H, Thr CHNH R1), 4.35 (d, 2J=12.4 Hz, 1H, Ser CHH), 4.19 —4.05 (m, 2H, Thr CHCH3,
Val NMeCH R2), 3.86 (virt. t, 2] ~3J=9.5 Hz, 1H, Pro NCHH), 3.69 (s, 3H, Val CO.CHj3
R2), 3.68 (s, 3H, Val CO,CH3 R1), 3.66 — 3.49 (m, 4H, Ser CHH, Pro NCHH, ThioPro
NCH,), 3.15 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.87 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.56 — 2.46 (m, 2H,
ThioPro NCHCHH, Pro NCHCHH R2), 2.46 — 2.37 (m, 1H, Pro NCHCHH R1), 2.35 —
2.24 [m, 1H, CH(CHs)2 R2], 2.23 — 2.13 [m, 1H, CH(CH3), R1], 2.12 — 2.04 (m, 1H,
ThioPro NCHCHH), 2.00 (dd, 2J = 14.6 Hz, *J = 7.0 Hz, 1H, Pro NCHCHH), 1.96 — 1.84
(m, 4H, ThioPro NCH>CH,, Pro NCH,CH>), 1.80 (d, *J = 7.0 Hz, 3H, Dhb CH3), 1.42 [s,
OC(CH3)3], 1.20 (d, *J = 6.1 Hz, 3H, Thr CH3), 1.00 (d, *J = 6.6 Hz, 3H, Val CHs R2),
0.96 (d, °>J = 6.4 Hz, 3H, Val CHs R1), 0.85 (d, >J = 6.7 Hz, 3H, Val CHj).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 203.6 (s, ThioPro CS), 172.1 (s, Thr CO
R1),171.9 (s, Thr COR2), 171.3 (s, Val CO R1)", 171.3 (s, Pro COR1)", 171.0 (s, Pro CO
R2), 170.4 (s, Val CO R2), 169.9 (s, Ser CO R1), 169.5 (s, Ser CO R2), 166.8 (s, Dhb CO
R1), 166.7 (s, Dhb CO R2), 156.2 (s, NCO>), 130.0 (s, Dhb CCH R2), 129.6 (s, Dhb CCH
R1), 120.7 (d, Dhb CH R1), 120.3 (d, Dhb CH R2), 82.3 [OC(CH3); R1], 82.2 [OC(CH3)3
R2], 69.7 (d, ThioPro CH), 67.9 (d, Thr CHCH; R2), 66.5 (d, Thr CHCH; R1), 65.1 (d,
Val NMeCH R2), 61.8 (d, Val NMeCH R1), 60.9 (d, Pro CH R2), 60.8 (d, Pro CH R1),
60.3 (t, Ser CHz), 60.2 (d, Ser CH R2), 60.1 (d, Ser CH R1), 56.9 (d, Thr CHNH R1), 54.6
(d, Thr CHNH R2), 51.9 (q, Val CO2CH3), 49.9 (t, Pro NCH> R1), 49.6 (t, Pro NCH» R2),
48.0 (t, ThioPro NCHb>), 33.5 (t, ThioPro NCHCH2>), 31.7 (q, Val NCH;3 R1), 29.9 (t, Pro
NCHCH; R1), 29.8 (t, Pro NCHCH; R2), 29.2 (q, Val NCH3 R2), 28.4 [q, OC(CH39; R2],
28.3 [q, OC(CH39; R1], 27.9 [d, Val CH(CH3), R2], 27.3 [d, Val CH(CH;), R1], 24.5 (t,
NCH,CH>), 24.1 (t, NCH,CH, R2), 23.9 (t, NCH>CH; R1), 20.2 (q, Thr CH; R2), 19.9 (q,
Val CH; R1), 19.8 (q, Val CH; R2), 19.3 (q, Thr CH; R1), 19.1 (q, Val CH; R2), 18.8 (q,
Val CH; R1), 12. (q, Dhb CH3).

" Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 749 (8) [M+Na]', 744 (6) [M+NH4]", 727 (100) [M+H]", 671 (9)

[M—C4Hg+H]", 627 (9) [M—CsHgOx+H]".
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HR-MS (ESI): berechnet: [C33Hs4NsO10S+H]": 727.3695; gefunden: 727.3692.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —356 (c = 0.50, CHCI;).

N-Boc-Pro-Thz-(Z)-Dhb-Pro-Thr-(N-Me)Val-O-Me (Z-110)

Ho— S\ \ _S.H

P B N
OY\NH Boc OY\,\f Boc
~NH U NH

C33H52Ng09S
M = 708.87 g/mol

N~ 0 N~ 0
o}
0 © 0
: HN h OMe HHN H oM
I oy
HO © HO ©

Z-1M11 Z-110

Zu einer Losung des Diols Z-111 (42.3 mg, 58.2 pmol, 1.00 Aq.) in CH>Cl> (5.8 mL) wird
je portionsweise DMAP (71.1 mg, 582 umol, 10.0 Aq.) und dann TsCl (55.5 mg,
291 umol, 5.00 Aq.) gegeben. Die Losung wird fiir 2.5 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt, bevor sie mit EtOAc (20 mL) verdiinnt und mit Wasser (15 mL) gewaschen wird.
Die wissrige Phase wird mit EtOAc (10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber NaxSO4 getrocknet und
filtriert. Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der Riickstand
durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 17 cm, CH2Cl./MeOH = 50/1 —
10/1) aufgereinigt, wobei das Thiazolin Z-110 (24.6 mg, 34.7 pmol, 60%) als farbloser

Feststoff erhalten wird.

DC: Rr=0.24 (EtOAc/MeOH = 9/1) [UV, KMnO4, Ninhydrin: rotbraun].

Smp.: 86 °C.
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IR (ATR): # [em']=3301 (br, N-H), 2964 (m, C**~H), 2927 (m, C***~H), 1740 (m,
C=0), 1673 (vs, C=0), 1635 (vs, C=0), 1490 (m), 1392 (vs), 1367 (m), 1260 (m), 1166
(m), 1018 (m), 800 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3/R4 = 62/32/10/5.

"H-NMR (500 MHz, C¢Ds, 300 K):!® § [ppm] = 8.74 (s, 1H, Dhb NH R3), 8.71 (s, 1H,
Dhb NH R1), 8.48 — 8.35 (m, 2H, Dhb NH R2, Dhb NH R4, Thr NH R3), 8.31 (d,
3J=8.8 Hz, 1H, Thr NH R1), 8.26 — 8.16 (m, 1H, Thr NH R2, Thr NH R4), 5.46 — 5.36
(m, 1H, Dhb CH R1), 5.35 — 5.26 (m, 1H, Dhb CH R2), 5.19 (d, °J = 10.2 Hz, 1H, Val
NMeCH R2), 5.13 (d,3J=10.5 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 5.24 — 4.84 (m, 2H, Thr CHINH,
Thz CH), 4.84 — 4.77 (m, 1H, Pro CH R1), 4.73 (virt. t,>*J = *J = 6.5 Hz, 1H, ThioPro CH
R1), 4.71 — 4.65 (m, 1H, Val NMeCH R3), 4.54 — 4.40 (m, 2H, ThioPro CH R2, Thr
CHCHs R3), 4.40 — 4.28 (m, 2H, Thr CHCH3 R1, Thr CHCHj3 R2), 3.88 — 3.80 (m, 1H,
Thz CHH R1), 3.80 — 3.74 (m, 1H, Thz CHH R3), 3.62 (s, 3H, Val CO,CH3 R3), 3.61 —
3.54 (m, 1H, Thz CHH R2), 3.53 — 3.39 (m, 2H, ThioPro NCHH R2, Pro NCHH R1), 3.38
—3.22 (m, 4H, ThioPro NCHH R2, Pro NCH; R2, Thz CHH R3)", 3.27 (s, 3H, Val CO,CH3
R1)", 3.26 (s, 3H, Val CO.CH3 R2)", 3.24 (s, 3H, Val NCH3 R4)", 3.22 — 3.07 (m, 4H,
ThioPro NCHH R1, Pro NCHH R1, Thz CHH R1, Thz CHH R2), 3.12 (s, 3H, Val NCH3
R1),3.10 (s, 3H, Val NCH3 R2), 3.07 — 2.98 (m, 1H, ThioPro NCHH R1), 2.85 (s, 3H, Val
NCH3 R3), 2.50 — 2.03 [m, 5H, Val CH(CH3)2, Pro NCHCH>, Pro NCH,CH> R2], 1.67 (d,
3J=6.7 Hz, 3H, Dhb CH3 R1), 1.74 — 1.51 (m, 1H, Pro NCH,CHH R1, ThioPro NCHCH,
ThioPro NCH>CHH R1), 1.48 [s, 9H, OC(CHs)3 R2], 1.45 [s, 9H, OC(CH3)3 R3], 1.41 [s,
9H, OC(CHs); R1], 1.50 — 1.25 (m, 9H, Pro NCH.CHH R1, Thr CH3, Dhb CHs R2,
ThioPro NCH,CHH R2, ThioPro NCH,CHH R1), 1.24 — 1.12 (m, 4H, ThioPro NCH,CHH
R2, Val CH3 R4), 1.04 - 0.89 (m, 9H, Val CH3, Val CHs R1, Val CH3 R2), 0.77 —0.71 (m,
3H, Val CH;3 R3).

" Signale iiberlagern sich.

3C-NMR (126 MHz, CsDs, 300 K): & [ppm] = 180.6 (s, NCS R1), 179.4 (s, NCS R2),
172.9 (s, Thr CO R2), 172.8 (s, Thr CO R1), 171.8 (s, Pro CO), 171.4 (s, Val CO R1),
171.4 (s, Val CO R2), 170.4 (s, Ser CO R1), 169.5 (s, Ser CO R2), 166.2 (s, Dhb CO),
154.6 (s, NCO2 R1), 153.8 (s, NCO2 R2), 131.8 (s, Dhb CCH R1), 131.5 (s, Dhb CCH R2),
119.4 (d, Dhb CH R1), 117.8 (d, Dhb CH R2), 80.1 [s, OC(CHz)s R1], 80.0 [s, OC(CHs)3

19 Das Hexapeptid Z-110 ist nur begrenzt stabil in CDCl;.
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R3], 79.7 [s, OC(CH3)3 R2], 79.4 (t, Thz CH R2), 79.0 (t, Thz CH R3), 78.9 (t, Thz CH
R1), 68.4 (d, Thr CHCH3 R4), 68.3 (d, Thr CHCH3 R2), 68.3 (d, Thr CHCH3 R1), 68.1 (d,
Thr CHCH3 R3), 64.7 (d, Val NMeCH R3), 62.3 (d, Val NMeCH R1), 62.0 (d, Val NMeCH
R2), 61.1 (d, Pro CH R1), 61.0 (d, Pro CH R2), 59.9 (d, ThioPro CH R1), 59.6 (d, ThioPro
CH R2), 54.6 (d, Thr CHNH), 52.1 (q, Val CO2CH3 R3), 51.3 (q, Val CO2CH3 R1+R2),
49.5 (t, Pro NCH2 R2), 49.2 (t, Pro NCHz R1), 46.9 (t, ThioPro NCH2 R1), 46.9 (t, ThioPro
NCH: R2), 36.1 (t, Thz CHz R4), 35.8 (t, Thz CH2> R1+2), 34.4 (t, Thz CH2 R3), 32.4 (4,
ThioPro NCHCH; R2), 31.8 (q, Val NCH3 R1), 31.7 (q, Val NCH3 R4), 31.6 (q, Val NCH3
R2), 31.0(t, ThioPro NCHCH: R1), 29.7 (t, Pro NCHCH>), 29.5 (q, Val NCH3 R3), 28.7
[g, OC(CH3)s3 R3], 28.6 [q, OC(CH3)3 R2], 28.5 [q, OC(CH3)3 R1], 28.3 [d, Val CH(CH3):
R2], 27.9 [d, Val CH(CH3)2 R1], 25.1 (t, Pro NCH2CH2 R2), 25.0 (t, Pro NCH2CH; R1),
24.6 (t, ThioPro NCH2CH; R1), 23.6 (t, ThioPro NCH2CH> R2), 20.2 (q, Val CH3 R1),
20.1 (q, Val CH3 R2), 19.8 (q, Val CH3 R3), 19.7 (q, Val CH3 R4), 19.5 (q, Thr R1)", 19.3
(q, Val CH3 R1)", 19.2 (q, Val CH3 R2), 18.9 (q, Val CH3 R3), 12.0 (q, Dhb CH3 R1), 11.5
(q, Dhb CH3 R2).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 731 (5) [M+Na]", 709 (100) [M+H]", 653 (4) [M—CsHs+H]", 609
(11) [M—CsHgO+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C33Hs52NsOoS+H]": 709.3589; gefunden: 709.3586.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —74.8 (c = 0.29, CHCI;).
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O-MMT-L-Gls(O-TBS)-Ala-D-Leu-ThioPro-Ser(O-TBS)-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-
(N-Me)Val-O-Me (Z-112)
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C79H124N8014SS|3
zZ-107 75 7-112 =1514.21 g/mol

Boc-Entschiitzung:

Eine Losung des Hexapeptids Z-107 (417 mg, 436 umol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (4.4 mL)
wird bei 0°C jeweils tropfenweise mit 2,6-Lutidin (405 pL, 374 mg, 3.49 mmol,
8.00 Aq.), danach mit TBSOTf (473 uL, 581 mg, 2.62 mmol, 6.00 Aq.) versetzt. Die
Losung wird fiir 1.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor NH4CI-Losung (40 mL)
zugegeben wird. Die Phasen werden getrennt und die wissrige Phase mit CH>Cly (2 x
40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaHCOs- (30 mL)
sowie NaCl-Losung (20 mL) gewaschen, iiber Na;SOs getrocknet und filtriert. Nach
Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der Riickstand durch Séaulen-
chromatographie (Kieselgel, @ =3 cm, h = 13 cm, Cyclohexan/EtOAc = 1/2 — 0/1) auf-
gereinigt, wobei das freie Amin (317 mg, 370 pmol) als farbloser Feststoff erhalten wird.

DC: Ry=0.15 (EtOAc) [UV, KMnOg, Ninhydrin: violett].

Fragmentkupplung:

Zur Losung des entschiitzten Amins (317 mg, 370 umol, 1.00 Aq.) und der Carbonsiure
75 (263 mg, 389 umol, 1.05 Aq.) in CH>Cl, (7.4 mL) wird bei 0 °C HATU (155 mg,
407 pmol, 1.10 Aq.) portionsweise sowie 2,4,6-Collidin (49.1 pL, 44.8 mg, 370 pmol,
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1.00 Aq.) tropfenweise gegeben. Nachdem das Gemisch unter Riihren iiber 20 Stunden auf
Raumtemperatur erwdrmt worden ist, wird EtOAc (50 mL) hinzugegeben und die orga-
nische Phase nacheinander mit 10%iger Zitronenséure- und NaHCO3-Ldsung (je 20 mL)
gewaschen. Anschliefend wird diese iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungs-
mittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Séulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ =3 cm, h = 17 cm, n-Pentan/EtOAc = 2/1 — 1/2) aufgereinigt. Da-
durch wird das Nonapeptolid Z-112 (357 mg, 236 umol, 54% 1. 2 St.) als farbloser Fest-
stoff erhalten.

DC: Ry = 0.58 (n-Pentan/EtOAc = 1/2) [UV, KMnO4].
Smp.: 98 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3288 (m, N-H), 2956 (m, C***-H), 2930 (m, C**—H), 2858 (m,
CsP*-H), 1742 (m, C=0), 1648 (s, C=0), 1511 (s), 1252 (s), 1099 (s), 835 (s), 750 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3/R4 = 69/29/1/1.

TH-NMR (500 MHz, C¢Ds, 300 K):'! § [ppm] =9.16 — 9.07 (m, 2H, Ser NH R1, Ala NH
R1), 8.94 — 8.86 (m, 1H, Ser NH R2), 8.72 (d, 7 = 9.6 Hz, 1H, Dhb NH R1), 8.64 — 8.56
(m, 1H, Ala NH R2, Dhb NH R2), 8.45 — 8.34 (m, 1H, Leu NH R1), 8.22 — 8.14 (m, 1H,
Leu NH R2), 8.12 — 8.06 (m, 1H, Thr NH R1), 7.72 — 7.62 (m, 4H, C*H), 7.54 — 7.47 (m,
2H, C*H), 7.25 — 7.17 (m, 4H, C*H), 7.09 — 7.02 (m, 2H, C*H), 6.95 — 6.88 (m, 1H, Thr
NH R2), 6.84 — 6.73 (m, 2H, C*H), 6.11 — 5.99 (m, 1H, Ser CH R2), 5.95 — 5.80 (m, 2H,
Ser CH R1, Dhb CH R2), 5.21 — 5.13 (m, 1H, Pro CH R2), 5.14 — 5.04 (m, 3H, Dhb CH
R1, Val NMeCH, ThioPro CH), 5.03 —4.92 (m, 2H, Ala CH R2, Thr CHNH R1), 4.90 (d,
3J=8.7Hz, 1H, Thr CHNH R1), 4.87 — 4.80 (m, 2H, Ser CHz R1), 4.69 — 4.55 (m, 3H,
Pro CH R1, Ala CH R1, Thr CHCH3 R1), 4.56 — 4.47 (m, 2H, Leu CHNH R2, Ser CHH
R2), 4.47 —4.39 (m, 1H, Gls CH R2), 4.39 —4.28 (m, 2H, Gls CH R1, Ser CHH R2), 4.23
(br. s, 1H, Leu CHNH R1), 4.00 (q, >*J = 5.5 Hz, 1H, CHCH3 R2), 3.87 —3.77 (m, 2H, Pro
NCHH, ThioPro NCHH R2), 3.76 — 3.55 (m, 3H, ThioPro NCHH R1, Gls CH>), 3.51 —
3.43 (m, 1H, Pro NCHH R2), 3.35 (s, 3H, C*OCH3 R2), 3.33 (s, 3H, Val CO.CH; R1),
3.30 (s, 3H, C*OCH3 R1), 3.30 (s, 3H, Val CO,CH3 R2), 3.11 (s, 3H, Val CH3 R1)", 3.18
—3.04 (s, 1H, ThioPro NCHH)", 3.00 (virt. q, >J = >J=10.0 Hz, 1H, Pro NCHH R1), 2.82
(s, 3H, Val NCH3 R3), 2.79 (s, 3H, Val NCH3 R4), 2.74 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.32 - 2.25

! Das Nonapeptolid Z-112 ist begrenzt stabil in CDCls.
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(m, 1H, Pro NCHCHH R1), 2.24 — 2.08 [m, 4H, Pro NCHCH> R2, ThioPro NCHCHH,
ThioPro NCHCHH R2, Val CH(CH3)2 R1], 2.09 — 1.90 [m, 3H, Pro NCH>,CHH, ThioPro
NCHCHAH R1, Val CH(CH3)2 R2], 1.90 — 1.83 (m, 3H, Dhb CH3 R2), 1.81 — 1.69 (m, 6H,
Dhb CH3 R1, Pro NCH2CHH R2, Pro NCHCHH R1, ThioPro NCH2CHH), 1.69 — 1.45 [m,
7H, Pro NCHCHH R2, Leu CHHCH(CH3)2, Leu CHH R2, Ala CH3], 1.44 —1.36 (m, 3H,
Pro NCH,CHH R1, ThioPro NCH,CHH R2, Leu CHH R1), 1.36 — 1.23 (m, 4H, ThioPro
NCH,CHH R1, Thr CH; R1), 1.10 (d, >J = 5.9 Hz, 3H, Thr CH3 R2), 1.08 — 0.90 [m, 33H,
3 x SiC(CH3)3, 2 x Val CH3 R1], 0.85 — 0.80 (m, 9H, Val CH3; R2, 2 x Leu CH3 R2), 0.79
—0.73 (m, 6H, 2 x Leu CH3 R1), 0.72 — 0.67 (m, 3H, Val CH3 R2), 0.29 (s, SiCH3), 0.27
(s, SiCHs), 0.26 (s, SiCHs), 0.24 (s, SiCH3), 0.23 (s, SiCH3), 0.22 (s, SiCH3), 0.17 (s,
SiCH3), 0.16 (s, SiCH3), 0.13 (s, SiCH3), 0.12 (s, SiCH3), 0.09 (s, SiCH3), 0.07 (s, SiCH3),
0.06 (s, SiCH3), 0.05 (s, SiCH3), 0.03 (s, SiCH3z), —0.02 (s, SiCH3).

* Signale iiberlagern sich.

I3C-NMR (126 MHz, CsDs, 300 K): & [ppm] = 204.6 (s, CS R2), 204.2 (s, CS R1), 174.6
(s, AlaCOR1),174.3 (s, AlaCOR2), 173.3 (s, Leu CO R1), 172.6 (s, Leu CO R2), 172.4
(s, Pro CO R2)", 172.4 (s, Gls CO R2)", 172.3 (s, Gls CO R1), 171.7 (s, Val CO R1/Thr
CORI1/Pro COR1)", 171.5 (s, Val CO R1/Thr CO R1/Pro CO R1)", 171.4 (s, Val CO R2),
170.8 (s, Thr CO R2), 170.0 (s, Dhb CO R2), 168.5 (s, Ser CO R1), 167.5 (s, Ser CO R2),
167.4 (s, Dhb CO R1), 159.1 (s, C*), 145.5 (s, C*" R2), 145.3 (s, C*" R1), 145.1 (s, C*" R2),
136.2 (s, C* R1), 136.0 (s, C* R2), 131.6 (s, Dhb CCH R2), 131.0 (d, C*H), 130.7 (s, Dhb
CCHRI1), 129.3 (d, C*H R1), 129.2 (d, C*H R1), 129.1 (d, C*H R2), 129.0 (d, C*H R2),
128.4 (d, C*H), 127.1 (d, C*H R1), 127.1 (d, C*H R2), 121.0 (d, Dhb CH R2), 119.0 (d,
Dhb CH R1), 113.7 (d, C*H R2), 113.5 (d, C*H R1), 87.0 (s, PhoCPMP R1), 86.7 (s,
Ph,CPMP R2), 74.3 (d, Gls CH R2), 73.6 (d, Gls CH R1), 70.2 (d, ThioPro CH), 69.6 (d,
Thr CHCH3 R1), 69.0 (d, Thr CHCH3 R2), 66.5 (t, Gls CH2 R2), 66.1 (t, Gls CH2 R1), 64.8
(d, Pro CH R2), 63.0 (t, Ser CH> R1), 62.4 (d, Ser CH R1), 62.2 (t, Ser CH> R2), 61.6 (d,
Val NMeCH R2), 61.4 (d, Pro CH R1)", 61.2 (d, Val NMeCH R1)", 60.9 (d, Ser CH R2),
56.9 (d, Thr CHNH R1), 54.8 (q, C*OCH3 R2), 54.8 (q, C*OCH3 R1), 54.7 (d, Thr CHNH
R2), 51.2 (q, Val CO2CH3 R2), 51.1 (q, Val CO2CH3 R1), 50.8 (d, Leu CHNH R1), 50.1
(d, Leu CHNH R2), 49.8 (t, Pro NCH> R1), 48.9 (d, Ala CH R2), 48.6 (d, Ala CH R1),
48.3 (t, ThioPro NCH>), 46.8 (t, Pro NCH2 R2), 40.5 (t, Leu CH2 R2), 40.1 (t, Leu CH»
R1), 33.2 (t, ThioPro NCHCH> R1), 32.8 (t, ThioPro NCHCH> R2), 31.3 (q, Val NCH;3;
R1),31.2 (t, Pro NCHCH: R2), 31.0 (q, Val NCH3 R2), 30.6 (t, Pro NCHCH2 R1), 27.7 [d,
Val CH(CH3)2 R2], 27.3 [d, Val CH(CH3)2 R1], 26.3 [q, SiC(CH3)3], 26.3 [q, SiC(CH3)3],
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26.2 [q, SiC(CHs)s], 26.1 [q, SiC(CHs)s], 26.1 [q, SiC(CHz)s], 25.0 [d, Leu CH(CHz)2 R1],
25.0 [d, Leu CH(CHa), R2], 24.5 (t, ThioPro NCH,CH, R2), 24.3 (t, ThioPro NCH2CH,
R1), 24.1 (t, Pro NCH,CH, R1), 23.5 (g, Leu CHs R1), 23.3 (q, Leu CHs R2), 23.0 (t, Pro
NCH.CH; R2), 22.5 (q, Leu CH; R2), 22.1 (q, Leu CHs R1), 21.4 (q, Thr CHs R2), 21.0
(q, Thr CHs R2), 20.4 (q, Val CHs R1), 19.6 (g, Val CHs R2), 19.1 (q, Val CHs R1), 18.9
(q, Val CHs R2), 18.7 [SiC(CHs)s R2], 18.6 [SiC(CHs)s R1], 18.5 [SiC(CHs)s R1], 18.4
[SiC(CHs)s R2], 18.3 [SiC(CHs)s R1], 18.2 [SiC(CHs)s R2], 17.0 (g, Ala CH; R2), 15.9
(q, Ala CHs R1), 12.6 (g, Dhb CHs R2), 12.3 (q, Dhb CHs R1), —4.0 (g, SiCHs R1), —4.3
(q, SiCH3 R1), —4.3 (g, SiCH3 R1), —4.5 (g, SiCH3 R2), 4.7 (g, SiCH3 R2), 4.8 (g, SiCH;
R2), —4.9 (q, SiCH; R1), —4.9 (q, SiCHs R2), —5.0 (g, SiCHs R1), =5.0 (g, SiCH3 R1), —5.1
(g, SiCH; R2), —5.2 (q, SiCHs R2).

*/* Zuordnung austauschbar.
* Eine exaktere Zuordnung war nicht moglich.

MS (ESI): m/z (%) = 1536 (25) [M+Na]", 1531 (18) [M+NH,]", 1514 (100) [M+H]", 1242
(66) [M-MMT+2H]", 273 (59) [Ph,CPMP]".

HR-MS (ESI): berechnet: [M+H]": 1513.8339; gefunden: 1513.8347.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° = —128 (c = 0.50, CHCI;).
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L-Gls(O-TBS)-Ala-D-Leu-ThioPro-Ser(O-TBS)-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-(V-
Me)Val-O-Me (Z-113)

N~ 0
0 OTBS
H H 0 B OTBS
HN:iikN OMe OMMT OMe OH
|
TBSO

o 058H108N8013SS'3
7-112 7-113 = 1241.86 g/mol

Das geschiitzte Nonapeptolid Z-112 (357 mg, 236 umol, 1.00 Aq.) wird in CH>Cl> (35 mL)
bei 0 °C zundchst mit PhOMe (3.5 mL), dann mit TFA (0.35 mL) tropfenweise versetzt.
Die orange Losung wird fiir 13 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt, bevor sie direkt auf
eine gepackte Chromatographiesdule (Kieselgel, @ = 2 cm, h = 23 cm, n-Pentan/Et,0/
NH3aq. = 1/2/1% — EtOAc/NH3aq. = 100/1) geladen und aufgereinigt wird. Hierbei wird
der Alkohol Z-113 (236 mg, 190 umol, 80%) als farbloser Feststoff erhalten.

DC: R¢=0.21 (Et20) [UV, KMnO4].
Smp.: 86 °C.

IR (ATR): # [em '] =3281 (br, O—H), 2956 (m, C**~H), 2928 (m, C***-H), 2884 (m,
CsP—H), 2857 (m, CP*—H), 1742 (w, C=0), 1655 (vs, C=0), 1528 (m), 1444 (m), 1257
(m), 1105 (m), 838 (s), 779 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3/R4 = 57/37/4/2.

IH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K):'2 & [ppm] = 8.98 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, Ala NH R2),
8.86 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, Ala NH R1), 8.82 (d, 3/ = 7.5 Hz, 1H, Ser NH R2), 8.77 (d,
37=17.8 Hz, 1H, Ser NH R1), 8.21 (s, 1H, Dhb NH R2), 8.06 (s, 1H, Dhb NH R1), 7.83 —

12 Das Nonapeptolid Z-113 ist begrenzt stabil in CDCls.
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7.78 (m, 2H, Thr NH R2, Leu NH R1), 7.70 (d, °J = 4.5 Hz, 1H, Leu NH R2), 6.79 (d,
3J=8.4Hz, 1H, Thr NH R1), 5.46 (q, >J = 7.0 Hz, 1H, Dhb CH R1), 5.39 (q, >J = 7.0 Hz,
1H, Dhb CH R2), 5.32 (ddd, 3J = 10.5, 7.8, 43 Hz, 1H, Ser CH R1), 5.19 (ddd,
3J=113,7.5, 4.4 Hz, 1H, Ser CH R2), 5.06 (d, °J = 8.3 Hz, 1H, Thr CHNH R3), 5.01 —
4.96 (m, 1H, ThioPro CH), 4.94 (d, 3*J = 10.7 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.86 (d,
3J=10.9 Hz, 1H, Val NMeCH R2), 4.83 (virt. t, >J = 3J = 8.9 Hz, ThioPro CH R1)", 4.81
(d, 3J=8.5 Hz, Thr CHNH R1)", 4.68 (virt. t, >*J =~ 3J = 8.0 Hz, I1H, Thr CHNH R2), 4.60
—4.45 (m, 2H, Ala CH, Ser CHH R2), 4.43 —4.38 (m, 2H, Ser CHH R2, Pro CH R2), 4.37
— 425 (m, 3H, Ser CHH R1, Leu CHNH, Thr CHOTBS R2), 4.21 (dd, %J = 10.5 Hz,
3J = 4.3 Hz, 1H, Ser CHH R1), 4.12 — 4.00 (m, 3H, ThioPro NCHH, Gls CH R1, Thr
CHOTBS R1), 3.91 (virt. t, °*J = 3*J = 5.9 Hz, 1H, Gls CH R2), 3.89 — 3.84 (m, 1H, Pro
NCHH R2), 3.81 — 3.73 (m, 1H, Pro NCHH R1), 3.73 — 3.61 (m, 3H, Gls CHH R1, Gls
CH, R3)*, 3.65 (s, 3H, Val OCH; R1)*, 3.62 (s, 3H, Val OCH3 R2), 3.61 — 3.49 (m, 5H,
Pro NCHH R2, ThioPro NCHH, Gls CHH R1, Gls CHz R2), 3.43 — 3.38 (m, 1H, Pro
NCHHRI),3.15 (s, 3H, Val NCH; R2), 3.07 (s, 3H, Val NCH3 R 1), 2.86 (s, 3H, Val NCH;
R3), 2.70 (s, 3H, Val NCH; R4), 2.44 —2.33 (m, 1H, ThioPro NCHCHH), 2.33 —2.23 (m,
2H, ThioPro NCHCHH, Pro NCHCHH R2), 2.24 — 2.07 [m, 3H, Pro NCHCH: R1, Val
CH(CHs)2], 2.06 — 1.91 (m, 6H, Pro NCH>CH, R1, Pro NCHCHH R2, Pro NCHCHH R2,
ThioPro NCH,CH), 1.91 — 1.83 (m, 1H, Pro NCH2CHH R2), 1.78 (d, >°J = 7.0 Hz, 3H,
Dhb CH3 R2), 1.71 - 1.63 [m, 1H, Leu CH(CH3),], 1.62 (d, *J= 7.0 Hz, 3H, Dhb CH; R1),
1.59 — 1.38 (m, 2H, Leu CH>), 1.32 (d, >J=7.1 Hz, 3H, Ala CH; R2), 1.25 (d, >*J=7.1 Hz,
3H, AlaCH3 R1), 1.15 (d, >J=6.2 Hz, 3H, Thr CH3 R1), 1.11 (d, >J=6.2 Hz, 3H, Thr CH;
R2), 0.97 — 0.92 (m, 6H, Leu CH3, Val CH3), 0.92 — 0.88 [m, 12H, Leu CH3, SiC(CH3)3
R1], 0.86 [s, 9H, SiC(CH3); R2], 0.85 [s, 9H, SiC(CH3); R2], 0.85 [s, 9H, SiC(CH3); R1],
0.84 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.79 (d, *J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3 R1), 0.76 (d, °J = 6.8 Hz, 3H,
Val CH3 R2), 0.11 (s, 3H, SiCH3), 0.09 (s, 3H, SiCH3), 0.09 (s, 3H, SiCH3), 0.07 (s, 1H,
SiCH3), 0.06 (s, 3H, SiCH3), 0.05 (s, 3H, SiCH3), 0.02 (s, 3H, SiCH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3),
0.00 (s, 3H, SiCH3), —0.03 (s, 3H, SiCH3).

*/* Signale iiberlagern sich.

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 204.1 (s, CS R1), 203.9 (s, CS R2), 203.5
(s, CSR3), 174.6 (s, CO), 174.3 (s, CO), 174.3 (s, CO), 174.2 (s, CO), 173.9 (s, CO), 173.5
(s, CO), 173.4 (s, CO), 173.2 (s, CO), 173.0 (s, CO), 172.4 (s, CO), 172.3 (s, CO), 172.0
(s, CO), 171.9 (s, CO), 171.5 (s, CO), 171.2 (s, CO), 170.9 (s, CO), 170.7 (s, CO), 170.3
(s, CO), 169.8 (s, CO), 169.8 (s, CO), 167.3 (s, CO), 167.3 (s, CO), 167.1 (s, CO), 167.0
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(s, CO), 130.3 (s, Gls CCH R3), 130.2 (s, Gls CCH R1), 129.7 (s, Gls CCH R2), 121.3 (d,
Gls CH R1), 120.3 (d, GIs CH R2), 119.7 (d, GlIs CH R3), 73.7 (d, GIls CH R1), 73.2 (d,
Gls CH R2), 71.7 (d, Gls CH R3), 69.4 (d, ThioPro CH R2), 69.3 (d, ThioPro CH R1), 69.3
(d, ThioPro CH R3), 68.9 (d, Thr CHOTBS R2), 68.7 (d, Thr CHOTBS R1), 68.3 (d, Thr
CHOTBS R3), 65.6 (t, Gls CH2 R3), 65.2 (t, GIs CH2 R1), 64.9 (t, Gls CH2 R2), 64.6 (d,
Pro CH R3), 64.5 (d, Pro CH R1), 62.4 (d, Ser CH R2)", 62.2 (t, Ser CH> R2)", 62.0 (Ser
CH/CHz R3), 61.8 (d, Ser CH R1), 61.6 (t, Ser CHz R1), 61.5 (d, Val NHCH R1), 60.9 (d,
Pro CH R2), 60.6 (d, Val NHCH R2), 56.3 (d, Thr CHNH R2), 54.5 (d, Thr CHNH R1),
54.0 (d, Thr CHNH R3), 51.9 (q, Val OCH3 R3), 51.8 (q, Val OCH3 R1), 51.5 (g, Val
OCH3; R2), 51.1 (d, Leu CHNH R2), 50.7 (d, Leu CHNH R1), 49.8 (t, Pro NCH2 R2), 48.3
(t, ThioPro NCH> R2), 48.2 (t, ThioPro NCH> R1), 47.7 (d, Ala CH R3), 47.6 (d, Ala CH
R1),47.4 (d, Ala CH R2), 46.8 (t, Pro NCH2 R3), 46.5 (t, Pro NCH2R1), 39.6 (t, Leu CH>
R2), 39.4 (t, Leu CH2 R1), 39.1 (t, Leu CHz R3), 33.2 (t, ThioPro NCHCH> R2), 33.2 (t,
ThioPro NCHCH: R1), 33.1 (t, ThioPro NCHCH> R3), 31.4 (Pro NCHCH> R1+3/Val
NCH3R1+2), 31.3 (Pro NCHCH> R1+3/Val NCH3R1+2), 31.2 (Pro NCHCH> R1+3/Val
NCH3R1+2), 31.1 (Pro NCHCH; R1+3/Val NCH3R1+2), 30.4 (t, Pro NCHCH? R4), 30.3
(t, Pro NCHCH: R2), 27.6 [d, Val CH(CH3)2 R3], 27.4 [d, Val CH(CH3)2 R1], 26.9 [d, Val
CH(CHz3)2 R2], 26.0 [q, SiC(CH3)3], 26.0 [q, SiC(CH3)3], 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.9 [q,
SiC(CHs)s], 25.8 [q, SiC(CH3)s], 25.8 [q, SiC(CH3)s], 25.7 [q, SiC(CH3)s], 24.9 [d, Leu
CH(CHs)2 R2], 24.9 [d, Leu CH(CH3)2 R1], 24.1 (t, ThioPro NCH>CH> R1), 24.0 (t,
ThioPro NCH>CH» R2), 23.9 (t, ThioPro NCH2CH> R3), 23.5 (q, Leu CH3z R3), 23.5 (q,
Leu CH3 R2), 23.4 (q, Leu CH3 R1), 22.8 (t, Pro NCH2CH2R3), 22.8 (t, Pro NCH2CH2R2),
22.7 (t, Pro NCH2CH2R1), 22.0 (q, Leu CH3 R1), 21.9 (q, Leu CH3 R2), 21.8 (q, Leu CH3
R3), 21.8 (q, Leu CH3 R4), 21.4 (q, Thr CH3 R1), 20.6 (q, Thr CH3 R2), 20.0 (q, Val CH3
R2), 19.6 (q, Val CH3 R1), 19.5 (q, Val CH3 R3), 19.0 (q, Val CH3 R3), 18.8 (q, Val CH3
R1), 18.5 (q, Val CH3 R2), 18.4 [s, SiC(CHa3)s], 18.4 [s, SiIC(CH3)3], 18.3 [s, SiC(CH3)s],
18.3 [s, SiC(CHs)3], 18.3 [s, SiC(CHa3)3], 18.1 [s, SiC(CH3)3], 18.0 [s, SiC(CH3)3], 18.0 [s,
SiC(CH3)3] 17.9 [s, SiC(CH3)3], 14.6 (q, Ala CH3 R1), 14.5 (q, Ala CH3 R2), 13.9 (q, Ala
CHs R3), 12.4 (q, Dhb CH3 R1), 12.3 (q, Dhb CH3 R2), 12.3 (q, Dhb CH3 R3), —3.5 (q,
SiCH3), —4.3 (q, SiCHs), —4.6 (q, SiCH3), —4.7 (q, SiCHs), —4.7 (q, SiCH3), —4.8 (q,
SiCH3), —4.9 (q, SiCHs), —5.1 (q, SiCH3), —5.2 (q, SiCHs), —5.2 (q, SiCH3), —5.3 (q,
SiCH3), —5.5 (q, SiCH3).

" Zuordnung austauschbar.
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MS (ESI): m/z (%) = 1387 (17) [M+E{NH:]", 1380 (4) [M+K]", 1264 (33) [M+Na]", 1259
(12) [M+NH]", 1242 (100) [M+H]", 855 (13) [CaoH7iNeOsSSitH]", 387 (12)
[CisH35N205Si]".

HR-MS (ESI): berechnet: [CssHi0sNgO13SSis+H]™: 1241.7138; gefunden: 1241.7130.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —236 (c = 0.50, CHCI;).

L-Gls(O-TBS)-Ala-D-Leu-ThioPro-Ser(O-TBS)-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-
(N-Me)Val (Z-114)

TBSO— Sw TBSO— 3
3 N 3 N

~—NH 7
OY\ J e OY\NH I e
. _NH 0 N . _NH 0 o
(0] NH - > 0) NH

N0
o)
H H o) OTBS OTBS
HN OMe OH
T Z-114
o z113
TBSO TBSO © CS7H106N801333I3

=1227.83 g/mol

\

Das Nonapeptolid Z-113 (22.2 mg, 17.9 umol, 1.00 Aq.) wird in THF (0.48 mL) und
Wasser (0.24 mL) bei 0 °C mit LiOH-H,0O (3.8 mg, 89.4 umol, 5.00 Aq.) versetzt. Das
gelbe Reaktionsgemisch wird fiir 20.5 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt, bevor
Wasser (10 mL) hinzugegeben wird. Die wissrige Phase wird durch Zugabe von 10%iger
Zitronensdurelosung auf pH = 3 eingestellt und mit EtOAc (3 x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (5 mL) gewaschen, iiber NaxSO4
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =1 cm, h=12 cm, CH,Cl./MeOH
= 1/0 — 5/1) aufgereinigt. Hierbei wird ein farbloser Feststoff (7.6 mg < 35%) erhalten,
dessen Eignung als Makrolactonisierungsvorldufer unter den jeweiligen Bedingungen

getestet wurde
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DC: Ry = 0.45 (CH2Cly/MeOH = 9/1) [KMnOs, UV].
MS (ESI): m/z (%) = 1226 (100) [M-H]".

MS (ESI): m/z (%) = 1250 (100) [M+Na]*.
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4 Vioprolid D — Makrolactamisierungsstrategie

4.1 Sudliches Fragment

(8)-3-(Benzyloxy)-2-hydroxypropansiuremethylester (123)

Os~_OH Os~_OMe
C11H1404
OH OH M =210.23 g/mol

OBn 68 OBn 123

Nach einer modifizierten Literaturvorschrift®®! wird Methanol (2.46 mL) bei 0 °C mit
SOCl: (35.7 uL, 58.4 mg, 491 umol, 0.20 Aq.) versetzt. Die Carbonsiure 68 (482 mg,
2.46 mmol, 1.00 Aq.) wird bei derselben Temperatur hinzugegeben und die resultierende
Losung wird fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. CH(OMe); (538 pL, 522 mg,
4.92 mmol, 2.00 Aq.) wird zugetropft und die resultierende Losung wird fiir 21 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt
(Vorsicht: Sdure!) und der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =2 cm,
h = 23 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/1 — 2/1) aufgereinigt, wobei der Ester 123 (458 mg,
2.18 mmol, 89%) als farblose Fliissigkeit erhalten wird.

DC: Rr=0.28 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [KMnOg4, UV].

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm]=7.39 — 7.23 (m, SH, C*H), 4.61 (d,
2J=12.2 Hz, 1H, C*CHH), 4.54 (d, 2J = 12.2 Hz, 1H, C*CHH), 4.33 (dt, 3J = 6.8, 3.5 Hz,
1H, CHOH), 3.79 (s, 3H, CO,CHs), 3.75 (d, 3J = 3.5 Hz, 2H, CHCH>), 3.13 (d, 37 = 6.8 Hz,
1H, OH).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 173.2 (s, CO2Me), 137.8 (s, C*CH>), 128.5
(d, C*H), 127.9 (d, C*H), 127.8 (d, C*H), 73.6 (t, C"CH,), 71.4 (t, CHCH>), 71.0 (d,
CHOH), 52.7 (q, CO2CH3).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.[!3%]
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(8)-3-(Benzyloxy)-2-[(fert-butyldimethylsilyl)oxy]|propansiuremethylester
[O-Bn-L-Gls(O-TBS)-0O-Me] (124)

(@) OMe (@) OMe
OH OTBS M =324.49 g/mol
OBn 423 OBn 4124

Zu einer Losung des Alkohols 123 (11.6 g, 55.3 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl> (400 mL)
werden nacheinander DMAP (1.36g, 11.1 mmol, 0.20 Aq.) und Imidazol (4.18 g,
61.4 mmol, 1.11 Aq.) bei 0°C gegeben. Die Losung wird fiir 15 Minuten bei dieser
Temperatur geriihrt, bevor TBSCI (9.25 g, 61.4 mmol, 1.11 Aq.) hinzugefiigt wird. Die
resultierende Losung wird bei Raumtemperatur fiir 44 Stunden geriihrt. Nach Zugabe von
Wasser (200 mL) werden die Phasen getrennt und die wissrige Phase wird mit EtOAc
(3 x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung
(200 mL) gewaschen, liber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand via
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 9 cm, h =9 cm, n-Pentan/EtOAc = 10/1) aufge-
reinigt. Dadurch wird das Glycerinsdurederivat 124 (17.1 g, 52.8 mmol, 95%) als farblose
Fliissigkeit erhalten.

DC: Rr=0.43 (n-Pentan/EtOAc = 8/1) [KMnO4, UV].

IR (ATR): ¥ [em']= 2953 (m, C—H), 2930 (m, CP—H), 2857 (m, CP-H), 1759 (s,
C=0), 1252 (s), 1147 (s), 1115 (s), 833 (vs), 779 (vs).

TH-NMR (500 MHz, CDCl;, 298 K): & [ppm]=7.36 — 7.27 (m, 5H, C*H), 4.60 (d,
2J=12.3 Hz, 1H, C*CHH), 4.57 (d, >J=12.3 Hz, 1H, C*CHH), 4.41 (dd, >*J=5.8, 4.2 Hz,
1H, CHOTBS), 3.74 (s, 3H, CO>CH3), 3.72 (dd, 2/ = 10.1 Hz, 3/ = 4.2 Hz, 1H, CHCHH),
3.67 (dd, 2J = 10.1 Hz, *J = 5.8 Hz, 1H, CHCHH), 0.91 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.11 (s, 3H,
SiCH3), 0.08 (s, 3H, SiCH3).

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 172.3 (s, CO:Me), 138.2 (s, C*CH,), 128.5
(d, C™H), 127.8 (d, C*H), 127.7 (d, C*H), 73.6 (t, C*CH>), 72.7 (d, CHOTBS)", 72.6 (¢,
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CHCH,)", 52.1 (q, CO2CHs), 25.9 [q, SiC(CHs)s], 18.5 [s, SiC(CHs)s], —4.9 (q, SiCHs),
-5.0 (q, SiCHs).

*Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 384 (14) [M+K]*, 347 (82) [M+Na]", 342 (100) [M+NH,]", 325 (64)
[M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [Ci7H2304Si+H]": 325.1830; gefunden: 325.1831.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—18.0 (c = 1.00, CHCl5).

(8)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-hydroxypropansiuremethylester
[O-TBS-L-Gls-O-Me]

Ox_OMe Ox_OMe
OTBS g OH M = 234.37 g/mol

Eine Losung des Benzylethers 124 (662 mg, 2.04 mmol, 1.00 Aq.) in EtOH (20 mL) wird
unter Argon mit Pd/C (10 Gew.-% Pd, 62.0 mg) versetzt. Die Argonatmosphire wird nach
der allgemeinen Vorschrift gegen eine Wasserstoffatmosphédre ausgetauscht und die
Suspension fiir 3.5 Tage geriihrt. Der Ballon wird entfernt und Argon unter starkem Riihren
fiinf Minuten durch die Reaktionssuspension geleitet. Der Katalysator wird durch Filtration
iiber Celite entfernt, wobei der Filterkuchen mit CH2Cl, (100 mL) nachgewaschen wird.
Durch Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein farbloses Ol
erhalten, welches durch Séulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3cm, h = 19 cm,
n-Pentan/EtOAc = 8/1) aufgereinigt wird. Dadurch wird O-TBS-L-Gls-O-Me (268 mg,
1.14 mmol, 56%) als farblose, fliichtige Fliissigkeit erhalten.

DC: Rr=0.20 (n-Pentan/EtOAc = 8/1) [KMnO4].

"TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 4.22 (virt. dt, J=8.1 Hz, *J=3J=3.0 Hz,
1H, CHOH), 3.92 (dd, 2J = 10.3 Hz, 3J =3.1 Hz, 1H, CHH), 3.85 (dd, %J = 10.3 Hz,
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37=3.1 Hz, 1H, CHH), 3.78 (s, 3H, CO,CHs), 3.02 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, OH), 0.87 [s, 9H,
SiC(CHs)s], 0.05 (s, 3H, SiCHs), 0.04 (s, 3H, SiCH3).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 173.3 (s, CO:Me), 72.1 (d, CHOTBS),
65.2 (t, CHCHa), 52.5 (q, CO2CHs), 25.9 [q, SiC(CHa):], 18.4 [s, SiC(CHa):], —5.3 (q,
SiCH3), —5.4 (q, SiCHa).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.['®%!

(8)-2-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-3-hydroxypropansiuremethylester
[L-GIs(O-TBS)-0-Me] (125)

Os_OMe Os_OMe
C10H2204Si
OTBS OTBS M =234.37 g/mol

OBN 424 OH 425

Ein Kolben wird mit Verbindung 124 (24.5 g, 75.5 mmol, 1.00 Aq.), Pd/C (10 Gew.-% Pd,
3.88 g) und CH2Cl> (600 mL) unter Argon beladen. Die Argonatmosphire wird nach der
allgemeinen Vorschrift gegen eine Wasserstoffatmosphédre ausgetauscht und die
Suspension fiir 17.5 Stunden geriihrt. Der Ballon wird entfernt und Argon unter starkem
Riihren fiinf Minuten durch die Reaktionssuspension geleitet. Der Katalysator wird durch
Filtration {iber Celite entfernt, wobei der Filterkuchen mit CH>Cl> nachgewaschen wird.
Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (bis 500 mbar) und das
Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7cm, h = 26 cm,
n-Pentan — Et;0) aufgereinigt. Der Grofiteil des Losungsmittels wird am Rotations-
verdampfer entfernt (bis 600 mbar), wohingegen das restliche Losungsmittel mittels
Druckluft entfernt wird. Dadurch wird der Alkohol 125 (17.7 g, 75.5 mmol, quant.) als
leicht gelbliches Ol erhalten.

DC: Rr= 0.14 (n-Pentan/EtOAc = 8/1) [KMnO4].
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IR (ATR): & [em™'] = 3504 (br, OH), 2955 (s, C*"~H), 2931 (s, C*"~H), 2859 (s, C**~H),
1756 (s, C=0), 1259 (s), 1142 (vs), 838 (vs), 781 (s).

IH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm]=4.31 (virt. t, 3J = 3J = 4.6 Hz, 1H,
CHOTBS), 3.84 — 3.75 (m, 2H, CHa), 3.75 (s, 3H, CO,CHs), 2.16 (dd, 3J = 7.5, 6.1 Hz,
1H, OH), 0.92 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.14 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 172.4 (s, CO:Me), 72.9 (d, CHOTBS),
65.2 (t, CHCHa), 52.3 (q, CO2CHs), 25.8 [q, SiC(CHa)s], 18.5 [s, SiC(CHa)s], —4.8 (q,
SiCH3), 5.3 (q, SiCHs).

MS (ESI): m/z (%) = 257 (100) [M+Na]*, 252 (18) [M+NH4]", 235 (75) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [Ci1oH204Si+H]": 235.1360; gefunden: 235.1361.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —36.0 (c = 1.00, CHCI;).

N-Fmoc-(N-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-O-Me (127)

OH o C31H43NO;Si
125 126 O4a M =569.77 g/mol

Os__OMe
O.._OMe ;
OH > o) OTBS
g\:OTBS " FmocN )]\ o
O 127

Zu einer Losung des Alkohols 125 (17.7 g, 75.5 mmol, 1.00 Aq.) in THF (380 mL) wird
nacheinander N-Fmoc-(N-Me)Vall®! (126, 29.4 g, 83.1 mmol, 1.10 Aq.), PPhs (19.8 g,
75.5 mmol, 1.00 Aq) und DIAD (15.7mL, 16.0g, 79.3 mmol, 1.05Aq.) gegeben.
Nachdem die Losung fiir 18 Stunden geriihrt worden ist, wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel,
O =7 cm, h = 26 cm, n-Pentan/EtOAc = 8/1 — 4/1) aufgereinigt, wobei das Dipeptolid
127 (37.5 g, 65.8 mmol, 87%) als gelbes Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.29 (n-Pentan/EtOAc = 8/1) [KMnO4, UV].
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IR (ATR): ¥ [em '] =2957 (s, C*—H), 2930 (s, C**—H), 2858 (m, C***~H), 1744 (vs,
C=0), 1705 (vs, C=0), 1451 (s), 1258 (s), 1151 (vs), 839 (s), 740 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 57/43.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): § [ppm] = 7.76 (d, 3J = 7.4 Hz, 2H, C*H, C’H), 7.64
~7.57 (m, 2H, C'H, C¥H), 7.39 (virt. t, 3J = 3J = 7.4 Hz, 2H, C3H, C°H), 7.35 — 7.29 (m,
2H, C2H, C"H), 4.58 — 4.34 (m, 5H, Gls CHH, C°HCH>, Gls CHOTBS, NMeCH R1),
4.30 — 4.23 (m, 2H, Gls CHH, C°H), 4.20 (d, 3J = 10.7 Hz, 1H, NMeCH R2), 3.72 (s, 3H,
CO,CH; R1), 3.70 (s, 3H, CO.CH; R2), 2.91 (s, 3H, NCH; R1), 2.89 (s, 3H, NCH; R2),
2.24-2.15[m, 1H, CH(CHs)2 R1],2.14 - 2.06 [m, 1H, CH(CH3), R2], 1.01 (d, 3J=6.6 Hz,
3H, CHCH>CH; R1), 0.93 (d, 3J= 6.7 Hz, 3H, CHCH3CH; R2), 0.91 — 0.82 [m, 12H,
SiC(CHs)s, CHCHsCH; R1], 0.77 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH;CH; R2), 0.11 (s, 3H, SiCH;
R1),0.10 (s, 3H, SiCH; R2), 0.08 (s, 3H, SiCH; R1), 0.06 (s, 3H, SiCH; R2).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 171.2 (s, CO:Me R1), 171.1 (s, CO:Me
R2), 170.8 (s, COCH; R1), 170.3 (s, CO,CHz R2), 156.8 (s, NCO; R1), 156.1 (s, NCO;
R2), 144.2 (s, C¥%2 R2), 144.1 (s, C’*°2R1), 144.0 (s, C’*°*R1), 143.9 (s, C}¥** R2), 141 .4
(s, C44%) 1414 (s, C**) 127.7 (d, C¥°H), 127.7 (d, C*°H), 127.1 (d, C*"H), 127.1 (d,
C?"H), 125.1 (d, C'"®H), 125.0 (d, C®H), 125.1 (d, C"®H), 120.0 (d, C*H, C°H), 70.6 (d,
CHOTBS), 67.7 (t, C’HCHa), 66.4 (t, Gls CH2 R2), 66.3 (t, Gls CHz R1), 64.3 (d, NMeCH
R2), 63.9 (d, NMeCH R1), 52.2 (q, CO>CH3 R2), 52.2 (q, CO>CH3 R1), 47.4 (d, C’HR1),
47.3 (d, C°’H R2), 30.3 (q, NCH; R1), 30.3 (q, NCH; R2), 27.9 [d, CH(CH3)2 R1], 27.6 [d,
CH(CH3), R2], 25.6 [q, SiC(CH3)3], 19.7 (q, CHCH3CH3 R2), 19.7 (q, CHCH3CH;3 R1),
19.0 (q, CHCH3CH3 R1), 18.8 (q, CHCH3CH3 R2), 18.2 [s, SiC(CH3)3], —5.0 (q, SiCH3),
-5.3 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 608 (5) [M+K]", 592 (35) [M+Na]*, 587 (20) [M+NH4]*, 570 (100)
[M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C31H43NO7Si+H]": 570.2882; gefunden: 570.2883.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —44.0 (c = 1.00, CHCl5).
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(N-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-0-Me (128)

128

Os~__OMe Os~__OMe
ZOTBS ;OTBS C16H33NO5Si
0 0 M = 347.53 g/mol
FmocN 127 HN
I 9 |

0]

Zu einer Losung des Dipeptolids 127 (37.5 g, 65.8 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl> (315 mL)
wird bei 0 °C HNEt; (315 mL) gegeben und die resultierende Losung wird bei dieser
Temperatur flir fiinf Stunden gertihrt. Nach Zugabe von EtOAc (350 mL) werden alle
fliichtigen Komponenten am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird mittels
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 7 cm, h = 26 cm, n-Pentan/Et;O/NHzaq. = 2/1/1%
— 0/1/1%) aufgereinigt, wobei das Dipeptolid 128 (22.3 g, 64.2 mmol, 98%) als gelbliches
Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.18 (n-Pentan/EtcO/NHzaq. = 8/1/1%) [KMnOy4].

IR (ATR): ¥ [em '] =2957 (m, C**—H), 2932 (m, C**-H), 2858 (m, C***-H), 1761 (m,
C=0), 1737 (vs, C=0), 1464 (m), 1252 (s), 1153 (vs), 1005 (s), 835 (vs), 779 (vs).
TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] =4.47 — 4.40 (m, 2H, CHOTBS, CHH),
4.31 —4.24 (m, 1H, CHH), 3.75 (s, 3H, CO2CH3), 2.90 (d, >J = 5.9 Hz, 1H, NMeCH), 2.34
(s, 3H, NCH3), 1.89 [virt. oct, *J = 3J = 6.7 Hz, 1H, CH(CH3)2], 0.94 (d, *J = 6.8 Hz, 3H,
CHCHs), 0.93 (d, *J = 6.9 Hz, 3H, CHCHs), 0.90 [s, 9H, SiC(CH3)s], 0.11 (s, 3H, SiCH3),
0.08 (s, 3H, SiCH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 174.8 (s, CO.CH,), 171.4 (s, CO:Me),
70.9 (d, CHOTBS), 69.5 (d, NMeCH), 66.1 (t, CHa), 52.3 (g, CO2CH3), 35.5 (q, NCH),
31.7 [d, CH(CHs)2], 25.7 [q, SiC(CHs)s], 19.4 (g, CHCHz), 18.8 (q, CHCHs), 18.4 [s,
SiC(CHs)s], —4.8 (g, SiCHs), —5.2 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 348 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [CisH33NOsSi +H]": 348.2201; gefunden: 348.2200.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —20.0 (c = 1.00, CHCl5).
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N-Boc-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-0O-Me (129)

(0] OMe
ionss _ ;:OTBS
0 BocHN
HITJ 128 C31HgaN204Si
(0]

TBSO M =663.01 g/mol

Zu einer Losung des Dipeptolids 128 (12.0g, 34.5mmol, 1.00 Aq.), von
N-Boc-Thr(O-TBS) (67, 16.1 g, 48.3 mmol, 1.40 Aq.) und HOAt (2.35 g, 17.3 mmol,
0.50 Aq.) in CH2Cl, (345 mL) werden bei 0 °C DIPEA (12.0 mL, 8.92 g, 69.0 mmol,
2.00 Aq.)und HATU (18.4 g, 48.3 mmol, 1.40 Aq.) gegeben. Die resultierende Suspension
wird unter Rithren {iber 18 Stunden auf Raumtemperatur erwarmt. Nach Zugabe von
Wasser (300 mL) werden die Phasen getrennt und die wéssrige Phase wird mit CH>Cl,
(3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 10%iger
Zitronensdure- (100 mL), NaHCOs3- (100 mL) und NaCl-Losung (100 mL) gewaschen und
tiber NaxSO4 getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand durch Sédulenchromatographie (Kieselgel, @ =7 cm, h=26 cm,
n-Pentan/EtOAc = 10/1 — 6/1) aufgereinigt. Hierbei wird das Tripeptolid 129 (17.5 g,
30.1 mmol, 87%) als farbloses Ol erhalten.

DC: Rr=0.38 (n-Pentan/EtOAc = 8/1) [KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em '] = 3440 (w, N—H), 3333 (w, N—H), 2958 (s, C***~H), 2931 (w, C**—H),
2858 (m, C***~H), 1744 (vs, C=0), 1716 (s, C=0), 1646 (s, C=0), 1473 (m), 1254 (s),
1161 (vs), 1019 (m), 837 (vs), 780 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 91/9.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 300 K): § [ppm] = 5.26 (d, *J=9.2 Hz, IH, NHR1), 5.18 (d,
3J=9.3Hz, 1H, NH R2), 4.95 (d, 3J = 10.1 Hz, 1H, NMeCH R1), 4.57 — 4.52 (m, 1H,
CHCHOTBS)", 4.52 (dd, 2J=11.2 Hz, 3J = 4.5 Hz, 1H, CHHCHOTBS R1)’, 4.42 — 4.40
(m, 1H, CHHCHOTBS R2), 4.39 (virt. t,*J=3J=4.7 Hz, 1H, CH,CHOTBS), 4.32 — 4.23
(m, 2H, NMeCH R2, CHHCHOTBS R2), 4.12 (dd, 2J = 11.2 Hz, 3J = 49 Hz, 1H,
CHHCHOTBS R1), 4.04 —3.98 (m, 1H, CHCHOTBS), 3.74 (s, 3H, CO>CH3), 3.13 (s, 3H,
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NCH; R1), 2.90 (s, 3H, NCH; R2), 2.36 — 2.25 [m, 1H, CH(CH3), R2], 2.19 [virt. dsept,
3J =10.1 Hz, 3J = 3J = 6.6 Hz, 1H, CH(CH3)2 R1], 1.42 [s, 9H, OC(CHs3)3], 1.16 (d,
3J = 6.2 Hz, 3H, CH;CHOTBS), 1.04 (d, 3J = 6.5 Hz, 3H, CHCH>CH3 R2), 1.00 (d,
3J= 6.6 Hz, 3H, CHCH;CH3 R1), 0.97 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H, CHCH;CH3 R2), 0.89 [s, 9H,
SiC(CHs)3], 0.87 [s, 9H, SiC(CH3)3]*, 0.85 (d, 3J = 7.1 Hz, 3H, CHCH3CH; R1)*, 0.10 (s,
3H, SiCH3), 0.08 (s, 3H, SiCH3), 0.04 (s, 3H, SiCH3), 0.03 (s, 3H, SiCH3).

*/* Signale iiberlagern sich.

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 172.1 (s, NCH3CO), 171.3 (s, CO:Me),
170.8 (s, CO>CHa), 156.0 (s, NCO»), 79.6 [s, OC(CHs)s], 70.7 (d, CH,CHOTBS), 69.3 (d,
CHCHOTBS), 66.3 (t, CH,CHOTBS), 61.7 (d, NMeCH), 56.2 (d, CHCHOTBS), 52.3 (q,
CO,CHs), 32.0 (g, NCH3), 28.5 [q, OC(CHs)s], 27.9 [d, CH(CHs)2], 25.9 [q, SiC(CHa)s],
25.7 [q, SiC(CHz)s], 20.7 (g, CHsCHOTBS), 19.8 (q, CHCH3CHz), 19.1 (q, CHCH3CHs),
18.4 [s, SiC(CH3)3], 18.1 [s, SiC(CHz)3], —4.5 (q, SiCHz), —4.8 (g, SiCHz), —4.9 (q, SiCHs),
~5.2(q, SiCHs).

MS (ESI): m/z (%) = 685 (15) [M+Na]", 680 (3) [M+NH4]*, 663 (100) [M+H]", 563 (13)
[M—CsHsOx+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C31Hs2N209Si>+H]": 663.4067; gefunden: 663.4067.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —36.0 (c = 1.00, CHCI;).
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N-Boc-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-O-Me (121)

(0] oM
© NBoc
(0] oTBS OTBS
H B ——
BocHN N (0]
| o 129

TBSO TBSO C36HeoN3010Si2
M = 760.13 g/mol

Boc-Entschiitzung:

Zu einer Losung des Tripeptolids 129 (394 mg, 594 pmol, 1.00 Aq.) in CH>Cl> (0.67 mL)
wird TFA (0.67mL) bei 0°C getropft. Die resultierende Losung wird bei dieser
Temperatur fiir 70 Minuten geriihrt, bevor CH>Cl> (10 mL) hinzugegeben wird. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Saure!) und das
Trifluoracetat-Salz des Amins in der nachfolgenden Reaktion ohne weitere Aufreinigung

eingesetzt.

Peptidkupplung:

Zu einer Suspension von Boc-Pro (101, 226 mg, 1.05 mmol, 1.76 Aq.) und HOBt-H,O
(138 mg, 1.05mmol, 1.76 Aq.) in CH>Cl, (3.6mL) werden EDC-HCl (404 mg,
2.11 mmol, 3.56 Aq.) portionsweise und DIPEA (276 pL, 205 mg, 1.59 mmol, 2.67 Aq.)
tropfenweise bei 0 °C gegeben. Eine Losung des entschiitzten Tripeptolids in CH>Cl»
(3.6 mL) wird tiber 60 Minuten bei 0 °C zugetropft, bevor das Reaktionsgemisch unter
Riihren tiber 20 Stunden auf Raumtemperatur erwdrmt wird. Die nun gelbliche Losung
wird mit CH2Cl> (20 mL) verdiinnt, nacheinander mit 10%iger Zitronensaure- (15 mL) und
NaHCOs-Losung (15 mL) gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mittels
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2cm, h = 19 cm, n-Pentan/Et,O= 2/3)
aufgereinigt, wobei das Tetrapeptolid 121 (288 mg, 379 umol, 64%) als farbloses Ol

erhalten wird.
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NBoc NBoc Os__OMe
0 0
H Ty QHY 0 ;[OTBS
HN OFm HN H 0)
N N
TBSO 0 |0 CagHeNsO1oSi
118 TBSO 36" 1691310912

121 \=760.13 g/mol

Fm-Entschiitzung:

Zu einer Losung des Tripeptolids 118 (1.49 g, 2.06 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (9.7 mL)
wird Et:NH (9.7 mL) bei 0°C getropft. Die resultierende Losung wird bei dieser
Temperatur fiir 2.5 Stunden geriihrt, bevor EtOAc (20 mL) hinzugegeben wird. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ =3 cm, h =25 cm, n-Hexan/EtOAc/AcOH =2/1/0.1
— 100/1/0), wobei ein farbloser Feststoff isoleirt wird (1.10 g).

Mitsunobu-Reaktion:

Zu einer Losung der Carbonséure (455 mg, 837 pmol, 1.00 Aq.) und des Alkohols 125
(196 mg, 837 umol, 1.00 Aq.) in THF (8.4 mL) werden bei 0 °C PPhs (439 mg, 1.67 mmol,
2.00 Aq.) portionsweise und DIAD (328 pL, 338 mg, 1.67 mmol, 2.00 Aq.) tropfenweise
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur fiir fiinf Stunden geriihrt. Das
Losungmittel der gelben Losung wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand
mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2 cm, h = 25 cm, n-Pentan/Et,0 = 1/1 —
EtOAc) aufgereinigt, wobei das Tetrapeptolid 121 (506 mg, 666 pumol, 78% ii. 2 St.) als

farbloses Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.19 (n-Pentan/Aceton = 4/1) [KMnOs4, Ninhydrin: gelb].

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3425 (w, N—H), 3332 (w, N—H), 2958 (s, C*"*~H), 2931 (s, C*?*~H),
2886 (m, CP—H), 2858 (m, C***~H), 1744 (vs, C=0), 1704 (vs, C=0), 1659 (vs, C=0),
1473 (m), 1389 (vs), 1255 (vs), 1159 (vs), 1019 (m), 837 (vs), 779 (vs).
Rotamerenverhéltnis: R1/R2 = 95/5.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 7.17 (s, 1H, Thr NH R2), 6.86 (s, 1H, Thr
NH R1), 5.03 — 4.88 (m, 1H, Val NMeCH), 4.84 — 4.79 (m, 1H, Thr CHNH), 4.54 (dd,
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2J=11.1 Hz, *J = 4.5 Hz, 1H, Gls CHH), 4.39 (virt. t, >J =~ 3J = 4.7 Hz, 1H, Gls CH), 4.35
—4.17 (m, 1H, Pro CH), 4.16 — 4.05 (m, 1H, Thr CHOTBS)", 4.09 (dd, 2/ = 11.1 Hz,
3J = 4.8 Hz, 1H, Gls CHH)", 3.74 (s, 3H, CO,CHj3), 3.48 (br. s, 2H, Pro NCH> R1), 3.35
(br. s, 2H, Pro NCH R2), 3.13 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.94 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.32 —
1.96 [m, 3H, Pro NCHCH,, Val CH(CHs)], 1.93 — 1.84 (m, 2H, Pro NCH,CH>), 1.44 [s,
9H, OC(CH3)3], 1.13 (d, *J = 6.1 Hz, 3H, Thr CH3), 0.99 (d, 3J = 6.5 Hz, 3H, Val CH3),
0.90 [s, 9H, SiC(CHs3)3], 0.86 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.84 (d, *J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3), 0.10
(s, 3H, SiCH3), 0.08 (s, 3H, SiCH3), 0.03 (s, 3H, SiCH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3).

* Signale iiberlagern sich.

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 172.8 (s, CO), 172.2 (s, CO), 171.3 (s,
Gls CO), 170.9 (s, Val CO), 170.7 (s, CO), 170.5 (s, CO), 155.2 (s, NCO2 R2), 154.6 (s,
NCO; R1), 80.6 [s, OC(CH3)3 R1], 80.2 [s, OC(CH3)3 R2], 70.6 (d, Gls CH), 68.9 (d, Thr
CHOTBS), 66.2 (t, Gls CH»), 61.8 (d, Val NMeCH R2), 61.5 (d, Val NMeCH R1)’, 61.2
(d, Pro CH)", 54.6 (d, Thr CHNH R2), 54.4 (d, Thr CHNH R1), 52.4 (q, CO.CH3), 47.3 (t,
Pro NCHz R2), 47.0 (t, Pro NCHz R1), 31.8 (q, Val NCH3 R1), 31.5 (t, Pro NCHCH: R1),
29.4 (m, Val NCH3 R2, Pro NCHCH> R2), 28.5 [q, OC(CH3)3 R2], 28.4 [q, OC(CH3)3 R1],
27.8 [d, Val CH(CHz)2], 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.7 [q, SiC(CH3)3], 24.6 (t, Pro NCH2CHz
R2), 23.7 (t, Pro NCH2CH> R1), 20.8 (q, Thr CH3), 19.7 (q, Val CH3), 19.3 (q, Val CH3),
18.4 [s, SiC(CH3)s], 18.0 [s, SiC(CH3)3], —4.6 (q, SiCH3), —4.9 (q, SiCH3), —5.3 (q, SiCH3).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 806 (18) [M+EtNH;]", 782 (67) [M+Na], 777 (41) [M+NH,]", 760
(100) [M+H]", 660 (6) [M—CsHsO+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C36HsoN3010Si2+H]": 760.4594; gefunden: 760.4588.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —48.0 (c = 1.00, CHCI5).
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Pro-Thr(O-TBS)-(/N-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-0-Me (130)

M M
o 0
H T o) [ oTBS T 0 [ OTBS
N N 130
|5 12 g
TBSO TBSO

C31Hg1N30gSi,

M = 660.01 g/mol
Zu einer Losung des Tetrapeptolids 121 (496 mg, 652 pumol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (6.5 mL)
wurden nacheinander 2,6-Lutidin (606 pL, 559 mg, 5.22 mmol, 8.00 Aq.) und TMSOTf
(708 pL, 869 mg, 3.91 mmol, 6.00 Aq.) bei 0 °C getropft. Die resultierende Lsung wird
fiir 3.5 Stunden bei 0 °C geriihrt, bevor NaHCO3-Losung (75 mL) hinzugegeben wird.
Nachdem die Phasen getrennt worden sind, wird die wissrige Phase mit EtOAc
(3 x30mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iiber Na>SO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Riickstand wird durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 14 cm, Et,O —
CH2Cl/MeOH = 30/1 — 9/1) aufgereinigt, wodurch das Tetrapeptolid 130 (398 mg,
602 pmol, 92%) als gelbliches Ol erhalten wird.

DC: Rt =0.56 (CH2Cly/MeOH = 9/1) [KMnOs4].

IR (ATR): ¥ [em '] =3347 (w, N-H), 2957 (s, C*?*-H), 2931 (s, C***-H), 2885 (m,
CsP*—H), 2858 (m, CP3—H), 1743 (vs, C=0), 1656 (vs, C=0), 1503 (m), 1473 (m), 1253
(s), 1154 (s), 838 (vs), 779 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 91/9.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] = 8.28 (d, >J = 8.2 Hz, 1H, Thr NH), 4.96
(d, 3J=10.2 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.71 (dd, >°J = 8.2, 4.2 Hz, 1H, Thr CHNH), 4.52
(dd, 2J=11.1 Hz, °*J = 4.4 Hz, 1H, Gls CHH R1), 4.39 (virt. t, 3J = 3J = 4.7 Hz, 1H, Gls
CH), 433 —4.29 (m, 3H, Gls CH> R2, Val NMeCH R2), 4.27 — 4.22 (m, 1H, Thr CHOTBS
R2), 4.15—4.05 (m, 2H, Thr CHOTBS R1, Gls CHH R1), 3.74 (s, 3H, Gls CO.CH3), 3.74
—3.71 (m, 1H, Pro NCH), 3.14 (s, 3H, Val NCH; R1), 3.00 (dt, 2/ =10.0 Hz, J = 6.5 Hz,
1H, Pro NCHH), 2.94 (dt, 2J = 10.0 Hz, °J = 6.1 Hz, 1H, Pro NCHH), 2.84 (s, 3H, Val
NCH; R2), 2.30 — 2.23 [m, 1H, Val CH(CH3), R2], 2.22 — 2.08 [m, 2H, Pro NCHCHH,
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Val CH(CHs); R1], 1.95 — 1.79 (m, 1H, Pro NCHCHH), 1.78 — 1.64 (m, 2H, Pro
NCH2CHa), 1.14 (d, 3J = 6.2 Hz, Thr CHs R1), 1.10 (d, >J = 6.1 Hz, Thr CHs), 1.02 (d,
3J=6.9 Hz, 3H, Val CH; R2), 0.99 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, Val CH; R1), 0.95 (d, /= 6.8 Hz,
3H, Val CH; R2), 0.89 [s, 9H, SiC(CHs)s], 0.87 [s, 9H, SiC(CHs)s], 0.85 (d, 3J = 6.7 Hz,
3H, Val CH; R1), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.07 (s, 3H, SiCHs), 0.04 (s, 3H, SiCHs), 0.02 (s,
3H, SiCHs).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 175.5 (s, Pro CO), 171.4 (s, Thr CO),
171.3 (s, Gls CO), 170.9 (s, Val CO), 70.7 (d, Gls CH), 68.9 (d, Thr CHOTBS), 66.3 (t,
Gls CH»), 61.7 (d, Val NMeCH), 60.6 (d, Pro NCHCH>), 54.7 (d, Thr CHNH), 52.3 (q, Gls
CO2CH3), 47.4 (t, Pro NCH>), 32.0 (q, Val NCH3), 31.1 (t, Pro NCHCH>), 27.9 [d, Val
CH(CHs)2], 26.3 (t, NCH2CH>»), 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.7 [q, SiC(CH3)3], 21.1 (q,
CH3;CHOTBS), 19.9 (q, Val CH3), 19.3 (q, Val CH3), 18.4 [s, SiC(CH3)s3], 18.0 [s,
SiC(CHs)s3], —4.4 (q, SiCH3), —4.9 (q, SiCH3), —5.0 (q, SiCH3) , —5.2 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 660 (100) [M+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C31Hs2N30sSi>+H]": 660.4070; gefunden: 660.4075.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —50.0 (c = 1.00, CHCI).
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4.2 Nordliches Fragment

N-Boc-ThioPro-Ser(O-TBS)-(E)-Dhb-0-Me (E-96)

TBSO

z H z H
O ~ ) ~
OH \\‘/\N% \\‘/\N%
NH H BocN N NH H BocN
" 08 /I

MeO™ ~O MeO™ "O  C,,H,3N304SSi
E-96 M =529.77 g/mol

Eine Suspension von CuCl, (4.4 mg, 32.7 umol, 0.20 Aq.) in PhMe (1 mL) wird bei 80 °C
fiir 30 Minuten geriihrt, sodass ein Grofteil des Kupfer(Il)chlorids in Losung geht. Das
Gemisch wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und eine Losung der Verbindung 105
(91.4mg, 167 pmol, 1.00 Aq.) in PhMe (3.5mL) sowie EDC (58.9 uL, 51.8 mg,
334 umol, 2.00 Aq.) zugetropft. Das braune Reaktionsgemisch wird fiir 30 Minuten in
einem vorgeheizten Olbad (80 °C) geriihrt. Nachdem die Reakton durch Zugabe von
Wasser (5 mL) abgebrochen worden ist, wird die organische Phase mit EtOAc (40 mL)
verdiinnt und nacheinander mit 10%iger Zitronensdure-, NaHCOs3- und NaCl-Losung (je
10 mL) gewaschen. Nach Trocknung iiber Na>SO4 und Filtration wird das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird mittels Sdulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 1 cm, h = 15 cm, n-Pentan/EtOAc = 4/1 — 1/1) aufgereinigt, wobei das
Tripeptid E£-96 (30.3 mg, 57.2 pmol, 34%, d.r. > 97/3) neben reisoliertem Edukt 105
(24.2 mg, 44.2 umol, 26%) und dem (Z)-Isomer des Produkts Z-96 (14.9 mg, 28.1 umol,
17%) erhalten wird.

DC: Rr=0.58 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOy4].

IR (ATR): ¥ [em !']=3317 (w, N-H), 2954 (m, C***~H), 2930 (m, C**-H), 2857 (w,
CP—H), 1677 (vs, C=0), 1515 (s), 1366 (vs), 1258 (vs), 1160 (vs), 1092 (vs), 837 (vs),
780 (vs), 754 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 65/35.
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TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 300 K): 8 [ppm] = 8.62 (s, 1H, Ser NH), 8.23 (s, 1H, Dhb
NH), 7.08 (br. s, 1H, Dhb CH R2), 6.53 (br. s, 1H, Dhb CH R1), 5.13 —4.91 (m, 1H, Ser
CH), 4.74 (br. s, 1H, ThioPro CH), 4.38 — 4.24 (m, 1H, Ser CHH), 3.76 (s, 3H, Dhb
CO>CH3), 3.73 — 3.63 (m, 1H, Ser CHH), 3.61 — 3.42 (m, 2H, ThioPro NCH>), 2.39 (dtd,
2J = 13.0Hz, %J = 8.9, 6.9 Hz, 1H, ThioPro NCHCHH), 2.17 (br. s, 1H, ThioPro
NCHCHH), 2.04 (br. s, 3H, Dhb CH3), 1.87 (br. s, 2H, ThioPro NCH>CH>), 1.41 [s, 9H,
OC(CHj3)s], 0.89 [s, 9H, SiC(CHj3)s], 0.09 (s, 6H, SiCH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): 3 [ppm] = 204.4 (s, ThioPro CS), 167.6 (s, Ser CO),
164.3 (s, Dhb CO), 156.0 (s, NCOy), 130.4 (d, Dhb CH), 126.3 (s, CCH), 81.4 [s,
OC(CH3)3], 69.1 (d, ThioPro CH), 62.1 (t, Ser CHz), 59.2 (d, Ser CH), 52.0 (q, Dhb
CO2CH3), 48.0 (t, ThioPro NCH>), 33.4 (t, ThioPro NCHCH>), 28.4 [q, OC(CHz3)3], 25.9
[q, SiIC(CH3)3], 24.5 (t, ThioPro NCH2CH>), 18.3 [s, SiC(CH3)3], 14.1 (q, Dhb CH3), —5.3
(g, SiCH3), —5.5 (q, SiCH3).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

OTBS

t [Rne

MeO

MS (ESI): m/z (%) = 575 (5) [M+EtNH;]*, 552 (20) [M+Na]*, 547 (8) [M+NHa]", 530
(100) [M+H]", 415 (31) [M—CsHsNO,]*.

HR-MS (ESI): berechnet: [C24H43N306SSi+H]": 530.2715; gefunden: 530.2711.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —61.5 (c = 0.52, CHCI5).
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N-Boc-Ala-p-Leu (122)

(@]
MeO N)H/NHBOC
o H
70

Das Dipeptid 70 (37.1 g, 117 mmol, 1.00 Aq.) wird in MeOH (1.17 L) mit 1 M Natronlauge
(234 mL, 234 mmol, 2.00 Aq.) tropfenweise versetzt und das Gemisch fiir 19 Stunden bei

0]
HO N)H/NHBOC
o H C14H26N205
122

M = 302.37 g/mol

Raumtemperatur geriihrt. Mit Hilfe von 1 M Salzséure wird pH = 7 eingestellt und das
Methanol am Rotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wird mit Hilfe von
konzentrierter Salzsdure die wissrige Phase auf pH = 3 eingestellt und diese dann mit
EtOAc (4 x 150 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-
Losung (200 mL) gewaschen, {iber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer und Trocknung am Feinvakuum wird die

Carbonsdure 122 (35.5 g, 117 mmol, quant.) als farbloser kristalliner Feststoff isoliert.

DC: Ry=0.21 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [KMnO4].
Smp.: 114 °C.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 333 K): & [ppm]=12.30 (s, 1H, COH), 7.71 (d,
3J=8.2Hz, 1H, Leu NH), 6.59 (s, 1H, Ala NH), 4.25 (virt. q, °*J =*J = 7.5 Hz, 1H, Leu
CHNH), 4.00 (virt. quint, 3J =~ 3J = 7.3 Hz, 1H, Ala CH), 1.70 — 1.57 [m, 1H, CH(CH3),],
1.54 (virt. t,3J = 3J = 7.2 Hz, 2H, Leu CH>), 1.38 [s, 9H, C(CHs)3], 1.19 (d, 3*J = 7.1 Hz,
3H, Ala CH3), 0.89 (d, >J = 6.4 Hz, 3H, Leu CH3), 0.85 (d, >J = 6.5 Hz, 3H, Leu CHa).
I3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 333 K): 8 [ppm] = 173.5 (s, Leu CO), 172.3 (s, Ala CO),
154.6 (s, NHCO»), 77.9 [s, C(CH3)3], 50.0 (d, Leu CHNH), 49.8 (d, Ala CH), 40.3 (t, Leu
CH>), 27.9 [q, C(CH)s], 24.1 [d, CH(CH3)2], 22.5 (q, Leu CH3), 21.2 (q, Leu CH3), 18.1
(q, Ala CH3).

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—18.1 (c = 0.96, CHCl5).
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N-Boc-Ala-D-Leu-ThioPro-Ser(O-TBS)-(£)-Dhb-0O-Me (Z-120)

TBSOL ¢ ] TBSO— SM
o = :
H > 0]
. _NH BocN =~ _NH \(go
MeO o Z-96 MeO Z-120 NHBoc
C33HsoN50gSSi

M =714.01 g/mol

Boc-Entschiitzung:'%%

Zu einer Losung des Tripeptids Z-96 (1.76 g, 3.32 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl, (33 mL)
wird bei 0 °C nacheinander tropfenweise 2,6-Lutidin (3.08 mL, 2.85 g, 26.6 mmol,
8.00 Aq.) und TMSOTf (3.61 mL, 4.43 g, 19.9 mmol, 6.00 Aq.) gegeben. Nachdem fiir
drei Stunden bei 0 °C geriihrt worden ist, wird NaHCO3-Losung (40 mL) zugegeben. Die
Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden iiber NaxSO4 getrocknet und filtriert.
AnschlieBend wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand
mittels Azeotropdestillation (PhMe, 3 x 20 mL) getrocknet. Das entschiitzte Tripeptid wird

in der nachfolgenden Reaktion ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

Peptidkupplung:

Zu einer Lsung des Rohprodukts und des Dipeptids 122 (1.05 g, 3.49 mmol, 1.05 Aq.) in
CH2Cl: (66 mL) wird bei 0 °C HATU (1.39 g, 3.65 mmol, 1.10 Aq.) portionsweise und
2,4,6-Collidin (440 pL, 402 mg, 3.32 mmol, 1.00 Aq.) tropfenweise gegeben. Die
resultierende Losung wird unter Riihren {iber 14.5 Stunden auf Raumtemperatur erwérmt,
bevor das Losungsmittel am Rotationsverdampfer weitesgehend entfernt wird. Et,O
(40 mL) wird hinzugegeben, wodurch ein Niederschlag ausfillt, welcher durch Filtration
entfernt wird. Der Filterkuchen wird mit EtcO (40 mL) gewaschen und die vereinigten
Ether-Filtrate werden nacheinander mit 10%iger Zitronensiure- (40 mL) sowie NaHCOs-
Losung (40 mL) gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase {iber Na>SO4 und
Filtration wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird

durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =7 cm, h= 12 cm, CH>Cl,/MeOH = 100/1 —
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90/1) aufgereinigt. Dabei wird das Pentapeptid Z-120 (1.67 g, 2.34 mmol, 70% iib. 2 St.)
als gelblicher Feststoff erhalten.

DC: Ry=0.21 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 68 °C.

IR (ATR): ¥ [cm '] =3288 (m, N—H), 2956 (m, C**-H), 2931 (m, C—H), 2885 (m,
CsP—H), 2858 (m, C*P—H), 1719 (s, C=0), 1684 (vs, C=0), 1646 (vs, C=0), 1525 (s),
1259 (vs), 1166 (s), 1106 (s), 839 (s), 780 (m).

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): § [ppm] = 8.71 (d, >*J = 7.5 Hz, 1H, NHCS), 8.01 (s,
1H, Dhb NH), 7.49 (d, *J = 4.5 Hz, 1H, Leu NH), 6.71 (q, >J = 7.1 Hz, 1H, Dhb CH), 6.22
(d,*J= 8.3 Hz, 1H, Ala NHCO»), 5.23 (ddd, °J=10.1, 7.5, 4.4 Hz, 1H, Ser CH), 4.96 (dd,
3J=28.7,3.8 Hz, 1H, ThioProCH), 4.42 — 4.29 (m, 2H, Leu CHNH, Ser CHH), 4.22 (virt.
quint., >J = 3J= 7.4 Hz, 1H, Ala CH), 4.16 (dd, 2J = 10.2 Hz, *J = 4.4 Hz, 1H, Ser CHH),
4.13 — 4.06 (m, 1H, ThioPro NCHH), 3.77 (s, 3H, Dhb CO2CHz3), 3.62 (virt. q,
3J=3J=17.9 Hz, 1H, ThioPro NCHH), 2.43 (virt. dq, 2J = 13.2 Hz, ’J = /= 8.5 Hz, 1H,
ThioPro CHCHH), 2.37 — 2.26 (m, 1H, ThioPro CHCHH), 2.08 — 1.96 (m, 2H, ThioPro
NCH:CH>), 1.83 (d, *J=7.1 Hz, 3H, Dhb CH3), 1.75 — 1.65 [m, 1H, Leu CH(CH3)2], 1.63
—1.43 (m, 2H, Leu CH>), 1.40 [s, 9H, Ala OC(CH3)3], 1.28 (d, >J = 7.0 Hz, 3H, Ala CH3),
0.98 (d, *J= 6.5Hz, 3H, Leu CH3), 0.95 (d, *J= 6.5 Hz, 3H, Leu CH3), 0.88 [s, 9H,
SiC(CHs3)s], 0.09 (s, 3H, SiCH3), 0.08 (s, 3H, SiCH3).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 203.6 (s, CS), 174.5 (s, Ala CO), 172.9
(s, Leu CO), 167.1 (s, Ser CO), 165.7 (s, Dhb CO), 157.2 (s, NCO2) 135.7 (d, Dhb CH),
127.0 (s, Dhb CCH), 80.1 [s, OC(CH3)3], 69.5 (d, CSCH), 62.4 (d, Ser CH), 61.9 (t, Ser
CH>), 52.5 (q, CO2CH3), 50.7 (d, Leu CH), 48.9 (d, Ala CH), 48.5 (t, ThioPro NCH>), 40.1
(t, Leu CH), 33.2 (t, Pro CSCHCH>), 28.4 [q, OC(CH3)3], 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.0 [d,
Leu CH(CH3)2], 24.2 (t, ThioPro NCH2CH>), 23.5 (q, Leu CHa), 22.1 (q, Leu CH3), 18.3
[s, SiC(CH3)3], 15.7 (q, Ala CHz3), 14.0 (q, Dhb CH3), —5.2 (q, SiCH3), —5.2 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 736 (9) [M+Na[*, 731 (19) [M+NH.]", 714 (100) [M+H]", 614 (3)
[M—CsHsO>+H]", 599 (7) [M—CsHsNO:z]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C33HsoNsOgSSi+H]": 714.3927; gefunden: 714.3924.

Spezifischer Drehwinkel: [a]4> =—178.0 (c = 1.00, CHCI5).
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4.3 Kombination der Fragmente und Funktionalisierung

N-Boc-Ala-D-Leu-ThioPro-Ser(O-TBS)-(Z)-Dhb-Pro-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-L-
Gls(O-TBS)-0-Me (Z-131)

TBSO— 3!
3 N
0 NH
NH
TBs0— S ﬁﬁ 0
O :: N \ NH \‘\‘
NH
Y\ o NH > OMeNHBoc
~NH 5
NHBoc OTBS
MeO™ "0 z120 ﬁ
7131
TBSO

C63H116N801533'3
=1341.98 g/mol

Veseifung:

Zu einer Losung des Pentapeptids Z-120 (410 mg, 574 pmol, 1.00 Aq.) in THF (5.75 mL)
und Wasser (1.44 mL) wird bei 0 °C LiOH-H>O (60.2 mg, 1.44 mmol, 2.50 Aq.) gegeben.
Nachdem fiir sechs Stunden bei dieser Temperatur geriihrt worden ist, werden Wasser
(15 mL) und Et;0 (10 mL) hinzugegeben. Die Phasen werden getrennt und die organische
Phase wird mit Wasser (10 mL) extrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen werden durch
Zugabe von 10%iger Zitronensdurelosung auf pH = 4 eingestellt und mit EtOAc (4 x
15 mL) extrahiert. Die vereinigten EtOAc-Phasen warden iiber Na>xSO4 getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird durch
Azeotropdestillation (PhMe, 20 mL) getrocknet und ohne weitere Aufreinigung in der

nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung:

Zu einer Lésung des Rohprodukts sowie des Amins 130 (379 mg, 574 umol, 1.00 Aq.) und
von HOAt (93.8 mg, 689 umol, 1.20 Aq.) in CH2Cl, (5.75 mL) wird bei 0 °C HATU
(262 mg, 689 pmol, 1.20 Aq.) portionsweise und DIPEA (200 pL, 148 mg, 1.15 mmol,
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2.00 Aq.) tropfenweise gegeben. Das Reaktionsgemisch wird unter Riihren iiber 15 Stun-
den auf Raumtemperatur erwidrmt, bevor EtO (45 mL) hinzugegeben wird. Der
ausgefallene Feststoff wird durch Filtration abgetrennt und der Filterkuchen mit Et,O
(50 mL) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden mit EtOAc (100 mL) verdiinnt und
nacheinander mit 10%iger Zitronensdure- (50 mL) sowie NaHCO3-Losung (50 mL) ge-
waschen. Nach Trocknung iiber NaxSO4 und Filtration wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt, sodass der Riickstand durch Saulenchromatographie
(Kieselgel, @ =3 cm, h =22 cm, n-Pentan/EtOAc = 4/1 — 1/1) aufgereinigt werden kann.
In der Konsequenz wird das Nonapeptolid Z-131 (483 mg, 360 umol, 63% iib. 2 St.) als

farbloser Feststoff isoliert.

DC: Rr=0.52 (n-Pentan/EtOAc = 1/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 91 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] = 3284 (m, N=H), 2957 (m, C*~H), 2931 (m, C**~H), 2886 (m,
CP—H), 2858 (m, C»—H), 1744 (m, C=0), 1649 (vs, C=0), 1530 (m), 1257 (m), 1161
(m), 1103 (m), 838 (s), 780 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3 = 75/22/3.

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 8.85 (d, 3*J = 7.7 Hz, 1H, Ser NH), 8.22 —
8.17 (m, 2H, Dhb NH R2, Leu NH R1), 8.10 (s, 1H, Dhb NH R1), 8.06 (d, >J=4.1 Hz, 1H,
Leu NH R2), 7.85 (d, °>J=8.3 Hz, 1H, Thr NH R2), 7.75 (d, °>J = 7.2 Hz, 1H, Ala NH R1),
7.58 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Ala NH R2), 6.80 (d, *J = 8.6 Hz, 1H, Thr NH R1), 5.47 (q,
3J=17.0 Hz, 1H, Dhb CH R1), 5.30 — 5.21 (m, 2H, Dhb CH R2, Ser CH R1), 5.17 (virt. q,
3J=3J=1.1 Hz, 1H, Ser CH R2), 5.00 — 4.93 (m, 2H, ThioPro CH, Val NMeCH R1), 4.90
(d, >J=10.0 Hz, 1H, Val NMeCH R2), 4.84 (dd, °J = 8.6, 1.1 Hz, 1H, Thr CHNH R1),
4.81 (d, *J = 8.4 Hz, 1H, Pro CH R1), 4.71 (virt. t, >J = 3J = 7.9 Hz, 1H, Thr CHNH R2),
4.54 (dd, 2J=11.2 Hz, *J = 4.4 Hz, 1H, Gls CHH R1), 4.48 — 4.38 (m, 5H, Gls CHH R2,
Pro CH R2, Ser CHz R2, SerCHH R1, Gls CH R2), 4.38 (virt. t, °*J = 3J= 4.2 Hz, 1H, Gls
CHR1), 4.31 —4.22 (m, 2H, Leu CHNH, Thr CHOTBS R2), 4.22 —4.11 (m, 3H, Ala CH,
Ser CHH R1, Gls CHH R2), 4.11 — 4.02 (m, 3H, ThioPro NCHH, Gls CHH R1, Thr
CHOTBS R1), 3.88 — 3.76 (m, 1H, Pro NCHH), 3.73 (s, 3H, Gls CO,CH3 R1), 3.71 (s,
3H, Gls CO2CH;3 R2), 3.61 (virt. q, >J =~ >J=7.8 Hz, 1H, ThioPro NCHH), 3.54 — 3.47 (m,
1H, Pro NCHH R2), 3.47 — 3.40 (m, 1H, Pro NCHH R1), 3.18 (s, 3H, Val NCH; R2), 3.10
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(s, 3H, Val NCH; R1), 2.91 (s, 3H, Val NCH; R3), 2.47 — 2.38 (m, 1H, ThioPro
NCHCHH), 2.34 — 1.87 [m, 8H, Pro NCHCH-CH,, ThioPro NCHCH,CHH, Val
CH(CHs),], 1.81 (d, °J = 7.0 Hz, 3H, Dhb CH3 R2), 1.79 — 1.71 [m, 1H, Leu CH(CH3),],
1.66 (d, >J=7.0 Hz, 3H, Dhb CH3 R1), 1.58 (ddd, 2/ = 14.5 Hz, >*J = 9.6, 5.3 Hz, 1H, Leu
CHH), 1.46 — 1.39 (m, 1H, Leu CHH)", 1.42 [s, 9H, OC(CH3); R1]", 1.38 [s, 9H, OC(CH3)s
R2], 1.23 (d, °*J = 7.0 Hz, 3H, Ala CH3), 1.14 (d, *J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH; R1), 1.11 (d,
3J= 6.5 Hz, 3H, Thr CH3 R2), 0.99 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, Leu CH3), 0.97 (d, 3J = 6.6 Hz,
3H, Val CH3), 0.95 (d, °J = 6.5 Hz, 3H, Leu CH3), 0.89 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.88 [s, 9H,
SiC(CH3)s R2], 0.86 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.84 [s, 9H, SiC(CH3)3], 0.80 (d, *J = 6.7 Hz, 3H,
Val CH3), 0.09 (s, SiCHs), 0.06 (s, SiCH3), 0.06 (s, SiCH3), 0.05 (s, SiCHs), —0.01 (s,
SiCH3), —0.05 (s, SiCH3).

" Signale iiberlagern sich.

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm]=203.7 (s, ThioPro CS R2), 203.7 (s,
ThioPro CS R1), 175.4 (s, Ala COR1), 175.3 (s, Ala CO R2), 173.3 (s, Leu CO R2), 173.1
(s, Leu CORI1), 172.4 (s, Pro CO R1), 172.0 (s, Pro CO R2), 171.4 (s, Gls CO R2), 171.2
(s, Gls COR1), 171.1 (s, Val CO R2)", 171.0 (s, Thr CO R2)", 170.8 (s, Val COR1), 170.4
(s, Dhb CO, Thr CO R1), 167.1 (s, Ser CO R2), 167.0 (s, Ser CO R1), 158.5 (s, NHCO
R1), 158.2 (s, NHCO; R2), 130.2 (s, Dhb CCH R1), 130.1 (s, Dhb CCH R2), 119.6 (s, Dhb
CH R1), 118.2 (s, Dhb CH R2), 79.8 [s, OC(CH3); R1], 79.4 [s, OC(CH3s)3 R2], 70.6 (d,
Gls CH), 69.6 (d, ThioPro CH R2), 69.5 (d, ThioPro CH R1), 69.0 (d, Thr CHOTBS R2),
68.6 (d, Thr CHOTBS R1), 66.3 (t, Gls CHz R1), 66.1 (t, Gls CH2 R2), 64.8 (d, Pro CH
R1), 62.3 (d, Ser CH R2), 62.2 (t, Ser CHz R2), 62.2 (d, Ser CH R1), 61.8 (t Ser CH2 R1),
61.5 (d, Val NMeCH R1), 61.1 (d, Val NMeCH R2), 60.7 (d, Pro CH R2), 56.2 (d, Thr
CHNH R2), 54.3 (d, Thr CHNH R1), 52.3 (q, GIs CO2CH3 R1), 52.3 (q, Gls CO2CH3 R2),
50.7 (d, Leu CHNH R1), 50.6 (d, Leu CHNH R2), 49.7 (t, Pro NCH, R2), 48.7 (d, Ala CH
R2),48.4 (d, AlaCH R1), 48.3 (t, ThioPro NCH>), 46.4 (t, Pro NCH2 R1), 40.0 (t, Leu CH»
R2), 39.7 (t, Leu CHz R1), 33.1 (t, ThioPro NCHCH>), 31.9 (q, Val NCH3 R2), 31.6 (q,
Val NCH;3 R1), 31.1 (t, Pro NCHCH; R1), 30.2 (t, Pro NCHCH> R2), 28.6 [q, OC(CH3)3
R1], 28.5 [q, OC(CH3)3 R2], 27.9 [d, Val CH(CH3)2 R1], 27.7 [d, Val CH(CH3)2 R2], 26.1
[q, SiC(CH3)3 R2], 26.0 [q, SiC(CH3)3 R2], 25.9 [q, SiC(CH3)3 R1], 25.9 [q, SiC(CHz3)3
R2],25.9 [q, SiC(CH3)3 R1], 25.7 [q, SiC(CH3)3 R1], 24.9 [d, Leu CH(CH3)2 R1], 24.9 [d,
Leu CH(CHs)2 R2], 24.3 (t, ThioPro NCH2CH» R1), 24.1 (t, ThioPro NCH>CH» R2), 23.6
(g, Leu CH3), 22.9 (t, Pro NCH2CH>»), 21.9 (q, Leu CH3), 21.4 (q, Thr CH3 R1), 20.8 (q,
Thr CH3 R2), 20.1 (q, Val CH3 R2), 19.7 (q, Val CH3 R1), 19.3 (q, Val CH3 R1), 19.1 (q,
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Val CH; R2) 18.4 [s, SiC(CHs)s], 18.2 [s, SiC(CHz)s], 18.1 [s, SiC(CHa)s R2], 18.0 [s,
SiC(CHs)s], 14.6 (q, Ala CHs R2), 14.5 (q, Ala CHs R1), 12.1 (q, Dhb CH; R1), 12.0 (q,
Dhb CH;3 R2), —4.2 (q, SiCH3 R2), —4.4 (q, SiCHs R2), —4.7 (q, SiCHs), —4.9 (q, SiCHs),
5.1 (q, SiCHs), —5.2 (q, SiCHs), =5.2 (g, SiCHs), 5.3 (g, SiCH3), —5.3 (g, SiCH3 R2),
~5.4 (q, SiCH; R2).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 1387 (17) [M+E{NH3]*, 1380 (4) [M+K]*, 1364 (38) [M+Na]", 1359
(25) [M+NH.]*, 1342 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [Ce3H116N3O15SSis+H]"™: 1341.7662; gefunden: 1341.7654.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° =—182.0 (c = 1.00, CHCl3).

(Z)-Makrocyclus (Z-132) und (E)-Makrocyclus (£-132)

TBSO— X\ Ho_  SWH

- A N
(@) NH NH (@) ~ NH

o O NH
x _NH o“ =~ _NH
OMe NHBoc
I( g\:OTBS I{ i
ﬁ\ Z-131 :'i‘\
HO

O 132

C39Hp2NgO12S
M = 867.03 g/mol

\
Z

TBSO

Esterspaltung:

Zu einer Losung des linearen Peptids Z-131 (3.56 g, 2.65 mmol, 1.00 Aq.) in DCE
(295 mL) wird vorsichtig Me3;SnOH (3.84 mmol, 21.2 mmol, 8.00 Aq.) gegeben und das
Gemisch fiir 47.5 Stunden bei 80 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird
das Reaktionsgemisch mit 5%iger Zitronensdure-Losung (60 mL) versetzt und die

resultierende Emulsion fiir fiinf Minuten intensiv geriihrt. Die Phasen werden getrennt und
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die wissrige Phase wird mit EtOAc (600 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit 5%iger Zitronensdure-Losung (3 x 150 mL) und NaCl-Losung
(150 mL) gewaschen, um einen Grofiteil des Zinnreagenzes abzutrennen. Nach Trocknung
iiber Na>SO4 und Filtration wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Restliches Me3SnOH wird durch Sdulenchromatgraphie (Kieselgel, @ = 7 cm, h = 32 cm,
CH2Clo/MeOH/AcOH = 20/1/0.01% — 8/2/0.01%)'® abgetrennt, wobei ein farbloser
Feststoff isoliert wird (2.87 g).

Boc-Entschiitzung:

Zu einer Losung dieses Feststoffs in CH2Cl (130 mL) wird bei 0 °C TFA (32 mL) gegeben
und die Losung bei dieser Temperatur fiir 60 Minuten geriihrt. Nach Zugabe von Wasser
(100 mL) wird die wissrige Phase auf pH = 7-8 eingestellt, wobei zunédchst 1M
Natronlauge, dann NaHCO3-Losung verwendet wird. Die Phasen werden getrennt und die
wissrige Phase wird mit festem NaCl gesittigt. AnschlieBend wird diese mit EtOAc (2 %
400 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung
(150 mL) gewaschen, iiber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand durch Azeotropdestillation (PhMe,
100 mL) getrocknet, wobei ein gelblicher Feststoff (2.50 g) erhalten wird. Dieser wird in

der nachfolgenden Reaktion ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

Makrolactamisierung:

Dieser gelbliche Feststoff wird gelost in CH2Clz (20 mL) iiber vier Stunden kontinuierlich
zu einer Losung von HATU (2.13 g, 5.61 mmol, 2.12 Aq.) and 2,4,6-Collidin (1.19 mL,
1.09 g, 8.98 mmol, 3.39 Aq.) in CH>Cl, (980 mL) getropft. Nachdem fiir 14.5 Stunden
geriihrt worden ist, wird Wasser (100 mL) hinzugegeben und die Phasen werden getrennt.
Die wissrige Phase wird mit festem NaCl geséttigt und mit CH2Cl» (2 x 100 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit 10%iger Zitronensdure- (100 mL),
NaHCOs- (100 mL) und NaCl-Losung (100 mL) gewaschen, wobei jede Waschlosung mit

CH>Cl: (je 50 mL) gegenextrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber

13 Es werden mehrere Isomere mit etwa R = 0.66 (CH2Cl2/MeOH/AcOH = 9/1/0.1) [UV, KMnO4] in einer
Fraktion gemeinsam isoliert.
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NazSO04 getrocknet, und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt,

wobei ein gelbliches Harz verbleibt.

TBS-Entschiitzung:

Das gelbliche Harz wird in trockenem MeCN (20 mL) geldst und iiber Celite filtriert, um
anorgansiche Salze zu entfernen. Der Filterkuchen wird mehrmals mit trockenem MeCN
gewaschen (gesamt: 36 mL). Zu den vereinigten Filtraten wird MeCN (320 mL) und HF.
(48% in Wasser, 18.7 mL) bei Raumtemperatur gegeben. Das Gemisch wird fiir 24 Stunden
geriihrt, bevor es in gesittigte NaxCOs3-Losung (250 mL) gegossen wird. Nach Extraktion
der wissrigen Phase mit EtOAc (3 x 250 mL) werden die vereinigten organischen Phasen
mit NaCl-Losung (100 mL) gewaschen, tiber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Der Grofteil

t.!* Celite wird hinzugegeben,

des Losungsmittels wird am Rotationsverdampfer entfern
bevor das Losungsmittel ginzlich entfernt wird. Das mit dem Rohprodukt beladene Celite
wird iiber Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =7 cm, h = 13 cm, CH>Clo/MeOH = 50/1
— 10/1) aufgereinigt, wobei eine Fraktion bestehend aus dem Makrocyclus Z-132 (1.12 g,
1.29 mmol, 49% iib. 4 St., d.r. = 93/7) sowie aus E-132 (74.0 mg, 85.4 umol, 3% ib. 4 St.)

erhalten wird.

Semi-priparative HPLC:

Das Isomerengemisch (81.9 mg, 94.5 umol) wird durch semi-préparative HPLC
(Phenomenex Luna 5u Silica, 20 x 250 mm, ‘PrOH/n-Heptan = 20/80, RT, 15 mL-min !,
215nm, f (E£-132) = 21.7min, & (Z£-132) = 27.7 min, Injektionskonzentration:
100 mg-mL ") aufgereinigt. Dadurch wird der Makrocyclus Z-132 (62.1 mg, 71.6 pmol,
76%) isoliert. In einer zweiten Fraktion wird der Makrocyclus £-132 (4.1 mg, 4.75 pmol,

5%) verunreinigt mit dem zweiten Diastereomer von Z-132 erhalten.

4 Wird zuviel Losungsmittel entfernt, fillt ein Feststoff aus, welcher sich nicht mehr ohne weiteres in
organischen Losungsmitteln 16st. Dies geht mit herben Ausbeuteverlusten einher, weshalb das Celite immer
frithzeitig hinzugegeben werden muss. Dieses Verhalten wurde dhnlich im Fall der Makrolactoni-
sierungsrohprodukte beobachtet.
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(Z)-Makrocyclus (Z-132)
DC: Rr=0.41 (CH2Cl2/MeOH = 9/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 168-171 °C.

IR (ATR): & [em™'] = 3395 (m), 3292 (m, N—H), 2960 (m, C*P*~H), 2928 (m, C***~H),
2874 (w, CP~H), 1747 (w, C=0), 1688 (vs, C=0), 1525 (m), 1438 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2/R3 = 76/20/4.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K):!*> § [ppm] = 8.66 (d, J = 6.4 Hz, 1H, Ser NH R2),
8.64 — 8.59 (m, 1H, Dhb NH R2), 8.54 (s, 1H, Ser NH R1), 8.42 — 8.29 (m, 1H, Dhb NH
R1), 8.26 — 8.14 (m, 1H, Thr NH R1), 7.82 — 7.71 (m, 1H, Ala NH R1), 7.71 — 7.64 (m,
1H, Thr NH R2), 7.60 — 7.29 (m, 2H, Leu NH, Ala NH R2), 5.60 (q, >*J = 7.0 Hz, 1H, Dhb
CH R1), 5.48 — 5.40 (m, 1H, Dhb CH R2), 5.32 — 5.25 (m, 1H, Ser CH R2), 5.24 — 5.16
(m, 1H, Ser CH R1), 5.03 — 4.90 (m, 2H, ThioPro CH, Thr CHNH R2), 4.84 — 4.71 (m,
2H, Thr CHNH R1, Ala CH R1), 4.71 — 4.58 (m, 4H, Pro CH R1, Leu CH R1, Gls CHH
R1, AlaCHR2),4.58 —4.50 (m, 1H, Pro CH R2), 4.50 — 4.44 (m, 2H, Leu CHNH R2, Val
NMeCH R2), 4.41 (dd, *J=5.1,2.3 Hz, 1H, Gls CHR1), 4.39 —4.37 (m, 1H, Gls CH R2),
4.37 —4.30 (m, 2H, GlIs CH2 R2), 4.30 — 4.22 (m, 1H, Ser CHH R1), 4.22 — 4.13 (m, 2H,
Ser CHH R2, Gls CHH R1), 4.12 — 3.98 (m, 3H, ThioPro NCHH, Ser CHH R2, Thr
CHOH), 3.85 — 3.78 (m, 1H, Pro NCHH R2), 3.74 (d, 2J = 12.1 Hz, 1H, Ser CHH R1),
3.72 — 3.48 (m, 4H, ThioPro NCHH, Pro NCHH R1, Pro NCHH, Val NMeCH R1), 3.33
(s, 3H, Val NCH3 R3), 3.16 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.72 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.52 — 2.35
[m, 4H, Pro NCHCHH R1, ThioPro NCHCHH, ThioPro NCHCHH R2, Val CH(CHj3)»
R1], 2.33 — 2.18 [m, 4H, Pro NCHCH: R2, ThioPro NCHCHH R1, Val CH(CHs): R2],
2.07 — 1.82 (m, 5H, ThioPro NCH>CH>, Pro NCH.CH>, Pro NCHCHH R1), 1.75 — 1.68
(m, 3H, Dhb CH3), 1.66 — 1.47 [m, 3H, Leu CH(CH3)2, Leu CHz], 1.45 — 1.37 (m, 3H, Ala
CHs R1), 1.35—1.30 (m, 3H, Ala CH3 R2), 1.21 — 1.15 (m, 3H, Thr CH3 R1), 1.10 — 1.04
(m, 6H, Thr CH3 R2, Val CH3 R2), 1.00 (d, *J = 5.6 Hz, 3H, Val CH; R1), 0.97 — 0.83 [m,
9H, Val CH3, Leu CH(CH:)2].

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 204.0 (s, NCS R2), 203.6 (s, NCS R1),
174.0 (s, Ala CO R1), 173.3 (s, Ala CO R2), 173.0 (s, Thr CO R2), 172.9 (s, Leu CO R2),

15 In diesem Fall und bei allen weiteren cyclischen Nonapeptoliden waren reproduzierbare chemische Ver-
schiebungen nur zu erreichen, wenn nahezu keine Losungsmittelreste vorhanden waren. Vor allem Reste an
Dichlormethan fiihrten zu erheblichen Abweichungen.
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172.4 (s, Leu CO R1), 172.0 (s, Gls CO R2), 171.8 (s, Pro CO R2), 171.5 (s, Pro CO R1),
171.3 (s, Thr CO R1), 171.2 (s, Gls CO R1), 170.2 (s, Val CO R1), 169.8 (s, Val CO R2),
168.4 (s, Ser CO R1), 168.1 (s, Ser CO R2), 167.7 (s, Dhb CO R2), 167.2 (s, Dhb CO R1),
129.9 (s, Dhb CCH R1), 129.5 (s, Dhb CCH R2), 122.6 (d, Dhb CH R1), 120.6 (d, Dhb
CH R2), 70.4 (d, Gls CH R1), 70.0 (d, Gls CH R2), 69.3 (d, ThioPro CH R1), 69.2 (d,
ThioPro CH R2), 68.4 (d, Thr CHOH R2), 67.7 (d, Val NMeCH R1), 67.0 (d, Thr CHOH
R1),65.9 (t, Gls CH2 R2), 65.7 (t, GIs CH2 R1), 65.1 (d, Val NMeCH R2), 61.3 (d, Pro CH
R2), 61.0 (d, Pro CH R1), 60.9 (t, Ser CH2 R2), 60.7 (t, Ser CH2 R1), 60.5 (d, Ser CH R2),
60.3 (d, Ser CH R1), 54.5 (d, Thr CHNH R1), 52.1 (d, Thr CHNH R2), 50.9 (d, Leu CHNH
R2), 50.2 (d, Leu CHNH R1), 49.9 (t, Pro NCH> R2), 49.6 (t, Pro NCH> R1), 48.5 (t,
ThioPro NCH>»), 48.2 (d, Ala CH R2), 48.0 (d, Ala CH R1), 40.0 (t, Leu CH2 R1), 39.8 (t,
Leu CH2 R2), 36.7 (q, Val NCH3 R1), 33.3 (t, ThioPro NCHCH; R2), 32.8 (t, ThioPro
NCHCH: R1), 30.7 (t, Pro NCHCH: R2), 30.2 (q, Val NCH3 R2), 28.6 (t, Pro NCHCH:
R1),27.6 [d, Val CH(CH3)2 R2], 26.8 [d, Val CH(CH3)2 R1], 24.8 [d, Leu CH(CH3)2 R2],
24.8 [d, Leu CH(CH3)2 R1], 24.6 (t, ThioPro NCH2CH, R1)", 24.6 (t, Pro NCH2CH; R1)",
24 .4 (t, ThioPro NCH,CH> R2)*, 24.3 (t, Pro NCH,CH> R2)*, 23.3 (q, Leu CH3 R2), 23.1
(q, Leu CH3 R1), 22.3 (q, Leu CH3 R1), 22.1 (q, Leu CH3 R2), 21.0 (q, Val CH3 R1), 19.9
(q, Thr CH3 R1), 19.8 (q, Val CHs R2), 19.6 (q, Ala CH3 R1), 19.0 (2 x q, Val CH3 R1,
Thr CH3 R2), 18.9 (g, Val CH3 R2), 18. (q, Ala CH3 R2), 12.2 (q, Dhb CH3 R1), 12.2 (q,
Dhb CHj3 R2).

*/* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 905 (6) [M+K]", 889 (100) [M+Na]", 884 (25) [M+NH4]", 867 (69)
[M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C39Hs2N3gO12S +H]": 867.4281; gefunden: 867.4275.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° =—196.0 (c = 0.50, CHCl5).

(E)-Makrocyclus (E-132)
DC: Rr=0.49 (CH2Cl,/MeOH = 9/1) [UV, KMnOQy4].
Smp.: 168-171 °C.

IR (ATR): ¥ [em™']=3399 (w), 3284 (m, N-H), 2962 (m, C***-H), 2931 (m, C*~H),
2875 (w, C*P*~H), 1747 (m, C=0), 1629 (s, C=0), 1518 (m), 1440 (m), 748 (vs).
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Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 93/7.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 8.67 (d, >J= 7.6 Hz, 1H, Ser NHR1), 8.60
—8.57 (m, 1H, Ser NH R2), 8.55 (s, 1H, Dhb NH), 8.31 (d, >J=9.8 Hz, 1H, Thr NH R1),
8.01 (d, >J=9.4 Hz, 1H, Thr NH R2), 7.63 (d, >°J = 8.4 Hz, 1H, Ala NH), 7.39 — 7.28 (m,
1H, Leu NH), 5.69 (q, >J = 7.2 Hz, 1H, Dhb CH R1), 5.58 — 5.53 (m, 1H, Dhb CH R2),
5.47—5.38 (m, 1H, Ser CHR1), 5.30 — 5.25 (m, 1H, Ser CHR2), 4.97 (dd, >J=28.8, 4.6 Hz,
1H, ThioPro CH), 4.89 (dd, >J = 9.8, 2.5 Hz, 1H, Thr CHNH), 4.80 (dd, 2/ = 10.8 Hz,
3J = 93 Hz, 1H, Gls CHH), 475 — 4.63 (m, 2H, Ala CH, Gls CH), 4.60 (virt. t,
3J=3J=17.0 Hz, 1H, Pro CH), 4.54 — 4.39 (m, 2H, Leu CHNH, Val NMeCH R2), 4.28
(dd, 2J = 11.6 Hz, >J= 3.4 Hz, 1H, Ser CHH), 4.21 — 4.08 (m, 3H, ThioPro NCHH, Thr
CHOH, Gls CHH), 3.85 (d,2J=11.6 Hz, 1H, Ser CHH), 3.66 (dt,J=10.1 Hz,*J=7.5 Hz,
1H, ThioPro NCHH), 3.53 (virt. dt, 2J = 10.0 Hz, >J =~ 3J = 7.1 Hz, 1H, Pro NCHH), 3.37
—3.25 (m, 2H, Pro NCHH, Val NMeCH R1), 3.32 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.73 (s, 3H, Val
NCH; R2), 2.67 — 2.54 [m, 1H, Val CH(CHs)], 2.49 (virt. dq, J=13.4Hz,
3J=3J=8.1 Hz, 1H, ThioPro NCHCHH), 2.37 — 2.20 [m, 3H, Val CH(CHs)2, Pro
NCHCHH, ThioPro NCHCHH], 2.20 — 2.11 (m, 1H, Pro NCHCHH), 2.04 (virt. quint,
3J=3J=6.8 Hz, 2H, ThioPro NCH,CH>), 1.94 (virt. tt, 2J=3J=12.8 Hz, 3/~ 3J= 6.5 Hz,
1H, Pro NCH,CHH), 1.83 (virt. tt,2J=3J=14.5 Hz, >J~*J=17.3 Hz, 1H, Pro NCH,CHH),
1.67 (d, >J= 7.3 Hz, 3H, Dhb CH3), 1.72 — 1.56 [m, 3H, Leu CH>CH(CH3)], 1.34 (d,
3J=6.8 Hz, 3H, Ala CH3), 1.14 (d, °J = 6.3 Hz, 3H, Val CH3), 1.08 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
Thr CH3), 1.01 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, Leu CH3), 0.95 (d, *J = 6.3 Hz, 3H, Leu CH3), 0.90 (d,
3J=6.9 Hz, 3H, Val CHs).

I3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 204.1 (s, ThioPro CS), 174.1 (s, Ala CO),
173.3 (s, Leu CO), 172.2 (s, Thr CO), 171.7 (s, Pro CO), 170.6 (s, Gls CO), 169.6 (s, Val
CO), 166.8 (s, Ser CO), 164.6 (s, Dhb CO), 130.1 (s, Dhb CCH), 120.1 (d, Dhb CH), 70.7
(d, Gls CH), 69.7 (d, Val NMeCH)", 69.6 (d, ThioPro CH)", 67.9 (d, Thr CHOH), 65.4 (t,
Gls CHa), 61.7 (t, Ser CHa), 61.1 (d, Pro CH), 60.6 (d, Ser CH), 52.7 (d, Thr CHNH), 51.1
(d, Leu CHNH), 48.7 (t, Pro NCH,)*, 48.6 (t, ThioPro NCH>)*, 47.6 (d, Ala CH), 39.9 (q,
Val NCH3)", 39.7 (t, Leu CH»)", 33.1 (t, ThioPro NCHCH>), 30.1 (t, Pro NCHCH>), 27.8
[d, Val CH(CH3)], 25.0 (t, Pro NCH2CH,) 24.9 [d, Leu CH(CHs),], 24.6 (t, ThioPro
NCH,CH»), 23.3 (q, Leu CHs), 22.2 (q, Leu CHs), 21.6 (q, Val CHs), 19.7 (q, Ala CH3),
19.5 (q, Thr CH3), 19.4 (q, Val CHz3), 13.4 (q, Dhb CH3).

*/*/8 Zuordnung austauschbar.
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Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

!

H /

H
N A
(0]
@sf
MS (ESI): m/z (%) = 905 (3) [M+K]", 889 (100) [M+Na]", 884 (35) [M+NH4]", 873 (4)
[M+Li]", 867 (93) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C39Hs2NgO12S+H]": 867.4281; gefunden: 867.4272.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —145.7 (c = 0.74, CHCl3).

(£)-Vioprolide D (Z-4)

HO— sw @
N
Y\NH NH NH
O

- NH \

H;%; ff«i

O 7132

C39HgoNgO11S
M = 849.01 g/mol

Der Makrocyclus Z-132 (73.1 mg, 84.3 umol, 1.00 Aq.) wird durch Azeotropdestillation
(PhMe, 5 mL) getrocknet. Der Riickstand wird in THF (7.6 mL) geldst in einen Schlenk-
Kolben, welcher bereits PPhs (33.2 mg, 126 umol, 1.50 Aq.) enthilt, gegeben. Eine
Loésung von DIAD (24.8 uL, 25.6 mg, 126 pmol, 1.50 Aq.) in THF (0.83 mL) wird

langsam zugetropft und die resultierende gelbe Losung bei Raumtemperatur fiir 22 Stunden
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geriihrt. Ein wenig Kieselgel wird beigemengt und das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Das an das Kieselgel adsorbierte Rohprodukt wird durch S&ulen-
chromatographie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 23 cm, CH2Cl2/MeOH = 30/1 — 10/1) auf-
gereinigt, wobei etwa 70 mg eines farblosen Feststoffs erhalten werden, welcher noch
durch Reste an Edukt und Reagenzien verunreinigt ist. Dieser wird durch semi-préiparative
HPLC (Phenomenex Luna 5u Silica, 20 x 250 mm, '‘PrOH/n-Heptan = 50/50, RT,
15 mL'min"!, 215 nm, r (Z-4) = 16.1 min, Injektionskonzentration: 76 mg-mL!) auf-
gereinigt. Nach Lyophilisation (Reinstwasser) wird (Z)-Vioprolid D Z-4 (56.0 mg,
65.9 umol, 78%) als amorpher, farbloser Feststoff erhalten.

DC: Ri=0.55 (CH2Cly/MeOH = 9/1) [UV, KMnO4].
Smp.: 155-160 °C.

IR (ATR): & [em™']=3290 (m, N-H), 2961 (m, C**~H), 2933 (m, C*P*~H), 2875 (w,
CsP—H), 1742 (m, C=0), 1641 (vs, C=0), 1517 (m), 1444 (m), 753 (m).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 69/31.

TH NMR (500 MHz, CDCl3, 300 K):'® & [ppm] = 8.95 (s, 1H, Dhb NH R2), 8.80 (s, 1H,
Dhb NH R1), 8.05 (d, °J = 8.3 Hz, 1H, Thr NH R2), 7.93 (d, °*J = 10.0 Hz, 1H, Thr NH
R1),7.32 —7.27 (m, 1H, Ala NH), 6.95 — 6.87 (m, 1H, Leu NH R2), 6.45 — 6.36 (m, 1H,
Leu NH R1), 5.56 — 5.51 (m, 1H, Gls OH R1), 5.50 — 5.40 (m, 1H, Dhb CH), 5.16 (t,
3J = 6.9Hz, 1H, Thz CH R1), 5.10 (dd, >°J = 9.7, 2.6 Hz, 1H, Thz CH R2), 5.01 (dd,
3J=17.1, 4.6 Hz, 1H, ThioPro CH R2), 4.95 (dd, *J = 7.4, 5.3 Hz, 1H, ThioPro CH R1),
4.93 — 4.83 (m, 2H, Thr CHNH R1, Leu CHNH), 4.83 — 4.79 (m, 1H, Gls OH R2), 4.72
(s, 1H, Thr OH R1), 4.70 — 4.62 (m, SH, Thr CHNH R2, Val NMeCH R1, Gls CHH R2,
Ala CH, Pro CHR2), 4.59 (d, >J=8.4 Hz, 1H, Pro CHR1), 4.54 (ddd, >*J=9.2, 6.0, 3.1 Hz,
1H, Gls CHR1), 4.44 (d, >J=7.8 Hz, 1H, Gls CH R2), 4.38 (dd, 2J=11.2 Hz, >*J=3.1 Hz,
1H, Gls CHH R1)’, 4.37 — 4.34 (m, 1H Thr OH R2)", 4.18 — 4.04 (m, 2H, Gls CHH, Thr
CHOH), 3.96 — 3.86 (m, 2H, ThioPro NCHH R1, Pro NCHH R1), 3.86 — 3.78 (m, 2H,
ThioPro NCHH R2, Thz CHH R2), 3.70 — 3.59 (m, 5H, ThioPro NCHH, Pro NCHH, Pro
NCHH R2, Thz CH; R1), 3.54 — 3.45 (m, 2H, Thz CHH R2, Val CHNH R2), 3.30 (s, 3H,
Val NCH;3 R2), 2.69 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.57 — 2.51 (m, 1H, Pro NCHCHH R2), 2.51

16 (Z)-Vioprolid D ist in CDCl; nur stabil, wenn das deuterierte Losungsmittel frisch iiber basisches
Alluminiumoxid filtriert wurde.
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— 242 [m, 1H, Val CH(CHs), R2], 2.41 — 2.12 [m, 5H, Val CH(CH3), R1, ThioPro
NCHCHH, ThioPro NCH,CHH, Pro NCHCH> R1], 2.13 — 1.86 (m, 5H, ThioPro
NCH,CHH, ThioPro NCHCHH, Pro NCH>CH>, Pro NCHCHH R2), 1.83 (d, *J = 7.1 Hz,
3H, Dhb CH3 R2), 1.79 (d, °J = 7.0 Hz, 3H, Dhb CH3 R1), 1.58 — 1.47 [m, 2H, Leu
CHHCH(CHs)2], 1.43 — 1.34 (m, 4H, Ala CH3 R2, Leu CHH), 1.32 (d, °J = 6.8 Hz, 3H,
Ala CH; R1), 1.20 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, Thr CH3 R2), 1.12 — 1.04 (m, 6H, Thr CH; R1, Val
CH3), 0.94 — 0.84 [m, 9H, Val CH3s, Leu CH(CH3)2].

* Signale iiberlagern sich.

13C NMR (126 MHz, CDCl;, 301 K): § [ppm] = 180.6 (s, NCS R2), 180.4 (s, NCS R1),
173.2 (s, Thr CO R1), 171.9 (s, Ala CO R2), 171.5 (s, Ala CO R1/Gls CO/Thr CO R2)",
171.5 (s, Ala CO R1/Gls CO/Thr CO R2)", 171.4 (s, Thz CO R2), 171.1 (s, Leu CO/Pro
CO)", 171.1 (s, Leu CO/Pro CO)", 171.0 (s, Leu CO R2/Pro CO R2)", 170.2 (s, Thz CO
R1), 169.9 (s, Val COR1), 169.9 (s, Val CO R2), 167.3 (s, Dhb CO R1), 167.2 (s, Dhb CO
R2), 130.0 (s, Dhb CCH R2), 129.6 (s, Dhb CCH R1), 120.0 (s, Dhb CH R2), 119.2 (s,
Dhb CH R1), 78.4 (d, Thz CH R1), 77.7 (d, Thz CH R2), 71.1 (d, Gls CH R2), 69.4 (d, Gls
CH R1), 68.6 (d, Val NMeCH R2), 67.9 (d, Thr CHOH R1), 66.8 (d, Thr CHOH R2), 66.3
(t, Gls CH2 R2), 66.0 (t, Gls CHz R1), 65.1 (d, Val NMeCH R1), 61.3 (d, Pro CHR1), 60.5
(d, Pro CH R2), 60.4 (d, ThioPro CH R1), 60.2 (d, ThioPro CH R2), 55.6 (d, Thr CHNH
R2), 51.2 (d, Thr CHNH R1), 49.9 (t, Pro NCH» R1), 49.6 (t, Pro NCH> R2), 48.9 (d, Leu
CHNH), 48.1 (d, Ala CH R2), 47.9 (t, ThioPro NCH2 R1), 47.6 (d, Ala CH R1), 47.5 (t,
ThioPro NCH; R2), 40.2 (t, Leu CH>), 38.5 (q, Val NCH;3 R2), 36.7 (t, Thz CHy), 30.7 (t,
Pro NCHCH, R1), 30.4 (t, ThioPro NCHCH: R1), 29.9 (t, ThioPro NCHCH, R2), 29.8 (q,
Val NCH3 R1), 28.6 (t, Pro NCHCH: R2), 28.2 [d, Val CH(CH;), R2], 27.4 [d, Val
CH(CH3), R1], 25.2 (t, ThioPro NCH>CH), 24.8 [d, Leu CH(CHs)> R1], 24.7 [d, Leu
CH(CH3)2 R2], 24.2 (t, Pro NCH2CHa), 22.9 (q, Leu CH3 R1), 22.8 (q, Leu CH3 R2), 22.7
(q, Leu CH3 R2), 22.6 (q, Leu CH3 R1), 21.3 (q, Val CH; R2), 20.1 (q, Thr CH3 R2), 19.7
(q, Val CHs R1), 19.4 (q, Thr CH3 R1), 19.4 (q, Val CH3 R2), 18.9 (q, Val CH3 R1), 18.7
(q, Ala CH3 R2), 18.1 (q, Ala CH3 R1), 12.2 (q, Dhb CH3 R2), 12.1 (q, Dhb CH3 R1).

" Eine genauere Zuordnung war nicht mdglich.

MS (ESI): m/z (%) = 871 (22) [M+Na]", 866 (10) [M+NH.]", 849 (100) [M+H]", 425 (37)
[M+2H]*".

HR-MS (ESI): berechnet: [C30HsoNsO1:S+Na]": 871.3994; gefunden: 871.3987.
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HPLC: tr = 19.75 min, (YMC, ODS-A, 250x4.6 mm, 1 mL-min "', 20 °C, UV-Detektion,
H>O/MeCN = 90/10—30/70).

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—44.0 (c = 0.50, CHCl5).

Vioprolid D (E-4)

@ @
el i
mﬁﬁg mfﬁg

O z4 O Ea4

C39HgoNgO11S
M = 849.01 g/mol

lodierung:

Das Depsipeptid Z-4 (102 mg, 120 pmol, 1.00 Aq.), NIS (25.7 mg, 114 umol, 0.95 Aq.)
und DABCO (14.8 mg, 132 umol, 1.10 Aq.) werden in CH>Cl> (2.8 mL) geldst und fiir
fiinf Stunden unter Lichtausschluss geriihrt. Die gelbe Losung wird mit EtOAc (75 mL)
verdiinnt und nacheinander mit 10%iger Zitronensiurelosung (20 mL), NaHCO3-Losung
(20 mL), 1 M NazS203-Losung (20 mL) und NaCl-Losung gewaschen (20 mL). Jede
einzelne Waschlosung wurde vor der Verwendung mit festem NaCl geséttigt und nach der
Verwendung mit EtOAc (je 15 mL) gegenextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden {iiber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand mittels einer schnellen'’

Saulenchromatographie (Kieselgel, @ =1 cm, h= 15 cm, EtOAc — CH>Clo/MeOH = 20/1

17 Die gebildeten Vinyliodide sind nur begrenzt stabil auf Kieselgel. Mit EtOAc werden die Reagenzien sofort
eluiert und das Gemisch der Produkte mit dem polareren Laufmittel vom Kieselgel verdriangt.
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— 10/1) aufgereinigt, wobei ein farbloser Feststoff (107 mg) erhalten wird, welcher in der

nachfolgenden Reaktion ohne weitere Aufreinigung eingesetzt wird.

DC: Ri=0.54 (CH2Cly/MeOH = 9/1) [UV, KMnO4].

Hydrodeiodierung:

Palladium auf Aktivkohle (5 Gew.-% Pd, 132 mg) wird in MeOH (10 mL) suspendiert und
mit NEt; (20.0 pL, 14.6 mg, 144 umol, 1.20 Aq.) versetzt. Die Argonatmosphire wird
nach der allgemeinen Vorschrift gegen eine Wasserstoffatmosphére ausgetauscht und die
Suspension fiir 47 Minuten geriihrt worden ist, wird eine Losung des iodierten Rohprodukts
(107 mg) in MeOH (10 mL) zu der Palladium-haltigen Suspension gegeben, nachdem
diese Losung nach der allgemeinen Vorschrift unter Wasserstoff gesetzt worden ist. Die
resultierende Suspension wird fiir drei Stunden unter Lichtausschluss geriihrt, bevor der
H»-Ballon entfernt und Argon fiir fiinf Minuten durch die Suspension geleitet wird. Es wird
iiber Celite filtriert und der Filterkuchen mit EtOAc (100 mL) gewaschen. Das vereinigte
Filtrat wird mit 1 M Na2S>03-Losung (30 mL) gewaschen, wobei die Waschlosung vor
Verwendung mit festem NaCl gesittigt und nach Verwendung mit EtOAc (3 x 30 mL)
gegenextrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung
(25 mL) gewaschen, iliber NaxSOs4 getrocknet und filtriert. Nach Entfernung des
Losungsmittels wird der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =1 cm, h
=15 cm, CH2Cl,/MeOH = 50/1 — 10/1) aufgereinigt, wobei eine Mischung von (E)- and
(Z2)-Isomeren erhalten wird, welche mit oxidiertem Nebenprodukt kontaminiert ist. Diese
werden durch semi-preparative HPLC (Phenomenex Luna Su Silica, 20 % 250 mm,
'PrOH/n-Heptan = 50/50, RT, 15 mL-min"!, 215 nm, fr (Nebenprodukt) = 15.74 min
R (Z-4) = 20.6 min, fr (E-4) = 27.6 min)'® aufgetrennt und jeweils lyophilisiert (Reinst-
wasser), wobei das (£)-Vioprolid Z-4 (24.4 mg, 28.7 umol, 24%) als farbloser, amorpher
Feststoff neben Vioprolid D (£-4, 25.4 mg, 29.9 umol, 25%) isoliert wird, welches

ebenfalls ein farbloser, amorpher Feststoff ist.

18 Das Gewicht des Rohprodukts wurde nicht bestimmt, weshalb keine Einspritzkonzentration angegeben
werden kann. Das gesamte Rohprodukt wurde in 1 mL Isopropanol gelost und injiziert.
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C39H60N8011
M = 849.01 g/mol

Das Depsipeptid £-132 (31.2 mg, 36.0 pmol, 1.00 Aq.) wird durch Azeotropdestillation
(PhMe, 5 mL) getrocknet und in THF (3.2 mL) gel6st. Diese Losung wird zu PPh3
(17.9 mg, 68.4 pmol, 1.90 Aq.) in einen Schlenk-Kolben gegeben. Eine Losung von DIAD
(13.4 pL, 13.8 mg, 68.4 pmol, 1.90 Aq.) in THF (0.40 mL) wird langsam zugetropft und
die resultierende gelbe Losung wird bei Raumtemperatur fiir 22 Stunden geriihrt. Eine
kleine Menge Kieselgel wird hinzugegeben und das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Das an das Kieselgel adsorbierte Rohprodukt wird mittels Sdulen-
chromatographie (Kieselgel, @ = 1cm, h = 5cm, CH2Clo/MeOH = 30/1 — 10/1)
aufgereinigt, wobei ein farbloser Feststoff (ca. 22 mg) erhalten wird. Dieser wird durch
semi-preparative HPLC (Phenomenex Luna 5u Silica, 20 x 250 mm, ‘PrOH/n-Heptan =
50/50, RT, 15mL-min’!, 215nm, tr (E-4) = 27.6 min, Injektionskonzentration:
20 mg'mL ") aufgereinigt und die erhaltenen Produkte werden lyophilisiert (Reinstwasser).
Hierdurch wird das Edukt £-132 (9.1 mg, 10.6 umol, 29%) als farbloser, amorpher Fest-
stoff erhalten sowie rohes Vioprolid D (E-4, ca. 6 mg), welches via Sdulenchromatographie
(Kieselgel, @ =1 cm, h = 3 cm, CH2Clo/MeOH = 20/1 — 10/1) erneut aufgereinigt wird.
Dadurch wird Vioprolid D (E-4, 4.2 mg, 4.94 umol, 14%) als farbloser, amorpher Feststoff

erhalten.

DC: Rr=0.36 (CH2CLl/MeOH = 9/1) [UV, KMnOy].
Smp.: 123-126 °C.

IR (ATR): ¥ [cm™'] = 3396 (br), 3288 (m, N—H), 2960 (m, C*P*~H), 2928 (m, C*-H),
2875 (w, CP—H), 1741 (m, C=0), 1635 (vs, C=0), 1524 (m), 1444 (m), 1379 (w), 1369
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(W), 1347 (w), 1309 (w), 1261 (w), 1245 (w), 1152 (w), 1123 (w), 1092 (w), 1012 (w), 884
(w), 804 (w), 751 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 56/44.

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 285 K):'° & [ppm] = 8.95 (s, 1H, Dhb NH R2), 8.81 (s, 1H,
Dhb NH R1), 8.35 (d, >J=9.0 Hz, 1H, Thr NH R2), 8.24 (s, 1H, Thr NH R1), 7.29 — 7.23
(m, 1H, AlaNH R1)", 7.14 (d, >J = 8.9 Hz, 1H, Ala NH R2), 6.83 (d, >J=9.3 Hz, 1H, Leu
NH R2), 6.29 (d, 3J=8.7 Hz, 1H, Leu NH R1), 5.88 (q, *J= 7.3 Hz, 1H, Dhb CH R2), 5.66
—5.53 (m, 1H, Dhb CH R1), 5.11 (d, >J = 8.9 Hz, 1H, Thz CH R2), 5.09 (d, >°J = 8.9 Hz,
1H, Thz CHR1), 5.00 — 4.91 (m, 1H, ThioPro NCH), 4.91 —4.84 (m, 2H, Thr CANH R1,
Leu CHNH R1), 4.81 (d, 3/ = 8.1 Hz, 1H, Leu CHNH R2), 4.77 (dd, >J=9.0, 3.4 Hz, 1H,
Thr CHNH R2), 4.70 (dd, *J = 8.0, 3.8 Hz, 1H, Pro NCH R1), 4.69 — 4.61 (m, 3H, Pro
NCH R2, Ala CH R1, Gls CHH R2), 4.61 — 4.46 (m, 4H, Gls CHH R1, Gls CH, Ala CH
R2, Val NMeCH R1), 4.18 — 4.06 (m, 2H, Gls CHH, Thr CHCH3), 4.02 (virt. dt,
2J = 10.3 Hz, 3J = 3J = 6.7 Hz, 1H, ThioPro NCHH R2), 3.91 (virt. dt, 2J = 10.4 Hz,
3J =~ 3J = 6.8 Hz, 1H, ThioPro NCHH R1), 3.87 — 3.80 (m, 1H, Pro NCHH R1), 3.76 (d,
2J=11.7 Hz, 1H, Thz NCHH R2), 3.70 — 3.56 (m, 3H, Thz CH2 R1, ThioPro NCHH), 3.58
—3.51 (m, 1H, Pro NCHH R2), 3.51 — 3.37 (m, 3H, Thz CHH R2, NCHH, Val NMeCH
R2), 3.30 (s, 3H, Val NCH; R2), 2.70 (s, 3H, Val NCH;3 R1), 2.60 — 2.45 [m, 1H, Val
CH(CHas)2], 2.40 — 2.29 (m, 2H, Pro NCHCHH, ThioPro NCHCHH), 2.29 — 2.15 [m, 3H,
ThioPro NCHCHH R2, ThioPro NCH,CHH, Val CH(CH3), R1], 2.15 — 1.96 (m, 5H,
ThioPro NCHCHH R1, ThioPro NCH>CHH, Pro NCHCHH, Pro NCH>CH> R1), 1.96 —
1.88 (m, 2H, Pro NCH,CH, R2), 1.74 (d, °J = 7.3 Hz, 3H, Dhb CH;3 R2), 1.69 (d,
3J = 7.3 Hz, 3H, Dhb CH;3 R1), 1.61 — 1.38 [m, 3H, Leu CH>CH(CH3)], 1.35 (d,
3J=17.0 Hz, 3H, Ala CH; R2), 1.31 (d, >J= 7.0 Hz, 3H, Ala CH3 R1), 1.16 (d, >J = 6.3 Hz,
3H, Thr CH; R2), 1.08 (d, *J = 5.8 Hz, 3H, Thr CHs R1), 1.07 (d, °J = 6.2 Hz, 3H, Val
CHj3), 0.95 — 0.85 [m, 9H, Val CH3, Leu CH(CHs),].

* Signal und Lésungsmittelrestprotonensignal iiberlagern sich.

BC-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 181.2 (s, NCS R1), 180.5 (s, NCS R2),
173.2 (s, Thr CO R1), 171.7 (s, Thr CO R2), 171.6 (s, Gls CO R1)", 171.6 (s, Ala CO)’,
171.5 (s, Gls CO R2), 171.4 (s, Leu CO), 171.3 (s, Pro CO R2), 171.1 (s, Pro CO R1),
169.9 (s, Thz CO R2), 169.8 (s, Val CO R2), 169.7 (s, Val CO R1), 169.3 (s, Thz CO R1),

19 Vioprolid D ist in CDCl; nur stabil, wenn das deuterierte Losungsmittel frisch iiber basisches Aluminium-
oxid filtriert wurde.
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166.3 (s, Dhb CO R1), 165.2 (s, Dhb CO R2), 130.2 (s, Dhb CCH R2), 129.9 (s, Dhb CCH
R1), 118.4 (d, Dhb CH R2), 115.7 (d, Dhb CH R1), 78.3 (d, Thz CH R1), 77.3 (d, Thz CH
R2)*, 70.7 (d, Gls CH R1), 69.3 (d, Gls CH R2), 69.0 (d, Val NMeCH R2), 68.1 (d, Thr
CHMe R1), 67.3 (d, Thr CHMe R2), 66.1 (t, Gls CHa R2), 66.0 (t, Gls CHa R1), 65.2 (d,
Val NMeCH R1), 61.0 (d, Pro CH R2), 60.6 (d, Pro CH R1), 60.3 (d, ThioPro CH), 53.9
(d, Thr CHNH R2), 51.2 (d, Thr CHNH R1), 49.0 (d, Leu CHNH R1), 48.9 (d, Leu CHNH
R2), 48.0 (t, Pro NCH2 R2), 47.9 (m, Pro NCH; R1, Ala CH R2), 47.8 (t, ThioPro NCH,
R1), 47.7 (m, Ala CH R1, ThioPro NCHa R2), 40.4 (t, Leu CHy), 39.2 (q, Val NCH; R2),
37.0 (t, Thz CH, R2), 36.8 (t, Thz CH, R1), 30.8 (t, ThioPro NCHCH; R2), 30.4 (t, ThioPro
NCHCH, R1), 30.1 (g, Val NCH; R1), 30.0 (t, Pro NCHCH, R1), 29.4 (t, Pro NCHCH,
R2), 27.9 [d, Val CH(CH3); R2], 27.7 [d, Val CH(CHs); R1], 25.3 (t, ThioPro NCH,CHb),
24.8 [d, Leu CH(CHs); R2], 24.7 [d, Leu CH(CHs)s R1], 24.4 (t, Pro NCH,CH; R2), 24.1
(t, Pro NCH,CH, R1), 23.1 (g, Leu CHs R1), 23.0 (q, Leu CH3 R2), 22.7 (q, Leu CH; R2),
22.5 (q, Leu CHs R1), 21.5 (q, Val CHs R2)*, 19.8 (q, Thr CHs R2), 19.7 (q, Val CHs
R1)*7, 19.4 (q, Thr CH; R1)®, 19.3 (q, Val CH; R1)", 19.1 (q, Val CHs R2), 18.0 (q, Ala
CH; R1), 17.7 (q, Ala CH3 R2), 13.2 (q, Dhb CH; R2), 13.1 (g, Dhb CH; R1).

*/*/3/" Zuordnung austauschbar.

# Signal und Losungsmittelrestprotonensignal iiberlagern sich. Die chemische Verschie-
bung stammt aus dem HMBC-Spektrum. Die Zuordnung zu den Rotameren ist fiir beide

Proline sowohl im 'H-, als auch im '*C-Spektrum austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 887 (2) [M+K]", 871 (14) [M+Na]", 866 (6) [M+NH4]", 849 (100)
[M+H]*, 425 (17) [M+2H]*".

HR-MS (ESI): berechnet: [C30HsoNsO11S+Na]": 871.3994; gefunden: 871.3988.

HPLC: tr = 19.31 min, (YMC, ODS-A, 250x4.6 mm, 1 mL-min"", 20 °C, UV-Detektion,
H>O/MeCN = 90/10—30/70).

Spezifischer Drehwinkel: [a]3> = —36.0 (c = 1.00, CHCl5).

1481 Allerdings werden in der

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.!
Originalliteratur die chemischen Verschiebungen des Kohlenstoffatoms der Methylgruppe
des Alanins bei 18.6 und 17.9 ppm tabelliert. Dies stimmt nicht mit den hier erhaltenen
Ergebnissen (18.0 und 17.7 ppm) iiberein. Ein Vergleich mit einem '*C-NMR-Spektrum
von Vioprolid D, welches aus dem natiirlichen Produzenten stammt (18.0 and

17.8 ppm),1??! bestiitigt die von uns gemessenen Werte.
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5 Sonstiges

5.1 SNAC-Sonden

15-Methylhexadecan-1,15-diol

AMJ@H
——
o HO™ 7,

13
C17H3605

M = 272.47 g/mol

Nach einer modifizierten Literatur-bekannten Vorschrift®!! wird zu einer Lésung aus
Pentadecanolid (3.27 mL, 3.00 g, 12.5mmol, 1.00 Aq.) in THF (25mL) Methyl-
magnesiumbromid (3 M in EtO, 12.5 mL, 37.5 mmol, 3.00 Aq.) bei —78 °C getropft und
unter Rithren {iber 21.5 Stunden auf Raumtemperatur aufgewdrmt. Die Reaktion wird
durch Zugabe von Wasser (75 mL) beendet, mit CH>Cl> (75 mL) verdiinnt und mit Eisessig
angesduert, bis sich der Niederschlag auflost. Nach Trennung der Phasen wird die wéssrige
Phase mit CH>Cl> extrahiert (2 x 15 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit
NaCl-Losung (25 mL) gewaschen, liber NaxSO4 getrocknet und filtriert. Das Losungs-
mittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand aus einem Gemisch von
Cyclohexan und Essigsdureethylester (9/1) umkristallisiert, wobei 15-Methylhexadecan-
1,15-diol (2.67 g, 9.79 mmol, 78%) als farbloser Feststoff erhalten wird.

DC: Ry=0.26 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [KMnO4].

TH-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 3.64 (t, 3J = 6.6 Hz, 2H, CH>OH), 1.62 —
1.41 (m, 4H, CH,), 1.38 — 1.23 (m, 22H, CHb), 1.21 (s, 6H, CH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 71.1 [s, COH(CH3),], 63.1 (t, CH,OH),
44.0 (t, CHy), 32.8 (t, CHa), 30.2 (t, CHa), 29.6 (t, CHa), 29.6 (t, CHa), 29.6 (t, CHo), 29.4
(t, CHa), 29.2 (q, CHs), 25.7 (t, CH), 24.4 (t, CHo).

Die spektroskopischen Daten weisen hohe Ahnlichkeit zu den Referenzspektren in

DMSO-dg auf.°!!
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15-Methylhexadecan-1-ol

HO HO

13 13

C47H360
M = 256.47 g/mol

Nach einer Literatur-bekannten Vorschrift®!! wird zu einer Losung von 15-Methyl-
hexadecan-1,15-diol (2.67 g, 9.78 mmol, 1.00 Aq.) sowie von Et;SiH (3.13 mL, 2.28 g,
19.6 mmol, 2.00 Aq.) in CH>Cl, (20 mL) bei 0 °C Bortrifluorid-Etherat (12.3 mL, 13.9 g,
97.8 mmol, 10.0 Aq.) gegeben. Die Losung wird auf Raumtemperatur erwirmt und fiir eine
Stunde geriihrt. Nachdem Wasser (40 mL) hinzugegeben worden ist, werden die Phasen
getrennt und die organische Phase wird mit EtOAc (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit NaHCOs;-Losung (2 x 30 mL) gewaschen, liber NaxSO4
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand durch Umkristallisation (Hexan/EtOAc = 9/1) aufgereinigt, wobei 15-Methyl-
hexadecan-1-o0l (2.10 g, 8.15 mmol, 83%) als farbloser Feststoff erhalten wird.

DC: Rr=0.59 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 3.64 (t, >J = 6.7 Hz, 2H, CH,OH), 1.60 —
1.47 (m, 3H, CH, CH), 1.38 — 1.19 (m, 22H, CH>), 1.15 (virt. q, °J = 3J = 6.8 Hz, 2H,
CH>), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 6H, CH3).

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 63.3 (t, CH,OH), 39.2 (t, CHa), 33.0 (t,
CHa), 30.1 (t, CHz), 29.9 (t, CHa), 29.9 (t, CHa), 29.8 (t, CHy), 29.8 (t, CH,), 29.8 (t, CHy),
29.8 (t, CHy), 29.6 (t, CHy), 28.1 (d, CH), 27.6 (t, CH), 25.9 (t, CH,), 22.8 (q, CHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!!
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15-Methylhexadecansiure (84)

O
/\N)J\ C17H3407
HO . HO 3 M = 270.46 g/mol

13
84

Nach einer modifizierten Literatur-bekannten Vorschrift®!! wird ein Zweiphasengemisch
aus 15-Methylhexadecan-1-ol (2.09 g, 8.13 mmol, 1.00 Aq.), NBusBr (1.42 g, 4.40 mmol,
0.54 Aq.), KMnOs4 (4.00 g, 25.3 mmol, 3.11 Aq.), Eisessig (12.5 mL), Wasser (33 mL) und
CH2Cl> (98 mL) fiir 22 Stunden bei etwa 70 °C unter Riickfluss geriihrt. Nachdem das
Gemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt worden ist, wird zunichst 5 M Salzsdure (98 mL)
und dann solange Na>SO3 zugegeben, bis sich der gesamte Niederschlag aufgeldst hat (ca.
6.1 g). Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit CH2Clz (2 X 50 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iliber Na;SO4 getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Zugabe von Aceton
kristallisiert das Produkt bei —20 °C aus. Der Feststoff wird mit wenig kaltem Aceton
gewaschen, in CH>Cl; (80 mL) geldst und mit Wasser (3 x 30 mL) gewaschen, um restliche
Ammoniumsalze zu entfernen. Nach Trocknung liber Na;SO4 und Filtration, wird das
Dichlormethan am Rotationsverdampfer entfernt, sodass die Carbonsidure 84 (1.32 g,

4.87 mmol, 60%) als farbloser Feststoff erhalten wird.

DC: Rr=0.59 (n-Pentan/EtOAc/AcOH = 5/1/1%) [KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 2.35 (t, >J = 7.5 Hz, 2H, CH>CO,H), 1.68
—1.45 (m, 3H, CH,, CH), 1.38 — 1.20 (m, 20H, CH>), 1.15 (virt. q, >J = 3J= 7.0 Hz, 2H,
CH>), 0.86 (d, °J = 6.6 Hz, 6H, CH3).

13C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 177.7 (s, CO2H), 39.2 (t, CHa), 33.7 (t,
CH,CO,H), 30.1 (t, CHa), 29.9 (t, CHz), 29.8 (t, CHa), 29.8 (t, CHa), 29.8 (t, CHz), 29.7 (t,
CHba), 29.6 (t, CHa), 29.4 (t, CHz), 29.2 (t, CHy), 28.1 (d, CH), 27.6 (t, CHz), 24.9 (t, CHy),
22.8 (q, CHa).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.!]
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N-(2-Mercaptoethyl)acetamid (76)

C4HgNOS

HS . HS
" NH,HCl " NHACc M =119.18 g/mol

80 76

Nach einer Literaturvorschrift®®! wird zu einer Losung von Cysteamin Hydrochlorid (80,
3.41 g, 30.0 mmol, 1.00 Aq.), KOH (1.68 g, 30.0 mmol, 1.00 Aq.) und NaHCOs (7.57 g,
90.0 mmol, 3.00 Aq.) in Wasser (150 mL) Ac2O (2.84 mL, 3.06 g, 30.0 mmol, 1.00 Aq.)
getropft. Nachdem fiir drei Stunden gertihrt worden ist, wird mit Hilfe von konz. Salzsdure
auf pH = 4-5 eingestellt und mit EtOAc (3 x 150 mL) extrahiert. Durch Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Cysteamin-Derivat 76 (2.16 g,

18.1 mmol, 60%) als farblose Fliissigkeit isoliert.

DC: R¢=0.29 (n-Pentan/EtOAc = 1/10) [KMnO4].

TH-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm]=6.11 (s, 1H, NH), 3.41 (virt. q,
3J=3J=6.2 Hz, 2H, NHCH,), 2.66 (dt, °J = 8.4, 6.4 Hz, 2H, HSCH>), 2.00 (s, 3H, CH3),
1.35 (t, °J = 8.4 Hz, 1H, SH).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 170.4 (s, CO), 42.6 (t, NHCH,), 24.7 (t,
HSCH,), 23.4 (q, CHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.[*”]
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O-MMT-L-GIs(O-TBS)-Ala-D-Leu-SNAC-Ester (81)

HS
0 OTBS o} OTBS
" Ho N > S N
T e SN
NHAc H H
o} O OMMT o} O OMMT
76 75 C4oHs9N307SSi 81

M =778.09 g/mol

Zu einer Losung der Carbonséure 75 (639 mg, 944 umol, 1.00 Aq.) sowie des Thiols 76
(135 mg, 1.13 mmol, 1.20 Aq.) in CH,Cl> (9.4 mL) werden bei 0 °C HATU (538 mg,
1.42 mmol, 1.50 Aq.) portionsweise und DIPEA (329 puL, 244 mg, 1.89 mmol, 2.00 Aq.)
tropfenweise gegeben. Nachdem fiir 18 Stunden unter Riithren auf Raumtemperatur
aufgewidrmt worden ist, wird E2O (40 mL) hinzugefiigt und tiber Celite filtriert, wobei der
Filterkuchen mit Et2O (50 mL) nachgewaschen wird. Das Filtrat wird mit NaHCOs3-Losung
(50 mL) gewaschen, wonach die Waschlosung mit Et20 (50 mL) gegenextrahiert wird. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, iiber
NaxSO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt worden ist, verbleibt ein gelber Schaum, welcher mittels Sdulenchromatographie
(Kieselgel, @ = 3 cm, h = 24 cm, CH2Cl/MeOH = 50/1 — 30/1) aufgereinigt wird.
Dadurch wird der Thioester 81 (257 mg, 330 umol, 35%) als farbloser Feststoff erhalten,

welcher mit Tetramethylharnstoff (ca. 21 mg) verunreinigt ist.

DC: Rr= 0.30 (CH2Cl2/MeOH = 20/1) [UV, KMnOy4].
Smp.: 67 °C.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm] = 7.42 (virt. t, °*J = 3J = 6.7 Hz, 4H, C*H),
7.31 —7.26 (m, 6H, C*H), 7.24 — 7.19 (m, 3H, C*H, Ala NH), 7.04 — 6.94 (m, 1H, Leu
NH), 6.81 (d, *J=8.9 Hz, 2H, C*H), 6.02 (s, 1H, NHCH>), 4.61 (ddd, >J=9.8,7.9, 4.2 Hz,
1H, Leu CHNH), 4.55 (virt. quint., °J = 3J = 6.9 Hz, 1H, Ala CH), 4.28 (virt. t,
3J=3J=2.7 Hz, 1H, Gls CH), 3.79 (s, 3H, OCH3), 3.45 — 3.35 (m, 3H, NHCH,, Gls CHH),
3.29 (dd, 2J=9.5 Hz, 3J=2.5 Hz, 1H, Gls CHH), 2.98 (t, >*J = 6.3 Hz, 3H, SCH>), 1.92 (s,
3H, CH3CO), 1.70 — 1.61 [m, 2H, Leu CHHCH(CHj3),], 1.56 — 1.49 (m, 1H, Leu CHH),
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1.47 (d, 3J = 7.0 Hz, 3H, Ala CH3), 0.94 [s, 9H, SiC(CH3)3]", 0.94 — 0.93 (m, 3H, Leu
CH3)", 0.92 (d, *J = 6.0 Hz, 3H, Leu CH3), 0.07 (s, SiCH3), 0.03 (s, SiCH3).

* Signale iiberlagern sich.

13C.NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 201.2 (s, CS), 172.8 (s, Gls CO), 171.9
(s, Ala CO), 170.5 (s, CH3CO), 158.7 (s, C*OMe), 144.4 (s, C*), 144.2 (s, C*), 135.4 (s,
C*), 130.5 (d, C*H), 128.6 (d, C*H), 128.5 (d, C*H), 127.9 (d, C*H), 127.9 (d, C*H),
127.1 (d, C*H), 127.1 (d, C*H), 113.2 (d, C*™H), 86.2 (s, PhaCPMP), 73.7 (d, Gls CH),
66.0 (t, Gls CHa), 58.3 (d, Leu CHNH), 55.4 (q, OCH3), 48.7 (d, Ala CH), 413 (t, Leu
CHb»), 39.5 (t, NHCH>), 28.5 (t, SCH2), 25.9 [q, SiC(CH3)3], 25.0 [d, Leu CH(CH3)2], 23.3
(q, CH3CO)", 23.1 (q, Leu CH3)", 21.7 (q, Leu CH3), 18.2 [s, SiC(CH3)3], 17.3 (q, Ala
CHs), —4.6 (g, SiCH3), —5.1 (q, SiCH3).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 800 (14) [M+Na]*, 795 (5) [M+NH]", 506 (6) [M—Ca0H70+2H]",
273 (100) [C20H,70]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C42HsoN307SSi+Na]": 800.3735; gefunden: 800.3733.

L-Gls-Ala-D-Leu-SNAC-Ester (78)

(0] H OTBS . (@] H OH

AcHN/\/S N)H/N% AcHN/\/S N)H/N\H)\
(@] H (@] OMMT (@] H (@] OH
81 CigH2gN3OsS 78
M = 391.48 g/mol

Das Tripeptolid 81 (128 mg, 165 pmol, 1.00 Aq.) wird mit HCI (4 M in Dioxan, 1.47 mL)
versetzt und das Gemisch fiir 20 Stunden geriihrt, bevor es direkt auf eine
Chromatographiesdule (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 20 cm, CH>Cl2/MeOH = 20/1 — 4/1)
geladen und aufgereinigt wird. Das Losungsmittel der Produktfraktionen wird entfernt und
der Riickstand aus Reinstwasser lyophilisiert, wobei das wasserlosliche Tripeptolid 78

(54.9 mg, 140 pmol, 85%) als farbloser Feststoff erhalten wird.
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DC: Rr=0.12 (CH2Cl2/MeOH = 9/1) [UV, KMnOg4].

Smp.: 122 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3267 (br, O—H), 2964 (m, C*~H), 2870 (w, C**-H), 1648 (w,
C=0), 1537 (w), 1395 (w), 1261 (vs), 1089 (vs), 1019 (vs), 799 (vs).

IH-NMR (500 MHz, CD;OD, 298 K): & [ppm]=4.55 — 4.46 (m, 2H, Ala CH, Leu
CHNH), 4.11 (1, 3J = 4.6 Hz, 1H, Gls CH), 3.74 (d, >J = 4.6 Hz, 2H, CHy), 3.35 — 3.25 (m,
2H, CH>NH), 2.98 (t, 3J = 6.7 Hz, 2H, SCH>), 1.91 (s, 3H, COCH3), 1.72 — 1.59 [m, 3H,
Leu CH,CH(CHa)], 1.41 (d, 37 = 7.1 Hz, 3H, Ala CHs), 0.96 (d, 3J = 6.1 Hz, 3H, Leu
CHs), 0.90 (d, 3J= 6.0 Hz, 3H, Leu CHs).

I3C-NMR (101 MHz, CD;0D, 300 K): § [ppm] = 202.2 (s, Ala COS), 175.1 (s, Ala CO)",
174.6 (s, Gls CO)", 173.5 (s, COCH3), 73.9 (d, Gls CH), 65.3 (t, Gls CH>), 59.4 (d, Leu
CHNH), 50.0 (d, Ala CH), 41.5 (t, Leu CHb), 39.9 (t, CHoNH), 29.0 (t, SCHy), 26.0 [d, Leu
CH(CH3)2], 23.4 (q, Leu CH3), 22.5 (q, COCH3), 21.5 (q, Leu CH3), 18.6 (q, Ala CH3).

* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 414 (85) [M-+Na]", 392 (100) [M-+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [Ci6H290N306S+Na]": 414.1670; gefunden: 414.1668.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —20.0 (c = 0.50, H>20).

N-Boc-Ala-D-Leu-SNAC-Ester (82)

0 0
SH .
AcHN """ % po NHBoc ~_S NHBoc
N AcHN N
76 H H
0 0
122 82

C1gH33N305S
M = 403.54 g/mol

Das Thiol 76 (591 mg, 4.96 mmol, 1.00 q.) sowie das Dipeptid 122 (1.50 g, 4.96 mmol,
1.00 Aqg.) werden in CH,Cl> (50 mL) bei 0 °C vorgelegt, bevor HATU (2.07 g, 5.46 mmol,
1.10 Aq.) portionsweise und 2,4,6-Collidin (658 pL, 601 mg, 4.96 mmol, 1.00 Aq.)
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tropfenweise zugegeben wird. Nachdem das Gemisch iiber 21 Stunden unter Riihren auf
Raumtemperatur aufgewidrmt worden ist, wird EtcO (50 mL) hinzugegeben und die
resultierende Suspension iiber Celite filtriert, wobei der Filterkuchen mit EtoO (50 mL)
gewaschen wird. Das Filtrat wird mit etwas EtOAc verdiinnt und nacheinander mit
10%iger Zitronensiure-, NaHCO3- sowie NaCl-Losung (je 50 mL) gewaschen. Nach
Trocknung iiber Na;SO4 und Filtration wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Der Riickstand wird mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 5 cm,
h =20 cm, n-Pentan/EtOAc = 2/1 — 0/1 — EtOAc/MeOH = 20/1 — CH»Cl2/MeOH =
20/1) aufgereinigt. Hierbei wird der Thioester 82 (748 mg, 1.85 mmol, 37%) verunreinigt
mit Tetramethylharnstoff (ca. 100 mg) als farbloses Harz erhalten.

DC: Re= 0.30 (CH,Cly/MeOH = 20/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): & [ppm]=6.78 (s, 1H, Leu NH), 5.90 (s, 1H,
CH2NH), 4.95 (s, 1H, Ala NH), 4.65 — 4.58 (m, 1H, Leu CHNH), 4.25 —4.15 (m, 1H, Ala
CH), 3.47 — 3.36 (m, 2H, CH>NH), 3.01 (t, >J = 6.3 Hz, 2H, SCH>), 1.96 (s, 3H, CH5CO),
1.73 — 1.61 [m, 2H, Leu CHHCH(CH3)3], 1.59 — 1.49 (m, 1H, Leu CHH), 1.46 [s, 9H,
C(CHs)3], 1.39 (d, °J = 7.1 Hz, 3H, Ala CH3), 0.95 (d, *J = 6.1 Hz, 3H, Leu CH3), 0.92 (d,
3J=5.8 Hz, 3H, Leu CH3).

BBC-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 201.4 (s, COS), 172.7 (s, Ala CO), 170.4
(s, CH3CO), 155.8 (s, NCO2), 80.6 [s, C(CH3)3], 58.1 (d, Leu CHNH), 50.1 (d, Ala CH),
41.2 (t, Leu CH), 39.3 (t, CHoNH), 28.4 (t, SCHy), 28.3 [q, C(CH3)s], 24.8 [d, Leu
CH(CH3),], 23.2 (q, CH;CO)", 23.1 (q, Leu CH3)", 21.5 (q, Leu CH3), 17.3 (q, Ala CH3).

* Zuordnung austauschbar.

MS (ESI): m/z (%) = 426 (12) [M+Na]", 421 (4) [M+NH,]", 404 (100) [M-+H]", 304 (8)
[M—CsHgO>+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [CisH33N30sS+H]": 404.2214; gefunden: 404.2216.
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O-Bn-L-Gls-Ala-D-Leu-SNAC-Ester (83)

0 o ., OH
AGHN~ S H)H/NHBOC NN ”)K‘/N\[('\/OBn
o 82 o O 83

Co3H35N306S
M =481.61 g/mol

Boc-Entschiitzung:

Eine Losung des Peptids 82 (748 mg, 1.85 mmol, 1.00 Aq.) in CH2Cl (9.3 mL) wird bei
0 °C mit TFA (9.3 mL) versetzt und 45 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt (Vorsicht: Sdure!) und der Riickstand

zehn Minuten im Feinvakuum getrocknet.

Amidkupplung:

Das entschiitzte Peptid wird in DMF (9.3 mL) gel6st und nacheinander O-Bn-Gls (68,
367 mg, 1.87 mmol, 1.01 Aq.), PyBOP (974 mg, 1.87 mmol, 1.01 Aq.) portionsweise und
DIPEA (1.26 mL, 934 mg, 7.23 mmol, 3.90 Aq.) tropfenweise hinzugegeben. Das
Gemisch wird fiir 23 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die Reaktion durch
Zugabe von Wasser (50 mL) beendet wird. Nach Extraktion mit EtOAc (11 x 30 mL)
werden die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Losung (75 mL) gewaschen, iiber
NaxSOg4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt
und der Riickstand durch Azeotropdestillation (PhMe, 3 < 100 mL) von restlichem DMF
befreit. Das resultierende orange Ol wird mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel,
@ =5 cm, h=25 cm, CH,Cl,/MeOH = 80/1 — 3/1, dann Kieselgel, @ =3 cm, h =20 cm,
CHClo/Aceton =90/1 — 7/3 — CH2Clo/MeOH = 40/1 — 10/1) aufgereinigt, wodurch das
Tripeptolid 83 (703 mg, 1.47 mmol, 79%) verunreinigt mit Tri(pyrrolidin-1-yl)phosphin-
oxid (ca. 460 mg) erhalten wird.

DC: Rr= 0.48 (CH2Cl2/MeOH = 9/1) [UV, KMnOg4].
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TH-NMR (300 MHz, CDCl;, 300 K): & [ppm] = 7.40 — 7.27 (m, 6H, C*H, Ala NH), 7.19
(d, °>J=8.4 Hz, 1H, Leu NH), 6.09 (t, °>J = 5.7 Hz, 1H, CH,NH), 4.80 (d, >J = 4.4 Hz, 1H,
Gls OH), 4.65 —4.50 (m, 4H, C*CH,, Leu CHNH, Ala CH), 4.35 (virt. q, >J~3J=4.7 Hz,
1H, Gls CH), 3.81 (dd, 2/ = 9.1 Hz, *J = 3.3 Hz, 1H, Gls CHH), 3.76 (dd, 2/ = 9.1 Hz,
3J=4.6 Hz, 1H, Gls CHH), 3.59 — 3.49 (m, 1H, CHHNH), 3.44 — 3.25 (m, 1H, CHHNH),
3.06 —2.87 (m, 2H, SCH>), 1.95 (s, 3H, CH3CO), 1.72 — 1.46 [m, 3H, Leu CH>CH(CH3),],
1.40 (d, >J=17.0 Hz, 3H, Ala CH3), 0.94 (d, >J=6.3 Hz, 3H, Leu CH3), 0.91 (d, >J=6.1 Hz,
3H, Leu CHz).

BC.NMR (101 MHz, CDCl;, 300 K): § [ppm] = 201.9 (s, Leu COS), 173.3 (s, Gls CO),
171.9 (s, Ala CO), 171.2 (s, CH3CO), 137.8 (s, C"CH>), 128.6 (d, C*H), 128.0 (d, C*H),
127.9 (d, C*H), 73.8 (t, C*CH>), 71.5 (s, Gls CH)", 71.4 (t, Gls CH2)", 58.4 (d, Leu CHNH),
48.3 (d, Ala CH), 41.2 (t, Leu CH>), 38.6 (t, CHoNH), 29.3 (t, SCH>), 25.0 [d, Leu
CH(CHs)2], 23.3 (q, CH;CO)*, 23.1 (q, Leu CH3)*, 21.7 (g, Leu CH3), 16.5 (q, Ala CH3).

*/* Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 504 (11) [M+Na]", 482 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C23H3sN30sS+H]™: 482.2320; gefunden: 482.2322.

0-Bn-L-Gls[O-(15-Methylhexadecanoat)]|-Ala-D-Leu-SNAC-Ester (85)

(0]
NHAc o OH NHAc 0 OJ\H%\
_s N — N
\ s N)K(N\[H\/OBn
@) H n 0] H o)
C40He7N307S
M = 734.05 g/mol

Die Fettsiure 84 (150 mg, 555 umol, 1.20 Aq.) wird in PhMe (4.6 mL) zuniichst mit NEt;
(128 uL, 93.7 mg, 926 pumol, 2.00 Aq.), dann mit 2,4,6-Trichlorobenzoylchlorid (109 uL,
169 mg, 694 umol, 1.50 Aq.) versetzt und das Gemisch fiir 10 Minuten geriihrt. Das
Tripeptolid 83 (223 mg, 463 umol, 1.00 Aq.) wird in PhMe (4.7 mL) zugetropft und
DMAP (56.5 mg, 463 pmol, 1.00 Aq.) portionsweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch
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wird fiir 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor NaHCO3-Losung (20 mL)
zugegeben und mit EtOAc (3 x 20 mL) extrahiert wird. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit 10%iger Zitronensdurelosung sowie NaCl-Losung (je 20 ml)
gewaschen, tiber Na,SO4 getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wird ein gelbes Ol erhalten, welches mittels Siulenchromatographie
(Kieselgel, @ =2 cm, h =30 cm, CH2Cl2/MeOH = 50/1 — 20/1) aufgereinigt wird. Hierbei
wird der Ester 85 (286 mg, 390 pmol, 84%, d.r. = 90/10) als farbloser, kristalliner Feststoff

erhalten.

DC: Ry=0.58 (CH2Cl2/MeOH = 9/1) [UV, KMnOg4].
Smp.: 79 °C.

IR (ATR): ¥ [cm '] =3289 (br, N-H), 2924 (s, C*?*-H), 2854 (m, C**-H), 1745 (m,
C=0), 1655 (vs, C=0), 1527 (s), 1454 (m), 1367 (m), 1167 (m), 1092 (m), 735 (m), 698
(m).

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm]=7.37 — 7.27 (m, SH, C*H), 6.91 (d,
3J=8.2 Hz, 1H, Leu NH), 6.73 (d, >*J = 7.6 Hz, 1H, Ala NH), 6.07 (virt. t,3J~3J=5.9 Hz,
1H, CHNH), 5.35 (virt. t, °J =3J=3.9 Hz, 1H, Gls CH), 4.64 —4.51 (m, 4H, Leu CHNH,
Ala CH, C*CH>), 3.89 (dd, 2J=10.7 Hz, >*J=4.7 Hz, 1H, Gls CHH), 3.81 (dd, 2/=10.7 Hz,
3J=3.4Hz, 1H, Gls CHH), 3.42 (virt. dq, 2J = 13.7 Hz, *J = 3J = 6.3 Hz, 1H, CHHNH),
3.34 (virt. dq, 2J = 13.7 Hz, *J = 3*J = 5.8 Hz, 1H, CHHNH), 2.98 (virt. t,3J=>J = 6.2 Hz,
2H, SCH>), 2.48 — 2.43 (m, 2H, COCH>), 1.94 (s, 3H, COCH3), 1.76 — 1.59 [m, 4H, Leu
CHHCH(CH3),, COCH2CHa]), 1.57 — 1.46 [m, 2H, Leu CHH, CH,CH>CH(CHj3),], 1.41
(d, 3J = 7.1 Hz, 3H, Ala CH3), 1.25 (s, 20H, CH>), 1.14 [virt.q, °J = 3J = 6.8 Hz, 2H,
CH>CH>CH(CHs)2], 0.94 (d, 3J = 6.0 Hz, 3H, Leu CH3), 0.91 (d, 3J = 6.0 Hz, 3H, Leu
CHs), 0.86 [d, *J = 6.6 Hz, 6H, CH,CH,CH(CH5)2].

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 201.2 (s, Leu COS), 173.1 (s, CO»), 171.7
(s, Ala CO), 170.6 (s, COCHs), 168.6 (s, Gls CO), 137.5 (s, C*), 128.6 (d, C*'H), 128.1 (d,
C*H), 127.7 (d, C*H), 73.7 (t, C"CHa), 73.1 (d, Gls CH), 69.3 (t, Gls CHa), 58.3 (d, Leu
CHNH), 48.7 (d, Ala CH), 412 (t, Leu CHy), 39.3 (t, CH.NH), 39.2 [t,
CH,CH,CH(CHs)a]", 34.4 (t, COCHa), 30.1 (t, CHa), 29.9 (t, CHa), 29.8 (t, CHa), 29.8 (t,
CH,), 29.8 (t, CHa), 29.6 (t, CHa), 29.4 (t, CHa), 29.2 (t, CHa), 28.7 (t, SCHo), 28.1 [d,
CH,CH,CH(CHs)a], 27.6 (t, CHa), 25.0 (t, COCH2CH,)", 25.0 [d, Leu CH(CHs)a]", 23.3
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(q, COCH3)", 23.1 (q, Leu CH3)", 22.8 (q, CH.CH,CH(CHs)2], 21.6 (q, Leu CHs), 17.3 (q,
Ala CHs).

*/*/™ Zuordnung austauschbar.
MS (ESI): m/z (%) = 756 (70) [M+Na]", 751 (30) [M+NH4]", 734 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C40H7N307S+Na]": 756.4592; gefunden: 756.4584.
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5.2 Substrate zur Kupfer-Katalyse
N-Boc-Ser(O-TBS)-NH: (57)

HO_ TBSO._
: C14H30N,0,4Si

HO_~ — HN A M = 318.49 g/mol
jﬁNHBoc WANHBOC
O 58 O 57

TBS-Schiitzung:

Nach einer Literaturvorschrift!®® wird Boc-Ser (58, 3.20 g, 15.6 mmol, 1.00 Aq.) in DMF
(31 mL) bei 0 °C zunichst mit TBSCI (3.06 g, 20.3 mmol, 1.30 Aq.), dann mit Imidazol
(3.19 g, 46.8 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird fiir 22 Stunden unter
Erwédrmen auf Raumtemperatur geriihrt, bevor Et2O (50 mL) hinzugegeben wird. Es wird
mit 1 M Salzsdure (200 mL) gewaschen und die saure Waschlosung mit EtoO (50 mL)
gegenextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (30 mL)
gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und filtriert. Durch Entfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wird ein farbloses Ol erhalten, welches mittels Sdulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ = 7cm, h = 14 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/1) aufgereinigt wird.
Dadurch wird ein gelbes Ol erhalten, welches aus einfach und zweifach silyliertem Edukt

besteht und in der folgenden Reaktion ohne weitere Aufreinigung eingesetzt wird.

Amid-Kupplung:

In Analogie zu eienr Literaturvorschrift'®® wird zu einer Mischung des gelben Ols, von
HOSu (1.23 g, 10.7 mmol) und THF (9.6 mL) bei 0 °C DCC (2.21 g, 10.7 g) portionsweise
gegeben. Es wird unter Rithren iiber 20.5 Stunden auf Raumtemperatur erwédrmt. Die
farblose Suspension wird iiber Celite filtriert und der Filterkuchen mit Et2O (50 mL)
nachgewaschen. Das Losungsmittel des Filtrats wird am Rotationsverdampfer entfernt und
der Riickstand in EtOAc (36 mL) geldst, bevor Ammoniak (25% in Wasser, 0.89 mL) bei
0 °C zugetropft wird. Nachdem fiir 77 Minuten geriihrt worden ist, wird tiber Celite filtriert
und der Filterkuchen mit Et2O (5 mL) nachgewaschen. Das Filtrat wird mit NaHCOs3-
(2 x50 mL) sowie NaCl-Losung (50 mL) gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und filtriert.

Nach Entfernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird ein gelbes Ol erhalten,
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welches mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =7 cm, h = 16 cm, n-Pentan/EtOAc
= 1/1) aufgereinigt wird. Hierbei wird das Amid 57 (1.12 g, 3.52 mmol, 9% ii. 2 St.) als

farbloser kristalliner Feststoff erhalten.

DC: R¢r=0.65 (EtOAc) [KMnO4, Ninhydrin: orange].

TH-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): 5 [ppm] = 6.44 (s, 1H, NH), 5.37 (s, 2H, NH), 4.21
— 4.10 (m, 1H, Ser CH), 4.03 (dd, %/ = 9.8 Hz, 3J = 3.9 Hz, 1H, Ser CHH), 3.64 (dd,
2J=9.8 Hz, 3/ = 7.1 Hz, 1H, Ser CHH), 1.46 [s, 9H, OC(CHs)s], 0.90 [s, 9H, SiC(CHs)s],
0.10 (s, 3H, SiCHz), 0.09 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR (101 MHz, CDCl;, 300 K): & [ppm] = 173.0 (s, Ser CO), 155.6 (s, NHCO,), 80.3
[s, OC(CHs)s], 63.3 (t, Ser CHa), 55.3 (d, Ser CH), 28.5 [q, OC(CHs)s], 26.0 [q,
SiC(CHs)s], 18.3 [s, SiC(CHs)s], 5.3 (q, SiCHs), —5.4 (g, SiCHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.['8¢]

(2)-(2-1odbut-2-enoyl)-L-prolinethylester (Z-59) und (E)-(2-Iodbut-2-enoyl)-L-
prolinmethylester (£-59)

4 CO,Me

0
I\ OO I C10H14INO;
| > N M = 323.13 g/mol

E-44 59

Verseifung:

Zu einer Losung des Vinyliodids £-44 (1.54 g, 6.40 mmol, 1.00 Aq.) in THF (64 mL) wird
1 M LiOH-H,O-Lésung (16 mL, 2.50 Aq.) getropft und das Gemisch fiir 25 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Wasser (50 mL) und E>O (50 mL) werden hinzugefiigt und die
Phasen getrennt. Die organische Phase wird nochmals mit Wasser (20 mL) extrahiert. Die
vereinigten wissrigen Phasen werden mit 10%iger Zitronensdurelosung auf pH = 3

eingestellt, mit festem NaCl gesittigt und mit EtOAc (3 x 40 mL) extrahiert. Die ver-
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einigten organischen Phasen werden iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungs-
mittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand durch Azeotropdestillation

(PhMe, 40 mL) getrocknet und unmittelbar in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Amidkupplung:

Die rohe Carbonsdure wird in CH>Cl, (64 mL) mit Pro-O-Me-HCI (1.06 g, 6.40 mmol,
1.00 Aq.) versetzt und auf 0 °C gekiihlt, bevor HATU (2.92 g, 7.68 mmol, 1.20 Aq.)
portionsweise und DIPEA (2.79 mL, 2.07 g, 16.0 mmol, 2.50 Aq.) tropfenweise zugege-
ben wird. Das Gemisch wird iiber 17.5 Stunden unter Riihren auf Raumtemperatur auf-
getaut. Nachdem Et2O (200 mL) hinzugegeben worden ist, wird die fliissige Phase an-
schliefend dekantiert und mit 10%iger Zitronenséure-, NaHCOs3- sowie NaCl-Losung (je
80 mL) gewaschen. Nach Trocknung liber Na>SO4 und Filtration wird das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt und das verbliebene braune Ol durch Siulenchromato-
graphie (Kieselgel, @ = 5 cm, h = 28 cm, n-Pentan/Et,O = 3/2 — 0/1) aufgereinigt. Da-
durch wird das Vinyliodid £-59 (347 mg, 1.08 mmol, 17%) als gelbes Ol neben dem
Vinyliodid Z-59 (838 mg, 2.60 mmol, 41%) in Form eines leicht gelben, kristallinen Fest-

stoffs isoliert.

(Z)-(2-1odbut-2-enoyl)-L-prolinethylester (Z-59)
DC: Rr=0.34 (Et20) [UV, KMnO4].
Smp.: 39 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =2953 (m, C**-H), 2880 (w, C*»*-H), 1741 (vs, C=0), 1625 (vs,
C=0), 1403 (vs), 1195 (vs), 1173 (vs).
Rotamerenverhaltnis: R1/R2 = 77/23.
TH-NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 6.18 (q, >*J= 6.5 Hz, 1H, CHCH; R1), 5.95
(q,>J=7.2 Hz, 1H, CHCH; R2), 4.55 (dd, 3J = 8.2, 4.2 Hz, 1H, Pro CH), 4.47 — 4.41 (m,
1H, ProCH), 3.74 (s, 3H, CO.CH; R1), 3.72 (s, 3H, CO2CH; R2), 3.69 — 3.46 (m, 2H, Pro

NCHa R2), 2.35 — 2.18 (m, 1H, Pro NCHCHH), 2.15 — 1.90 (m, 3H, Pro NCHCHHCH>),
1.86 (d, 3J = 6.5 Hz, 3H, CHCH; R1), 1.82 — 1.75 (m, 3H, CHCH; R2).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 172.5 (s, Pro CO R2), 172.4 (s, Pro CO
R1), 166.7 (s, NCO R2), 166.4 (s, NCO R1), 137.1 (d, CHCH; R1), 137.0 (d, CHCH; R1),
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96.2 (s, CI), 61.0 (d, Pro CH R2), 59.1 (d, Pro CH R1), 53.6 (g, CO2CH; R2), 52.5 (q,
CO>CH; R1), 49.5 (t, Pro NCH; R1), 46.8 (t, Pro NCHa R2), 31.3 (t, Pro NCHCH; R2),
29.5 (t, Pro NCHCH; R1), 25.1 (t, Pro NCH2CH; R1), 22.8 (t, Pro NCH2CH, R2), 21.7 (g,
CHCH3).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:
Grolies Rotamer:
| O, co,Me
1O
A\

MS (ESI): m/z (%) = 387 (5) [M+MeCN+HT", 369 (10) [M+EtNHs]", 346 (43) [M+Na]",
341 (7) [M+NHa]", 324 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C1o0Hi4INOs+H]": 324.0091; gefunden: 324.0091.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—54.3 (¢ = 0.70, CHCl5).

(E)-(2-1odbut-2-enoyl)-L-prolinethylester (E-59)
DC: Rr=0.43 (Et2O) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em '] =2952 (m, CP*~H), 2879 (w, C***~H), 1744 (vs, C=0), 1639 (vs,
C=0), 1415 (vs), 1197 (s), 1175 (s).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 84/16.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, 300 K): § [ppm] = 6.35 (q, *J=7.2 Hz, 1H, CHCH3 R1), 6.29
(q, *J=17.2 Hz, 1H, CHCH3 R2), 4.54 — 4.46 (m, 1H, Pro CH), 3.74 (s, 3H, CO.CH; R1),
3.72 (s, 3H, CO.CH3 R2), 3.68 — 3.57 (m, 2H, Pro NCH» R2), 3.49 (t, J = 6.5 Hz, 2H, Pro
NCH; R1), 2.34 — 2.18 (m, 1H, Pro NCHCHH), 2.18 — 1.90 (m, 3H, Pro NCHCHHCH>),
1.80 (d, >J=7.2 Hz, 3H, CHCH: R1), 1.67 (d, >J= 7.2 Hz, 3H, CHCH; R2).

IBC-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 172.3 (s, Pro CO R1), 172.0 (s, Pro CO
R2), 165.5 (s, NCO R1), 165.4 (s, NCO R2), 140.6 (d, CHCH; R2), 139.5 (d, CHCH; R1),
85.2 (s, CI), 60.3 (d, Pro CH R2), 58.6 (d, Pro CH R1), 52.6 (q, CO2CHs R2), 52.4 (q,
CO>CH;s R1), 48.0 (t, Pro NCHz R1), 46.5 (t, Pro NCH; R2), 31.3 (t, Pro NCHCH; R2),
29.6 (t, Pro NCHCH, R1), 24.8 (t, Pro NCHCH, R1), 22.6 (t, Pro NCH.CH, R2), 18.5 (q,
CHCH; R2), 18.1 (g, CHCH; R2).
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Aussagekriftiger NOE-Kontakt:
GroRRes Rotamer:

e

MS (ESI): m/z (%) = 387 (4) [M+MeCN+H]", 369 (9) [M+EtNHs]", 346 (34) [M+Na]",
341 (10) [M+NHa]", 324 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C1oH14INOs+H]": 324.0091; gefunden: 324.0090.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° = —43.7 (c = 0.50, CHCl5).
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5.3 Spurlose Staudinger-Ligation

N-Cbz-Ser(O-TBS)-[(2-diphenylphosphin)-phenol] (50)

TBSO
HO.__~ - . O
\[(\NHCbZ j‘/\NHCbZ
O 52 O 50
C35H4oNOLPSI

M =613.77 g/mol

2-(Diphenylphosphan)phenol (51, 83.8 mg, 301 pmol, 1.00 Aq.) und N-Cbz-Ser(O-TBS)
(52, 128 mg, 361 umol, 1.20 Aq.) werden in CH>Cl, (1.5 mL) bei 0 °C mit EDC-HCI
(6.6 mg, 452 pmol, 1.50 Aq.) und DMAP (3.7 mg, 30.1 umol, 0.10 Aq.) versetzt. Die
farblose Suspension wird unter Riihren tiber zwolf Stunden auf Raumtemperatur erwarmt,
bevor das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt wird. Der Riickstand wird durch
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ =2 cm, h =12 cm, DL aus CH2Cla, n-Pentan/EtOAc
= 30/1 — 6/1) aufgereinigt, wobei der Ester 50 (164 mg, 268 umol, 89%) als farbloses

Harz erhalten wird.

DC: R¢= 0.30 (n-Pentan/Et,O = 3/1) [UV, KMnOy4].
Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 87/13.

TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 298 K): § [ppm] =7.41 — 7.23 (m, 16H, C*H), 7.18 (dd,
3J=28.1, 3.9 Hz, 1H, C*H), 7.14 (t, °>J = 7.7 Hz, 1H, C*H), 6.83 (ddd, 3J = 7.8, 4.3 Hz,
4J=1.6 Hz, 1H, C*H), 5.46 (d, >J = 8.1 Hz, 1H, Ser NH R1), 5.22 (s, 1H, Ser NH R2),
5.13 (d, 2J = 12.2 Hz, 1H, C*CHH), 5.10 (d, J = 12.2 Hz, 1H, C*CHH), 4.36 (virt. dt,
3J = 8.4 Hz, 3J = °J = 3.3 Hz, 1H, Ser CH R1), 4.24 (s, 1H, Ser CH R2), 3.91 (dd,
2J = 10.3 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1H, Ser CHH R1), 3.86 (s, 1H, Ser CHH R1), 3.81 (dd,
2J = 10.3 Hz, *J = 3.2 Hz, 1H, Ser CHH R1), 3.77 (s, 1H, Ser CHH R2), 0.86 [s, 9H,
SiC(CHs)3], 0.01 (s, 3H, SiCH3), 0.01 (s, 3H, SiCH3).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 168.3 (s, Ser CO), 155.7 (s, NHCO,),
152.6 (d, 2Jcp = 17.4 Hz, C™), 136.4 (s, C*CHa), 135.5 (d, 'Jcp = 10.6 Hz, C*P), 135.4 (d,
Jcp = 10.3 Hz, C*P), 134.1 (dd, 3Jcp = 2.5 Hz, C*H), 133.9 (dd, 3Jcp = 2.6 Hz, C*H),
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133.8 (d, C*H), 133.7 (d, C*H), 133.5 (d, C*H), 130.3 (dd, %Jcp = 16.0 Hz, C*'H), 130.0
(d, C*H), 129.2 (d, C*H), 129.1 (d, C*H), 128.7 (dd, Jcp = 2.6 Hz, C*H), 128.7 (dd, *Jcp
= 2.5 Hz, C*H), 128.6 (d, C*'H), 128.2 (d, C*H), 128.2 (d, C*H), 126.4 (d, C*H), 122.1
(d, C*H), 67.0 (t, C*CHa), 63.4 (t, Ser CHz), 56.2 (d, Ser CH), 25.9 [q, SiC(CH3)3], 18.3
[s, SiC(CH3)3], —5.3 (q, SiCH3), —5.4 (q, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 614 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C3sHaNO,PSi+H]": 614.2486; gefunden: 614.2490.

(E)-2-lodbut-2-encarbonsiureethylester (E-44)

COoE I_CO,Et
| | | E-44
53 CgHglO,

M = 240.04 g/mol

Hydrostannylierung:!'*

Pd(PPhs)s (300 mg, 260 umol, 0.03 Aq.) wird zu einer Lésung von Tetrolsidureethylester
(1.00 mL, 962 mg, 8.57 mmol, 1.00 Aq.) in THF (29 mL) gegeben und die Lésung fiir 15
Minuten geriihrt. BusSnH (2.56 mL, 2.82 g, 9.52 mmol, 1.11 Aq.) wird iiber 60 Minuten
zugegeben und das Gemisch fiir 2.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Ent-
fernung des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wird der Riickstand mittels Séulen-
chromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 28 cm, n-Pentan/EtOAc = 10/1) aufgereinigt,

wobei ein Gemisch regiosiomerer Vinylstannane erhalten wird (3.53 g, 8.75 mmol).

Toddestannylierung:[!2

Zu einer Losung des Gemischs der Vinylstannane (3.53 g) in CH2Cl> (28.4 mL) wird bei
0 °C Tod (2.59 g, 10.2 mmol, 1.19 Aq.) gegeben und die resultierende Losung fiir zwei
Stunden bei dieser Temperatur und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktion wird durch Zugabe von Na;S;0s3- Losung (10 mL) und KF-Losung (5 mL)
beendet und iiber Celite filtriert. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit

298



Sonstiges

CH:ClL2 (2 x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-
Losung (50 mL) gewaschen, iiber Na;SOj4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird
am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mittels Sdulenchromatographie
(Kieselgel, n-Pentan/CH>Cl, = 5/1 — 1/1) aufgereinigt, wobei neben dem gewiinschten
Vinyliodid E-44 (1.45g, 6.01 mmol, 70% 1. 2 St.) auch das regioisomere Produkt
(E)-3-Iodbut-2-encarbonsdureethylester (390 mg, 1.62 mmol, 19% i. 2 St.) isoliert wird.

DC: Ry = 0.38 (n-Pentan/CH,Cl, = 2/1) [UV, KMnO4].

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 6.99 (q, >J = 7.4 Hz, 1H, CH), 4.25 (q,
3J= 7.1 Hz, 2H, CH»), 2.02 (d, °J = 7.4 Hz, 3H, CHCH;), 1.33 (t, °J = 7.1 Hz, 3H,
CH2CH5).

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] = 164.0 (s, CO), 151.1 (d, CH), 85.7 (s, CI),
62.3 (t, CHy), 19.5 (q, CHCH3), 14.3 (q, CH2CHs).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.['%!

(E)-2-Azidobut-2-ensiurethylester (E-45)

I__CO,Et Naw COEt  C.HoN,O,
| > | M = 155.16 g/mol

E-44 E-45

Nach einer modifizierten, Literatur-bekannten Vorschrift!'®?! wird das Vinyliodid E-44
(1.12 g, 4.65 mmol, 1.00 Aq.) sowie Natrium-Ascorbat (188 mg, 947 umol, 0.21 Aq.) in
DMSO (10.5 mL) und Wasser (2.1 mL) vorgelegt, bevor NaN3 (820 mg, 12.6 mmol,
2.71 Aq.), Cul (360 mg, 1.89 mmol, 0.41 Aq.) sowie N,N‘-Dimethylethylendiamin
(219 pL, 179 mg, 2.03 mmol, 0.44 Aq.) zugegeben werden. Das tiefblaue Reaktions-
gemisch wird fiir 30 Minuten bei 50 °C geriihrt, bevor es auf 0 °C abgekiihlt und mit NaCl-
Losung (80 mL) versetzt wird. Es wird mit Et;O (2 x 50 mL) extrahiert, und die vereinigten
organischen Phasen mit NaCl-Losung (80 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und

filtriert. Das Losungsmittel wird bei Raumtemperatur am Rotationsverdampfer entfernt,

299



Experimentalteil

wobei etwa 640 mg Rohprodukt erhalten werden. Das Rohprodukt wird mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 3 cm, h = 18 cm, n-Pentan/CH>Cl, = 5/1) aufge-
reinigt, wobei 94.5 mg einer gelblichen Fliissigkeit erhalten werden, welche das ge-
wiinschte Produkt £-45 sowie unbekannte Verunreinigungen enthélt und deshalb direkt in

der nichsten Reaktion eingesetzt wird.
DC: Ry=0.16 (n-Pentan/CH2Cl, = 3/1) [UV, KMnOs].

(E)-2-Azidobut-2-ensdure-Pro-O-Bu (E-54)

0 CO,Bu
N3 COZEt N3 H2 C13H20N4O3
| — N M = 280.33 g/mol

E-45 E-54

Verseifung:

Nach einer modifizierten, Literatur-bekannten Vorschrift!!®® wird das verunreinigte
Vinylazid E-45 (94.5 mg) in EtOH (0.30 mL) bei 0 °C vorgelegt und eine Losung aus
LiOH-H>O (102 mg, 2.43mmol) in Wasser (0.92mL) zugegeben. Nachdem fiir
3.5 Stunden geriihrt worden ist, wird mit etwas Wasser verdiinnt und die wissrige Phase
mit 1 M Salzsdure auf pH = 1 eingestellt, bevor diese mit EtOAc (4 x 25 mL) extrahiert
wird. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (50 mL) gewaschen,
iiber Na,SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer

entfernt, sodass 76.9 mg der rohen Carbonsdure erhalten werden.

Amidkupplung:

Die rohe Carbonsédure (20.0 mg), Pro-O-Bu (26.9 puL, 26.9 mg, 157 umol) und HOAt
(25.7 mg, 189 umol) werden in CH>Cl, (1.6 mL) bei 0°C vorgelegt, bevor HATU
(71.9 mg, 189 umol) portionsweise und DIPEA (54.9 uL, 40.7 mg, 315 umol) tropfen-
weise zugegeben werden. Das Gemisch wird iiber 14 Stunden unter Rithren auf Raum-

temperatur aufgewidrmt, mit Et2O (8 mL) versetzt und iiber Celite filtriert, wobei der

300



Sonstiges

Filterkuchen mit Et;0 (30 mL) nachgewaschen wird. Das Filtrat wird mit NaHCOs-
(50 mL) sowie 10%iger Zitronensdurelosung gewaschen, wobei die Waschlosungen
jeweils gegenextrahiert werden (Et2O, 25 mL). Nachdem die vereinigten Etherphasen {iber
NaxSOs4 getrocknet und filtriert werden, wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Der Riickstand wird mittels Saulenchromatographie (0 =1 cm, h=15 cm, DL aus
Et2O/EtOAc, n-Pentan/Et,O = 3/1), aufgereinigt, wobei das Amid E-54 (13.6 mg,
48.5 umol, 4% ii. 3 St.) als farbloses Ol erhalten wird.

DC: Rr= 0.33 (n-Pentan/Et;O = 1/1) [UV, KMnO4].

IR (ATR): ¥ [em™'] = 2979 (w, C—H), 2932 (w, CP—H), 2884 (w, C»—H), 2111 (vs,
C=C), 1738 (s, C=0), 1637 (s, C=0), 1436 (m), 1368 (m), 1264 (m), 1223 (m), 1154 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 69/31.

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): § [ppm] = 5.36 (q, >J= 7.4 Hz, 1H, CHCH3 R1), 5.30
(q, °J = 7.3 Hz, 1H, CHCH3 R2), 4.36 (dd, °J = 8.5, 4.7 Hz, 1H, Pro CH R1), 4.26 (dd,
3J=8.4,3.2 Hz, 1H, Pro CH R2), 3.66 (ddd, /= 12.6 Hz, *J=7.9, 5.1 Hz, 1H, Pro NCHH
R2), 3.59 — 3.47 (m, 3H, Pro NCHH R2, Pro NCH; R1), 2.25 — 2.13 (m, 1H, Pro
NCHCHH), 2.04 — 1.81 (m, 3H, Pro NCHCHHCH>), 1.76 (d, *J = 7.4 Hz, 3H, CHCHj
R1), 1.68 (d,>J=7.3 Hz, 3H, CHCH3 R2), 1.40 [s, 9H, C(CH3)3 R1], 1.39 [s, 9H, C(CH3)3
R2].

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): 8 [ppm] =& 171.2 (s, Pro CO R2), 170.9 (s, Pro CO
R1), 162.9 (s, NCO R2), 162.7 (s, NCO R1), 133.5 (s, CN3 R2), 133.0 (s, CN3 R1), 114.7
(d, CHCH; R2), 114.6 (d, CHCH; R1), 82.3 [s, C(CHz)s R2], 81.8 [s, C(CHz); R1], 60.7
(s, Pro CH R2), 59.4 (s, Pro CH R1), 48.0 (t, Pro NCH, R1), 46.3 (t, Pro NCH; R2), 31.5
(t, Pro NCHCH, R2), 29.6 (t, Pro NCHCH, R1), 28.1 [q, C(CHz)s R1], 28.0 [q, C(CHz)s
R2], 24.9 (t, Pro NCH,CH; R1), 22.7 (t, Pro NCH,CHa R2), 13.5 (g, Dhb CH; R2), 13.3
(g, Dhb CH; R1).
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Aussagekriftige NOE-Kontakte:

Groles Rotamer: Kleines Rotamer:

O  co,Bu o

Na | NJ N3ﬁN

S HsC CH,

MS (ESI): m/z (%) = 533 (10) [(M—N2)+M+H]", 303 (10) [M+Na]", 281 (66) [M+H]", 225
(34) [M—C4Hg+H]", 197 (8) [M—N>—CsHg+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [Ci3H20N4O3+H]": 281.1608; gefunden: 281.1608.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° =—100.0 (c = 1.00, CHCl3).

2-Oxobutansiure-Pro-O-Bu (56) und N-Cbz-Ser(O-TBS)-Dhb-Pro-0-'Bu (55)

TBSO._
TBSO._ oL =
o NHCbz

COzBU COztBU NH
N NHChz, N3\<‘\ .o ,DLH . wi
o -

PPh, 50 E-54 56 O 55

C13H21NOy t
B

M = 255.31 g/mol OBu

M = 589.81 g/mol

In Analogie zu einer Literaturvorschrift!® wird zum Vinylazid E-54 (37.5 mg, 134 umol,
1.00 Aq.) in Wasser (3.4 mL) eine Losung des Esters 50 (164 mg, 268 pmol, 2.00 Aq.) in
THF (9.9 mL) getropft und das Gemisch fiir 24 Stunden unter Lichtausschluss intensiv
geriihrt. Nach Zugabe von NaCl-Losung (25 mL) wird mit EtOAc (4 x 15 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, iiber
Na>SO4 getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt

und der Riickstand mittels Sdaulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2.5 cm, h=12 cm, DL
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aus CH>Cl,, n-Pentan/EtOAc = 10/1 — 0/1) aufgereinigt, wobei das Keton 56 (10.5 mg,
41.2 umol, 31%) neben dem 2-Hydroxyphenyldiphenylphosphanoxid (26.6 mg,
90.3 umol, 67%) sowie einem verunreinigten Gemisch der Tripeptide Z-55 und E-55
(<51.2 mg, <86.8 pmol, <65%, (Z)/(E) = 32/68) erhalten wird.

2-Oxobutansiure-Pro-O-Bu (56)
DC: Ry = 0.44 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnOs].

IR (ATR): ¥ [em™']=2977 (w, CP-H), 2929 (w, CP~H), 2882 (w, CP>~H), 2856 (w,
CsP-H), 1735 (s, C=0), 1634 (vs, C=0), 1438 (m), 1369 (m), 1229 (m), 1154 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 70/30.

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 4.74 (dd, 3J = 8.6, 4.7 Hz, 1H, Pro CH
R1), 4.40 (dd, 3J = 8.6, 3.7 Hz, 1H, Pro CH R2), 3.80 — 3.64 (m, 3H, Pro NCH: R2, Pro
NCHH R1),3.58 (dt,2J=12.2 Hz, 3J=17.3 Hz, 1H, Pro NCHH R1), 3.02 (dq, 2/=19.2 Hz,
3J=7.2Hz, 1H,COCHHRI1),2.88 (q, >J="7.3 Hz, 2H, COCH, R2), 2.81 (dq, 2/=19.2 Hz,
3J=17.2Hz, 1H, COCHH R1), 2.30 (virt. dtd, >J = 12.8 Hz, 3J =~ 3J = 8.6 Hz, 3J = 6.9 Hz,
1H, Pro NCHCHH R1), 2.22 — 2.14 (m, 1H, Pro NCHCHH R2), 2.14 — 2.05 (m, 1H, Pro
NCHCHH R1), 2.05 — 1.78 (m, 3H, Pro NCHCHH R2, Pro NCH.CH>), 1.46 [s, 9H,
C(CH3); R2], 1.43 [s, 9H, C(CHs); R1], 1.10 (t, 3J = 7.3 Hz, 3H, CH,CH; R2), 1.04 (virt.
t,3J~3J=17.2 Hz, 3H, CH,CH; R1).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 201.2 (s, COCH, R1), 200.9 (s, COCH,
R2), 171.5 (s, Pro CO R1), 170.5 (s, Pro CO R2), 163.4 (s, NCO R1), 162.7 (s, NCO R2),
82.1 [s, C(CHs)s R1], 81.7 [s, C(CH3)3 R2], 60.3 (d, Pro CH R2), 60.2 (d, Pro CH R1), 47.9
(t, Pro CH, R2), 47.4 (t, Pro CHa R1), 32.6 (t, COCH, R2), 32.0 (t, COCH, R1), 31.7 (t,
Pro NCHCH, R1), 28.7 (t, Pro NCHCH, R2), 28.0 [q, C(CHs)s R2], 27.9 [q, C(CHs)s R1],
25.1 (t, Pro NCH2CHz R2), 22.2 (t, Pro NCH2CH, R1), 7.0 (q, CH2CH; R2), 6.9 (q,
CH,CH; R1).

MS (ESI): m/z (%) =278 (20) [M+Na]*, 256 (100) [M+H]", 200 (96) [M—C4sHs+H]".
HR-MS (ESI): berechnet: [C13H21NO4+H]"™: 256.1544; gefunden: 256.1544.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—34.0 (c = 1.00, CHCl5).
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N-Cbz-Ser(O-TBS)-(E)-Dhb-Pro-0-'Bu (E-55) und N-Cbz-Ser(O-TBS)-(Z)-Dhb-Pro-
0-Bu (Z-55)

Rotamerenverhéltnis [(£)-55]: R1/R2 = 75/25.

IH-NMR (500 MHz, CDCls, 298 K): & [ppm] = 7.37 — 7.28 (m, SH, C*H Z+E), 5.75 (q,
3J=17.7Hz, 1H, Dhb CH Z-R1), 5.72 — 5.51 (m, 1H, Dhb CH E, Ser NH Z+E), 5.39 (q,
3] = 6.4 Hz, 1H, Dhb CH Z-R2), 5.18 — 5.03 (m, 2H, C*CH, Z+E), 4.64 —4.58 (m, 1H, Pro
CH R2), 4.45 — 4.36 (m, 1H, Pro CH Z+E), 4.33 — 4.24 (m, 1H, Ser CH Z), 4.24 — 4.15 (m,
1H, Ser CH E), 4.08 — 3.98 (m, 1H, Ser CHH Z+E), 3.76 — 3.16 (m, 3H, Ser CHH Z+E,
NCH, Z+E), 2.31 — 1.86 (m, 4H, Pro CH.CH, Z+E), 1.85 (d,> J = 7.3 Hz, 3H, Dhb CH;
E-R1), 1.71 — 1.65 (m, 6H, Dhb CHs E-R2, Dhb CHs Z-R1), 1.61 (d, 3J = 6.4 Hz, 3H, Dhb
Z-R2), 1.47—1.43 [s, 9H, OC(CHz)3 Z+E], 0.88 [s, 9H, SiC(CHs)s Z+E], 0.09 (s, 3H, SiCH;
Z+E), 0.07 (s, 3H, SiCH; Z+E).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:
Haupt-Diastereomer, groles Rotamer:

TBSO\_

o, :
Y\NHCbz
<>/\INH

N~ ~O
0]

OBu

MS (ESI): m/z (%) = 612 (100) [M+Na]*, 590 (35) [M+H]".
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5.4 Studien zu den Vioproliden A-C

N-Ns-L-Maz-NH: (182)

O H O H
; {o— . N R N C11H13N305S
N N M = 299.30 g/mol
MeO Ns H,yN Ns
152a 182

Der Ester 152a (27.4 mg, 87.2 pmol, 1.00 Aq.) wird in MeOH (0.35 mL) mit Ammoniak
(7M in MeOH, 0.17 mL) versetzt. Die farblose Losung wird fiir 13 Stunden bei Raum-
temperatur gerithrt. MeOH (5 mL) wird zugegeben und das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt. Der Riickstand wird durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ =
1 cm, h =3 cm, EtOAc) aufgereinigt, wobei das Amid 182 (24.5 mg, 81.8 umol, 94%) als

farbloses Pulver isoliert wird.

DC: Rs=0.29 (EtOAc) [UV, KMnO4].
Smp.: 158 °C.

IR (ATR): ¥ [em '] =3316 (br, N-H), 3110 (w, C*~H), 2975 (m, C**-H), 2871 (m,
C*P—H), 1685 (s, C=0), 1530 (vs, N=0), 1351 (vs, N=0), 1160 (vs), 857 (m), 739 (s), 688
(m).

TH-NMR (500 MHz, CD;0D, 298 K): § [ppm] = 8.43 — 8.38 (m, 2H, C*H), 8.07 — 8.03
(m, 2H, C*H), 4.70 (dd, *J = 9.1, 5.1 Hz, 1H, COCH), 4.57 (virt. dquint, °J = 8.3 Hz,
3J=~3J=6.0 Hz, 1H, CHCH3), 2.34 (ddd, 2J = 11.1 Hz, J = 8.3, 5.1 Hz, 1H, CHH), 2.12
(ddd, 2J=11.1 Hz, *J=9.1, 6.0 Hz, 1H, CHH), 1.43 (d, >J = 6.3 Hz, 3H, CH3).

3C-NMR (101 MHz, CD;0D, 300 K): & [ppm] = 174.3 (s, CO), 151.6 (s, C¥), 146.7 (s,
C™), 129.9 (d, C*H), 125.2 (d, C*H), 63.1 (d, COCH), 62.6 (d, CHCH3), 29.9 (t, CH),
21.5 (q, CH3).

Aussagekriftiger NOE-Kontakt:

o\
N
H,N

Ns
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MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) = 341 (5) [M+MeCN], 299 (100) [M] .
HR-MS (ESI): berechnet: [C11Hi3N30sS+H]": 300.0649; gefunden: 300.0648.

Spezifischer Drehwinkel: [a]2° =—121 (c = 0.50, MeOH).

N-Ns-L-ThioMaz-NH: (183)

o H s H
m_ m_ C11H13N30,S,
N g N M = 315.36 g/mol
HN N HN N
182 183

Lawesson-Reagenz (15.7 mg, 38.8 pmol, 0.50 Aq.) wird portionsweise zu einer Losung
des Amids 182 (23.2 mg, 77.5 pmol, 1.00 Aq.) in THF (0.30 mL) gegeben. Das Gemisch
wird fiir vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt wird. Der Riickstand wird durch Séulenchromatographie
(Kieselgel, @ =1 cm, h = 3 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/1) aufgereinigt, wobei das Thioamid
183 (20.8 mg, 65.9 umol, 85%) als farbloses Pulver erhalten wird.

DC: Rr=0.79 (EtOAc) [UV, KMnOs].

Smp.: 150 °C.

IR (ATR): ¥ [ecm '] = 3374 (m, N-H), 3267 (w, N-H), 3161 (m), 2976 (w, C***~H), 2871
(w, CP—H), 1615 (s, C=0), 1529 (vs, N=0), 1350 (vs, N=0), 1156 (vs).

'H-NMR (300 MHz, CD30D, 300 K): § [ppm] = 8.46 — 8.38 (m, 2H, C*H), 8.11 — 8.03
(m, 2H, C*H), 5.00 (virt. t, J = 3J=7.7 Hz, 1H, COCH), 4.54 (virt. sext, >J=~3J=7.1 Hz,
1H, CHCH3), 2.54 — 2.40 (m, 1H, CHH), 2.29 — 2.18 (m, 1H, CHH), 1.42 (d, >J = 6.1 Hz,
3H, CH3).

13C-NMR (75 MHz, CD;0D, 300 K): & [ppm] = 204.9 (s, CS), 151.8 (s, C*), 146.4 (s,
C™), 130.3 (d, C*H), 125.4 (d, C*H), 69.2 (d, COCH), 61.6 (d, CHCH3), 33.8 (t, CHo),
20.4 (g, CHs).
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MS (APCI, 350 °C, 25 V): m/z (%) = 341 (95) [M], 314 (100) [M—H] .
HR-MS (ESI): berechnet: [C11H13N304S2+H]": 316.0420; gefunden: 316.0419.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° =—180 (c = 0.51, MeOH).

N-Ns-L-ThioMaz-N-Phth (181)

W N Ns C19H15N306S;
M = 445.46 g/mol

Zu einer Losung des Thioamids 183 (19.9 mg, 63.1 umol, 1.00 Aq.) in THF (0.15 mL)
wird nach einer modifizierten Literaturvorschrift!%®! bei 0 °C K,CO3 (20.9 mg, 151 pmol,
2.40 Aq.) und Phthaloyldichlorid (10.9 uL, 15.4 mg, 75.2 umol, 1.20 Aq.) gegeben. Das
Gemisch wird fiir 2.5 Stunden bei 0 °C geriihrt, bevor Wasser (10 mL) hinzugegeben wird.
Nach Zugabe von EtOAc (8 mL) werden die Phasen getrennt. Die wiéssrige Phase wird
darauthin mit EtOAc (2 x 8 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen phasen werden mi
NaHCOs- (8 mL) sowie NaCl-Losung (10 mL) gewaschen, liber Na;SO4 getrocknet und
filtriert. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand wird
durch Siulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1 cm, h = 3 cm, n-Pentan/EtOAc = 3/1 —
2/1) aufgereinigt, wobei das Phthalimid 181 (6.5 mg, 14.6 umol, 23%) als pinkes Harz

erhalten wird.

DC: Rr= 0.47 (n-Pentan/EtOAc = 2/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 299 K): & [ppm] = 8.31 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, C*H), 8.00 —
7.94 (m, 4H, C*H), 7.91 — 7.84 (m, 2H, C*H), 5.91 (dd, *J=9.3, 5.4 Hz, 1H, CSCH), 4.67
—4.57 (m, 1H, CHCHj3), 2.70 (ddd, 2/ = 11.3, 3J = 8.1, 5.4 Hz, 1H, CHH), 2.38 (ddd,
2J=11.3 Hz,*J=9.3, 5.7 Hz, 1H, CHH), 1.60 (d, *J = 6.4 Hz, 3H, CH3).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 205.8 (s, CS), 164.6 (s, CO), 150.0 (s,
C™), 146.6 (s, C™), 135.8 (d, C*"H), 130.9 (s, C™), 128.6 (d, C*H), 124.9 (d, C*H), 124.3
(d, C*H), 70.0 (d, CSCH), 60.8 (d, CHCHs), 33.4 (t, CH,), 21.6 (g, CHs).

N-Ns-L-Maz-Ser(O-TBS)-Thr-O-Me (185)

TBSO TBSO
: : y
O~ o H oo -
OH \\‘ANHCbz N > 3\/\/ OH YHM
NH HO N NH NsN
H Ns H
MeO (@] 104 154 MeO e CZSH40N3O1OSS|

M = 616.76 g/mol
185

Cbz-Entschiitzung:

Zu einer Losung von N-CBz-Ser(O-TBS)-Thr-O-Me (104, 230 mg, 491 pmol, 1.00 Aq.)
in einer Mischung von MeOH und EtOAc (1/1, 9.8 mL) wird Pd/C (10 Gew.-% Pd,
23.0 mg) gegeben. Die Argonatmosphdre wird nach der allgemeinen Vorschrift gegen
Wasserstoff ausgetauscht und die Suspension fiir 15.5 Stunden geriihrt. Der Wasserstoft-
Ballon wird entfernt und Argon fiir fiinf Minuten durch die Suspension geleitet. Es wird
iiber Celite filtriert und der Filterkuchen mit CH2Clz (25 mL) gewaschen. Nach Entfernung
des Losungsmittels wird der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Kieselgel,
@ =1cm, h=17 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/1 — CH2Cl2/MeOH = 9/1) aufgereinigt, wobei

das freie Amin (150 mg) leicht verunreinigt (ca. 10%) erhalten wird.

Kupplung:

Zu einer Losung des freien Amins (79.5 mg) sowie von der Carbonsiure 154 (78.4 mg,
261 umol, 1.00 Aq.) in CH>Cl, (1.5mL) wird zuniichst PyBOP (143 mg, 274 umol,
1.05 Aq.), dann DIPEA (136 pL, 101 mg, 783 umol, 3.00 Aq.) gegeben. Die gelbe Losung
wird fiir 16 Stunden geriihrt, bevor sie mit EtOAc (25 mL) verdiinnt wird. Die organische
Phase wird sukzessive mit 10%iger Zitronensdure-, NaHCO3- und NaCl-Losung (je

10 mL) gewaschen, liber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am
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Rotationsverdampfer  entfernt worden ist, wird der Riickstand mittels
Saulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2 cm, h = 15 cm, n-Pentan/EtOAc = 1/1 — 0/1)
aufgereinigt, wobei das Tripeptid 185 (99.7 mg, 162 umol, 62%) als farbloser Feststoff

erhalten wird.

DC: Rr=0.07 (CH2Cla/Aceton = 9/1) [UV, KMnOy].
Smp.: 53 °C.

IR (ATR): ¥ [em']=3399 (br, O—H), 2955 (m, C*"~H), 2931 (m, C">~H), 2858 (w,
CsP-H), 1745 (m, C=0), 1664 (s, C=0), 1531 (vs), 1350 (vs), 1160 (vs), 1096 (s), 833 (5),
739 (s).

TH-NMR (400 MHz, CDCl;s, 298 K): & [ppm] = 8.41 (d, >J = 8.9 Hz, 2H, C*H), 8.16 (d,
3J=8.9 Hz, 2H, C*H), 7.85 (d, °J = 8.7 Hz, 1H, Ser NH), 7.31 (d, °J = 9.3 Hz, 1H, Thr
NH), 4.68 (dd, J =9.3, 2.6 Hz, 1H, Thr CHNH), 4.65 — 4.52 (m, 3H, Maz COCH, Maz
CHCHs, Ser CH), 4.30 (dd, 27 = 9.8 Hz, 3J = 1.6 Hz, 1H, Ser CHH), 4.27 — 4.20 (m, 1H,
Thr CHCH3), 3.84 — 3.77 (m, 1H, Ser CHH), 3.78 (s, 3H, Thr CO,CHj), 2.54 (ddd,
2J=11.7Hz, 3J= 8.3, 6.8 Hz, 1H, Maz CHH), 2.13 (ddd, 2/ = 11.7 Hz, 3>J = 9.8, 4.7 Hz,
1H, Maz CHH), 1.36 (d, *J = 6.5 Hz, 3H, Maz CH3), 1.20 (d, *J = 6.4 Hz, 3H, Thr CH3),
0.95 [s, 9H, SiC(CHj3)3], 0.15 (s, 3H, SiCH3), 0.11 (s, 3H, SiCH3).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 171.2 (s, Thr CO), 170.0 (s, Ser CO),
169.1 (s, Maz CO), 150.7 (s, C*), 143.8 (s, C*), 129.6 (d, C*'H), 124.8 (d, C*H), 68.8 (d,
CHCH3), 63.0 (t, Ser CH>), 61.9 (d, Maz COCH), 61.5 (d, Maz CHCH3), 57.8 (d, Thr
CHN), 54.8 (d, Ser CH), 52.7 (g, Thr CO2CH3), 29.7 (t, Maz CHa), 26.0 [q, SiC(CH3)s],
20.1 (q, Thr CHs), 19.6 (q, Maz CHs), 18.4 [s, SiC(CHs)s], 5.3 (g, SiCH3), 5.5 (q,
SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 639 (8) [M+Na]", 634 (7) [M+NH4]", 617 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C25H40N3010SSi+H]": 617.2307; gefunden: 617.2299.

Spezifischer Drehwinkel: [a]3° = —112 (c = 0.48, CHCl5).
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Experimentalteil

N-Boc-Ala-D-Leu-ThioPro-Ser(O-TBS)-(£)-Dhb-O-Pfp (Z-188)

tBSO— S tBso— S M
B N o = N
OY\NH NH
NH V NH
o}
~NH © o ~NH o
NHBoc NHBoc
MeO” SO0  Z120 PfpO” SO  Z-188

M = 866.03 g/mol

Verseifung:

Das Pentapeptid Z-120 (324 mg, 454 pmol, 1.00 Aq.) wird in THF (4.5 mL) bei 0 °C
zunichst mit Wasser (1.1 mL), dann mit LiOH-H,O (47.6 mg, 1.13 mmol, 2.50 Aq.)
versetzt. Nachdem fiir sechs Stunden bei dieser Temperatur geriihrt worden ist, wird
Wasser (15 mL) hinzugegeben und die wissrige Phase mit Et,O (10 mL) gewaschen. Die
etherische Phase wird mit Wasser (5 mL) gegenextrahiert. AnschlieBend werden die
vereinigten wissrigen Phasen mittels 10%iger Zitronensdureldsung auf pH = 4 eingestellt
und mit EtOAc (4 % 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
NaCl-Losung (20 mL) gewaschen, iiber Na>SO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt worden ist, wird der Riickstand durch
Azeotropdestillation (PhMe, 8 mL) getrocknet. Das Rohprodukt (281 mg) wird als leicht
gelblicher Feststoff erhalten und ohne weitere Aufreinigung in der nachfolgenden Reaktion

eingesetzt.

Veresterung:

Zu einer Losung der rohen Carbonsdure (252 mg) in THF (3.6 mL) werden C¢FsOH
(72.9 mg, 396 umol, 1.10 Aq.) und EDC-HCI (75.9 mg, 396 pmol, 1.10 Aq.) gegeben. Die
gelbliche Suspension wird fiir 13 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das
Losungsmitte]l am Rotationsverdampfer entfernt wird. Der Riickstand wird durch
Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 2cm, h = 18 cm, CH2Cl2/MeOH = 100/1)
aufgereinigt. Der Pentafluorphenolester Z-188 (104 mg, 120 umol, 29% 1. 2 St.) wird

verunreinigt mit Pentafluorphenol (ca. 27 mg) als gelber, glas-artiger Feststoff erhalten.
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Sonstiges

DC: Rr=0.18 (CH2Cl/MeOH = 70/1) [UV, KMnO4].

TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 8.73 (d, >J = 7.4 Hz, 1H, Ser NH), 8.27 (s,
1H, Dhb NH), 7.35 (s, 1H, Leu NH), 7.01 (q, >J=7.1 Hz, 1H, Dhb CH), 5.38 — 5.20 (m,
2H, Ser CH, Ala NH), 4.98 (dd, >J = 8.7, 4.0 Hz, 1H, ThioPro CH), 4.41 — 4.34 (m, 2H,
Leu CHNH, Ser CHH), 4.19 (virt. quint, >J = 3J = 7.2 Hz, 1H, Ala CH), 4.12 (dd,
2J=10.2 Hz, *J = 49 Hz, 1H, Ser CHH), 4.05 (ddd, 2J = 9.9 Hz, 3J = 6.9, 5.2 Hz, 1H,
ThioPro NCHH), 3.62 (virt. dt, 2J= 9.9 Hz, 3J = 3J = 7.7 Hz, 1H, ThioPro NCHH), 2.44
(dtd, 2J=13.1 Hz, >*J=8.9, 7.6 Hz, 1H, ThioPro NCHCHH), 2.36 — 2.26 (m, 1H, ThioPro
NCHCHH), 2.05 — 1.99 (m, 2H, ThioPro NCH>CH>), 1.95 (d, *J = 7.1 Hz, 3H, Dhb CH3),
1.73 — 1.64 [m, 1H, Leu CH(CH3)]), 1.58 (ddd, 2/ = 14.2 Hz, 3J = 9.3, 5.3 Hz, 1H, Leu
CHH), 1.50 (ddd, 2J = 14.2 Hz, °*J = 8.6, 5.1 Hz, 1H, Leu CHH), 1.40 [s, 9H, OC(CHs)3],
1.21(d,*J=7.1 Hz, 3H, Ala CH3), 0.98 (d, >J= 6.5 Hz, 3H, Leu CH3), 0.95 (d, >J=6.5 Hz,
3H, Leu CH3), 0.87 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.08 (s, 3H, SiCH3), 0.07 (s, 3H, SiCHs).

I3C-NMR (126 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 203.6 (s, CS), 174.4 (s, Ala CO), 172.9
(s, Leu CO), 167.7 (s, Ser CO), 160.9 (s, Dhb CO), 156.8 (s, NHCO»), 139.3 (d, Dhb CH),
125.1 (s, Dhb CCH), 80.5 [s, OC(CH3)3], 69.4 (d, ThioPro CH), 61.8 (d, Ser CH)", 61.6 (t,
Ser CHa)", 50.7 (d, Leu CHNH), 49.2 (d, Ala CH), 48.4 (t, ThioPro NCH>), 40.0 (t, Leu
CH) 33.2 (t, ThioPro NCHCH>»), 28.3 [q, OC(CHj3)s], 25.9 [q, SiC(CH3)3], 24.9 [d, Leu
CH(CHs)2], 24.3 (t, ThioPro NCH2CH>»), 23.5 (q, Leu CH3), 22.0 (q, Leu CH3), 18.3 [s,
SiC(CH3)3], 15.8 (q, Ala CH3), 14.5 (q, Dhb CH3), —5.2 (q, SiCH3), —5.3 (q, SiCH3).

* Zuordnung austauschbar.

Aufgrund der starken Verunreinigung mit Pentafluorphenol®® konnten die '*C-NMR-
Signale des fluorierten Benzolrings nicht zweifelsfrei ermittelt werden und wurden nicht

aufgelistet.

YEF-NMR (471 MHz, CDCl;, 300 K) & [ppm]=—-155.2 (d, *Jrr = 18.7 Hz), —161.5 (t,
3Jvr =21.8 Hz), —165.9 (t, *J&r = 20.1 Hz).

HR-MS (ESI): berechnet: [C3sHssFsNsOgSSi+H]": 866.3612; gefunden: 866.3624.

20 Pentafluorphenol wurde durch das ""F-NMR-Spektrum nachgewiesen.
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Experimentalteil

N-Boc-L-Pip-Thr(O-TBS)-(/V-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-0O-Me (186)

NBoc
OTBS OTBS
BocHN:i:%\ :i:%\
TBSO O C37H74N3040Si;

M = 774.16 g/mol

TBSO

Boc-Entschiitzung:

Zu einer Losung des Tripeptolids 129 (22.6 mg, 34.1 pmol, 1.00 Aq., d.r. = 94/6) in CH2Cl,
(0.12 mL) wird bei 0 °C TFA (0.03 mL) getropft und die resultierende Losung fiir 50
Minuten bei dieser Temperatur geriihrt. Nach Zugabe von CH>Cl, (8§ mL) wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur entfernt (Vorsicht: Saure!).
Der Riickstand wird durch Azeotropdestillation (PhMe, 8 mL) getrocknet und ohne weitere

Aufreinigung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

Peptidkupplung:

Zu einer Losung von Boc-L-Pip (13.7 mg, 59.7 umol, 1.75 Aq.) sowie von HOAt (8.4 mg,
61.4 umol, 1.80 Aq.) in CH2Cl, (0.11 mL) wird bei 0 °C zunichst EDC-HCI (11.8 mg,
61.4 umol, 1.80 Aq.), dann DIPEA (5.9 pL, 4.4 mg, 34.1 umol, 1.00 Aq.) gegeben.
AnschlieBend wird der Riickstand des entschiitzten Tripeptolids in CH2Cl> (0.30 mL)
zugetropft (0.05 mL-min') und das resultierende Reaktionsgemisch wird unter Riihren
iiber 16 Stunden auf Raumtemperatur aufgewarmt. Nach Zugabe von Wasser (2 mL) und
CHxCl, (10 mL) werden die Phasen getrennt. Die organische Phase wird mit 10%iger
Zitronensdure- (8 mL), NaHCOs- (8 mL) und NaCl-Lésung (5 mL) gewaschen, iiber
Na>SO4 getrocknet und filtriert. Nachdem das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt worden ist, wird das Rohprodukt durch Saulenchromatographie (Kieselgel,
@ =1cm, h=5 cm, DL aus CH>Cl, n-Pentan/EtOAc = 4/1) aufgereinigt. Dabei wird das
Tetrapeptolid 186 (13.4 mg, 17.4 pmol, 51% ii. 2 St., d.r. = 96/4) in Form eines leicht
gelben Ols erhalten.
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DC: Rr=0.36 (n-Pentan/EtOAc = 3/1) [KMnOs4, Ninhydrin: violett].

IR (ATR): ¥ [em '] =2954 (m, C***-H), 2931 (m, C***~H), 2858 (m, C***-H), 1743 (s,
C=0), 1697 (s, C=0), 1660 (s, C=0), 1405 (s), 1252 (s), 1159 (vs), 835 (vs), 778 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 =~ 93/7.

"TH-NMR (500 MHz, CDCl3, 300 K): & [ppm] = 6.87 (s, 1H, Thr NH), 4.99 — 4.91 (m, 1H,
Val NMeCH), 4.84 (dd, 3J=8.3, 1.2 Hz, 1H, Thr CHNH)", 4.90 — 4.61 (m, 1H, Pip CH)",
4.52 (dd, 2J=11.1 Hz, *J = 4.3 Hz, 1H, Gls CHH), 4.44 (virt. t,*J =3J=4.4 Hz, 1H, Gls
CH R2), 4.38 (virt. t,3J~3J=4.6 Hz, 1H, Gls CH R1),4.09 (dd, 2J=11.1 Hz, >*J=4.7 Hz,
1H, Gls CHH)*, 420 — 3.95 (m, 2H, Pip NCHH, Thr CHOTBS)*, 3.73 (s, 3H, Gls
CO,CH3), 3.10 (s, 3H, Val NCH3 R1), 2.92 (s, 3H, Val NCH3 R2)", 3.01 — 2.74 (m, 1H,
Pip NCHH)", 2.28 (d, 2J = 13.2 Hz, 1H, Pip NCHCHH), 2.23 — 2.08 [m, 1H, Val
CH(CHj3)2], 1.71 — 1.38 (m, 5H, Pip NCHCHHCH,CH>)", 1.46 [s, 9H, OC(CH3)3]%, 1.16
(d, °*J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH3), 0.98 (d, *J= 6.5 Hz, 3H, Val CHCHs), 0.89 [s, 9H,
SiC(CHs)3], 0.86 [s, 9H, SiC(CH3)s], 0.83 (d, 3J = 6.7 Hz, 3H, Val CHCH3), 0.09 (s, 3H,
SiCH3), 0.07 (s, 3H, SiCH3), 0.02 (s, 3H, SiCH3), 0.00 (s, 3H, SiCH3).

*/*/°/A Signale iiberlagern sich.

3C-NMR (126 MHz, CDCls, 300 K): & [ppm] = 171.1 (s, CO), 170.9 (s, CO), 170.8 (s,
CO), 170.5 (s, CO), 155.4 (s, NCO, R1), 154.7 (s, NCO, R2), 80.8 [s, OC(CHs) R2], 80.3
[s, OC(CHs); R1], 70.5 (d, Gls CH), 68.5 (d, Thr CHOTBS), 66.1 (t, Gls CHa), 61.5 (d,
Val NMeCH), 55.7 (d, Pip CH), 54.5 (d, Thr CHNH), 52.2 (q, Gls CO>CHs), 42.7 (t, Pip
NCH, R1), 41.2 (t, Pip NCH; R2), 31.6 (q, Val NCH; R1), 29.3 (q, Val NCH; R2), 28.3
[q, OC(CH3)s], 27.8 [d, Val CH(CHs).], 26.1 (t, Pip NCHCH: R1), 25.8 [q, SiC(CH)s],
25.7 (t, NCHCH, R2), 25.6 [q, SiC(CH)s], 25.2 (t, Pip CH2 R1), 24.8 (t, Pip CHa R2), 21.4
(q, Thr CHs), 20.9 (t, Pip CHz R1), 20.7 (t, Pip CHa R2), 19.6 (q, Val CHCH3), 19.2 (q,
Val CHCH3), 18.2 [s, SiC(CHz)s], 17.9 [s, SiC(CHz)s], —4.7 (g, SiCHz), —5.0 (q, SiCHa),
5.1 (q, SiCHs), —5.4 (q, SiCHs).

MS (ESI): m/z (%) = 819 (7) [M+ENHs]", 796 (100) [M+Na]’, 792 (53) [M+NH.]", 774
(100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C37H71N3010Si2+Na]™: 796.4570; gefunden: 796.4562.
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L-Pip-Thr(O-TBS)-(N-Me)Val-L-Gls(O-TBS)-O-Me (187)

M M
NBoc Ox-OMe NH Ox-OMe
@) 0]
(0] oTBS 0] OTBS
H I'H —— H I'H
HN (0] HN (0]
) )
186 i
TBSO o TBSO @ C32H63N3OSS|2

Zu einer Losung des Tetrapeptolids 186 (14.2 mg, 18.3 pmol, 1.00 Aq., d.r. = 96/4) in
CH2Cl> (0.34 mL) wurden nacheinander 2,6-Lutidin (31.7 pL, 29.2 mg, 273 pumol,
14.9 Aq.) und TMSOTf (37.0 uL, 45.5 mg, 205 pmol, 11.2 Aq.) bei 0 °C getropft. Die
resultierende Losung wird fiir 3.25 Stunden bei 0 °C geriihrt, bevor NaHCO3-Losung
(8 mL) hinzugegeben wird. Nachdem die Phasen getrennt worden sind, wird die wéssrige
Phase mit EtOAc (3 x 5 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Na>SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt.
Der Riickstand wird durch Sdulenchromatographie (Kieselgel, @ = 1cm, h = 4 cm,
CH2Clo/MeOH = 50/1 — 30/1) aufgereinigt, wodurch das Tetrapeptolid 187 (10.7 mg,
15.8 pmol, 86%, d.r. > 95/5) als farbloses Ol erhalten wird.

DC: Rr=0.17 (CH2Cl,/MeOH = 20/1) [KMnOs4, Ninhydrin: violett].

IR (ATR): # [em™'] = 3386 (w, N—H), 2953 (m, C**-H), 2931 (m, C**-H), 2857 (m,
CP—H), 1743 (s, C=0), 1654 (s, C=0), 1252 (s), 1151 (s), 833 (vs), 778 (vs).

Rotamerenverhiltnis: R1/R2 = 92/8.

'TH-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): § [ppm] = 7.52 (d, °J = 7.8 Hz, 1H, Thr NH), 4.93
(d, >J=10.2 Hz, 1H, Val NMeCH R1), 4.78 (dd, >°J = 9.2, 3.2 Hz, 1H, Thr CHNH R2),
4.73 (dd,*J=17.9,4.2 Hz, 1H, Thr CHNH R1), 4.53 (dd, 2J=11.1 Hz, >*J=4.5 Hz, 1H, Gls
CHH R1), 444 (dd, %J = 10.7Hz, *J = 5.0Hz, 1H, Gls CHH R2), 4.39 (virt. t,
3J = 3J=4.7Hz, 1H, Gls CH), 4.31 — 4.18 (m, 3H, Thr CHCHs R2, Gls CHH R2, Val
NMeCH R2), 4.14 — 4.05 (m, 2H, Gls CHH R1, Thr CHCH; R1), 3.73 (s, 3H, Gls
CO,CH3), 3.20 (dd, >J=9.8, 3.2 Hz, 1H, Pip CH), 3.14 (s, 3H, Val NCH3 R1), 3.03 (virt.
dt, 2J = 12.2 Hz, *J = 3.4 Hz, 1H, Pip NCHH), 2.87 (s, 3H, Val NCH3 R2), 2.65 (virt. td,
2J=3J=11.2Hz 3J=3.1 Hz, 1H, Pip NCHH), 2.37 — 2.24 [m, 1H, CH(CH3), R2], 2.17
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Sonstiges

[virt. dsept, °J = 9.9 Hz, J = 3J= 6.6 Hz, 1H, Val CH(CH3), R1], 1.97 — 1.90 (m, 1H, Pip
NCHCHH), 1.79 — 1.74 (m, 1H, Pip NCHCH,CHH), 1.60 — 1.52 (m, 1H, Pip NCH,CHH),
1.49 —1.36 (m, 3H, Pip CHHCH,NCHCHHCHH), 1.16 (d, 3J = 6.2 Hz, 3H, Thr CH; R1),
1.13 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, Thr CH; R2), 1.02 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, Val CH; R2), 0.99 (d,
3J = 6.5 Hz, 3H, Val CH; R1), 0.96 (d, *J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3 R2), 0.89 [s, 9H,
SiC(CHs)3], 0.89 [s, 9H, SiC(CHs)3], 0.85 (d, °J = 6.7 Hz, 3H, Val CH3 R1), 0.10 (s, 3H,
SiCH3), 0.07 (s, 3H, SiCH3), 0.05 (s, 3H, SiCH3), 0.04 (s, 3H, SiCH3).

MS (ESI): m/z (%) = 696 (2) [M+Na]", 674 (100) [M+H]".

HR-MS (ESI): berechnet: [C3:He3sN3OsSi>+H]": 674.4227; gefunden: 674.4225.
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Anhang

2 Abkurzungen

0] Durchmesser

A Adenylierungsdoméne

Ac Acetyl

ACP Acyl-Carrier-Protein-Doméne
ADDP 1,1°-(Azodicarbonyl)dipiperidin

Ado Adenosyl

al. Andere, lateinisch: alii

Ala Alanin

All Allyl

ALL akute lymphoblastische Leukédmie
Alloc Allyloxycarbonyl

AMP Adenosinmonophosphat

APCI englisch: atmospheric pressure chemical ionisation
aq. in wissriger Losung, lateinisch: aqua
Aq. Aquivalent(e)

ar Aryl

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

ATR englisch: attenuated total reflection
Aze Azetidincarbonsaure

Bn Benzyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl

BOP-Cl1 Bis(2-ox0-3-o0xazolidinyl)phosphinchlorid
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Abkiirzungen

Bu

ca.
Cbz

Coll

Cys
DABCO
DAST
DBPO
DBU
DC
DCC
DCE
DEAD
DIAD
DIC
DIPEA
DL
DMAP
DME
DMEDA
DMF

DMSO

Butyl

Kondensationsdoméne

circa

Benzyloxycarbonyl
2,4,6-Collidin
Cyclisierungsdoméine

Cystein
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
Diethylaminschwefeltrifluorid
Dibenzoylperoxid
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Diinnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid
Dichlorethan
Diethylazodicarboxylat
Di-iso-propylazodicarboxylat
Di-iso-propylcarbodiimid

N,N-Di-iso-Propylethylamin

Trockenbeladung, englisch: dry-load

4-(Dimethylamino)-pyridin
Dimethoxyethan
N,N‘-Dimethylethylendiamin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Epimerase
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Anhang

EDC
ec

ee
ESI
Et
etc.
Fa.
FAAL
FkbH
Fm
Fmoc
GC
Gew.

Gls

HAPyU

HATU

HMBC
HMDS
HOAt
HOBt
HOSu

HPLC
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1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
englisch: endcapped

Enantiomereniiberschuss, englisch: enantiomeric excess
Elektronensprayionisation

Ethyl

et cetera

Firma

Fettsdure-AMP-Ligase

FkbH-artiges Protein

Fluorenylmethyl

Fluorenylmethoxycarbonyl

Gaschromatographie

Gewicht(s)

Glycerinsdure

Hohe
O-(7-Azabenzotriazol-1-y1)-1,1:3,3bis(tetramethylen)uronium-
Hexafluorphosphat
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N*,N‘-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat

englisch: heteronuclear multiple-bond correlation
Hexamethyldisilazid

1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

Hydroxybenzotriazol

N-Hydroxysuccinimid

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, englisch: high



Abkiirzungen

HR
HSQC
IBCF
IC

IR

Im

LD
Leu

Lut

Maz

Me

MMT

MNBA
MorphoDAST
Ms

MS

M.S.

MTT

MW

QN

NBS

NfF

performance liquid chromatography
hochaufgelost, englisch: high resolution

englisch: heteronuclear single-quantum correlation
iso-Butylchlorformiat

inhibitorische Konzentration, englisch: inhibitory concentration
Infrarot

Imidazol

Kopplungskonstante

Letale Dosis

Leucin

2,6-Lutidin

molare Masse

4-Methylazetidincarbonséure

Methyl

4-Methoxytriphenylmethyl
2-Nitro-6-methylbenzoeséureanhydrid
Morpholinschwefeltrifluorid

Mesyl

Massenspektrum/Massenspektrometrie
Molekularsieb
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Mikrowelle

Wellenzahl

N-Bromsuccinimid

Nonafluorbutansulfonylfluorid
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NIS N-lodsuccinimid

NMM N-Methylmorpholin

NMR Kernspinresonanz, englisch: nuclear magnetic resonsance
NMT N-Methyltransferase

NOE englisch: nuclear Overhauser effect
NOP14 nukleoléres Protein 14

NRPS nicht-ribosomale Peptidsynthetase

Ns para-Nitrophenylsulfonyl

p para

PCP Peptidyl-Carrier-Protein

PGK Phosphoglyceratkinase

Ph Phenyl

Phth Phthaloyl

Pip Pipecolinsdure

Ptp Pentafluorphenyl

PMP para-Methoxyphenyl

ppm Millionstel, englisch: parts per million
Pro Prolin

Py Pyridin

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinphosphoniumhexafluorphosphat
Lut 2,6-Lutidin

quant. quantitativ

R Rest

rac racemisch

Ry Retentionsfaktor
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Abkiirzungen

rpm Umdrehungen pro Minute, englisch: rounds per minute

Rfl. Riickfluss

RT Raumtemperatur

SAM S-Adenosylmethionin

SAR Struktur-Akitvitits-Beziehungen, englisch: structure activity
relationships

Sdp. Siedepunkt

Ser Serin

SG Schutzgruppe(n)

Smp. Schmelzpunkt

SNAC N-Acetylcysteaminthioester

St. Stufe(n)

! tert

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TBS tert-Butyldimethylsilyl

TCE Tetrachlorethan

Teoc Trimethylsilylethoxycarbonyl

TES Triethylsilyl

THF Tetrahydrofuran

TE Thioesterase

Tf Triflyl

TFA Trifluoressigsdure

Thr Threonin

Thz Thiazolin

TMS Trimethylsilyl

337



Anhang

TMSE

Troc

Trt

Ts

Uuv

Val

virt.

VIS

Y.R.
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Trimethylsilylethoxy
Trichlorethoxycarbonyl

Trityl

Tosyl

iber

ultraviolett [Licht]

Valin

virtuell

sichtbar [Licht], englisch: visible
Ausbeute, englisch: yield

Yamaguchi-Reagenz
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