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Zusammenfassung
Simone Eichner
Zuginge zu neuen Ansamycin-Derivaten iiber Mutasynthese in Kombination mit

Semisynthese

Schlagworte: Mutasynthese, Semisynthese, Geldanamycin, Ansamitocin

Geldanamycin und Ansamitocin sind 19-gliedrige Macrolactame, welche strukturell zur
Klasse der Ansamycin-Antibiotika gehoren. Beide Substanzen zeichnen sich durch eine hohe
zytotoxische Aktivitidt aus. Klinische Entwicklungsstudien in Phase II mussten jedoch
aufgrund des Auftretens starker Nebenwirkungen abgebrochen werden.

In der vorliegenden Dissertation konnte durch einen mutasynthetischen Ansatz {iber
Supplementierungsexperimente von AHBA-Analoga an Streptomyces hygroscopicus K390-
61-1 eine Bibliothek an neuen Geldanamycin-Derivaten erzeugt und fiir SAR-Studien genutzt
werden. Aulerdem konnten iiber diesen Ansatz neue Einblicke in die Substratflexibilitiit des
Organismus gewonnen werden. Hier ist insbesondere die Bildung von sieben neuen Lacton-
Derivaten zu nennen, die bei Supplementierungsexperimenten mit Hydroxymethyl-
substituierten Startereinheiten isoliert wurden.

Durch semisynthetische Derivatisierung konnten einige der Mutasyntheseprodukte chemisch
modifiziert werden. So konnte eine zusétzliche Vielfalt in die Bibliothek der Geldanamycin-
Derivate gebracht werden

In einem zweiten Ansatz dieser Arbeit wurde ein kombinatorischer Ansatz aus Mutasynthese
und Semisynthese angewendet, der zur Generierung neuer Ansamitocin-Derivate fiihrte.
Hierfiir wurde ausgehend von Proansamitocin, dem Fermentationsprodukt der Actinosynnema
pretiosum Mutante A asm 12/21, durch chemische Modifikation und anschlieenden Einsatz
in Verfiitterungsexperimenten mit den Mutanten Streptomyces hygroscopicus K390-61-1 und
Actinosynnema pretiosum HGF073 neue Naturstoffderivate erzeugt werden. Uber diesen
Ansatz konnten neue Ansamitocin-Derivate erzeugt werden, welche einerseits in SAR-
Studien eingesetzt wurden, um den Einfluss einzelner funktioneller Gruppen auf die
biologische Aktivitdt zu verstehen. Andererseits eroffneten diese Experimente Einblicke in

die Enzymaktivitit und Selektivitit der post-PKS-Enzyme beider Bakterienstimme.



Abstract
Simone Eichner
Accessing new Ansamycin Derivatives via a Combined Mutasynthesis Semisynthesis
Approach

Key words: mutasynthesis, semisynthesis, geldanamycin, ansamitocin

Geldanamycin and ansamytocin are 19-membered macrolactams belonging structurally to the
class of ansamycin antibiotics. Both substances show a strong cytotoxic activity. Clinical
studies had to be stopped in phase II due to strong side effects.

In this thesis new geldanamycin derivatives were generated by a mutasynthetic approach. By
supplementation of AHBA-analogues to a mutant strain of Streptomyces hygroscopicus
K390-61-1 a library was generated. These substances can be subjected to SAR studies.
Furthermore this work offered new insights into the substrate flexibility of the organism. Most
noteworthy is the formation of seven new lactone-derivatives which were isolated after
supplementation of hydroxymethyl-substituted starter units.

Some of the mutasynthesis products were further modified by semisynthetic derivatisation.
This provided additional diversity for the library of geldanamycin derivatives.

The second part of this thesis is centred on the generation of ansamitocin derivatives. Again
new natural product derivatives were obtained by a combination of mutasynthesis and
semisynthsis. Starting with proansamitocin the fermentation product of Actinosynnema
pretiosum mutant A asm 12/21 chemical modification followed by feeding experiments with
Streptomyces hygroscopicus K390-61-1 and Actinosynnema pretiosum HGFQ073 furnished
new ansamycin derivatives. On the one hand these derivatives were subjected to SAR-studies
to understand the influence of distinct functional groups for the biological activity. On the
other hand these experiments provided insights into the activity and selectivity of the

decorating enzymes of both bacteria strains.
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6 Einleitung

2 Einleitung

»,Jotgesagte leben langer!” Dieses Sprichwort gilt auch fur die Naturstoff-Forschung.
Nachdem Naturstoffe as Leitverbindungen durch die Einfuhrung kombinatorischer
Synthesetechniken in den Hintergrund gedréngt worden waren, haben sie ihren Rang in der
pharmazeutischen Forschung zuriickerlangt. Durch Entwicklungen auf diesem Gebiet, das
moderne Genomik mit angewandter Biologie und Chemie kombiniert, konnen
Herausforderungen wie das vermehrte Auftreten multiresistenter Bakterien bewdltigt werden,
da neue Arzneistoffe und Leitstrukturen identifiziert, produziert und in ihrer Struktur
verandert werden konnen.“!

Die Aussage dieses Zitats von 2005 trifft auch heute noch zu. So bleiben multiresistente
Bakterien ein ernstzunehmendes Problem und eine Kombination verschiedener Disziplinen
aus Biologie und Chemie ist eine viel versprechende Strategie dieser Herausforderung zu
begegnen. Genau diese Kombination findet sich bei der Anwendung von mutasynthetischen
Techniken wieder und ist damit auch Gegenstand dieser Arbeit, um neue Ansamycin-Derivate

ZU erzeugen.

2.1 Ansamycine

Die Substanzklasse der Ansamycine umfasst eine Reihe von Naturstoffen, die ale as
gemeinsames Strukturmerkmal eine aromatische C;N-Einheit besitzen, sowie ein Polyketid-
Ruckgrat, welches in Form eines Henkels (griech. ,,ansa’) einen anschlief3enden Lactam-Ring
bildet. Die Ansamycine werden in zwei Klassen eingeteilt, wobei diese durch ihren
unterschiedlichen aromatischen Kern gekennzeichnet sind. Zum einen gibt es die Klasse derer
mit benzenischem Ringsystem, zu denen Geldanamycin 1, Ansamitocin 2 und Maytansin 3
gehoren, und zum anderen gibt es die Klasse derer mit naphthalenischem Ringsystem, zu

denen Rifamycin 4, Streptovaricin 5 und Actamycin 6 gehoren (siehe Abbildung 1).%3

1 H. B. Bode, R. Milller, Angew. Chem. 2005, 117, 6988 — 7007.

23) K. L. Rinehart jr, Acc. Chem. Res. 1972, 5, 57-64; b) V. Prelog, W. Oppolzer, Helv. Chim. Acta 1973, 56,
2279-2287.

3 A. Stratmann, Biospektrum 2004, 10, 249-253.
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benzenische Ansamycine

MeO

. N
Geldanamycin Maytansin Ansamitocin P-3
1 2 3

naphthalenische Ansamycine

Rifam4ycin B Streptovaricin Actamycin
5 6

Abbildung 1: Benzenische und naphtalenische Ansamycine.*

Die biologische Aktivitdt der Ansamycine ist unterschiedlich. Die Ansamycine mit einem
naphtalenischen Ringsystem sind meist antibakterielle bzw. antifungale Substanzen,
wohingegen die Ansamycine mit einem benzenischen Ringsystem oft eine cytotoxische
Aktivitat gegeniiber eukaryotischen Zellen zeigen.®

Die Biosynthese aller Ansamycine beinhaltet die Synthese von Aminohydroxybenzoeséure 9
(AHBA), welche die Startereinheit fur die Polyketid-Synthase darstellt. Die AHBA 9 wird
Uber eine Variante des Shikimat-Biosyntheseweges aufgebaut. Abweichend vom Shikimat-
Biosyntheseweg sind die Einfihrung einer Aminogruppe sowie die Kondensation von
Phosphoenol pyruvat und Imino-Erythrose-4-Phosphat (siehe Schema 1).°

4 S, Eichner, Diplomarbeit, Zugénge zu Geldanamycin-Derivaten {iber Mutasynthese, Leibniz Universitét
Hannover, Hannover, 2007.

®1. W. Allen, D. A. Ritchie, Mol. Gen. Genet. 1994, 243, 593-599.

®a) C.-G. Kim, T.-W. Yu, C. B. Fryhle, S. Handa, H. G. Floss, J. Biol. Chem. 1997, 11, 6030-6040; b) K.
Arakawa, R. MUller, T. Mahmud, T.-W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 10644-10645.
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CHO Stickstoff
®0 COOH . H—(!J—OH -Donor
| >
\“/ H—(;J—OH
CH,0P
PEP E4P COOH
o
HC=NH CH,
®0. COOH  H—{-OH HZN—|—H N
T H——OH > H-C-OH -® "OH
CH,0P H—(IJ—OH
CH,0P
Amino-DAHP
COOH COOH
HO,, LCOOH AHBA.
Synthase
'Hzo -HZO
(o] Y NH, (o] Y NH, HO NH,
OH OH
Amino-DHQ (7) Amino-DHS (8) AHBA (9)

Schema 1: Syntheseweg fiir die Bildung von mC;N-Einheiten (wie AHBA (9)).° (PEP: Phosphoenolpyrat,
E4P: Erythrose-4-phosphat, Amino-DAHP:  3,4-Didesoxy-4-amino-D-arabinose-heptulonsdure-7-phosphat,
Amino-DHQ:  5-Desoxy-5-amin-3-deshydrochinasdure 7,  Amino-DHS.  5-Desoxy-5-amino-3-deshydro-
shikimisaure 8).

Untersuchungen von FLOSS et al. zeigen, dass Imino E4P aus UDP-Glukose aufgebaut wird.”®
Die Biosynthese aller Ansamycine erfolgt durch eine modulare Typ I-Polyketid-Synthase,
welche deutliche Ahnlichkeit zu den modularen Fettsauresynthasen besitzt, wie sie bei Pilzen

und Vertebraten vorliegen.?

2.1.1 Geldanamycin

21.1.1 Allgemeineszu Geldanamycin

Geldanamycin 1 ist ein macrozyklisches Lactam, welches erstmals 1970 von DEBOER et al.
aus dem Bakterienstamm Streptomyces hygroscopicus var. geldanus var. nova isoliert® und al's
das erste benzochinoide Ansamycin-Antibiotikum identifiziert wurde.'® Der Bakterienstamm

wurde hierbel aus einer Bodenprobe aus Kalamazoo (Michigan) isoliert.

"C.-G.Kim, T.-W. Yu, C. B. Fryhle, S. Handa, H. G. Floss, J. Biol. Chem. 1997, 11, 6030-6040.

8 K. Arakawa, R. Miller, T. Mahmud, T.-W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 10644-10645.
°C. DeBoer, P. A. Meulman, R. J. Wunk, D. H. Peterson, J. Antibiot. 1970, 23, 442-447.

10K Sasaki, K. L. Rinehart, G. Slomp, M. F. Grostic, E. C. Olson, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 7591-7593.
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Geldanamycin 1 ist ein 19-gliedriger Makrozyklus mit einem Carbamat an C-7, einem
Diensystem an C2-C5 und einem chinoiden aromatischen System (siehe Abbildung 2).

Geldanamycin 1

Abbildung 2: Geldanamycin 1.

Geldanamycin 1 zeigte bei Untersuchungen =zur biologischen Aktivitdt in vitro
Wachstumsinhibierung von Einzellern, Bakterien und Pilzen. Zudem zeigte es in vivo eine
Aktivitat gegen den parasitischen Nematoden Syphacia oblevata.’

In spateren am National Cancer Institut (NCI) durchgefiihrten in vitro screenings an diversen
eukaryotischen Zellinien zeigte Geldanamycin eine hohe Wirksamkeit in Form einer 50%igen
Wachstumsinhibierung (Glsg) bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich.™*

In verschiedenen biologischen Tests zeigte Geldanamycin 1 jedoch auch hepatotoxische
Wirkung.™* AuRerdem ist die Verbindung chemische instabil, sowie schiecht wasserloslich.™
Erst 1994 identifizierten WHITESELL et al. das Hitzeschockprotein 90 [engl. Heat Shock
Protein 90 (Hsp90)] als Target fiir Geldanamycin 1.% Spétere Kristallstrukturanal ysen von an
Hsp90 komplexiertem Geldanamycin 1 zeigten, dass die Verbindung an die ATP-
Bindungstasche der N-terminalen Domane von Hsp90 bindet.*®

Zwischen 1970 und 2000 wurden diverse weitere Antibiotika entdeckt, die strukturell dem
Geldanamycin 1 stark dhneln sind, wie zum Beispiel Macbecin 10 und 15, Herbimycin 11-
13" und Reblastatin 16'°*’ (siehe Abbildung 3).

113, G. Supko, R. L. Hickmann, M. R. Grever, L. Malspeis, Cancer Chemother. Pharmacol. 1995, 36, 305-315.
12 . Whitesell, E. G. Mimnaugh, B. De Costa, C. E. Myers, L. M. Neckers, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91,
8324-8328.

13 C. E. Stebbins, A. A. Russo, C. Schneider, N. Rosen, F. U. Hartl, N. P. Pavletich, Cell, 1997, 89, 239-250.
M. Muroi, K. Haibara, M. Asai, Tetrahedron 1981, 37, 1123-1130.

5a) S.Omura, Y. Iwai, Y. Takahashi, N. Sadakane, A. Nakagawa, H. Oiwa, Y. Hasegawa, T. Ikai, J. Antibiot.
1979, 32, 255-261; b) L. Z. Lin, G. Blasko, G. A. Cordell, J. Nat. Prod. 1988, 51, 1161-1165.

16 T Takatsu, M. Ohtsuki, A. Muramatsu, R. Enokita, S. I. Kurakata, J. Antibiot. 2000, 53, 1310-1312.

K. Patel, M. Piogentini, A. Rascher, Z.-Q. Tian, G. O. Buchanan, R. Regentin, Z. Hu, C. R. Hutchinson, R.
McDaniel, Chem. Biol. 2004, 11, 1625-1633.
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Geldanamycin Macbecin | 11 Herbimycin A: R;: Me, R,: OMe
1 10 12 Herbimycin B: Ry: H, Ryt H
13 Herbimycin C: Ry:H, R,: OMe

Dihydrogeldanamycin Macbecin Il Reblastatin
14 15 16

Abbildung 3: Geldanamycin 1 und strukturell verwandte Naturstoffe.*

Sie zeigen alle eine dnliche biologische Aktivitét, wobel hervorzuheben ist, dass Reblastatin
weniger zytotoxisch ist, jedoch mit einer hoheren Affinitat an Hsp90 bindet. 1681920
Auf die biologische Aktivitdt von Geldanamycin 1 in Bezug auf Hsp90 wird in Kapitel 2.1.1.4
gesondert eingegangen.
Aufgrund der interessanten biologischen Aktivitét von Geldanamycin und der chemischen
Instabilitdt, sowie der Hepatotoxizitdt wurden verschiedene Ansétze verfolgt, um Derivate mit

erhohter Stabilitat und verminderter Toxizitét zu erhalten.?t2223:24

18 3. L. Janin, J. Med. Chem. 2005, 48, 7503-7510.

192 M. Muroi, M. Itawa, Y. Kosai, M. Asai, J. Antibiot. 1980, 33, 205-212; b) Y. Ono, Y. Kozai, K. Ootsu,
Gann 1982, 73, 938-944.

2 p Stead, S. Latif, A. P. Blackaby, P. J. Sidebottom, A. Deakin, N. L. Taylor, P. Life, J. Spaull, F. Burrell, R.
Jones, J. Lewis, |. Davidson, T. Mander, J. Antibiot. 2000, 53, 657-663.

2 J.R. Porter, C. C. Fritz, K. M. Depew, Curr. Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 412-420.

2y Fukuyo, C. R. Hunt, N. Horikoshi, Cancer Lett. 2010, 290, 24-35

T Tadone, W. Sun, G. Chiosis, Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 2225-2235.

2 M. A. Biamonte, R. Van de Water, J. W. Arndt, R. H. Scannevin, D. Perret, W.-C. Lee, J. Med. Chem. 2010,
53, 3-17.
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2.1.1.2 Geldanamycin-Biosynthesein S. hygroscopicus

Die Biosynthese von Geldanamycin 1 im Bakterienstamm Streptomyces hygroscopicus var.
geldanus erfolgt, wie bereits in Kapited 2.1 erwdhnt, Uber eine modulare Typ I-
Polyketidsynthase. Geldanamycin wird wie ale Ansamycine ausgehend von AHBA ads
Initiationsbaustein der PKS biosynthetisiert. Die AHBA 9 wird tber einen Shikimat-ghnlichen
Biosyntheseweg aufgebaut (siehe Schema 1). Dieser Startbaustein muss nicht as CoA-
Thioester vorliegen, sondern wird als freile Saure einem NRPS-dhnlichem Mechanismus
folgend durch eine Adenylierungsdomane (ALD) Uber ein gemischtes Anhydrid mit
Adenosinmonophosphat  aktiviert und auf das benachbarte acyl-carrier-protein (ACP)
transferiert.”> Es folgen sieben Module, die in drei einzelnen Enzymkomplexen (gdmA1-
gdmA3) organisiert sind.?® Jedes Modul enthalt ein bis drei Domanen, fiir die Veranderung
der funktionellen Gruppen durch eine Ketoreduktase (KR), eine Dehydratase (DH) und eine
Enoylreduktase (ER). Die sieben Verlangerungseinheiten sind eine Malonyl-, vier
Methylmalonyl- und zwel Methoxymalonyl-CoA-Einheiten. Anschlief3end wird das so
erhaltene seco-Progeldanamycin durch eine Amidsynthase (gdmF) zum Progeldanamycin 18
zyklisiert und es folgen funf weitere post-PKS-Modifizierungen, die der Verbindung ihre
biologische Aktivitdt geben. Diese Enzyme sind die gdmL, welche fur die Oxidation an C-17
verantwortlich ist, gdmM, welche die Oxidation an C-21 katalysiert, gdmP, welche fir die
Oxidation an C4-C5 verantwortlich ist, gdmN, welche die Carbamoylierung an C-7 katalysiert
und ein noch unbekanntes Enzym, das die O-Methylierung an C-17 katalysiert (siehe
Schema 2).%

3, J. Admiraal, C. T. Walsh, C. Khogla, Biochemistry 2001, 40, 6116-6123.

% ) A. Rascher, Z. Hu, N. Viswanathan, A. Schirmer, R. Reid, W. C. Nierman, M. Lewis, C. R. Hutchinson,
FEMS Microbiol. Lett. 2003, 218, 223-230; b) A. Rascher, Z. Hu, G. O. Buchanan, R. Reid, C. R. Hutchinson,
Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71, 4862-4871.
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gdmA1l gdmA2 gdmA3
L domain modul 1 modul 2 modul 3 modul 4 modul 5 modul 6 modul 7
ER ER ER
J 9 RCE
‘ACP KS AT ACP KS AT ACP[ KS AT ACP KS 1 AT ACP| KS AT ACP| KS AT ACP KS AT ACP

mCHg

OCHz HOw

i CHy

CO,H
\-v H,N
H,N OH
AHBA 9
T gdmP
HOH,C gdmF
HO Q -
HO
O
O-UDP

UDP-Glucose 17 ~— (gdmN

NH, Progeldanamycin 18

Geldanamycin 1

Schema 2: Geldanamycin-Biosynthese in S. hygroscopicus.

Die Abfolge der post-PKS-Schritte ist bislang noch nicht zur Géanze aufgeklart. HONG et al.
haben Uber die Generierung verschiedener Deletionsmutanten herausgefunden, dass die
Hydroxylierung an C-17, die anschlief3ende O-Methylierung sowie die Oxidation an C-21 vor
der Carbamoylierung an C-7 verlaufen und dass die letzte post-PKS-Modifizierungen die
Dehydrierung an C4-C5 ist.?” Ahnliche Ergebnisse lieferten auch von Ni et al. verdffentlichte

28

Ergebnisse mit Deletionsmutanten.”  AulRerdem konnte die Gruppe um HONG et al. zeigen,

dass die spontane Oxidation zum Chinon nach erfolgter Oxidation an C-21 stattfindet.?®

#8) Y.-S. Hong, D. Lee, W. Kim, J.-K. Jeong, C.-G. Kim, J. K. Sohng, J.-H. Lee, S.-G. Paik, J. J. Lee, J. Am.
Chem. Soc. 2004, 126, 11142-11143; b) J. C. Shin, Z. Na, D. Lee, W. Kim, K. Lege, Y.-M. Shen, S.-G. Paik,

Y .-S. Hong, J. J. Lee, J. Microbiol. Biotechnol. 2008, 18, 1101-1108.

%S Ni, L. Wu, H. Wang, Y. Wang, W. He, Y. Li, C. Jia, S. Li, Y. Wang, J. Antibiot. 2010, 63, 623-625.

#D. Lee K. Lee, X. F. Can, N. T. Dat, S. K. Boovanahalli, M. Lee, J. C. Shin, W. Kim, J. K. Jeong, J. S. Lee,
C.-H. Lee, J-H. Lee, Y .-S. Hong, J. J. Lee, ChemBioChem 2006, 7, 146-248.
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2.1.1.3 Struktur-Aktivitatsbeziehungen im Geldanamycin

Ausfuhrliche Studien zu Struktur-Aktivitdts-Beziehungen von Geldanamycin und Derivaten
wurden von Y. L. JaNIN durchgefiihrt (siehe Abbildung 4).*8

[Alkyl-Gruppen nicht tolerabel. J

Phenylacyl oder 2"Ketopropyl méglich
O\
MeO 7

Acylierte Derivate sind Prodrugs.

[11 und 15 Methoxy ]

mdoglich (Herbimycine) 4,5 Epoxid oder

reduzierte Bindung
yd méglich

/

MeO ~—___{6-Methoxy oder Methyl
11-Oxo oder Oxim méglich 7 o) (M.actla(ecm ) méglich,
keine Amine A o ( H-inaktiv
Glycinat aktiv NH,

Carbamat

A: groBe Amine, Thioether, Halogene mdglich C: 14- Methyl entfernbar
reduzierte Form (Hydrochinon) mdoglich D: Methyl nicht notwendig
B: viele, sogar grofl3e Gruppen mdglich,
auch dimere Strukturen mit Ringschluss zu C-18

Abbildung 4: Struktur-Aktivitéts-Beziehungen im Geldanamycin.

Es wird deutlich, dass das Geldanamycin 1 eine Vielzahl an Variationen am Grundgerst
toleriert, ohne an biologischer Aktivité einzubtf3en. Die wichtigste funktionelle Gruppe fir
die biologische Aktivitét, ist das Carbamat an C-7; ohne dieses ist Geldanamycin 1 inaktiv.
Uber Kristallstrukturanalysen wurde herausgefunden, dass die Aminopurin-Substruktur des
ADP 19 mit Hsp90 Uber drei fest gebundene Wassermolekile und den Asp79-Carboxylrest
wechselwirkt. Die Carbamat-Gruppe des Geldanamycins 1 interagiert mit zwei dieser
Wassermolekiile und dem Aspartat-Rest (siehe Abbildung 5).%° Geldanamycin 1 stellt somit
ein ATP-Mimetikum dar.

%0 a) G. Rastdlli, Z. Q. Tian, Z. Wang, D. Myles, Y. Liu, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 5016-5021; b) C. E.
Stebbins, A. A. Russo, C. Schneider, N. Rosen, F. U. Hartl, N. P. Pavletich, Cell 1997, 89, 239-250.
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“H
HooH ﬂp H\(?,H
Asp7g/¥0\‘ Aspre 0.
HG‘: \\‘Ezuj/t(\Nm..So/\C“\onpi HO_ CHN \\(o\
Hb\H—--""NI\fN o o H\O_H,———"O

Geldanamycin 1
ADP 19

Abbildung 5: Wechselwirkung von ATP 19 bzw. Geldanamycin 1 mit Aspse und H,0.

2.1.1.4 Biologische Aktivitat von Geldanamycin

Geldanamycin 1 und Geldanamycin-Derivate binden wie schon in Kapitel 2.1.1.1 erwdhnt an
die N-terminale Bindungstasche von ATP in Hsp90 und unterbinden so die Chaperon-
Funktion dieses Proteins.

Es existieren vier Hsp90-Formen: Hsp90o und Hsp90B im Cytoplasma, GRP94 im
endoplasmatischen Retikulum und TRAPL in den Mitochondrien. In der Zelle liegt das Hsp90
tberwiegend als Dimer vor, wobei jede Untereinheit aus drei Domanen besteht,*** die N-
terminale Domane, welche die ATP-Bindungstasche tragt, eine mittlere Doméane, welche fur
die Bindung der Client-Proteine® zustandig ist und eine C-terminale Doméane, welche fir die
Dimerisierung und die Bindung zahlreicher Co-Chaperone zustandig ist (siehe Abbildung 6).

N—Terminus/

N-Terminus

Dimerisierter C-Terminus

Abbildung 6: Kristallstruktur von Hsp90 mit der N-terminalen Bindungstasche, an welche Geldanamycin 1
gebunden ist (Ausschnitt) tibernommen aus Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 4983-4987.%*

L. H. Pearl, C. Prodromou, Adv. Protein Chem. 2002, 59, 157-185.

¥ C. Prodromou, L. H. Pearl, Curr. Cancer Drug Targets 2003, 3, 301-323.

33 yon Hsp90 abhangige Proteine

% A. S. Duerfeld, B. S.J. Blagg, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 4983-4987.
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Die Bindung von ATP und ADP an Hsp90 bestimmt die Konformation des Proteins und
beeinflusst so die Fahigkeit, mit anderen Chaperonen und Client-Proteinen zu interagieren.
Der Hsp90-Chaperon-Zyklus ist ein dynamischer Prozess in dem die Client-Proteine und die
Co-Chaperone® wie Hsp70, Hsp40, HIP und HOP in einem intermedidren Komplex
vorliegen.*”® Unter dem EinfluR von ATP-Bindung und anschlieRender Hydrolyse wird aus
diesem Komplex ein aktiver Komplex welcher verschiedene Proteine (p23, p50/cdc37) und
Immunophiline beinhaltet und die Reifung der Client-Proteine katalysiert. Ist diese
Bindungstasche von ATP durch Hsp90-Inhibitoren blockiert, konnen die Client-Proteine ihre
eigentliche Konformation nicht erlangen und es kommt zur Ubiquitinierung und zum Abbau
durch das Proteasom (siehe Abbildung 7).3"*®

Intermediarer

Komplex
HSP
§ v P‘T HSP90
HSPO0 % @ ' @ g b
) .
L™
i
el
Maturierter
HSP90 Komplex
A .
' HSPSO
e .
ez ;
:&"Il) qf o

Tumorzellwachstum

Abbildung 7: Hsp90-Zyklus iibernommen aus J. Med. Chem. 2010, 53, 3-17.%

In Krebs-Zellen sind viele dieser Client-Proteine onkogen und im Gegensatz zu

M edikamenten, welche ein bestimmtes Target haben, resultiert aus der Inhibierung von Hsp90

% a) B. Panaretou, C. Prodromou, S. M. Roe, R. O'Brien, J. E. Ladbury, P. W. Piper, L. H. Pearl, EMBO J. 1998,
17, 4829-4836; b) W. M. J. Obermann, H. Sondermann, A. A. Russo, N. P. Pavletich, F. U. Hartl, J. Cell Biol.
1998, 143, 901-910.

% sogenannte “Partnerproteine”

3", Whitesell, S. L. Lindquist, Nat. Rev. Cancer 2005, 5, 761-772.

¥ A. Kamal, L. Thao, J. Sensintaffar, L. Zhang, M. F. Boehm, L. C. Fritz, F. J. Burrows, Trends Mol. Med.
2004, 10, 283-290.

% M. A. Biamonte, R. Van de Water, J. W. Arndt, R.H. Scannevin, D. Perret, W.-C. Lee, J. Med. Chem. 2010,

53, 3-17.
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ein kombinatorischer Ansatz, wobei durch die Ubiquitinierung und dem damit verbundenen
Abbau der Client-Proteine mehrere Targents gleichzeitig involviert sind. So kann die
Resistenzbildung reduziert werden.*%**

Eine weitere wichtige Eigenschaft, die Hsp90 zu einer guten biologischen Zielstruktur macht,
ist die Tatsache, dass Tumorzellen viel sensitiver auf Hsp90-Inhibitoren reagieren, as
normale Zellen.*? Dies ist zum einen darauf zuriickzufiihren, dass in Tumorzellen aufgrund
von Hypoxie, niedrigem pH-Wert sowie niedriger Nahrstoffkonzentration viele Proteine
denaturiert vorliegen und somit Hsp90 Uberexprimiert wird.** AuRerdem liegt das Hsp90 in
Tumorzellen in einem aktiven, komplexierten Zustand vor, welcher auch Superchaperon-
Komplex genannt wird. Dieser Komplex zeigt eine hohere Bindungsaffinitét sowohl zu ATP
als auch zu Hsp90-Inhibitoren. In normalen Zellen hingegen liegt das Hsp90 in einer latenten,
unkomplexierten Form vor, wodurch die Bindungsaffinitdét um das 100-fache verringert ist

(siehe Abbildung 8).**

Normale Zelle Normales Gewebe
(freies Hsp90, geringe Affinitat)
Sy HSP90
HSP30
Niedrige Sensibilitat fir GA
Normale Geringe Anreicherung
—_—
FreisetzLV y -~
HSP90
Akuter Schwindende

Stress Stress-
. z.B.Hitze konditionen

o
— HSP90  —-
UbermaRige \ HSPI0 HSP90
Anlagerung Ansammiung von y Hohe §en5ibi|itét
von Krebszellen mutierten Proteinen 4 fur GA
%

(Hsp90-Clients) Y Hohe
)
a? ]

Anreicherung
p2
Tumorzelle Fortgeschrittener Tumor
(komplexiertes Hsp90, hohe Affinitét)

Abbildung 8: Modell fir die Tumorsel ektivitdt von Hsp90 Glbernommen aus Trends Mol. Med. 2004, 10, 283-
290.%

40 p, Workman, F. Burrows, L. Neckers, N. Rosen, Ann. N. Y. Acad. Sci. 2007, 1113, 202-216.

41 p, Workman, Cancer Lett. 2004, 206, 149-157.

2 G. Chiosis, L. Neckers, ACS Chem. Biol. 2006, 1, 279-284.

“3D. B. Salit, G. Chiosis, Drug Discovery Today, 2008, 13, 38-43.

“ A.Kamal, L. Thao, J. Sensintaffar, L. Zhang, M. F. Boehm, L. C. Fritz, F. J. Burrows, Nature 2003, 425, 407-
410.

4 A. Kamal, M. F. Boehm, F. Burrows, Trends Mol. Med. 2004, 10, 283-290.
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Im Detail nimmt Geldanamycin 1 bei der Bindung an Hsp90 eine , C-clamp®-Struktur an,***’

wobei das makrozyklische Amid eine thermodynamisch unginstige cis-trans |somerisierung

durchlaufen muss. Es wird vermutet, dass das Hsp90 diese Isomerisierung beginstigt (siehe
Abbildung 9).%84°

freies Hsp90

Hspgo
..................................... >
Cochaperone
/ Client-Protein
Geldanamycin Geldanamycin
(offene, planare Struktur) (kompakte "C-clamp"-Form)
( Multichaperonkomplex ]
Cochaperon

Abbildung 9: Konformationswechsel von Geldanamycin 1 ibernommen aus Nature 2003, 425, 357-359.4%4

Wie bereits in Kapitel 2.1.1.1 erwéhnt, wurde beim Einsatz von Geldanamycin 1 als Anti-
Tumor-Medikament in klinischen Studien der Phase | eine hohe Lebertoxizitét festgestellt,
weshalb die Studien eingestellt wurden.** Dies kann durch den Ersatz der OMe-Gruppe durch
diverse Amine teilweise unterbunden werden, da hierdurch das Chinon an Reaktivitét verliert.
Durch semisynthetische Derivatisierung wurde versucht Substanzen zu generieren, die eine
verringerte Toxizitét bei gleich bleibender biologischer Aktivitdt aufweisen. Ein viel
versprechendes Derivat ist 17-Allylamino-17-desmethoxygeldanamycin  (17-AAG  oder
Tanespimycin 20), welches eine d@hnliche Aktivitét wie Geldanamycin 1 bei verminderter
Toxizitét zeigte®' und seit 1999 in 30 klinischen Tests bis hin zu Phase 3 ds
Einzelmedikament, sowie in Kombination mit anderen Antitumormitteln untersucht

“6 C. Prodromou, S. M. Roe, R. O"Brien, J. E. Ladbury, P. W. Piper, L. H. Pearl, Cell 1997, 90, 65-75.

47'S. M. Roe, C. Prodromou, R. O"Brien, J. E. Ladbury, P. W. Piper, L. H. Pearl, J. Med. Chem. 1999, 42, 260-
266.

®Y. S Lee M. G. Marcuy, L. Neckers, Chem. Biol. 2004, 11, 991-998.

49 L. Neckers, Y .-S. Lee, Nature 2003, 425, 357-350.

% T, W. Schulte, L. M. Neckers, Cancer Chemother. Pharmacol. 1998, 42, 273-2709.

L E. A. Sausville, Clin. Cancer Res. 2001, 7, 2155-2158.
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wurde.®>>® Ein weiteres, semisynthetisch hergestelltes Medikament welches sich in der
klinischen Phase 2 befindet, ist 17-(2-Dimethylaminoethyl)amino-17-desmethoxy-
geldanamycin (17-DMAG, Alvespimycin 21) (siehe Abbildung 10). Diese Verbindung zeigt
neben aktiver Hsp90-1nhibierung auch eine hthere Wasserl6slichkeit, was die Anwendung al's
Medikament vereinfachen sollte.>**® Ein weiteres Geldanamycin-Derivat in der klinischer
Phase 2 ist 17-Amino-17-desmethoxygel danamycin (17-AG 22).%°

17-DMAG
21

Abbildung 10: Semisynthetisch und biosynthetisch hergestellte Geldanamycin-Derivate in klinischen Studien.

In den letzten Jahren wurden vermehrt phenolische Ansamycine als Hsp90-1nhibitoren durch
Biosynthese mit genetisch veranderten Organismen hergestellt (siehe Abbildung 10). Generell
weisen Derivate ohne Chinonsystem eine erhdhte chemische Stabilitdt bel vergleichbarer
Affinitat zu Hsp90 auf.>” Diese Beobachtung ist nicht iiberraschend, da auch Geldanamycin-

23, Modi, A. T. Stopeck, M. S. Gordon, D. Mendelson, D. B. Solit, R. Bagatell, W. Ma, J. Wheler, N. Rosen,
L. Norton G. F. Cropp, R. G. Johnson, A. L. Hannah, C. A. Hudis, J. Clin. Oncol. 2007, 25, 5410-5417.
#Y.S Kim, S. V. Alarcon, S. Lee, M. J. Lee, G. Giaccone, L. Neckers, J. B. Trepel, Curr. Top. Med. Chem.
2009, 9, 1479-1492.

*Z7.Q. Tian, Y. Liu, D. Zhang, Z. Wang, S. D. Dong, C. W. Carreras, Y. Zhou, G. Rastelli, D. V. Santi, D. C.
Myles, Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 5317-5329.

** M. Hollingshead, M. Alley, A. M. Burger, S. Borgel, C. Pacula-Cox, H. H. Fiebig, E. A. Sausville, Cancer
Chemother. Pharmacol. 2005, 56, 115-125.

% M. J. Egorin, E. G. Zuhowski, D. M. Rosen, D. L. Sentz, J. M. Covey, J. L. Eiseman, Cancer Chemother.
Pharmacol. 2001, 47, 291-302.

> M. Q. Zhang, S. Gaisser, M. Nur-E-Alam, L. S. Sheehan, W. A. Gaitatzis, G. Peck, N. J. Coates, S. J. Moss,
M. Radzom et al., J. Med. Chem. 2008, 51, 5494-5497.
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Derivate, die ein Chinon enthalten, unter physiologischen Bedingungen zum Dihydrochinon

reduziert werden und dann an Hsp90 binden.>®

Die beim Geldanamycin 1 beobachtete Hepatotoxizitét ist mit dem Chinonsystem verbunden.
Dabel entfaltet sich die toxische Wirkung auf zwei Wegen. Zum einen kdnnen das chinoide
Geldanamycin 1 oder entsprechende Derivate im Korper durch Ein-Elektronen-Reduktasen in
den Leber-Mikrosomen umgewandelt werden, was einen Ein-Elektronen-Redox-Zyklus der
Chinone ausl0st und zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies fuhrt, welche fir die
Toxizitét verantwortlich sind (siehe Schema 3).> NADPH Cytochrom P450 Reduktase und
NADH Cytochrom-b5 Reduktase sind die bekanntesten Ein-Elektronen-Reduktasen, die einen
Redoxzyklus auslésen kdnnen. Von den Geldanamycin-Derivaten geht Geldanamycin 1 am
ehesten den Redoxzyklus ein, bel 17-AAG 20 ist dieses weniger ausgepragt, was auch die
unterschiedliche Hepatotoxizitét von 17-AAG 20 und Geldanamycin 1 erklaren konnte.®

o NAD(P)H NAD(P)* OH
R NQO1
0 N R 0 -
J\ J\ — Hsp90 Inhibierung
N ©: N
H H
v O NAD(P)H v OH

CYP Reduktase oder
B5 Reduktase
NAD(P)* O,
Oy 0 0,
GSH [e) R (o}
2 J\ - Semi_chinon und _
H o reaktive Sautarstoffs%‘

v OH
Toxisch
OH o)
R SG, R SG,
—> GSH-Addukt
o TN
~v OH 2 24 0

Schema 3: Toxixitét von Geldanamycin 1 und chinoiden Derivaten.®

Der zweite Mechanismus basiert auf dem Abbau von Glutathion (GSH 25),%? welches durch
Michael-Addition an das chinoide System bindet. Solche Glutathionaddukte 26 sind fir

% S, C. Ommoha, S. R. Mukund, E. T. Coulstock, B. Sengerova, J. Shaw, S. H. McLaughlin, S. E. Jackson, J.
Mol. Biol. 2007, 372, 287-297.

% @) D. Ross, Pharmacol. Ther. 1988, 37, 231-249; b) G. Powis, Free. Radic. Biol. Med. 1989, 6, 63-101; c) D.
Ross, H. D. Beall, D. Siegel, R. D. Traver, D. L. Gustafson, Br. J. Cancer Suppl. 1996, 27, S1-S8.

% H. p. Behrsing, K. Amin, C. Ip, L. Jimenez, C. A. Tyson, Toxicol. In Vitro 2005, 19, 1079-1088.

1 W. Guo, P. Reigan, D. Siegel, D. Ross, Drug Metab. Dispos. 2008, 36, 2050-2057.

82 GSH (auch y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin), ist ein Pseudotripeptid, das aus den drei Aminosiuren
Glutaminsdure, Cystein und Glycin gebildet wird. Esist in fast allen Zellen in hoher Konzentration enthalten und
gehort zu den wichtigsten Antioxidantien im Kérper. Gleichzeitig ist es ein Reservoir fir Cystein.
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verschiedene Geldanamycin-Derivate beschrieben.*®* Der Glutathionabbau spielt eine
entscheidende Rolle fur die Toxizitét, da gebundenes Glutathion nicht mehr als Radikalfanger
wirken kann. Die Abreicherung von Gluthation 25 in Zellen kann zur Arylierung von
intrazelluldren Nucleophilen filhren.>*® AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat
von Benzochinon-Ansamycinen in Tumorzellen reziprok mit der Glutathionkonzentration
korreliert. Das heildt, dass Zellen mit hohen Glutathionkonzentrationen resistent gegen
Geldanamycin 1 waren, wahrend bei abnehmender Glutathionkonzentration die

Empfindlichkeit gegentiber Geldanamycin 1 anstieg.

Glutathion 25

Geldanamycin 1

Schema 4: Glutathionaddukt 25 von Geldanamycin 26.%

Welitere Einsatzgebiete fir Hsp90-Inhibitoren sind neurodegenerative Erkrankungen wie
Tauopathie zu denen Alzheimer und frontotemporale Demenz gehoren. Bei diesen
Erkrankungen kommt es zu einer Ansammlung des Tau-Proteins® im Gehirn, genauer gesagt
in den Neuronen. Bel Alzheimer wird das Tau-Protein durch zu viele Phosphatgruppen
funktionsunfahig und verklumpt, wodurch der Nahrstofftransport zusammenbricht und die
Nervenzellen und ihre Synapsen absterben.®”® Hsp90 ist im Fall dieser Tauopathien vermehrt
in aktiver Form in den Zellen vorhanden und fordert die Aktivitét von den Proteinen p35
sowie cdk5, welche fur die abnorme Phosphorylierung des Tau-Proteins verantwortlich sind.

®R. L. Cysyk, R. J. Parker, J. J. Barchi Jr., P. S. Steeg, N. R. Hartman, J. M. Strong, Chem. Res. Toxicol. 20086,
19, 376-381.

% W. Lang, G. W.Cadwell, J. Li, G. C. Leo, W. J. Jones, J. A. Masucci, Drug Metab Dispos 2007, 35, 21-29.
®T.J Monks, S. S. Lau, Crit. Rev. Toxicol. 1992, 22, 243-270.

® Das Protein stabilisiert die réhrenférmigen Proteine des Zellskeletts (Mikrotubuli), welche fiir den
Nahstofftransport in den Zellen verantwortlich sind.

" W. Luo, A. Rodina, G. Chiosis, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S A. 2007, 104, 9511-9516.

% C. A. Dickey, A. Kamal, K. Lundgren, N. Klosak, R. M. Bailey, J. Dunmore, P. Ash, S. Shoraka, J. Zlatkovic,
C. B. Eckman, C. Patterson, D. W. Dickson, N. S. Nahman jr, M. Hutton, F. Burrows, L. Petrucelli,,J. Clin.
Invest. 2007, 117, 648-658.
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Durch die Inhibierung von Hsp90 kann in diesem Fall die pathogene Aktivitat unterbunden
werden und es resultiert die Eliminierung von aggregiertem Tau-Protein.®® Mit Hilfe von
Hsp90-Inhibitoren kdnnte also in naher Zukunft die Lebensdauer von Neuronen verlangert
werden und damit ein neuer Therapie-Ansatz zuganglich sein.

Aulkerdem koénnen Hsp90-Inhibitoren fir die Bekémpfung von Viren, Pilzen, und Maaria
eingesetzt werden, da sie das in diesen Spezies vorhandene Hsp90 inhibieren. Bei
Pilzerkrankungen fihrt es dazu, dass keine Abwehrstoffe mehr produziert werden konnen und
der Pilz so fiir andere Medikamente angreifbar wird.*® Im Falle einer Virusinfektion fiihrt die
Hsp90-Inhibierung zu einer drastischen Absenkung der Replikationsfahigkeit des Virus, ohne
dass es zu vermehrten Mutationen des Virus kommt.” Dieser Befund wurde fiir verschiedene
Viren wie Poliovirus, Rhinovirus, Coxsackievirus und Hepatitis C-Virus™ nachgewiesen. Im
Fall von Madaria fuhrt die Inhibierung von Hsp90 zum Absterben der Parasiten auch bel

bereits resistenten Arten wie Plasmodium fal ciparum.”

2.1.2 Ansamitocine

2.1.2.1 Allgemein

Die Ansamitocine gehoren zur Familie der Maytansinoide. Maytansin 27 wurde 1972 von
KUPCHAN et al. aus dem &thiopischen Strauch Maytenus serrata isoliert.”® Die Ansamitocine
wurden 1977 von HIGASIDE et al. aus dem Actinomyceten Actinosynnema pretiosum
isoliert.”” Sie sind 19-gliedrige Macrolactame mit einem cyclischen Carbamat an C-7/C-9 und
einer Esterseitenkette an C-3, welche die Namensgebung der entsprechenden Ansamitocine
bestimmt. Es gibt eine Vielzahl von Derivaten, wobei die in der Natur am haufigsten
vorkommenden Ansamitocin P-3 28 (mit einem Isobuttersdureester), P-2 29 (mit einem

Propionsaureester) und P-4 30 (mit einem Isoval eriansdureester) sind (siehe Abbildung 11).

% A. Casadevall, Clin. Infect. Dis. 2006, 42, 1414-1416.

R, Geller, M. Vignuzzi, R. Andino, J. Frydman, Genes Dev. 2007, 21, 195-205.

' G. Shan, Z. Peng, Y. Li, D. Li, Y. Li, S. Meng, L. Gao, J. Jiang, Z. Li, J. Antibiot, 2011, 64, 177-182.

" R. Kumar, A. Musiyenko, S. Barik, Malaria Journal 2003, doi:10.1186/1475-2875-2-30.

'S, M. Kupchan, Y. Komoda, W. A. Court, G. J. Thomas, R. M. Smith, A. Karim, C. J. Gilmore, R. C.
Haltiwanger, R. F. Bryan, J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 1354-1356.

™ E. Higashide, M. Asai, K. Ootsu, S. Tanida, Y. Kozai, T. Hasegawa, T. Kishi, Y. Sugino, M. Yoneda, Nature
1977, 270, 721-722.
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Abbildung 11: Maytansin 27 und Ansamitocin P-2 29, P-3 28 und P-4 30.

MeO

In Bezug auf die pflanzlichen Maytansinoide wird in der Literatur eine symbiotische
Beziehung zwischen Pflanzenzellen und Bakterien diskutiert.”

Die Maytansinoide zeigen alle eine extrem hohe Aktivité gegentber humanen KB-Zellen in
vitro sowie eine starke inhibitorische Wirkung in diversen eukaryotischen Standard-
Tumorsystemen.”®

Die cytotoxische Wirkung der Maytansine ist begriindet durch eine Inhibierung des Aufbaus
des eukaryotischen Zytoskeletts. Die Polymerisation der Mikrotubuli wird durch die Bindung
der p-Tubulinuntereinheiten an die Vinblastin-Bindungsstellen verhindert,”” was zur
Hemmung der Mitose in der Metaphase fiihrt.”®

Klinische Studien der Phase 2 mit Ansamitocinen mussten in den 1980er Jahren aufgrund von
Dosis-limitierender Toxizité wie Neurotoxixité und gastrointestinaler Toxizitét eingestellt
werden. Die Ansamitocine waren also wenig spezifisch, sind aber dennoch nicht von der
Bildflache verschwunden. So versuchen mehrere Gruppen mit der Anbindung von Tumor-
adressierenden Antikorpern, bevorzugt Uber C-3-Seitenketten, die Ansamitocine selektiver fr

die Anwendung in der Tumortherapie zu gestalten.”

> C. B. Pullen, P. Schmitz, D. Hoffmann, K. Meurer, T. Boetcher, D. von Bamberg, A. M. Pereira, S. de Castro
Franca, M. Hauser, H. Geertsema, A. van Wyk, T. Mahmud, H. G. Floss, E. Leistner, Phytochemistry 2003, 62,
377-387.

®B.F.lsdl, S. T. Crooke, Cancer Treatment Revs. 1978, 5, 199-207.

"3 S. Remillard, L. I. Rebhun, G. A. Howie, S. M. Kupchan, Science 1975, 189, 1002-1005; b) E. Hamel,
Pharmacol. Therap. 1992, 55, 31-51.

K. Ootsu, Y. Kozai, S. Takeuchi, S. Ikeyama, K. Igarashi, K. Tsukamoto, Y. Sugino, K. Tashiro, S.
Tsukagoshi, Y. Sakurai, Cancer Res. 1980, 40, 1707-1717.

@) H. K. Erickson, P. U. Park, W. C. Widdison, Y. V. Kovtun, L. M. Garrett, K. Hoffman, R. J. Lutz, V. S.
Goldmacher, W. A. Bléttler, Cancer Res. 2006, 66, 4426-4433; b) Y. V. Kovtun, C. A. Audette, Y. Ye, H. Xig,
M. F. Ruberti, S. J. Phinney, B. A. Leece, T. Chittenden, W. A. Bléttler, V. S. Goldmacher, Cancer Res. 2006,
66, 3214-3221; c) H. Xie, C. Audette, M. Hoffee, J. M. Lambert, W. A. Bléttler, J. Pharmacol. Exp. Ther. 2004,
308, 1073-1082; d) Liu, B. M. Tadayoni, L. A. Bourret, K. M. Mattocks, S. M. Deer, W. C. Widdison, N. L.
Kedersha, P. D. Ariniello, V. S. Goldmacher, J. M. Lambert, W. A. Bléttler, R. V. J. Chari, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1996, 93, 8618-8623.
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2.1.2.2 Ansamitocin Biosynthesein A. pretiosum

Die Biosynthese von Ansamitocin findet an einer modularen Typ I-PKS statt. Diese wurde
2002 von FLoss et al. durch Verfiitterungsexperimente mit *3C- und **C-makierten

8081 sowie durch die Generierung zahlreicher Deletionsmutanten aufgeklart.®

Intermediaten,
Wie schon in Kapitel 2.1.1.2 fur das Geldanamycin 1 beschrieben, wird zu Beginn der
Biosynthese der Initionsbaustein AHBA (9) durch eine Adenylierungsdoméane (ADE) auf das
benachbarte ACP (bertragen. Es folgen sieben Module, die in vier einzelnen
Enzymkomplexen (asm A-D) organisiert sind. Jedes Modul enthdt null bis drei Doménen fir
die Verdnderung der funktionellen Gruppen durch Ketoreduktase (KR), Dehydratase (DH)
und Enoylreduktase (ER). Die sieben Verlangerungseinheiten sind drei Propionat-, drei
Acetat- und eine Glycolateinheit. Anschlief3end wird das so erhaltene seco-Proansamitocin
durch eine Amidsynthase zum Proansamitocin zyklisiert und es folgen sechs post-PKS-
Modifizierungen, die der Verbindung ihre biologische Aktivitét geben. Diese Enzyme sind die
Asml12, welche die Chlorierung kataysiert, Asm7 und Asml0, welche jewells eine
Methylierung katalysieren, Asm 11, welche fir die Epoxidierung verantwortlich ist, die
Asm21, welche das Carbamat generiert, sowie die Asm 19, welche die Esterseitenkette
einfuhrt (siehe Schema5).

8 K. Hatano, S.-1. Akiyama, M. Asai, R. W. Rickards, J. Antibiot. 1982, 35, 1415-1417.

8 K. Hatano, E. Mizuta, S.-I. Akiyama, E. Higashide, Y. Nakao, Agric. Biol. Chem. 1985, 49, 327-333.

8 T-W. Yu, L. Bai, D. Clade, D. Hoffmann, S. Toelzer, K. Q. Trinh, J. Xu, S. J. Moss, E. Leistner, H. G. Floss,
Prod. Nat. Acad. Sci. USA 2002, 99, 7968-7973.
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Schema 5: Ansamitocin P3-Biosynthese 28.

Zwel Besonderheiten dieser Biosynthese sind zum einen eine Doppel bindungeswanderung,
welche auf der PKS stattfindet, was von KIRSCHNING et al. 2009 belegt wurde,®*** und zum
anderen die ungewohnliche Glycolat-Verléangerungseinheit in Modul 3, die mittels eines

Methoxymal onyl-ACP Vorlaufers in die Biosynthese eingebracht wird.%>%

2.1.2.3 Struktur-Aktivitats-Beziehungen im Ansamitocin

Um gezielte semisynthetische, sowie mutasynthetische Derivatisierungen am Ansamitocin
vorzunehmen ohne die biologische Aktivitdt zu verlieren, sind Kenntnisse tber den Einfluss

8T, Kubota, M. Briinjes, T. Frenzel, J. Xu, A. Kirschning, H. G. Floss, ChemBioChem 2006, 7, 1221-1225.
8 F. Taft, M. Briinjes, T. Knobloch, H. G. Floss, A. Kirschning, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 3812-3813.

& B. J. Carrall, S. J. Moss, L. Bai, Y. Kato, S. Zoelzer, T. W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124,
4176-4177.

% 5. C. Wenzel, R. M. Williamson, C. Griinanger, J. Xu, K. Gerth, R. A. Martinez, S. J. Moss, B. J. Carroll, S.
Grond, C. J. Unkefer, R. Milller, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 14325-14336.
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der einzelnen Gruppen am Ansamitocin essentiell. Diese sogenannten Struktur-Aktivitats-
Beziehungen (SAR (engl. structure-activity-relationship)) wurden anhand der natirlich
vorkommenden Maytansine beschrieben, sowie anhand von Derivaten die semisynthetisch
verénderte Seitenketten aufwiesen (siehe Abbildung 12).%

Esterseitenkette ist essentiell,

Methylierungen und Clorierung [jedoch nicht die Natur des Esters]
sind nicht essentell o

\ 0 g»\( Epoxid moduliert die AKtivitat
MeO S

: 0 4/\Lstabernichtessentiell ]

w

0
Z 7 : N/go
: onf

= \ -
OMe Carbamat und freie OH-Gruppe
/ \ [an C-9 sind essentiell

Doppelbindungssystem und benzylische| —
Position nicht essentiell, kénnen z. B.
oxidiert vorliegen

[Konfiguration an C-10 nicht essentiell)

Abbildung 12: Struktur-Aktivitat-Beziehungen von Ansamitocinen.

Wie in Abbildung 12 zu sehen, sind das Carbamat an C-7/C-9, sowie die halbaminalische
freie OH-Gruppe an C-9 und eine Esterseitenkette essentiell fir die biologische Aktivitét. Die
Natur der Esterseitenkette spielt hierbei keine entscheidende Rolle. Alle anderen
Strukturelemente in Ansamitocin bzw. Maytansin haben keinen gravierenden Einfluss auf die
biologische Aktivitat.%®

2.2 Mutasynthese

Heutzutage werden eine Vielzahl von Naturstoffen fermentativ gewonnen. Substanzen wie
zum Beispie Epothilon werden von BRISTOL-MYERS-SQuUIBB und NOVARTIS in grofden
Fermentern industriell produziert.®

Die biosynthetische Generierung von Naturstoffen und Naturstoffderivaten kann durch vier

K onzepte realisiert werden, wobei eines der Konzepte die Mutasynthese ist (Schema 6).%

8 A. Kawai, H. Akimoto, Y. Kozai, K. Ootsu, S. Tanida, N. Hashimoto, H. Nomura, Chem. Pharm. Bull. 1984,
32, 3441-3451.

8 3. M. Kupchan, A. T. Sneden, A. R. Branfman, G. A. Howie, L. I. Rebhun, W. E. Mclvor, R. W. Wang, T. C.
Schnaitman, J. Med. Chem. 1978, 21, 31-37.

8 ) BRISTOL-MYERS-SQUIBB Company, US7 767 432 B2, 2010; b) NOVARTIS AG, EP 1 054 994 B1, 1999.

% A. Kirschning, F. Taft, T. Knobloch, Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 3245-3259.
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Um Bibliotheken von Naturstoffderivaten zu erstellen, bleibt zum einen die klassische
Totalsynthese, welche in den meisten Fallen sehr zeit- und kostenintensiv ist, oder die
Semisynthese, welche oft durch die Komplexitdt des Naturstoffs und die Anwesenheit
zahlreicher funktioneller Gruppen beschrankt ist.

Ein friher Ansatz, um Naturstoffbibliotheken auf einem anderen, zeit- und kostengiinstigeren
Weg zu edédlen, ist die Vorlaufer-dirigierte Biosynthese (engl. precursor-directed
biosynthesis, PDB) (siehe Schema 6)." Hier wird die Biosynthesemaschinerie eines
Sekundarmetabolit-Produzenten genutzt um durch Zufltterung von modifizierten
Biosynthese-Vorlaufern Naturstoffderivate zu generieren. Diese Methode birgt jedoch zwei
wesentliche Nachteile. Zum einen besteht eine inhérente Konkurrenz zwischen nattirlichem
und unnattrlichem Intermediat, wodurch das Naturstoffderivat oft nur in geringen Mengen
gebildet wird. Zum anderen ist die Reinigung und Isolierung der verschiedenen
Sekundarmetabolite in Gegenwart des Naturstoffs oft schwierig.

Einen weiterentwickelten Ansatz, der erstmals 1963 von BIRCH als Alternative zur Vorl&ufer-
dirigierten Biosynthese vorgeschlagen wurde® und 1977 erstmals von RINEHART et al. zur
Generierung von Neomycin-Derivaten angewendet wurde,® stellt die Mutasynthese dar.
Hierbei wird ein genetisch veranderter Organismus verwendet, bel dem ein spezifischer
Schritt in der Biosynthese geblockt wurde (siehe Schema 6). Die Herstellung geeigneter
Mutanten konnte damals nur tber ungerichtete Mutagenese mit anschlief3ender Selektion der
Klone erfolgen. Mit fortschreitender Entwicklung in der Mikrobiologie und Molekulargenetik
war es spdter maoglich, gezielt genmanipulierte Organismen bereitzustellen und diese in
M utasyntheseexperimente einzusetzen.®

Ein grol3er Vortell dieser Methode gegentiber der Vorlaufer-dirigierten Biosynthese ist, dass
der modifizierte Vorlaufer nicht mit dem natirlichen Substrat konkurrieren muss, was zum
einen die Aufladung auf die PKS stark begunstigt und zum anderen die Reinigung und
Trennung der entstehenden Derivate vereinfacht. Zwel eindrucksvolle Beispiele sind die

Generierung von Avermectin-Derivaten von DUTTON et al. aus dem Jahre 1991%* sowie die

' R. Thiercke, R. Rohr, Nat. Prod. Rep. 1993, 10, 265-289.

2 A. J. Birch, Pure Appl. Chem. 1963, 7, 527.

%K. L. Rinehart, Pure Appl. Chem. 1977, 49, 1361-1384.

% S, P. Gibson, A. C. Goudie, K. S. Pacey, J. C. Ruddock, C. J. Dutton, J. Antibiot. 1991, 44, 357-365.
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Generierung von Erythromycin-Derivaten von JACOBSEN et al. aus dem Jahre 1997.%
Inhaltliche Details zu diesem Thema kénnen diversen Reviews entnommen werden,**%
Limitierende Faktoren der Mutasynthese konnen die Substratflexibilitéten der einzelnen
Enzyme sein, die dazu fuhren, dass nicht ale zugefitterten Intermediate zum Naturstoff
prozessiert werden.

Ein weiteres durch den Fortschritt in der Gentechnik mdgliches Konzept ist die
kombinatorische Biosynthese, bei der die Gene verschiedener Organismen kombiniert
werden, um so zu neuen Biosynthesewegen und somit Naturstoffderivaten zu gelangen
(Schema 6). Die entstehenden Substanzen sind dann sogenannte Hybride, da sie sich aus zwei

Naturstoffen zusammensetzen.®’

|. Biosynthese von Naturstoffen IV. Kombinatorische Biosynthese
Wildtyp-Organismus Wildtyp-Organismus 1
A i» B —b> C —C> D i» E A —a> B —b> (& —C> D —d> E

Wildtyp-Organismus 2
II. Vorlauferdirigierte Biosynthese

Wildtyp-Organismus A &, [ Bxy b* ([ cx)_ < ( D*) A% ( Ex

A B C D E \ Gen-Kombination /
d

i» b —C> —_—
o - - Y

B* Zufiitterung von unnatiirlichem Vorlaufer B* Hybrid-Typ-Organismus
A2,/ B b (C ﬁ,ﬂ.@
lll. Mutasynthese

mutierter Organismus

A a b C* C o D* d > E*
@ = Intermediat
B* X = Enzym
Zufutterung von Mutasynthon B* * = mutiert

Schema 6: Biosynthetische K onzepte zur Erzeugung von Naturstoff-Derivaten.*®

% a) C. R. Hutchinson, D. E. Cane, C. Koshla, J. R. Jacobsen, Science 1997, 277, 367-369; b) A. T. Keatinge-
Clay, D. E. Cane, C. Koshla, J. R. Jacobsen, Bioorg. Med. Chem. 1998, 6, 1171-1177.

% a) J. Kennedy, Nat. Prod. Rep. 2008, 25, 25-34; b) S. Weist, R. D. Siissmuth, Appl. Microbiol. Biotechnol.
2005, 68, 141-150; c) W. Wohlleben, S. Pelzer, Chem.&Biol. 2002, 9, 1163-1166.

% @) H. G. Floss, J. Biotechnol. 2006, 124, 242-257; b) C. T. Walsh, ChemBioChem 2002, 3,124-134; c) J.
Staunton, B. Wilkinson, Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 159-164.
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3 Ziesetzung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Erzeugung neuer Derivate von Geldanamycin 1 und
Ansamitocin-P3 28. Diese sollen zum einen durch Mutasynthese generiert werden und zum
anderen Uber einen kombinierten Ansatz aus Mutasynthese und Semisynthese. Beide
Substanzen, Geldanamycin und Ansamitocin, gehoren in die Klasse der Ansamycine und
haben rein strukturell einige Gemeinsamkeiten. Die Verbindung dieser beiden Themen liegt
in der Verwendung der Blockmutante von S hygroscopicus, die sowohl fir die
M utasyntheseexperimente mit AHBA-Analoga, als auch fur die Mutasynthese mit den post-
PK S-adressierenden Proansamitocinderivaten elngesetzt wurde.

3.1 Geldanamycin-M utasynthese

Hier sollten verschiedene AHBA-Analoga an die Mutante von S hygroscopicus verfittert
werden, um enerseits unter biosynthetischen Aspekten einen Eindruck von der
Substratflexibilitét der S hygroscopicus Mutante K390-61-1 zu bekommen und um
andererseits neue Geldanamycin-Derivate in ausreichenden Mengen fir SAR-Studien und
vollstandige Strukturaufklarung zu generieren (Schema 7). Aulerdem sollen Uber diesen
Ansatz verschiedene funktionelle Gruppen in das Geldanamycin-Gertst eingefthrt werden,
um dieses anschlief3end semisynthetisch weiter gezielt modifizieren zu konnen.

A 2~ J"*C*—"»D*—d»E*
B*

Zufutterung von Mutasynthon B*

Schema 7: Schematische Darstellung der Mutasynthese.

In Schema 8 ist die Umsetzung eines Aminobenzoesaure-Derivats zu einem Geldanamycin-

Derivat mit mdglichen PKS-Modifizierungen gezeigt.
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A K-390-61-1

Schema 8: Fitterungsexperimente mit der AHBA-(-)-Mutante K390-61-1 (in blau dargestellt sind mdgliche
post-PK S-Modifizierungen).

3.2 Kombination aus Semisynthese und M utasynthese

Der zweite Tell dieser Dissertation hatte zum Ziel, fermentativ gewonnenes
Proansamitocin 31 direkt, oder nach chemischer Modifizierung in Mutasyntheseexperimenten
mit den beiden Mutanten S hygroskopicus K360-61-1 und A. pretiosum HGF073 einzusetzen.
Anschlief3end sollte in einigen Falen eine weitere chemische Modifizierung folgen (siehe
Schema 9).

a b ¢

A —>»[B)—[C X-» Mutante,fiie in einem spéaten Biosyntheseschritt
geblockt ist

chemische Derivatisierung @ Zﬁl r;iizt::;il:::g an @

und Verfiitterung an eine Blockmutante T

zweite Blockmutante
a b c
A | X> — @—» —d>®

Schema 9: Naturstoffsynthese basierend auf einem iterativen Ansatz aus Semisynthese und Mutasynthese.

chemische
Derivatisierung

Hierbel sollte zum einen untersucht werden, welche post-PKS-Enzyme die Derivate welter
modifizieren und zum anderen sollten nach der Fermentation noch weitere semisynthetische
Veranderungen vorgenommen werden. Durch eine solche Strategie ist die gezielte Erzeugung
eines aktiven Naturstoffderivats aus einem inaktiven Fermentationsprodukt denkbar. Im Falle

des Proansamitocins 31 kann zum Beispiel das Carbamat durch Mutasynthese eingefiihrt
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werden. Die Esterseitenkette an C-3 kann dann chemisch durch Veresterung installiert werden
(siehe Schema 10).

HO

0 Semisynthese

i (¢}
: OHH
229 OMe

Schema 10: Mégliche Kombination aus M utasynthese und Semisynthese von Proansamytocin 31.
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4 Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

4.1 Syntheseder Mutasynthone

In diesem Kapitel werden die Synthesen fur die modifizierten Startereinheiten
(Mutasynthone) vorgestellt. Dies sind in den meisten Félen verschieden substituierte 3-
Aminobenzoesauren. In  Verfltterungsexperimenten sollten sie  Einblicke in die
Substratflexibilitét der in der Biosynthese des PKS-Initionsbausteins AHBA 9 blockierten
Mutante von Streptomyces hygroscopicus K390-61-1 ertffnen. Zusdtzlich sollte die
Einbringung funktioneller Gruppen spétere semisynthetische Derivatisierungen ermdglichen.
Neben den 3-Aminobenzoesauren wurden auch Hydroxymethylbenzoesduren synthetisiert.

Auf diese besonderen Mutasynthone wird in Kapitel 4.3 ndher eingegangen.

Die Ausgangsverbindung fur die Synthese von 6-Aminobenzo[ 1,3]dioxol-4-carbonsaure (36)
war der kommerziell erhdtliche 2,3-Dihydroxybenzoesduremethylester (32) welcher zuerst
mit Diiodmethan zum Benzo[1,3]dioxol-4-carbonsduremethylester (33) in moderaten
Ausbeuten zyklisiert wurde (siehe Schema 11).® AnschlieBend wurde diese Verbindung
regioselektiv mit Br, halogeniert.*

Der so erhatene 6-Brom-benzo[ 1,3]dioxol-4-carbonsauremethylester (36) sollte nun in einer
HARTWIG-BucHWALD-Kupplung zum Amin 35 umgesetzt werden. Hier wurden verschiedene
Bedingungen getestet. Zum einen wurde probiert, mit LIN(TMS), als Ammonium-Quelle,
Pd,(dba); als Kataysator und (2'-Dicyclohexyl phosphanyl-biphenyl-2-yl)-dimethylamin als
elektronenreichem Liganden direkt das primare Amin 35 zu erhalten.'® Hier konnte jedoch
kein Umsatz zum gewinschten Produkt beobachtet werden. Des Weiteren wurde probiert, ein
sekunddres Amin mit einer spater leicht zu entfernenden Schutzgruppe einzufthren. Hierfir
wurde 4-Methoxyanilin ausgewahlit.'® Diese Reaktion lieferte ausschlieflich das Amid, durch
Reaktion des Esters. Daher wurde ein anderes Katalysatorsystem gewdhlt. In einigen

Veroffentlichungen von WoLF et al. wurde Kupfer in Form von Cu,O fir derartige

%P, A.Plé T. P. Green, L. F. Hennequin, J. Curwen, M. Fennell, J. Allen, C. Lambert-van der Brempt, G.
Costello, J. Med. Chem. 2004, 47, 871-887.

% X. Wang, X. Pan, Y. Cui, Y. Chen, Tetrahedron 1996, 52, 10659-10666.

190\, C. Harris, X. Huang, S. L. Buchwald, Org.Lett. 2002, 4, 2885-2888.
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Uberfihrungen von Halogeniden in Amine verwendet.'®

Versuche, den 6-Brom-
benzo[ 1,3]dioxol-4-carbonsduremethylester  (34) Uber Cu,O-Katalyse mit wassrigem
Ammoniak in das Amin 35 zu Uberfihren lieferte den 6-Aminobenzol1,3]dioxol-4-
carbonsauremethylester (35) in einer geringen Ausbeute von 7 %. Es wurden Gemische aus
Zersetzungsprodukt, Amid, Saure und Ester 35 erhalten, was die Reinigung des Produkts sehr
schwierig gestaltete. Da diese Reaktion sehr unsauber verlief und nur eine geringe Ausbeute
erbrachte, wurde nach einer neuen Moglichkeit gesucht, das Bromid durch ein priméres Amin
zu ersetzen. Hierfir wurde als Kupferquelle Cul und as Ligand 2,4-Pentandion gewahit.
Ammoniak wurde nur in geringen Mengen zugegeben, was die unerwiinschte Umsetzung zum

102 Djese Reaktion verlief ebenfalls sehr unsauber; aber nach mehreren

Amid verringern sollte.
Reinigungsschritten konnte hierbei mit einer Ausbeute von 30% der 6-Amino-
benzo[ 1,3]dioxol-4-carbonsauremethylester (35) erhalten werden. Diese eher maéaldigen
Ausbeuten sind in der Literatur von TAILLEFER et al. fur Bromide, die Ester enthalten, bereits
beschrieben, da der Ester teilweise hydrolysiert. Der so erhaltene Ester 35 wurde nachfolgend
mit 1M LiOH-LOsung in einer Ausbeute von 92 % zur 6-Aminobenzo[1,3]dioxol-4-

carbonsaure (36) umgesetzt (siehe Schema 11).

/=9 o] /\0 0
o] o
OH d OMe
-
NH, NH,
36 35

Schema 11: Synthese von 6-Aminobenzo[1,3]dioxol-4-carbonséure (36). Bedingungen: @) i. KF, DMF, 30 min,
RT, ii. CH,l,, 30 h, 110 °C, 68 %; b) NaOAc, Eisessig, Br,, 12 h, RT, 84 %; c) Cs,COs, Cul, 2,4-Pentandion,
DMF, NHs, 12 h, 70 °C, 30 %, d) MeOH, LiOH, 4 h, RT, 92 %.

101 3) H. Xu, C. Wolf, Chem. Commun., 2009, 1715-1717; b) H. Xu, C. Wolf, Chem. Commun. 2009, 3035—
3037.
102 N, Xia, M. Taillefer, Angew. Chem. 2009, 121, 343-345.
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Die Synthese von 3-Amino-5-chlormethylbenzoesdure Hydrochlorid 40 startete mit
3-Hydroxymethyl-5-nitrobenzoesauremethylester (37), welcher in einer Sy2-Reaktion mit
Thionylchlorid zum Benzylchlorid 38 umgesetzt wurde (siehe Schema 12). Diese Verbindung
wurde anschlief3end in guten Ausbeuten mit 1M LiOH-L6sung verseift und die Nitrogruppe
mit SnCl, zum Amin reduziert. Diese Verbindung wurde wegen besserer Lagerfahigkeit
direkt in das Hydrochlorid-Salz 40 Uberfihrt.

(o} (o} (o}
— —
N02 N02 N02
37 38 39
lc
[0}
(o] OH
x HCI

NH,
40

Schema 12: Synthese von 3-Amino-5-chlormethylbenzoesdure Hydrochlorid 40. Bedingungen: @) Pyridin,
Thionylchlorid, 12 h, RT, 55 %: b) THF, LiOH, 5 h, RT, 87 % c) i. EE, SnCl,-2H,0, 5 h, A; ii. halbkonz. HCI,
A, 96 %.

3-Nitro-5-Fluoroboratbenzoesdure 44 wurde ausgehend von 3-Amino-5-brombenzoe-
saure (41) durch eine Suzuki-MiyYAURA-Kupplung und anschliefende Umsetzung zum
Fluoroborat 44 hergestellt.'® Da verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt hatten, dass sowohl
freie Carbonsauren, wie auch freie Amine in die Palladium-katalysierte Kupplung mit dem
Bis(pinacolato)diboron eingesetzt werden konnen," wurde die Resktion mit der zur
Verflgung stehenden 3-Amino-5-brombenzoesaure (41) durchgefihrt.

Die Suzuki-MIYAURA-Kupplung lieferte hierbei den Pinacol-Boronsdureester 43, der zur
Abtrennung des Palladium-Katalysators tUber Kieselgel filtriert wurde. Bei dieser Filtersaule
wurde der Boronsdureester 43 tellweise hydrolysiert, woraus ein Gemisch aus freier
Boronsdure 42 und Boronsaureester 43 resultierte und daher keine Ausbeute bestimmt werden

konnte. Dieses Gemisch wurde in der darauf folgenden Reaktion mit KHF,-Ldsung (2.5 M)

13T |shiyama, M. Murata, N. Miyaura, J. Org. Chem. 1995, 60, 7508-7510.
1043) E. F. DiMauro et al., J. Med. Chem. 2006, 49, 5671-5686, b) R. Angell et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.
2008, 18, 4428-4432. ¢) A. J. Folkes et al., J. Med. Chem. 2008, 51, 5522-5532.
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zum Fluoroborat 44 umgesetzt.'® Dieses wurde mit einer Ausbeute von 73 % Uber 2 Stufen

erhalten (siehe Schema 13).
?H i :;z%\o [0}
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Schema 13: Synthese von 3-Nitro-5-Fluoroboratbenzoesdure 44. Bedingungen: a) KOAc, Bis(pinacolato)-
diboron, PdCl,(dppf)Cl,-CH,Cl,, DMF, 10 min, 200 Watt, 120 °C, MW, b) MeOH, KHF,, 3 h, RT, 73 % Uber
2 Stufen.

Die Retrosynthese der 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesdure (45) ist in Schema 14 gezeigt.

OH HO OMe

ﬂ

NH, NO,
45 46

Schema 14: Retrosynthese von 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesiure (45).

Die Synthese dieses aromatischen Bausteins wurde bereitsin einer friheren Arbeit untersucht.
Hierbei konnte jedoch nur ein Gemisch bestehend aus Alkin 45 und Allen 50 erhalten werden
(siehe Schema 15).*

In dieser Arbeit wurde die gezeigte Syntheseroute modifiziert. Ausgehend von 3-Nitro-
5-(3-trimethylsilanylprop-2-inyl)-benzoesduremethylester (48) wurde versucht, mit 1M
LiOH-Losung gleichzeitig den Ester zu verseifen und das Alkin zu entschitzen, um so

3-Nitro-5-prop-2-inylbenzoeséure zu erhalten.

105 3) S.Darses, G. Michaud, J.-P. Genét, Eur. J. Org. 1999, 1875-1883. b) G. A. Molander, B. Biolatto, J. Org.
Chem. 2003, 68, 4302-4314.
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Schema 15: Bekannte Synthese zu 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesdure (45). Bedingungen: @) BH3 THF, A,
15 min, 73 %; b) PBr3, Pyridin abs., Et,O, RT, 30 min, 88 %; ¢) TMS-Acetylen, THF, -78 °C, n-BuLi, 1.5 h,
ii. InCls, THF, -78 °C, 30 min, 45 min, RT, iii. THF, Pd(dppf)Cl,:DCM, 65 °C, Ethinylindiumlésung, 5 h, 48 %;
d) SnCI2-2H420, EE, A, 4 h, 78 %; €) TBAF-3H,0 (0.5 M in THF), THF, -20 °C, 1 h, 99 %; LiOH, CH;OH, RT,
18 h, 98 %.

Diese Umsetzung flhrte jedoch in quantitativer Ausbeute zur 3-Benzylallen-5-
nitrobenzoesaure (51) (siehe Schema 16). Da die Allenbildung unter basischen Bedingungen
aufgrund der Konjugation zum Aromaten stark bevorzugt ist, wurden Versuche

unternommen, den Ester mit H,S0,%® dio’

oder Thionylchlori sauer zu hydrolysieren. Diese
Umsetzungen lieferten die Saure nur in Spuren und fihrten teillweise zur Zersetzung des
Edukts.

Ein neuer Ansatz startete mit dem aus Vorarbeiten bekannten 3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-
prop-2-inyl)-benzoesauremethylester (48), welcher mit DIBAI-H in quantitativer Ausbeute
zum [3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-phenyl]-methanol (52) umgesetzt wurde.**®
Der so erhatene Alkohol 52 wurde anschliefRend mit dem JoNes-Reagenz zur Séaure 53
oxidiert. Diese Reduktions-Oxidations-Sequenz ermdglichte es, den Ester ohne basische
Reaktionsbedingungen in die Saure zu UberfUhren. Die Nitrogruppe in der 3-Nitro-
5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesdure (53) wurde dann mit SnCl, zum Amin 54
reduziert und abschlieffend die TMS-Gruppe mit TBAF entfernt. Somit konnte das fertige
Mutasynthon 45 in guten Ausbeuten erhalten werden. Ein Problem der gesamten Synthese
dieser Aminobenzoesdure war jedoch die Indium-vermittelte Kupplung mit dem

Benzylbromid 47, welche am vorhandenen aromatischen System mit einer Nitrogruppe in

106 3) J. F. Marlier, M. H. O"Leary, J. Org. Chem. 1981, 46, 2175-2177; b) W. A. Sheppard, J. Am. Chem. Soc.
1970, 92(18), 5419-5422.

97.C. L. M. Goodyer, E. C. Chinje, M. Jaffar, 1. J. Stratford, M. D. Threadgill, Bioorg. Med. Chem. 2003, 11,
4189-4206.

1% |, Pérez, J. Pérez Sestelo, L. A. Sarandeses, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 4155-4160.
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meta-Position nur geringe Ausbeuten von 48% lieferte (siehe Schema 15). Hier wurden
verschiedene weitere Ansdtze untersucht, wie z. B. eine Kupfer-katalysierte Kupplung des
Benzylbromids 47 mit Trimethylsilylethinyl-GRIGNARD-Reagenz'® und eine GRIGNARD-
Reaktion mit 3-Brom-5-nitrobenzoesauremethylester, der in das entsprechende GRIGNARD-

10 Da diese

Reagenz umgesetzt wurde und mit 3-Brompropinyltrimethlysilan versetzt wurde.
Umsetzungen fehl schlugen und vermutet wurde, dass der Ester ein Problem in dieser
Reaktion darstellen kdnnte, wurde die GRIGNARD-Reaktion noch einmal nach einer Methode
von KNOCHEL et al. durchgefihrt. Laut Literatur werden unter den dort verwendeten
Reaktionsbedingungen Ester toleriert.™! Leider konnte auch unter diesen Bedingungen kein
Produkt erhalten werden. Eine andere Mdglichkeit, das Alkin in der gewlnschten Position
einzufuhren, bestand in einer NEGISHI-Kupplung. Hier wurde wiederum das Benzylbromid 47
verwendet und mit einem Zink-Organyl umgesetzt.*? Diese Reaktion zeigte jedoch keinen
Umsatz. Eine letzte Mdoglichkeit war die HEck-Alkinylierung oder auch kupferfreie-
SONOGASHIRA-Kupplung mit PdCl,(CH3CN), als Katalysator, X-Phos als Ligand und Cs,COs

als Base. Diese Reaktion lieferte das Kupplungsprodukt in einer Ausbeute von 23 %1%

48
Schema 16: Synthese von 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesiure (45). Bedingungen: @) CH;OH, LiOH, 12 h, RT,

guant.; b) CH,Cl,, -60 °C, DIBAI-H, RT, 2 h, quant.; c) Aceton, JONES Reagenz, 1 h, RT, iso-Propanol, 2 min,
quant.; d) EE, SnCl,-2H,0, 3 h, A, quant.; €) THF, -20 °C, TBAF-3H,0, 24 h, 97 %.

l

4]
w

199 v/, Gopalsamuthiram, W. D. Wulff, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 13936-13937.

10\, E. Jung, J. A. Hagenah, J. Org. Chem. 1987, 52, 1889-1902.

11 G, varchi, C. Kofink, D. M. Lindsay, A. Ricci, P. Knochel, Chem. Commun. 2003, 396-397.
12 M. Qian, E. Negishi, Tet. Lett. 2005, 46, 2927-2930.

13 C.H. Larsen, K. W. Anderson, R. E. Tundel, S. L. Buchwald, Synlett, 2006, 2941-2946.
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Aufgrund der geringen Ausbeute der Indium-vermittelten Kupplung und der Tatsache, dass
zwel Synthesestufen zusétzlich nétig waren, namlich die Reduktions-Oxidations-Sequenz
anstelle der Verseifung, um das gewtnschte Produkt zu erhalten, wurde eine neue Strategie
entwickelt. Hierbei wurde von 3-Nitro-5-hydroxymethylbenzoesduremethylester (37)
ausgegangen, welcher zuerst mit Palladium auf Kohle in quantitativer Ausbeute zum Amin 55
reduziert wurde (siehe Schema 17). Das Amin 55 wurde anschlief3end Boc-geschiitzt und es
erfolgte die Sy2-Reaktion zum Benzylbromid 57. Der so erhatene 3-Brommethyl-5-tert-
butoxycarbonylaminobenzoesduremethylester (57) wurde dann in der Indium-vermittelten
Kupplung eingesetzt. Durch die Uberfihrung der Nitrogruppe in eine geschiitzte
Aminogruppe ist das aromatische System elektronenreicher und die Kupplung gelang in einer
guten Ausbeute von 83%. Es folgten die Schritte, wie in der vorherig geplanten
Synthesestrategie: Zum einen die DIBAI-H-Reduktion und zum anderen die JONES-Oxidation.
Anschlief3end erfolgte die Boc-Entschitzung des Amins und am Schluss die TMS-
Entschitzung des Alkins, die abweichend von vorherigen Arbeiten mit KF durchgefihrt
wurde, da TBAF-Reste nur schwer vollstandig zu entfernt werden konnten. So konnte mit
dieser Synthesestrategie das Mutasynthon 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesdure (45) in
durchweg guten Ausbeuten Uber alle 8 Stufen erhalten werden (siehe Schema 17).

Die Synthese von 7-Aminobenzofuran-5-carbonsdure (66) startete mit dem 4-Hydroxy-3-
nitrobenzoesduremethylester (61) welcher mit Allyloromid in guten Ausbeuten zum
Allylether umgesetzt (siehe Schema 18) und anschlief3end in eine CLAISEN Umlagerung
eingesetzt wurde. Hierfr wurden verschiedene Bedingungen getestet. Zum einen wurde die
Reaktion in der Mikrowelle mit SIC in Toluol bei Temperaturen von 200-220°C und
verschiedenen Reaktionszeiten durchgefihrt. Zum anderen wurde das Lésungsmittel durch
die ionische Fliissigkeit 1-Ethyl-3-methylimidazoliumbis(trifluormethansulfon)imid™* ersetzt
bzw. die Resktion ohne Losungsmittel®™® durchgefihrt. Die Ergebnisse aller
Reaktionsbedingungen waren ghnlich. Die Ausbeuten bewegten sich immer in einem Bereich
von 40-60%. Die beste Ausbeute wurde in Toluol mit SIC fur 2 h bei 200°C erzielt.

1] R. Baxendale, A.-L. Lee, S. V. Ley, J. Chem. Soc., Perkin Trans.1 2002, 1850-1857.
15 p A, P& T. P. Green, L. F. Hennequin, J. Curwen, M. Fennell, J. Allen, C. Lambert-van der Brempt, G.
Costello, J. Med Chem. 2004, 47, 871-887.
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0 0 0
HO OMe HO OMe | HO OMe Br OMe
— — —
NH,
55 56

NO, NHBoc NHBoc

37 57

[o] [o]
— OH
OH Z oM
=Z < Tms - = ¢
TMS T™MS
NHBoc
NHBoc 59 NHBoc
60 58
lg
[o] (o]
OH OH
Z —h e F
TMS
NH, NH,
54 45

Schema 17: Synthese von 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesdure (45). Bedingungen: @) EtOH, Pd/C, H,, 24 h, RT,
98 % b) EtOH, Boc,0, 40 °C, 12 h, 94 %; c) i. PPhs, Imidazol, CH,Cl3, 0 °C, Br,, 30 min, ii. 90 min, RT, 90
%; d) i. TMS-Acetylen, THF, -78 °C, n-BuLi, 1.5 h, ii. InCl;, THF, -78 °C, 30 min, dann 45 min, RT, iii. THF,
Pd(dppf)Cl,-CH,Cl,, 65 °C, Ethinylindiumlésung, 5 h, 83 % ; €) CH,Cl,, 0 °C, DIBAI-H, 1.5 h, 91 % f) Aceton,
JONES Reagenz, 1.5 h, 90 % ; g) CH,Cl,, TFA, 3.5 h, RT, quant.; h) CH;OH, KF, 50 °C, 2 h, 71 %.

Das erhaltene umgelagerte Produkt 62 sollte dann in einer Ozonolyse und anschlief3ender
Eliminierung des Halbacetals mit Phosphorsdure zu Furan 65 zyklisiert werden.'*®> Diese
Reaktionsfolge lieferte jedoch nur geringe und nicht reproduzierbare Ausbeuten von 15 %.
Auch der Versuch, das Halbacetal nach der Ozonolyse mit p-TSOH zu eliminieren, schlug
fehl.™® AuRerdem verlief diese Reaktion sehr unsauber. Eine andere Moglichkeit, das
Halbacetal fir die anschlief3ende Eliminerungsreaktion herzustellen, war die Reaktionsfolge
Dihydroxylierung/Periodat-Spaltung.'’ Bei dieser Resktion wurde jedoch nicht das
gewiinschte Halbacetal gebildet, sondern der Alkohol 67. Dieser entstand nach Offnung des
intermediér gebildeten Osmatesters durch die phenolische OH-Gruppe. Diese Reaktion
verlauft intramolekular und sollte somit gegeniiber der Hydrolyse kinetisch beginstigt sein.
Um dieses zu verhindern, sollte die phenolische Hydroxygruppe in 62 methyliert werden®

und anschlieffend die Doppelbindung durch Ozonolyse oder Dihydroxylierung/Periodat-

16D E. Fuerst, B. M. Stoltz, J. L. Wood, Org. Lett. 2000, 2, 3521-3523.

17 \W. He, B.-L. Zhang, S.-Y. Zhou, X.-L. Sun, S.-Y. Zhang, Synth. Comm. 2007, 37, 361-367.

U8 K. Tamura, Y. Kato, A. Ishikawa, Y. Kato, M. Himori, M. Y oshida, Y. Takashima, T. Suzuki, Y. Kawabe, O.
Cynshi, T. Kodama, E. Niki, M. Shimizu, J. Med. Chem. 2003, 46, 3083-3093.
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Spaltung zum Aldehyd umgesetzt werden.™® Leider kam es wahrend der Dihydroxylierung
zur Isomerisierung der Doppelbindung, so dass nach der Periodatspaltung nur Aldehyd 64
isoliert wurde. Die Methylierung gelang in guter Ausbeute von 89 %. Leider gelang es
anschlieRend nicht, die Methylgruppe von der Phenol-Funktion zu entfernen. Es wurden
verschiedene Bedingungen getestet. Zum einen wurde probiert, die Methylgruppe mit
TMSI,*® und zum anderen mit BBrs™® zu entfernen. Beide Versuche, das Phenol
freizusetzen, scheiterten jedoch. So musste die Strategie erneut umgestellt werden. Jetzt sollte
das Furan 65 Uber eine Metathese hergestellt werden. Hierfur wurde zuerst, ausgehend von 3-
Allyl-4-hydroxy-5-nitrobenzoeséduremethylester (62) der 3-Allyl-4-allyloxy-5-
nitrobenzoesauremethylester (68) Uber eine Sy2-Reaktion mit Allylbromid hergestellt. Diese
Reaktion verlief in sehr guten Ausbeuten.’® Die beiden Allyl-Gruppen wurden anschlieRend
mit dem auf Ruthenium basierenden Katalysator [RUCIH(CO)(PPhsg)s] isomerisiert und nach
'H-NMR-Analytik direkt per Metathese zum Furan 65 eingesetzt. Die Isomerisierung verlief
nach einigen Optimierungen in akzeptablen Ausbeuten von ca. 70%. So musste sowohl die
Temperatur von 65°C auf 90°C, wie auch die Reaktionszeit von 14 h auf 24 h erhéht werden,
da, ansonsten unter den Literaturbedingungen nur Ausbeuten von 40% erhalten wurden.*®
Die Metathese zum Furan 65 verlief mit GRuBBS |1-Katalysator in weniger guten Ausbeuten
von 35%. Mit dem GrRuBBS-HOYVEDA-Katalysator konnte die Ausbeute auf 40% gesteigert
werden. In der Literatur ist das vorliegende Substitutionsmuster am Aromaten nicht
beschrieben, die meisten Beispiele weisen nur einen zusétzlichen Substituenten auf. Hier kann
wahrscheinlich durch intensive Optimierung der Bedingungen (Katalysator, Losungsmittel,
Temperatur) die Ausbeute noch gesteigert werden. Der hergestellte 3-Allyl-4-allyloxy-5-
nitrobenzoesauremethylester (65) konnte anschlief3end in guten Ausbeuten zum Amin
reduziert und der Ester verseift werden und stand anschlieffend als Mutasynthon 65 zur
Verflgung.

119 3 F. W. McOmie, M. L. Watts, D. E. West, Tetrahedron 1968, 24, 2289-2292.
120\, A. L. Otterlo, G. L. Morgans, L. G. Madley, S. Kuzvidza, S. S. Moleele, N. Thornton, C. B. de Kénig,
Tetrahedron 2005, 61, 7746-7755.
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Schema 18: Synthese von 7-Aminobenzofuran-5-carbonsdure (66). Bedingungen: a) Aceton, K,COs;,
Allylbromid, 24 h, A, 81 %; b) Toluol, SIC, 2 h, 200 °C, 250 Watt, MW, 63 %; c) Aceton, K,COz, M€,S0y, 6 h,
quant.; d) CH,Cl,, -78 °C, 20 min, O3, Dimethylsulfid, 72 %; €) CH,Cl,, 0 °C, TMSI, 3 h, RT, 0 % oder
CHCl,, -78 °C, BBr3, RT, 24 h, 0 %; f) THF/H,O, NalO,4, OsO,, 48 h, RT, 89 % g) CH;OH, -78 °C, 40 min,
Os, Dimethylsulfid; h) H3PO,4, 20 min, 100 °C, 15 % uber zwei Stufen; i) CHsOH, LiOH, 4 h, RT, quant.; j) EE,
SnCl,-2H,0, 5 h, A, quant.; k) THF/H,O, OsO,, NalOy4, 97 % ; ) Aceton, K,COj3, Allylbromid, 24 h, A, quant.;
m) Toluol, [RUCIH(CO(PPhs)s], 72 h, 90 °C, 70 %; n) Toluol, GRUBBS-HOVEYDA, 5.5 h, 90 °C, 40 %.

Die Synthese von 3-Amino-5-azidomethylbenzoesdure (69) startete mit 3-Amino-5-
hydroxymethylbenzoesauremethylester (55), wobel zuerst das Amin als Acetat geschitzt
wurde. Dann folgte eine Sy2-Reaktion zum Benzylbromid 71 oder Benzylchlorid, wobei die
Umsetzung zum Bromid 71 in besseren Ausbeuten verlief. Aulerdem verlief die
anschlief3ende Reaktion zum Benzylazid 72 mit dem Bromid 71 in sehr guten Ausbeuten von
93 %. Der entstandene 3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesduremethylester (72) wurde
nachfolgend mit LiOH verseift und das Amin entschiitzt, beides in guten bis sehr guten
Ausbeuten (Schema 19).
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Schema 19: Synthese von 3-Amino-5-azidomethylbenzoesdure (69). Bedingungen: a) Acetanhydrid,
Triethylamin, THF, 4 h, RT, 74 %; b) Triphenylphosphan, Imidazol, DCM, Br,, 4 h, 0 °C — RT, 79 %; ¢)
Natriumazid, 12 h, 80 °C, 93 % d) MeOH, 1M LiOH, 4 h, 60 °C, 98 % €) H,0, konz. HCI, 12 h, A, 66 %.

Ausgehend von de as Mutasynthon zur Verflgung stehenden 3-Amino-5-
azidomethylbenzoesdure (69) konnte die 3-Amino-5-aminomethylbenzoesdure (74)
hergestellt werden (siehe Schema 20). Hierfir wurde das Benzylazid 69 mit Palladium auf
Kohle unter Wasserstoffatmosphére fur 72 h gerihrt. Um die Vergiftung des Katalysators
durch das Amin zu vermeiden, wurde Essigsaure zugesetzt. Das Benzylamin 74 konnte in
guten Ausbeuten von 78 % erhalten werden.

0 o
Ny OH HZN/\Q)kOH
— =
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Schema 20: Synthese von 3-Amino-5-aminomethylbenzoeséure (74). Bedingungen: CH3OH, Essigsdure, Pd/C,
H,, 72 h, RT, 78 %.

Das HCI-Sadz der 3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesaure (75) wurde ausgehend von
3-Hydroxymethyl-5-nitrobenzoesauremethylester (37) Uber eine reduktive Aminierung mit
Formalin und NaBH3CN al's Schliisselschritt hergestellt (siehe Schema 21). Hierfur wurde der
Benzylalkohol 37 in einer Mikrowellen-beschleunigten Reaktion zuerst in quantitativen
Ausbeuten acyliert.” Anschlielend folgte die Reduktion der Nitro-Gruppe mit SnCl, zum
Amin 76. Die dann folgende N-Methylierung mit Formalin und NaBH3CN lieferte nur einen

121 £ Ragjabi, M. R. Saidi, Synth. Commun. 2005, 35, 483-491.
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geringen Umsatz des N-methylierten Produkts 77, wobei neben dem reisolierten Edukt 76
auch noch das Imin erhalten wurde. Die Ausbeuten waren hier ghnlich denen in der Literatur
fiir analoge Beispiele.’? Nachdem das N-methylierte Produkt 77 hergestellt war, musste der
Benzylalkohol entschiitzt und der Ester verseift werden, wasin einer Stufe mit LiOH realisiert
werden konnte. Die entstandene Aminosdure wurde anschlieffend aus halbkonz. HCI

umkristallisiert um das entsprechende Hydrochlorid 78 zu erhalten.

0 0 0
HO/\Q)J\OMe a AcO oMe AcO/\Q)‘\OMe
—_— —_—
NO, NO, NH,
37 75 76
lc
0 0
HO OH d AcO OMe
-
x HCI
NHMe NHMe
78 77

Schema 21: Synthese von 3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesdure Hydrochlorid (78). Bedingungen: a)
NaOH, Acetanhydrid, 4 min, 120 °C, MW, quant.; b) EE, SnCl,-2H,0, 3 h, A, 99 %; ¢) CH;OH, Formalin,
NaBH3CN, 3.5 h, 0 °C — RT, 35 %; d) CH3OH, 1M LiOH, 4 h, RT, dann halbkonz. HCI, 87 %.

Die Synthese zum Salz der 3-Hydroxy-5-methylaminobenzoesdure (82) beinhaltet als
Schltsselschritt ebenfalls eine N-Methylierung (siehe Schema 22). Diese wurde jedoch im
Falle dieses Amins mit einer neuen Methode nach GoNzALEZ et al. redlisiert.’?® Hierfir
wurde zuerst aus 3-Amino-5-hydroxy-benzoesduremethylester (79) der 3-Amino-5-(tert-
butyl-dimethylsilanyl oxy)-benzoesduremethylester (80) durch TBS-Schitzung hergestellt,
welcher anschlief3end in einer Monomethylierung mit Cu(OAc), und MeB(OH), eingesetzt
wurde. Diese Kupfer-(11)-vermittelte Kupplung von Anilinen und Methylboronséure stellt
einen neuen Ansatz fur die selektive Monomethylierung dar. Diese Umsetzung lieferte

bessere Ausbeuten as die reduktive Aminierung von Formalin. Daneben bildete sich kein

122 T Watanabe, T. Suzuki, Y. Umezawa, T. Takeuchi, M. Otsuka, K. Umezawa, Tetrahedron 2000, 56, 741-
752.

123 | Gonzélez, J. Mosquera, C. Guerrero, R. Rodriguez, J. Cruces, Org. Lett. 2009, 11, 1677-1680.
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Imin, was die saulenchromatographische Reinigung vereinfachte. Das N-Methyl-Derivat 81
wurde anschlief?end mit LiOH verseift und gleichzeitig die TBS-Gruppe entfernt. Die so
erzeugte N-Methyl-aminobenzoesdure 82 wurde abschlief?end aus halbkonz. HCI
umkristallisiert.

o o o
HO. TBSO. TBSO.
OMe a OMe b OMe
—_— —_—
NH,
80 81

NH, NHMe

79
lc

HO.
OH

x HCI

NHMe
82

Schema 22: Synthese von 3-Hydroxy-5-methylaminobenzoesdure Hydrochlorid (82). Bedingungen: a) CH,Cl,,
Imidazol, DMAP, TBS-Cl, 24 h, RT, 92 % b) Dioxan, Pyridin, Cu(OAc),, 30 min, RT, dann MeB(OH),, 24 h,
A,.66 %; c) CH3OH, LiOH, 3 h, RT, dann halbkonz. HCI, 91 %.

3-Hydroxy-5-hydroxymethylbenzoesdure (84) konnte ausgehend von 3-Hydroxy-5-hydroxy-
methylbenzoesduremethylester (83) durch Verseifung mit LiOH in quantitativer Ausbeute
hergestellt werden (siehe Schema 23).

0 o
HO/\Q)‘\OMe a Ho/\(;l)‘\w
—_—

OH OH
83 84

Schema 23: Synthese von 3-Hydroxy-5-hydroxymethylbenzoesdure (84). Bedingungen: a) CH;OH, LiOH, 2 h,
RT, quant..

Fiur die Synthese von 3-Brom-5-hydroxymethylbenzoesdure (87) wurde von
5-Bromisophthal sduredimethylester (85) ausgegangen, welcher zuerst mit NaBH, selektiv
mono-reduziert und der entstandene Monoester 86 verseift wurde. Beide Stufen konnten in
guten Ausbeuten realisiert werden (siehe Schema 24).



44 Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

MeO OMe a HO OMe b HO OH

Br Br Br
85 86 87

Schema 24: Synthese von 3-Brom-5-hydroxymethylbenzoesdure (87). Bedingungen: @) THF, CH;OH, NaBH,,
1.5h,70°C, 86 %; b) CH;OH, LiOH, 2 h, RT, 97 %.

4.2 Untersuchungen zu den Fermentationsbedingungen der AHBA-(-)-

Mutante von Streptomyces hygroscopicus

Zu Beginn der mutasynthetischen Arbeiten mit der in der Biosynthese blockierten AHBA-(-)-
Mutante Streptomyces hygroscopicus K390-61-1, sollte sichergestellt werden, dass diese in
ihrer Produktion und ihrem Wachstum stabil ist. Hierfir wurden verschiedene Ansétze
verfolgt. Zum einen wurden verschiedene Fermentationsmedien getestet, zum anderen die
KolbengrofRe sowie die Medienmenge variiet. Zum Vergleich der enzelnen
Testfermentationen wurde beginnend dieser Arbeiten Uber eine Verdinnungsreihe eine
Geldanamycin-Kalibriergerade fir die UV-Detektion der HPLC erstellt, um die Produktion
der einzelnen Kulturen vergleichen zu kénnen (siehe Diagramm 1). Dieses Vorgehen bietet

sich an, da Geldanamycin bei 305 nm ein charakteristisches Absorbtionsmaximum aufweist.

UV-Kalibration Geldanamycin

1 -
- 1
E 0,9
o 0,8 A
E o071
c
g 0,6 -
% 0,5 .
£ 0,4
o 0,3 A
& 0.2 y = 1,627E-04x
c 0,(1) 1 R® = 9,942E-01

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
UV Area

Diagramm 1. Geldanamycin-Kalibriergerade.
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4.2.1 Untersuchungen zur Fermentation in verschiedenen Fermenatations-

medien

Fur diese Untersuchungen wurden zunachst mehrere fir die Fermentation von Geldanamycin-
produzierenden Streptomyceten bekannte Medien hergestellt und mit dem Bakterienstamm
der Mutante K390-61-1 angeimpft. Es erfolgte die Zuftterung von AHBA und schliefdlich
nach 6 Tagen die Kontrolle der Geldanamycin-Produktion. Jede Fermentation wurde zweimal
durchgefuhrt. Verwendet wurden das aus der Literatur bekannte Geldanamycin-
Produktionsmedium (GPM) (Glukose Monohydrat (40 g/L), Pepton (2.5 g/L), Trypton
(2.5 g/L), Hefe Extrakt (2.5 g/L), Gerber’s oatmeal (5g/L), Brer Rabbit molasses (10 mL/L))
von DEBOER et al.,” das Geldanamycin-Produktionsmedium ohne den Zusatz von Melasse
und den Ersatz von ,GERBER’S oatmea“ gegen ,Haferbrei von ALNATURA® (GPMd),
BENNETT'S Medium (Glukose Monohydrat (50 g/L), Hefe Extakt (3 g/L), Rinder Extrakt
(3g/L), NZ-Amin-A (2 g/L)) mit dem Zusatz von Detergenz Tween 80 (10 mL/L), Bennett's
Medium mit dem Zusatz von Detergenz Triton X100 (10 mL/L),"** CMC-Medium (Glukose
Monohydrat (15 g/L), CaCOs (2 g/L), NaCl (2.5 g/L), Hefe Extrakt (5 g/L), Sojabohnen-
Pulver (5 g/L), Carboxymethylcellulose (10 g/L)),**® FM1-Medium (Glukose Monohydrat
(25 g/L), Sojabohnen-Pulver (20 g/L), NaCl (3 g/L), K-HPO, (1 g/L), CaCOs (1 g/L)),**®
Korea-Medium (Dextrin (60 g/L), Cotton seed flow (5.25 g¢/L), D-Maltose-Monohydrat
(30 g/L), Hefe-Extrakt (4.5 g/L), CaCOs (5 g/L), K-HPO, (0.3 g/L), FeSO, 7H,0 (2 mg/L))**’
und Bioreaktormedium (Glukose Monohydrat (5 g/L), Glycerol (25 g¢/L), Hefe-Extrakt
(2g/L), Pepton (4 g/L), CaCO; (30 mg/L)).'”® Die Ergebnisse sind in Diagranm 2

zusammengestelIt.

1241 . F. Dobson, C. C. O"Cleirigh, D. G. O"Shea, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2008, 79, 859-866.

1% 5 B. li¢, S. S. Konstantinovi¢, V. B. Veljkovi¢, D. S. Savi¢, M. L. Lazi¢, G. Gojgi¢-Cvijovié, Curr.
Microbiol. 2008, 57, 8-11.

126/, Gesheva, Curr.Microbiol. 2008, 57, 133-138.

275 Bandi, Y. J. Kim, S. O. SA, Y .-K. Chang, J. Microbiol. Biotechnol. 2005, 15, 930-937.

1285 J.Yang, Y. J. Kim, Y.-S. Hong, Y. K. Chang, J. Microbiol. Biotechnol. 2008, 18, 897-900.
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Geldanamycin-Produktionsmedien
0,25
- _ —
E 020 m
(o))
1= —
£ 0,15 A M
[S]
>
&
< 0,10 A
[
=]
& 0,05
i i
OOO T T T T T T T
O o @] > 2> $
NN R P S
éz C’)Q Q;Q’Q x\ o 3 ero Q,#
,&@ \{? ‘0\
x e O
& &
X 2
& Q
ool Medium

Diagramm 2: Vergleich der Produktion von Geldanamycin in verschiedenen Fermentationsmedien.

Es zeigte sich im Vergleich des ,,normalen* Geldanamycin-Produktionsmediums (GPM) mit
den Zusétzen aus den USA und dem , neuen® Geldanamycin-Produktionsmedium (GPMd),
dass fur die Produktion von Geldanamycin 1 keine Melasse notwendig ist (Vergleich Eintrag
1-4 in Diagramm 2). Aul3erdem kann anstelle von ,, GERBER's oatmeal“ auf ,, Haferflocken von
ALNATURA® zurlickgegriffen werden. Die Ergebnisse dieser Produktionstests lagen ale in
einem ahnlichen Bereich.

Die Produktion in BENNETT s-Medium mit Tween 80-Zusatz lag ein wenig unter der in den
GP-Medien und die im CMC-Medium lag sogar nur bei ca.20% in Bezug auf die GP-Medien.
In alen anderen getesteten Medien wie BENNETT s-Medium mit Triton X100, FM1-Medium,
Korea-Medium und Bioreaktormedium zeigte die AHBA-(-)-Mutante keine Produktion von
Geldanamycin.

Mit Hilfe dieser Test kann als bestes Fermentationsmedium (GPMd) identifiziert werden: Die
Produktion ist in den bislang verwendeten GP-Medien am hdochsten, der Verzicht auf
Melasse, sowie der Ersatz von oatmea gegen Haferflocken vereinfachen die Durchfihrung

der Fermentation.

4.2.2 Untersuchungen zur Fer mentation mit ver schiedenen M edien-Zusatzen
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In dieser Versuchsrethe wurden verschiedene Medienzusétze bel Verwendung von GPMd
getestet. Zum einen wurde der Zusatz von MgSO, erprobt, da das Vorhandensein von
Mg**-lonen im Fermentationsmedium die Produktion erhéhen soll.** Zum anderen wurde der
Einfluss von Xanthan gepruft, um sicher zu stellen, dass die Produktion durch das hierdurch
viskosere Medium und den hiermit eventuell erniedrigten Sauerstoffeintrag nicht zurtickgeht.
Beide Zuséitze sollen bewirken, dass der Organismus in frei verteilten feinen Filamenten
wéchst und sich nicht zu Pellets zusammenbal I t.

Fur diese Testreihe wurden verschiedene Medien angesetzt: GPMd mit Xanthan sowie das
gleiche Medium ohne Xanthan. Es wurden 3 verschiedene Bedingungen getestet: GPMd ohne
Zusdtze, GPMd mit MgSO; und GPMd mit Xanthan. Die KolbengrofRe bei diesen
Testansdtzen war 250 mL mit einem Medienvolumen von 40 mL. ES wurde zwei Md
zugefittert. Die Ergebnisse sind in Diagramm 3 dargestel|t.

Einfluss von Zuséatzen
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20 A
0,15
0,10
0,05 A
0,00

c(Geldanamycin) mg/mL

+ +
$ W 4 &
S & & ®

&

Medienzusatze

Diagramm 3: Vergleich der Produktion von Geldanamycin unter Verwendung von verschiedenen
Fermentationszusétzen, X = Xanthan.

Es zeigt sich, dass sich der Zusatz von Xanthan erheblich positiv auf die Geldanamycin-
Produktion auswirkt, wohingegen der Zusatz von MgSO, nur eine leichte Erhohung der
Produktion bewirkt.

1291 . F. Dobson, D. G. O"Shea, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2008, 81, 119-126.
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4.2.3 Untersuchungen zur Fer mentation mit ver schiedenen Ansatzgr 6f3en

Ein weiterer wichtiger Punkt fir die Optimierung der Produktion von Geldanamycin 1 war die
Ansatzgrof3e. Hierfur wurden zwei Testreihen durchgefihrt. Verwendet wurden fur die erste
Testrethe 500 mL Schikanekolben, die mit 75 mL, 100 mL und 125 mL Medium gefillt

waren. Die Ergebnisse dieser Testreihe sind in Diagramm 4 zu sehen.

Einfluss der KolbengroRe

c(Geldanamycin) mg/mL

75 75 100 100 125 125

Kulturvolumen mL

Diagramm 4: Vergleich der Produktion von Geldanamycin unter Verwendung verschieden grof3er
Medienvolumina.

Wie in Diagramm 4 zu sehen, sinkt die Produktion mit der Erhohung des Volumens des
Fermentationsmediums deutlich ab. Ein optimales Fermentationsvolumen ist der Mef3serie
nach 75-100 mL.

Diese Versuchsrethe wurde zur Kontrolle ein weiteres Ma durchgefihrt. Auch hier zeigte
sich die Tendenz zu geringeren Medienvolumina, jedoch war auch deutlich zu erkennen, dass
die Mutante K390-61-1 in ihrer Produktion instabil ist.

4.2.4 Anlegen von Kryo-Kulturen

Um eine stabilere und reproduzierbare Produktion von Geldanamycin 1 und den

entsprechenden Derivaten zu erhalten, wurde ein Screening in 24-well-Platten durchgefihrt.
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HierfUr wurden zunéchst aus einer noch vorhandenen Vorkultur 4 Verdinnungsreihen
angelegt (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000). Aus diesen Verdinnungsrethen wurde mit Hilfe eines
Drigalski-Spatels jeweils 100 pL der entsprechenden Verdinnungsreihe auf R5-Agar mit
Neomycin zur Selektion ausplattiert. Die Platten wurden 7 Tage bei 28 °C inkubiert.
Anschlief3end wurden 24 Einzelkolonien ausgewahlt und in 24-well-Platten Uberimpft. Die
Platten wurden zwei Tage bel 28 °C und 180 rpm inkubiert und anschlief3end wurden 24
Hauptkulturen in 24-well-Platten angeimpft. Diesen Hauptkulturen wurden nach nach 24 und
48 h im Inkubator bei 28 °C und 180 rpm AHBA 9 zugefittert. Nach weiteren 24 h wurden
Proben fur den Produktionsnachweis genommen. Es zeigten sich erhebliche Unterschiede in
der Produktion der ausgewdhiten Kolonien. Von besonders gut produzierenden Kolonien
wurden anschliefiend Vorkulturen (40 mL GYP-Medium in 250 mL Fermentationskol ben)
inokuliert und diese zwei Tage im Schittelschrank bei 28 °C und 180 rpm inkubiert. Diese
Vorkulturen wurden anschlief3end zum Anlegen der Kryo-Kulturen verwendet (1:1 Mischung

aus Vorkultur und Kryo-Medium).**

4.3 Mutasynthesen mit PK S-adressierenden M utasynthonen

Mit den in Kapite 4.1 synthetisierten Mutasynthonen und weiteren in der Arbeitsgruppe
Kirschning vorhandenen Aminobenzoesauren, sowie kéuflich erhéltlichen Substraten, standen
insgesamt 55 Benzoesaure-Derivate als Startbausteine fur Verfltterungsexperimente mit der
AHBA-(-)-Mutante K390-61-1 zur Verfigung. In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse
der Testfermentationen und Scale-Up-Fermentationen mit der AHBA-(-)-Mutante K390-61-1
beschrieben. Der Ubersicht halber sind die aromatischen Startbausteine hierfiir in Gruppen

zusammengefasst.

4.3.1 Allgemeine Vorgehensweise bei den Verfltterungsexperimenten

30 personliche Korrespondenz H. P. Fiedler
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In diesem Absatz wird die prinzipielle Vorgehensweise fir erste Testfermentationen mit
neuen Mutasynthonen, sowie fir Fermentationen im grof3en Mal3stab fir die Isolierung neuer
Naturstoffderivate erlautert.

Fir ein erstes Verfltterungsexperiment mit einem neuen Mutasynthon wird zunéchst eine
Vorkultur mit 40 mL GYP-Medium aus einer Kryo-Kultur bzw. von einer Kolonie auf Agar
inokuliert. Diese wird fur zwel Tagen im Schittelkolben bei 28°C und 180 rpm inkubiert.
Anschlief3end werden aus der Vorkultur Hauptkulturen in GPMd-Medium angeimpft. Bei
Testansdtzen betragt das Volumen des Hauptkulturmediums 30 mL. Nachdem die
Hauptkulturen 24 Stunden unter den oben beschriebenen Bedingungen inkubiert wurden, wird
mit der Zufitterung begonnen. Hierfur werden 1.25 pumol des entsprechenden Startbausteins
in 1 mL DMSO bzw. je nach Struktur der Benzoeséure auch in einem DM SO/H,0O-Gemisch
(1:1) geost, steril filtriert und portionsweise in 24 h-Abstdnden Uber vier Tage
supplementiert. Zusédtzlich wird einer Kultur der natirliche Startbaustein AHBA 9 als
Referenz fur die Produktivitét der Kulturen zugefttert. Eine weitere Kultur ohne Zufitterung
wird as Nullreferenz genutzt. Nach 24 Stunden werden aus der Fermentationsbriihe Proben
fUr chromatographi sch/massenspektrometrische Untersuchungen enthommen.

In Abbildung 13 sind die entsprechenden UPLC-MS-Diagramme anhand eines Beispiels
gezeigt. In Diagramm a ist die BPI (base peak intensity (engl.)) niedrigste Hochstintensitét
(deutsch))*®! der Nullreferenz gezeigt, in Diagramm b der BPI der Testfermentation von 3-
Aminobenzoesaure (88), und in den Diagrammen c-d sind die jeweiligen EICS™? der
moglichen gebildeten Derivate dargestellt.

3! Das niedrige Héchstintensitat Chromatogramm ist dem TIC ahnlich, jedoch, das es ein kleines Fenster um nur
die intensivste Spitze zu irgendeiner Zeit Uberwacht. Dies heif3t, da’ das BPI die Intensitét der intensivsten
Spitze an jedem Moment in der Analyse darstellt. BPIs haben haufig einen saubereren Blick als TICs, weil eine
Menge kleineren Spitzen, die zusammen in einem TIC summieren, um einen grof3en Hintergrund zu produzieren,
ignoriert werden.

132 extrahiertes | onenchromatogramm.
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Abbildung 13: UPLC-Diagramme der Fermentation von 3-Aminobenzoesaure 88.

Falls das UPLC-MS-Diagramm Hinweise auf die Produktion von Naturstoffderivaten gibt,
wird im entsprechenden Massenspektrum nach den H* bzw. Na'-Addukten, doppelt
ionisierten Addukten, sowie nach charakteristischen Fragmenten gesucht. In Abbildung 14 ist

fUr das Beispiel der Verfitterung von 3-Aminobenzoesdure 88 ein Massenspektrum gezeigt.
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Abbildung 14: Massenspektrum zu einem Derivat der Testfermentation von 3-Aminobenzoesdure 88. 1027
[2M+Na]*, 1005 [2M+H]", 503: [M+H]"; 525 [M+Na]", 442 [M-C(O)NH,- H,O+H]", 410 [M-C(O)NH,-H,O-
MeOH+H]".
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In dem Diagramm sind deutlich H*- und Na*-Addukte, sowie doppelt ionisierte Addukte zu
sehen. Des Weiteren sind fir Geldanamycin-Derivate charakteristische Fragmente zu sehen,
wie zum Beispiel das Fragment mit der Masse von 410, welches die Molekilmasse
vermindert um das Carbamat und vermindert um eine Methoxygruppe darstellt.

Um neue Geldanamycin-Derivate in ausreichenden Mengen fur eine Strukturaufklarung durch
NM R-spektroskopische Untersuchungen und fir die Durchfihrung von biologischen Tests zu
erhalten, werden die entsprechenden Fermentationen im grof3en Mal3stab wiederholt. Hierfr
werden wie zuvor fur die Testansétze Vorkulturen angeimpft. Mit diesen Vorkulturen werden
dann 48 h spéter 16 Hauptkulturen (500 mL Schikane-Kolben mit je 75 mL GPMd-Medium)
angeimpft. Die Zufltterung zu den Hauptkulturen beginnt wie bel den Testansétzen 24 h
gpéter. Die entsprechenden Mutasynthone werden allerdings nicht ale 24 h sequentiell
zugefuttert, sondern kontinuierlich Uber vier Tage mittels Spritzenpumpe (siehe
Abbildung 15).

Abbildung 15: Automatische Zufiitterung durch Spritzenpumpe.

Reicht ein insgesamt 1200 mL Fermentationsmedium umfassender Ansatz nicht aus um
ausreichend Materia fur NMR-Analysen und biologische Tests zu erhalten, wird der
Fermentationsansatz entsprechend oft wiederholt, bis ausreichend Material zu Verfligung
steht. Bei Geldanamycin-Derivaten, die nur in sehr geringen Ausbeuten produziert wurden
(< 0.1 mg/L), wurde auf eine wiederholte Fermentation und damit auf die Strukturaufkl&rung

per NM R-Spektroskopie verzichtet, da der Aufwand nicht vertretbar gewesen wére.
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4.3.2 Mutasynthesen mit meta-Halogen-substituierten Aminobenzoesduren und

3-Aminobenzoesaur e

In diesem Abschnitt werden die Fermentationen der Aminobenzoesaure 88 und die der drel in
meta-Position hal ogenierten Aminobenzoesauren 89, 41, 90 (siehe Abbildung 16) vorgestelt.

(o] (o] (o] (o]
NH, NH, NH, NH,
88 98 41 90

Abbildung 16: 3-Aminobenzoesdure und meta-hal ogenierte Aminobenzoesauren .

Chloraminobenzoesdure 89 sowie lodaminobenzoesdure 90 wurden von T. KNOBLOCH und
Bromaminobenzoeséure 41 von K. HARMROLFS synthetisiert und zur Verfiigung gestellt. >34
3-Aminobenzoesaure (88) ist kauflich erhdltlich. Die vier aromatischen Aminosauren wurden
von der Mutante K390-61-1 angenommen, auf die PKS geladen und zu neuen Geldanamycin-
Derivaten prozessiert. In UPLC-MS-Messungen zeigte sich, dass im Fal der
3-Aminobenzoesaure (88) und der Chloraminobenzoesdure 89 mehrere post-PKS-Enzyme
Dekorierungen am Gerlist des Progeldanamycin-Derivats vorgenommen haben, wohingegen
es bel der Verfitterung der Bromaminobenzoesdure 41 nur zur Bildung von zwel
Geldanamycin-Derivaten kam, namlich zum an C-7 carbamoylierten Progeldanamycin-
Derivats 97 und zum zusétzlich an C-17 oxidierten Derivat 98. Im Fall der Verfitterung des
iodierten Startbausteins 90 konnten nur gringe Mengen des carbamoylierten
Progeldanamycin-Derivats 99 massenspektrometrisch  detektiert werden. In  dieser
Testfermentation wurde auferdem ein C-7-carbamoyliertes seco-Progel danamycinderivat
gefunden, welches als freie Saure 101 vorlag. Dies deutet darauf hin, dass zum einen das
Aufladen des Startbausteins auf die PKS mit dem sterisch anspruchsvollen lod-Substituenten
gehindert ist, da nur geringe Mengen an Produkten detektiert werden konnten. Zum anderen
kann die Aussage getroffen werden, dass die Zyklisierung erschwert ist, da relativ viel nicht

zyklisiertes Produkt gefunden wurde.

133 T, Knobloch, Dissertation, Sudien zur Flexibilitat der Ansamitocin-Biosynthese in Actinosynnema pretiosum,
Leibniz Universitét Hannover, Hannover 2010.

B34 K. Harmrolfs, Dissertation, Chemische und chemoenzymatische Synthesezugénge zu neuen Ansamitocin-
derivaten, Leibniz Universitdt Hannover, Hannover 2010.
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R1

91R'=H; R?=H
92R"=0OH; R?=H

93R'=0OH;R2=H;C,5=DB NH,

94R'=H; R2=Cl OH

95 R' = OH: R? -CCI 100R" =Cl
e 101R' =1

96 R'=OH;R?2=Cl;C45=DB  MeO
97 R'=H; R?=Br
98 R' = OH; R?=Br o. o
99R"=H;R?=1 h
NH,

Abbildung 17: Produkte der Fermentationen von Aminobenzoesdure und meta-halogenierten
Aminobenzoesauren.

Die Fermentationen der 3-Aminobenzoesdure (88), der Chloraminobenzoesdure 89 und der
lodaminobenzoesdure 90 sollten nicht im grofleren Mal3stab wiederholt werden. Auf die
Fermentation der Chloraminobenzoesdure wurde verzichtet, da diese schon von MENZELLA et
al. fermentiert und die Produkte isoliert wurden, obwohl die Arbeitsgruppe teilweise andere
Produkte isolierte as die hier massenspektrometrisch detektierten.™*® Die Fermentation der
3-Aminobenzoesaure (88) wurde von zwei Arbeitsgruppen erfolgreich durchgefthrt und die
Produkte isoliert.>** In diesem Fall wurden die gleichen Produkte isoliert, die auch in dieser
Arbeit massenspektrometrisch detektiert wurden. Die Fermentation der lodaminobenzoesdure
90 verlief in so geringen Ausbeuten, dass eine Wiederholung im grof3en Mal3stab nicht
sinnvoll war.

Lediglich die Fermentation mit Bromaminobenzoesaure 41 wurde im grofen Malistab
wiederholt. Da die Umsetzung nur méallige Ausbeuten ergab, musste diese Fermentation
wiederholt werden. Aus einem Gesamtfermentationsansatz von 1500 mL wurden hierbel 0.9
mg 17-Desmethoxy-18-bromreblastatin 98 und 0.9 mg 17-Des-O-methyl-18-bromreblastatin
98 isoliert (siehe Abbildung 17). Die Ausbeuten waren mit 0.6 mg/L sehr gering fir
M utasyntheseexperimente.

5 H. G. Menzella, T.-T. Tran, J. R. Carney, J. Lau-Wee, J. Galazzo, C. D. Reeves, C. Carreras, S. Mukadam, S.
Eng, Z. Zhong, P. B. M. W. M. Timmermans, S. Murli, G. W. Ashley, J. Med. Chem. 2009, 52, 1518-1521.

138 \W. Kim, J.S. Lee, D. Lee, X. F. Cai, J. C. Shin, K. Lee, C.-H. Lee, S. Ryu, S.-G. Paik, J. J. Lee, Y .-S. Hong,
ChemBioChem 2007, 8, 1491-1494.
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Br

K-390-61-1
HO
NH,

O

97 R =H (0.6 mg/L)
98 R = OH (0.6 mg/L)

Schema 25: Fermentation von 3-Amino-5-brombenzoesaure 41.%°

4.3.3 Mutasynthesen mit meta-Alkoxy-substituierten Aminobenzoesauren

Eine andere Klasse von Startbausteine ist in Abbildung 18 gezeigt, hierbei handelt sich um
Ether der AHBA, die von M. BRUNJES synthetisiert wurden und in der Gruppe zur Verfiigung

standen.**®

™

(0] (0] (0] (o]
MeO\Q)LOH D3C0\©)‘\0H EtO\Q)LOH O\Q)LOH
NH, NH, NH,
102 103 104

NH,

105
Abbildung 18: meta-Alkoxy-substituierte Aminobenzoesduren 102-105.
Die vier aromatischen Aminosauren 102-105 wurden von der Mutante K390-61-1
angenommen, auf die PKS geladen und zu Geldanamycin-Derivaten zyklisiert. In alen Fallen
wurden die an C-7 carbamoylierten Derivate gefunden. Die Experimente mit 3-Amino-5-
methoxybenzoesaure 102 lieferten zusétzlich ein Derivat, welches neben dem Carbamat an
C-7 noch eine Hydroxygruppe an C-17 und eine Doppelbindung an C4-C5 aufweist. Die
Fermentation dieses Bausteins mit der Isolierung von 17-Desmethoxy-18-methoxyreblastatin
106 ist bereits in vorherigen Arbeiten beschrieben worden.* Das zweite Fermentationsprodukt

konnte nur in Spuren erhalten werden, so dass die Fermentation wiederholt wurde.

37’3, Eichner, H. G. Floss, F. Sasse, A. Kirschning, ChemBioChem 2009, 10, 1801-1805.
138 M. Briinjes, Dissertation, Sudien zur chemoenzymatischen Synthese und Biosynthese von Maytansinoid-
Analoga, Universitdt Hannover, Hannover 2006.
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106 R' = H; R? = OMe

107 R' = OH; R? = OMe; C4 5 = DB
108 R' = H; R? = OCD4

109 R! = H; R? = OEt

110 R! = H; R? = OAlly!

Abbildung 19: Produkte der Fermentationen mit meta-Alkoxy-substituierte Aminobenzoesduren.

Die Wiederholung der Fermentation von 3-Amino-5-methoxybenzoeséaure 102 wurde in
einem Maldstab von insgesamt 980 mL Fermentationsmedium durchgefihrt, um auch das
zweite Fermentationsprodukt in ausreichenden Mengen zu isolieren. Die beiden
Geldanamycin-Derivate konnten in moderaten bis guten Ausbeuten isoliert werden. So wurde
in einer Ausbeute von 7.1 mg/L das bereits bekannte 17-Desmethoxy-18-O-methylreblastatin
106 und mit einer Ausbeute von 2.6 mg/L das 4,5-Dehydro-17-des-O-methyl-18-O-
methylreblastatin 107 erhalten (Abbildung 19).

4.3.4 Mutasynthesen mit weiteren meta-substituierten Aminobenzoesauren

Weltere ebenfalls in meta-Position substituierte Startereinheiten sind in Abbildung 20
zusammengestellt. Die Verbindungen 111-114 wurden von T. KNOBLOCH synthetisiert und
bereitgestelIt.*** Die Verbindungen 115-116 wurden von O. MANCUsO im Rahmen ihrer
Diplomarbeit synthetisiert und bereitgestellt,”® auch wie Verbindung 119 von
B. THOMASZEWSKI im Rahmen ihrer Diplomarbeit synthetisiert wurde.** Verbindung 118
stellte K. HARMROLFs bereit’® und Verbindung 117 war kauflich erhaltlich.

1% 0. Mancuso, Diplomarbeit, Mutasynthese von Tumor-adressierenden Ansamitocinen, Leibniz Universitét
Hannover, Hannover, 2010.
0B, Thomaszewski, Diplomarbeit, Neue Ansamitocin-Derivate durch Mutasynthese, Leibniz Universitét
Hannover, Hannover, 2010.
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Abbildung 20: meta-substituierte Aminobenzoesduren 111-119.

Von diesen neun in meta-Position derivatisierten AHBA-Analoga wurden im Rahmen der
mutasynthetischen Experimente sieben zu Geldanamycin-Derivaten umgesetzt. Lediglich
Amid 112 und das Trifluormethylderivat 114 wurden nicht prozessiert. Ein offensichtlicher
Grund fur das nicht erfolgte Aufladen des Amids 112 ist nicht ersichtlich, da der strukturell
ahnliche Methyester 111 aufgeladen und prozessiert wurde. Allerdings konnte das zyklisierte
carbamoylierte Produkt 123 in dieser Fermentation auch nur in geringen Mengen
massenspektrometrisch nachgewiesen werden, was auf Probleme der Aufladung auf die PKS
schliefden lasst. Fur den CFs-substituierten Aromaten 114 kann vermutet werden, dass sich
sein sehr elektronenarmer aromatischer Ring evtl. unginstig auf die Aufladung auf die PKS
auswirkt, oder dass die Substanz toxisch auf den Organismus wirkt.

Die anderen sieben in Abbildung 20 gezeigten AHBA-Derivate wurden auf die PKS
aufgeladen und zu Seben neuen Naturstoffderivaten umgesetzt. In  alen
Verfitterungsexperimenten wurden zyklisierte Produkte mit einer Carbamoyl-Gruppe an C-7
detektiert. Im Fall von Alkin 118 und Diamin 117 wurden zudem wieder Derivate detektiert,
die zusédtzlich zu der Carbamoylgruppe eine Hydroxygruppe an C-17 aufweisen (siehe
Abbildung 21). AuRerdem wurden in einigen Fallen offenkettige seco-Derivate gefunden,
wobel die offenkettigen Amide Detoxifizierungsprodukte darstellen, wie sie schon in Arbeiten
von F. TAFT, K. HARMROLFS und T. KNoBLOCH fir die AHBA-(-)-Mutante von A. pretiosum
HGF073 beschrieben wurden.**3% Mit dem Diamin 117 wurden weitere

Transformationen durchgefuhrt; deshalb wird es gesondert abgebildet und beschrieben.

Y1 E Taft, Dissertation, Sudien zur Ansamitocin-Biosynthese in Actinosynnema pretiosum; Synthese Tumor-
gerichteter Ansamitocin-Derivate, Leibniz Universitét Hannover, Hannover 2009.
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120 R' = H; R? = CCH
121 R' = OH; R? = CCH
122 R' = H; R? = CHCH,
123 R' = H; R = COOMe
124 R = H; R? = Cyclopropyl MeO
125 R'=H; R2=CN

126 R'=H; R?= N,

127 R' = CCH; R? = NH,
R?> 128 R' = Cyclopropyl; R? = OH
129 R" = Cyclopropyl; R? = NH,
130 R" = Ng; R? = OH
131 R" =N;; R2—NH2

Abbildung 21: Produkte der Fermentationen mit meta-substituierten Aminobenzoesduren.

Das Diamin 117 wurde wie die zuvor beschriebene Aminobenzoesaure 88 von HONG et al.
fermentiert und die entsprechenden Produkte isoliert.** Die drei dort beschriebenen Produkte
wurden auch in der vorliegenden Arbeit massenspektroskopisch nachgewiesen, jedoch
wurden auf3erdem verschiedene zyklisierte und ein offenkettiges Fermentationsprodukt
gefunden (siehe Abbildung 22). Es wurden zwe zyklische Detoxifizierungsprodukte
detektiert, wobei das eine eine Carbamoylfunktion an C-7, OH an C-17 und Acetylgruppe an
NH, trégt und ein Derivat das dartiber hinaus die Doppel bindung an C4-C5 enthélt. Zusétzlich
zu diesen Amino-Derivaten wurden Geldanamycin 1 und Dihydrogeldanamycin 14 in der

Fermentationsbrihe detektiert, was auf eine Umwandlung des Anilins zum Phenol hindeutet.

NHR?

132R"=H;R2=H
133R"=OH; R2=H

134 R'=OH; R?=H; C,5=DB
135 R" = OH; R2= Ac

136 R' = OH; R? = Ac; C45 = DB

Abbildung 22: Produkte der Fermentationen mit Diaminobenzoesdure 88.

Auch die Acylierung des Amins, ist das Ergebnis eines weiter oben bereits erwahnten
Detoxifizierungsprozesses.****¥1* Es scheint jedoch auch so, dass die Carbamoylierung des
Amins die Folge eines solchen Prozesses ist oder es handelt sich bei der Carbamoyltransferase

um ein sehr wenig selektives Enzym.
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Da die Testfermentation mit Ethinylaminobenzoesaure 118 Hinweise auf eine gute Ausbeute
gaben, wurde entschieden diese, im grof3en Malistab zu fermentieren, um die isolierten
Geldanamycinderivate anschlief3end semisynthetisch durch HuUISGEN-Cycloaddition weiter zu
derivatisieren. Durch diese weitere Derivatisierung kénnen neue Strukturen fir SAR-Studien
erzeugt werden. Da nach der ersten Fermentation von 1200 mL nicht ausreichend Material fr
entsprechende NMR-Analytik, biologische Tests und die weitere Umsetzung zur Verfigung
stand, wurde die Fermentation im 600 mL-Mal3stab wiederholt. Aus insgesamt 1800 mL
Fermentationsmedium konnten 1.5 mg 17-Desmethoxy-18-ethinylreblastatin 120 (0.8 mg/L)
und 0.7 mg 17-Desmethyl-18-ethinylreblastatin 121 (0.4 mg/L) isoliert werden (siehe Schema
26), was eine eher geringen Fermentationsausbeute von ca. 0.6 mg/L entspricht. Um
ausreichend Materia fur semisynthetische Derivatiserung zu isolieren hétten somit
mindestens 10 L fermentiert werden missen, was as nicht praktikabel eingestuft wurde.

120 R = H (0.8 mg/L)

K-390-61-1
e 121 R = OH (0.4 mg/L)

H
0 NH,

118

Schema 26: Fermentation mit 3-Amino-5-ethinylbenzoeséure 118.

Weitere Fermentationen von hier vorgestellten Aminobenzoesduren im grof3en Mal3stab
wurden nicht durchgefihrt, jedoch stellen auch die Vinyl-Aminobenzoesdure 119, das
Cyclopropylderivat 116 sowie das Azid 115 interessante und teilweise semisynthetisch
nutzbare Substrate dar.

4.3.5 Mutasynthesen mit mehrfach-substituierten Aminobenzoesauren

Von den 55 in Mutasyntheseexperimenten eingesetzten Mutasynthonen waren sechs
4,5-disubstituierte Aminobenzoesdure-Derivate mit verschiedenen Substituenten an Position 4
und Position 5 (siehe Abbildung 23).
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(0] (0] o
MeO OH HO OH MeO OH
HO MeO Cl
NH, NH, NH,
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Abbildung 23: Mehrfach substituierte Aminobenzoesduren 138-142 und 66.

Von diesen AHBA-Derivaten werden alle bis auf die Chloraminobenzoesaure 140 auf die
PKS des Organismus geladen und zu Geldanamycin-Derivaten umgesetzt. In vier Fallen
wurden zyklisierte Verbindungen mit der Carbamoyl-Gruppe an C-7 massenspektrometrisch
detektiert. Die Verfutterung von 3-Amino-4-hydroxy-5-methoxybenzoesaure 158 resultierte
in einem zusétzlichen Derivat, das neben der Carbamoyl-Gruppe an C-7 an C-17 oxidiert war,
wohingegen in der Fermentation des Ether-Derivats 142 nur ein offenkettiges seco-
Progeldanamycin-Derivat 148 detektiert wurde, welches zum Amid detoxifiziert wurde. Ein
solches offenkettiges seco-Progeldanamycin-Derivat wurde zusétzlich auch in der
Fermentation des Benzofurans 66 detektiert. (siehe Abbildung 24).

143 R' = H; R2 = OMe; R® = OH
144 R' = OH; R? = OMe; R® = OH a0
145 R' = H; R? = OH; R® = OMe

146 R'=H;R?=Br;R®=F

147 R' = H; R? R® = Furany!

148 149

Abbildung 24: Produkte der Fermentationen mit mehrfach-substituierte Aminobenzoesiuren.

Die Zyklisierung zum Progeldanamycin-Derivat scheint hier abhangig von der Grofde der
Substituenten zu sein, da in der Verfitterung von  3-Amino-4-methoxy-5-

hydroxybenzoesaure 139 das zyklisierte Produkt nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen
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wurde. Die 4-Chlor-5-methoxy-3-aminobenzoesdure 140 wurde nicht zum Produkt umgesetzt,
was wahrscheinlich an Schwierigkeiten bei der Aufladung des Startbausteins auf die PKS lag.
Die Mutasynthese zum Furanderivat 147 ist hier gesondert zu erwdhnen. Dies ist nach
unserem Wissen das erste bicyclisch-aromatische Geldanamycin-Derivat, das jemals
beschrieben wurde. Eine Wiederholung der Fermentation dieses Mutasynthons fir eine
Strukturaufkldrung per NMR konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr realisiert
werden.

Ein anderes interessantes Derivat, das so in der Natur nicht vorkommt, ist das Geldanamycin-
Derivat 146 der Verfitterung von 3-Amino-5-brom-4-fluorbenzoeséure 141. Dieses wurde im
Rahmen der Doktorarbeit von A. HEUTLING mutasynthetisch in einem grof3en

Fermentationsansatz zum entsprechenden Geldanamycin-Derivat 146 umgesetzt.'*

4.3.6 Mutasynthesen von 4-substituierten Aminobenzoesduren

Die funf in Abbildung 25 gezeigten Aminobenzoesduren 150-154 wurden ale zu
Geldanamycin-Derivaten umgesetzt, wobel die Zyklisierung mit zunehmender Grof3e der
Substituenten schwieriger zu werden scheint.

(0] (0] (0] (0] (0]
OH OH OH OH OH
F Br é MeO
NH, NH, NH, NH, NH,
150 151 152 153 154

Abbildung 25: 4-substituierte Aminobenzoesauren 150-154.

Nach der Verfltterung von Fluoraminobenzoesaure 150 wurden zwei Produkte gefunden,
zum einen das an C-7 carbamoylierte Geldanamycinderivat 155 und zum anderen das an C-7-
carbamoylierte und an C-17 oxidierte Derivat 156. Wie bereits aus vorherigen Arbeiten® und
aus der Literatur*®® bekannt, wurde die an dieser Position chlorierte Aminobenzoesaure nur zu
einem offenkettigen seco-Progeldanamycin-Derivat umgesetzt. Ein &hnliches Ergebnis
lieferten auch Supplementierungsexperimente mit der Bromaminobenzoesaure 151, wobei in

der Fermentationsbriihe das seco-Amid 159 entdeckt wurde, welches jedoch nur in Spuren

2 Anja Heutling, unver6ffentlichte Ergebnisse, 2009.
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nach mehreren durchgefiihrten Fermentationen massenspektrometrisch detektiert werden
konnte. Bel der Fermentation mit Alkin 152 und Methylether 153 konnten die zyklisierten
Geldanamycin-Derivate 157 und 158 nur in Spuren nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde
in der Fermentation des Alkins 152 jedoch das offenkettige seco-Progeldanamycin-Derivat in
Form der Sdure 160 wie auch in Form des Amids 161 gefunden, das, wie erwdhnt, ein
Detoxifizierungsprodukt darstellt. Im Fall der Cyclopropyl-Aminobenzoesaure 154 konnte
nur das offenkettige seco-Amid 162 detektiert werden (siehe Abbildung 26).

155 R =H; R?=F

156 R1=OH; R2=F
157R'=H;R?=CH MeO
158 R! = H; R? = OMe

R? 159 R! = Br; R2= NH,

160 R! = CCH; R? = OH

161 R! = CCH; R? = NH,

162 R! = Cyclopropyl; R? = NH,

OYO

NH,

Abbildung 26: Produkte der Fermentationen mit 4-substituierte Aminobenzoesduren.

Da ale Fermentationen bis auf die der Fluoraminobenzoesaure 150 nach der Testfermentation
nur geringe Ausbeuten versprachen, wurde nur dieser Aromat im grof3en Mal3stab einer
mutasynthetischen Fermentation unterzogen. Eine vorangegangene Fermentation hatte hier
nicht ausreichend Material geliefert.* Aus insgesamt 1500 mL Fermentationsmedium wurden
in dieser Fermentation 12 mg des an C-7 carbamoylierten Reblastatinderivats 155 isoliert, was
mit 8 mg/L eine gute Fermentationsausbeute bedeutet. Das zusdtzlich an C-17 oxidierte

Derivat 156 konnte nur in Spuren gefunden werden (Abbildung 27).

165 R =H (8.0 mg/L)
156 R = OH (Spuren)

[ :[ F K-390-61-1
B L NG
HO
NH;

O 150

Schema 27: Fermentation mit 3-Amino-4-fluorbenzoesaure (150).
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4.3.7 Mutasynthesen von 5-Amino-2-hydroxybenzoesaure und 6-Aminobenzo-

[1,3]-dioxol-4-car bonsaure

Die in diesem Abschnitt behandelte 5-Amino-2-hydroxybenzoesdure 163 ist kauflich
erhdltlich. Die Mutasyntheseexperimente mit 5-Amino-2-hydroxybenzoesaure 163 und

6-Aminobenzo[ 1,3]dioxol-4-carbonsaure 164 (siehe Abbildung 27) zeigten kein positives

Ergebnis.
OH O /~0 0
o
©)k0H @)kw
NH, NH,
163 164

Abbildung 27: 5-Amino-2-hydroxybenzoesaure 163 und 6-Aminobenzo[ 1,3]-dioxol-4-carbonsdure 164.

Beide AHBA-Derivate konnten nicht zu Geldanamycin-Derivaten umgesetzt werden. Als
Grund wird die Substitution an C-6 angenommen. Wie auch schon von F. TAFT wéahrend
seiner Dissertation gezeigt, werden derart substituierte aromatische Aminosauren auch von
der AHBA-(-)-Mutante des A. pretiosum nicht zu Naturstoffderivaten prozessiert.
Wahrscheinlich behindert ein Substituent an dieser Position die Aufladung auf die PKS.**

4.3.8 Mutasynthesen mit strukturell ungewohnlichen M utasynthonen

Die in Abbildung 28 gezeigten Mutasynthone sind Verbindungen, welche ein durch die
Umsetzung mit dem Organismus strukturell interessantes Naturstoffderivat ergeben wiirden.
Aullerdem konnen sie Grenzen in der Substratflexibilitdt der AHBA-(-)-Mutante von S

hygroscopicus aufzeigen.
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Abbildung 28: Ungewohnliche Aminobenzoesiuren 165-168, 42 und 44.

Triazol 167 wurde fir Testfermentationen von O. MaNcuso zur Verfiigung gestellt,**® das
Trifluorderivat 168 und die Boronsdure 42 waren kauflich erhdltlich, genauso wie die beiden
Pyridinderivate 165 und 166, wobel die 2-Amino-pyridin-4-carbonsdure 166 aufgrund von
Loslichkeitsproblemen vor der Zufiitterung in das Hydrochlorid der Aminosaure Uberfihrt
werden musste.

Alle hier aufgeftihrten AHBA-Drivate wurden zu Geldanamycin-Derivaten umgesetzt. Die
beiden Pyridinderivate 165 und 166 wurden jeweils zum zyklisierten und an C-7
carbamoylierten Naturstoffderivat umgesetzt. Bei diesen Verbindungen handelt es sich um die

erste Geldanamycin-Mutasynthese mit Heteroaromaten (siehe Abbildung 29).

Abbildung 29: Produkte der Fermentationen mit 5-Aminonikotinséure (165) und 2-Aminoisonikotinsdure (166).

Beide Fermentationen wurden aufgrund der interessanten neuen Strukturen im grof3en
Maldstab wiederholt. Die Mutasynthese von 5-Aminonikotinsdure 165 mit enem
Fermentationsansatz von 1000 mL lieferte hierbei 1.4 mg Naturstoff, was einer Ausbeute von
1.4 mg/L entspricht (siehe Schema 28).
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A K-390-61-1
LSS R
(1.4 mg/L)

Schema 28: Fermentation mit 5-Aminonikotinsaure (165).

Auch das Pyridinderivat 166 wurde im grof3en Maldstab fermentiert. Hier wurde nach vier
Fermentationen mit jeweils 1200 mL Fermentationsmedium das Produkt nur in Spuren isoliert
(siehe Schema 29), weshab von ener Strukturaufkldrung Uber NMR-Spektroskopie
abgesehen wurde.

NN K-390-61-1
(Spuren)

Schema 29: Fermentation mit 2-Aminonikotinsdure (166).

Die Fermentation der Trifluoraminobenzoesdure 168 sowie die der Triazolverbindung 167
fuhrten zu neuen zyklisierten Geldanamycin-Derivaten die an C-7-carbamoyliert waren. Im
Fal des Triazolderivats 167 wurde zusétzlich das offenkettige seco-Derivat 173 gefunden
(siehe Abbildung 30).

173 NH;

Abbildung 30: Produkte der Fermentationen mit Trifluoraminobenzoesdure 168 und Triazolderivat 167.
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Eine Besonderheit trat bel der Fermentation der Boronséaure 42 und des Fluoroborats 44 auf.
Die Mutasynthesen mit diesen beiden AHBA-Derivaten lieferten die gleichen Produkte wie
bei der Verfltterung von Aminobenzoesdure 88 und zusétzlich wurden Dihydrogeldanamycin
14 und Geldanamycin 1 in der Fermentationsbrihe gefunden (siehe Abbildung 31).

MeO

91R'=H
92 R1=0H
93 R1= OH, C415 =DB

Abbildung 31: Produkte der Fermentationen mit Boronsaure 42 und Trifluoroborat 44.

Es scheint also im Organismus (S. hygroscopicus) Enzyme zu geben, die wahrscheinlich vor
dem Aufladen auf die PKS das Borat gegen H oder OH ersetzen. Da bislang keine
publizierten Ergebnisse von Bor-Verbindungen in solchen Experimenten bekannt sind und
daher auch keine biosynthetischen Studien durchgefihrt wurden, kann fir die Hydrolyse bzw.
im Fall der Produkte 1/14 fUr die Oxidation nur schwer eine Erklarung gefunden werden. Es
steht jedoch fest, dass die Oxidation nicht nach der Umsetzung der Bor-Verbindung zur
Aminobenzoesaure stattfindet, da es wéhrend der Fermentation von 3-Aminobenzoesdure (88)

nicht zur Bildung von Dihydrogeldanamycin 14 und Geldanamycin 1 kommt.

4.3.9 Mutasynthesen von verschiedenen meta-substituierten benzylischen

Aminobenzoesaur en

In diesem Abschnitt werden die Verfitterungen von weiteren in meta-Position substituierten

Aminobenzoesauren erlautert (siehe Abbildung 32). Die Allylaminobenzoeséure 175 wurde

hierfiir von D. SCHWARZER im Rahmen seiner Bachelorarbeit bereitgestellt.**

143 D. schwarzer, Bachelorarbeit, Leibniz Universitat Hannover, Hannover, 2009.
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o o o o
/\Q)\OH N3/\©)LOH Br/\Q)LOH CI/\Q)LOH
NH, NH, NH, NH,
45 69 174 40
o o o o
(\Q)LOH HO/\QAOH HZN/\Q)J\OH MeO/\Q)LOH
NH, NH, NH, NH,
175 176 74 177

Abbildung 32: Verschiedene in meta-Position substituierte benzylische Aminobenzoesauren.

Von den verfitterten AHBA-Derivaten wurden alle bis auf die beiden Benzylhalogenide 40
und 174 auf die PKS geladen und zu zyklisierten Geldanamycin-Derivaten prozessiert.’
Anzunehmen ist, dass die Benzylhalogenide zu reaktiv sind und in der Fermentationsbrihe
anderweitig reagieren, bevor sie aufgel aden werden kénnen.

Die  massenspektrometrisch  detektierten  Naturstoff-Derivate  des  benzylischen
Methylethers 177 und des Allyl-Derivats 175 sind in Abbildung 33 dargestellt.

178 R' = H; R% = CH,OMe
179 R" = OH; R% = CH,OMe
180 R' = H; RZ = Allyl MeO

R2
181 R" = Allyl; R? = NH,
182 R = Allyl; R? = OH

Abbildung 33: Produkte der Fermentationen mit Methylether 177 und Allylderivat 175.

Bel der Fermentation des benzylischen Methylethers 177* wurden zwei neue zyklische
Geldanamycin-Derivate 178 und 179 gefunden, wohingegen bei der Fermentation von
Allylderivat 175 nur ein zyklisiertes an C-7 carbamoyliertes- 180 sowie die beiden seco-
Derivate, Amid 181 und die Séure 182 detektiert wurden (siehe Abbildung 33).

Die Test-Mutasynthesen mit Propargylderivat 45, Benzylazid 37 und Benzylalkohol 69
zeigten in den massenspektrometrischen Untersuchungen vielversprechende Ergebnisse in
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Form von diversen neuen Naturstoffderivaten bei guten Umsétzen, so dass entschieden wurde,
diese Mutasynthese im grof3en Mal3stab zu wiederholen.

Bei der Mutasynthese des Propargylderivats 45 wurden aus insgesamt 2500 mL
Fermentationsansatz drel  verschiedene neue Geldanamycinderivate isoliert (siehe
Schema 30).

A
K-390-61-1
HO
NH,
© 45
0
o< 0

183R=H (0.4 mg/L) NHz 186 \,]\i
184 R = OH (0.3 mg/L) 2
185 R = OH; C, 5 = DB (0.5 mg/L) (Spuren)

Schema 30: Fermentation mit 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoeséure (45).

Die Mengen der isolierten Derivate lagen zwischen 0.7 mg und 1.2 mg, was einer méaldigen
Fermentationsausbeute von 1.2 mg/L entspricht. Damit liegt die Ausbeute in einem Bereich,
der nur bedingt fur anschlief3ende semisynthetische Derivatisierungen geeignet ist. Dennoch
wurde eine Modellreaktion mittels Click-Chemie durchgefihrt (siehe Kapitel 4.3).
Massenspektrometrischen  Untersuchungen deuteten auf3erdem  darauf hin, dass en
Detoxifizierungsprodukt, ndmlich das seco-Geldanamycin-Derivat 186 entstanden war,
welches jedoch nicht isoliert werden konnte. Auf3erdem wurden massenspektrometrisch zwel
Geldanamycin-Derivate detektiert, welche eine Methylgruppe an Position 18 des
aromatischen Teils tragen. Zum einen waren das das zyklische an C-7 carbamoylierte
Geldanamycin-Derivat 187 und zum anderen 188, welches noch zusétzlich an C-17 oxidiert
war (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: Massenspektrometrisch detektierte ungewdhnliche Fermentationsprodukte aus der Fermentation
mit 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesiure (45).

Die Generierung solcher Geldanamycin-Derivate deutet auf einen reduktiven Abbau hin,
welchen der Organismus sowohl vor der Aufladung, als auch nach der Aufladung auf die PKS
vornehmen konnte. Beispiele, nach welchem Mechanismus ein solcher Abbau ablaufen kann,
sind in der Literatur bislang nicht beschrieben.

In der Testfermentation des Benzylamins 74 wurden ebenfalls die Abbauprodukte 187 und
188 massenspektrometrisch detektiert (siehe Abbildung 34). Der Organismus muss aso auch
in diesem Fall vor oder nach der Aufladung auf die PKS den aromatischen Startbaustein
verandert haben.

Der grof3e Fermentationsansatz mit Benzylazid 69 musste aufgrund sehr geringer Ausbeuten
und einer Vielzahl an Produkten viermal wiederholt werden. Hierbel entstanden mehrere
offenkettige und zyklisierte Produkte (siehe Abbildung 35). Auch in dieser Fermentation
entstanden die ungewohnlichen 18-Methylderivate 187 und 188.

Rl

189 R! = H; R? = CH,N,4
187R!=H;R2=CH; "
188 R! = OH; R? = CH,4

Rz 190 R =CH,N5; R?=NH,;R3=H

191 R = CH,N5; R?=0OH; R®=H

192 R! = CH,N3; R% = NH,; R® = CONH,
193 R! = CH,N3; R? = OH; R® = CONH,
194 R! = CH,N3; R2= NH, R®=Ac

MeO

Abbildung 35: Produkte der Fermentationen mit 3-Amino-5-azidomethylbenzoesaure (69).

Aus insgesamt 3600 mL Fermentationsmedium konnten 0.6 mg seco-17-Desmethoxy-
18-azidomethyl-N-acetyl-reblastatinamid 194 isoliert und per NMR-Analytik vollstandig

charakterisiert werden. Dies entspricht einer sehr geringen Fermentationsausbeute von
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0.2mg/L. Alle anderen massenspektrometrisch detektierten Produkte konnten in Spuren
erhalten werden. Da das Hauptprodukt dieser Fermentation ein mit der Amidbildung und
N-Acylierung doppeltes Detoxifizierungsprodukt darstellt, kann davon ausgegangen werden,
dassin diesem Fall die Zyklisierung zum Amid stark erschwert ist.

Die Fermentation von Benzylalkohol 176 hingegen, die massenspektrometrisch auf eine gute
Produktion von einer Vielzahl neuer Metabolite hinwies, verlief auch im grof3en Mal3stab
vielversprechend. So konnten aus insgesamt 1500 mL Fermentationsmedium acht Substanzen
isoliert werden, von denen finf Geldanamycin-Derivate und drei vollig neue Lacton-Derivate
darstellten (siehe Abbildung 36).

195R" =H; R?=H

196 R'= OH; R2=H

197 R' = OH; R? = H; C,45 = DB
198 R' = OMe; R?=H; C, 5 = DB
199 R' = OMe; R? = OH; C, 5 = DB

200R'=H
201 R'=Ac
202 R' = CONH,

Abbildung 36: Produkte der Fermentation von 3-Amino-5-hydroxymethylbenzoesdure (174).

Die neuen Geldanamycin-Derivate lief3en sich in eine Reihenfolge entsprechend der post-
PKS-Modifizierungen einordnen. In dieser Fermentation sind das erste Mal alle mdglichen
post-PKS-Modifizierungen an einem  zykliserten mutasynthetisch  hergestellten
Progeldanamycin-Derivat abgelaufen und es konnten erstmals ale Intermediate auf dem Weg

zum vollstandig dekorierten Produkt isoliert werden (siehe Schema 31).
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C-7 C-17
Carbamoylierung Oxidation
_— _—
Cc-21 C-17
Oxidation O-Methylierng
- -
H NH H
199 (0.6 mg/L) 2 198 (0.7 mg/L) 2 197 (1.7 mg/L) 2

Schema 31: Reihenfolge der post-PK S-M odifikationen.

Dieser Befund ermdglichte es, die Reihenfolgen der dekorierenden spéten Biosyntheseschritte
zweifelsfrel zu bestimmen: So wird zuerst an C-7 carbamoyliert, dann an C-17 oxidiert,
gefolgt von der Dehydrierung der C4-C5-Bindung. Diese post-PKS-Modifizierungen waren
aus vorherigen Experimenten bekannt. VV6llig neu waren die beiden Derivate 198 und 199, die
durch O-Methylierung des C-17-Alkohols und durch die anschlief3ende Oxidation an C-21
gebildet wurden. Die einzige post-PKS-Modifizierung, die in diesem Fall nicht ablaufen
konnte, da die entsprechende Hydroxygruppe an Position 18 des aromatischen Systems fehlte,
war die spontane Oxidation zum Chinon.

Es scheint also offensichtlich, dass die Einfihrung der Carbamoylgruppe der erste post-PK S-
Schritt ist, dann die Oxidation an C-17 erfolgt, anschlief3end die Einfiihrung der Dehydrierung
an Cy 5, danach die O-Methylierung an C-17 und zum Schluss die Oxidation an C-21. Im Fall
des Naturstoffs Geldanamycin 1 wird as letzter Schritt das Dihydrochinon zum Chinon
oxidiert.

Die hier beobachtete Reihenfolge der post-PKS-Modifizierungen steht nicht vollstandig im
Einklang mit bisher vertffentlichten Studien. In der Literatur wurde bislang folgende
Reihenfolge fir die post-PKS-Modifizierungen angenommen: C-17-Oxidation mit
anschlieffender O-Methylierung, dann C-21-Oxidation. Hiernach schliefdt sich die Oxidation
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zum Chinon an; wann genau dieser Schritt passiert ist unklar. Nach diesen Schritten soll die
Carbamoylierung an C-7 dtattfinden und anschlief3end die C4-C5-Dehydrierung (siehe
Schema 32).14

C-17 Oxidation
C-17 O-Methylierung

C-21 Oxidation c4-C5
—_—

Oxidation

Schema 32: Bislang in der Literatur beschriebene Reihenfolge der post-PK S-Schritte.*

Grundlage fur die Hypothese waren Untersuchungen an einer gel8-Blockmutante von S
hygroscopicus subsp. Duamyceticus JCM 4427, welche unféhig war, die Carbamoylierung an
C-7 vorzunehmen. Das Ergebnis der Fermentation dieser Blockmutante war die Isolierung
von zwel neuen Naturstoffen, namlich 4,5-Dihydro-7-O-descarbamoyl -
7-hydroxygeldanamycin 205 als Hauptprodukt und 4,5 Dihydro-7-O-descarbamoyl-
7-hydroxy-17-hydroxygel danamycin 206 als Nebenprodukt.

205

Abbildung 37 4,5-Dihydro-7-O-descarbamoyl-7-hydroxygeldanamycin 205 und 4,5 Dihydro-7-O-
descarbamoyl-7-hydroxy-17-hydroxygeldanamycin 206.

Durch Verfitterung von 4,5-Dihydro-7-O-descarbamoyl-7-hydroxygel danamycin 205 an eine
Mutante deren Ladedoméne durch ein Resistenzgen inaktiviert war, und die anschlief3ende
Isolierung von Geldanamycin 1 und einer Verbindung, der die Doppelbindung fehlt, wurde
laut Literatur bewiesen, dass die Carbamoylierung nach den drel post-PKS-Schritten
C-17-Oxidation, C-17-O-Methylierung und C-21-Oxidation stattfindet. Auf3erdem wollten die

14y -S. Hong, D. Lee, W. Kim, J.-K. Jeong, C.-G. Kim, J. K. Sohng, J.-H. Lee, S.-G. Paik, J. J. Leg, J. Am.
Chem. Soc. 2004, 126, 11142-11143.
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Autoren damit auch bewiesen sehen, dass die C4-C5-Dehydrierung am Ende stattfindet, da
diese erst in der zweiten Verfitterung mit der Mutante eingefihrt wurde, deren post-PK S-
Enzyme vollstandig aktiv waren. Unklar ist in diesem Fall, dass hier dennoch ein Produkt
isoliert wurde, dem trotz eingefiihrten Carbamates weiterhin die Doppel bindung fehlt.***

Eine andere Arbeitsgruppe (NI et al.) isoliete aus einer anderen Mutante von
S. hygroscopicus 17997, die auch eine Inaktivierung des gdmN tragt zwei Substanzen, zum
einen 4,5-Dihydro-7-O-descarbamoyl-7-hydroxygeldanamycin 205 und zum anderen nach
langerer Inkubationszeit das 7-O-Descarbamoyl-7-hydroxygeldanamycin 208. Auch diese
beiden Substanzen wurden an eine weitere Mutante mit aktiven post-PK S-Enzymen verfittert.
Hierbei kam heraus, dass die Carbamoylierung vor der Oxidation an C4-C5 stattfinden muss,
da das vefitterte 7-O-Descarbamoyl-7-hydroxygeldanamycin 208 nicht carbamoyliert

wurde.}*

Mutante mit aktiven
post-PKS-Enzymen

208

Schema 33: Verfitterung von 4,5-Dihydro-7-O-descarbamoyl-7-hydroxygeldanamycin 205 und 7-O-
descarbamoy!-7-hydroxygel danamycin 208 an eine M utante mit aktiven post-PK S-Enzymen.**

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass hier nicht ein einziges Produkt
ohne Carbamat vorliegt. Sogar die offenkettigen Derivate, die in den vorherigen Kapiteln
beschrieben wurden, tragen alle das Carbamat an C-7. Vermutlich handelt es sich bel der
Carbamoyltransferase um ein sehr flexibles Enzym, welches erst mit der zusétzlichen cis-
Doppelbindung an C4-C5 nicht mehr in der Lage ist, die Amidinyl-Gruppe zu Ubertragen.

5 5 Ni, L. Wu, H. Wang, W. He, Y. Li, C. Jia, S. Li, Y. Wang, J. Antibiot. 2010, 63, 623-625.
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Eventuell ist dies auf eine mit der Dehydrierung einhergehende Konformationsveranderung
zurckzufihren. Die Ergebnisse der Fermentation von Benzylalkohol 174 zeigen eindeutig,
dass die Dehydrierung zur Doppel bindung nach der Oxidation an C-17 und vor der Oxidation
an C-21 stattfindet, und dass die O-Methylierung normalerweise nach der Oxidation an C-21
stattfindet, da keinerlel Derivate gefunden wurden, die auf eine abweichende Reihenfolge
hindeuten. Auch bei Betrachtung aler anderen V erfiitterungsexperimente dieser Arbeit wurde
kein Geldanamycin-Derivat isoliert, das der oben beschriebenen Relhenfolge widerspricht.

In Bezug auf die Ergebnisse von Ni et al. muss allerdings angenommen werden, dass auch die
C4-C5-Oxidase ein eher flexibles Enzym zu sein scheint, da hier die Doppelbindung erst nach
der Oxidation an C-17, der nachfolgenden O-Methylierung an C-17 und der Oxidation an
C-21 eingefuhrt wird.

Die Serie der in diesem Experiment isolierten Derivate sollte auch fur biologische Tests
interessant sein, um zu zeigen wie die biologische Aktivitéat mit den Modifizierungen durch
die post-PK S-Enzyme korréliert.

Ein anderes sehr interessantes Ergebnis dieser Fermentation stellt die Entstehung vallig neuer
Lacton-Naturstoffe dar. Es konnten drei Lacton-Derivate isoliert werden, welche ale an C-7

carbamoyliert waren (siehe Abbildung 38).

2T

H,N

)\NHZ - OMe -~ 07 NH, - OMe* 07 NH,

200 (2.3 mg/L) 201 (1.5 mg/L) 202 (0.3 mg/L)

i OMe :

Abbildung 38: Isolierte Lacton-Derivate.

So entstand ein Derivat, das eine freie, aromatische Aminofunktion tragt (200), ein weiteres,
das an der Aminogruppe acyliert wurde (201) und schliefdlich eines, welches am Anilin
amidinoyliert wurde (202). Es ist davon auszugehen, dass die beiden letztgenannten Derivate
Detoxifizierungsmal3nahmen des Organismus erfahren haben.

Um diese Lactonbildung zu erkldren, sind mehrere Aspekte in Betracht zu ziehen: Die
Nukleophilie des Anilins und des Benzylalkohols, sowie das Enzym, das diesen Ringschluss
katalysiert, die Amidsynthase.

Um die Bildung der Lactone neben den sonst ausschlieffdlich gebildeten Lactamen zu

verstehen, wurden qualitative Molekildynamik-Studien zu den beiden maoglichen
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Ringschlissen von T. EICHNER durchgefiihrt. Zum besseren Versténdnis der Lactonbildung
werden die Ergebnisse der Studien von T. EICHNER hier kurz erlautert.

Die Molekildynamikrechnungen zeigen, dass die Amidsynthase beim Eindringen des
Aromaten in die Bindungstasche eine Konformationsdnderung durchlaufen muss.
Anschlieffend ist die Seitenkette in der Bindungstasche der Amidsynthase
wasserausschliessend eng gepackt, sodass der aromatische Teil des seco-Progeldanamycin-

Derivatsin der Tasche nicht mehr rotieren kann (siehe Abbildung 39).

Abbildung 39: li.Darstellung der Oberfléche der Amidsynthase des Geldanamycin-Produzenten; re.: Darstellung
der katalytischen Triade in der Amidsynthase.*

Dabel spielt die Orientierung des Aromaten bel Eintritt in die Bindungstasche eine
entscheidende Rolle. Beim natirlichen Substrat kann der Aromat zwei Konformationen
einnehmen, die beide einen Ringschluss ermoglichen. Im Fale eines Hydroxymethyl-
substituierten Aromaten ist in einer Konformation die Amidbildung wegen sterischer
Hinderung durch den zusétzlichen Substituenten erschwert, es kommt zur Lactonisierung. In
diesem Fal wird aso ene kinetische Reaktionskontrolle beobachtet (Eintritt in die
Bindungstasche). Da in der Bindungstasche kein Konformationswechsel mehr mdglich ist,
wird das Lacton gebildet. Diese kinetische Kontrolle spielt beim natirlichen Substrat keine
Rolle, dain jedem Fall das gleiche Produkt gebildet wird. Die Modeling Studien stehen noch
am Anfang, und enthalten einige Einschréankungen. Weitere Untersuchungen muissen die hier

vorgestellte Hypothese noch bestétigen. '

146 T Eichner, persdnliche Korrespondenz.

47 Die Simulationszeit muss erhdht werden und einige strukturelle Einschrankungen wahrend der Simulation
miissen aufgehoben werden. Auch entsprechen die Anngherungswinkel nicht voll und ganz den erwarteten
Werten. Méglicherwei se ergeben sich neue Konformationen, die auch im Einklang mit biologischen
Erkenntnissen Uber die Zyklisierung stehen.
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Abbildung 40: Zeitlicher Verlauf des Abstandes zwischen Amin und Carbonylkohlenstoff wéahrend der
Mol ekiildynamiksi mulationen.

In Abbildung 40 sind die Absténde der Aminogruppe zum Carbonyl-Kohlenstoffatom
wahrend der Moldkuldynamiksimulationen gezeigt. In A ist seco-Progeldanamycin simuliert,
in B das Hydroxymethyl-Derivat. ESist deutlich zu sehen, dassim Fall B das Anilin im Mittel
einen grofderen Abstand zum Carbonylzentrum aufweist. Wenn man annimmt, dass eine
Reaktion bzw. Bindungsbildung erst bei einem Abstand von <4A eingeleitet wird, wird
deutlich, dass das Amin sich kaum weit genug an die Carbonylgruppe des Thioesters
anndhert, um die Zyklisierung einzugehen. Auch hier sind weitere Untersuchungen
erforderlich, um diese ersten Ergebnisse zu bestétigen.

Da die Lactonbildung bei den Verfltterungsexperimenten an die Mutante A. pretiosum
HGFO073 nicht beobachtet wurde, sondern ausschliefdlich der Ringschluss Uber das Anilin
stattgefunden hat, liegt es nahe, die beiden Enzyme zu vergleichen.
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GdmF 1 FDYAKYLRRIGVESIPAPTLDTLRHLHKRHLMAVPYDNSTAPDR. ..... LT’AS?\ELTN‘-:’PL,l‘»’FSH‘-«’V’I‘EGHGG’v"iY;L RLFHTLLA
Asm9 1 YDTNTYLARLGVEVT . REDRAALTALHRAHLRALHYDNTAAATQDGPVPDNLA. . .. .DLDVDATFDGLVTAGRGG] @FELNLLFHRLLT
GdmF 85 ELGYDVRMVAARAVROANGAFGPEREHTFDLVRLDGRTHLVDVGFRGPSY SEPLRLSEEEQHQYG AYRVTEHDGYRVVERRPKESGWQPV
Asm9 85 DLGFTTTVLSAGVADEEGGFSFDLAHRFTAVHLDGEVLLADVGFRGFSYLDPIRLAPDEQVQHG AFRVVEQDGRHLVLERSRTTDWRFPL
GdmF 175 ¥YRFRPELADPSGWDAVRLDSLDDYAQDS . VLAGTTEFRSRATDNGKIVLIGRRCETVE . . DGVERTKVLVKADEFQDTVD.LILA

Asm9 175 YEFATTPRTLS. .DWDGFTPRLRRYLDRAVIAGTTLLCRAVDDGHRALVGKRHLVVRDGH. .ETVTTLLDPAEHARVSAEI RTGICAD

Abbildung 41. Sequence Alignment der Amidsynthasen vom Geldanamycin- (GdmF) und Ansamitocin-
Produzenten (Asm9).

Hierfir wurde ein Sequence Alignment der beiden Enzyme angefertigt, welches offenbarte,
dass im Falle der Amidsynthase des Geldanamycin-Produzenten im aktiven Zentrum eine
starre Aminosaure, Prolin (Pro129) vorliegt, die Amidsynthase im Ansamitocin-Produzenten
tragt hier Alanin (siehe Abbildung 41, grin hervorgehoben). Durch eine Mutagenese-
Simulation konnte gezeigt werden, dass beim Austausch von Prolin gegen Alanin in der
Amidsynthase des Geldanamycin-Produzenten das Amin wieder eine Konfomration
einnehmen kann, die den Ringschluss zum Lactam ermdglicht (Abbildung 40, C). Dies stitzt
die oben beschriebene Hypothese, da es mit den experimentellen Ergebnissen aus der
Fermentation mit dem Ansamytocin-Produzenten Ubereinstimmt. Auch hier sind noch weitere
Untersuchungen erforderlich.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Modeling Studien bis hierher eine
Hypothese liefern, die im Einklang mit experimentellen Beobachtungen steht, weitere
Simulationen miissen diese Hypothese untermauern. Bei Ubertragung der simulierten
Mutation in den Organismus S hygroscopicus K390-61-1 wére es vidlleicht mdglich, die
Ausbeuten der Mutasyntheseexperimente zu steigern, wenn der Ringsschluss, wie postuliert,
durch die sterische Hinderung der Prolingruppe gehemmt wird. Beim Geldanamycin-
Produzenten liegen die Fermentationsausbeuten um einen Faktor 5-10 niedriger as beim

Ansamitocin-Produzenten A. pretiosum HGF073, was diese Hypothese stiitzt. >34

4.3.10 Mutasynthesen von verschiedenen meta-substituierten Hydroxymethyl-

benzoesauren

Um die Ergebnisse aus Kapitel 4.3.9, die Lactonbildung, weiter zu untersuchen, wurden drei
weitere Benzylalkohole in Verfltterungexperimenten eingesetzt (siehe Abbildung 42,
Herstellung der Alkohole siehe Kapitel 4.1).
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o) o o)
HO/\Q)J\OH HO OH HO/\Q)LOH
OH NHMe Br
84 78 87

Abbildung 42: meta-substituierte Hydroxymethylbenzoesauren.

Das Phenol-Derivat 84 wurde gewdahlt, da es elektronisch dem Anilinderivat 174 dhnelt. Das
erwartete Produkt, das Lacton 203, wurde in einer Testfermentation in guten Ausbeuten
gebildet. Daher wurde die Fermentation in einem Mal3stab von 1200 mL wiederholt. Aus
dieser Fermentation konnten 3.2 mg des Lactons 203 in guter Ausbeute von 2.7 mg/L isoliert
werden (siehe Schema 34).

(0]
(0] HO
HO OH ~OMe
K-390-61-1

Y Y (0]

OH H H
= OMe - )\

84 0”7 "NH,

203 (2.7 mg/L)

Schema 34: Mutasynthese mit 3-Hydroxy-5-(hydroxymethyl)benzoeséure (84).

Der zweite Benzylalkohol, das N-Methylanilin-Derivat 78, wurde ebenfalls mit einem
positiven Ergebnisin einer Testfermentationen verfittert. Hier zeigten sich in der UPLC-M S-
Analytik zwel Produktpeaks bei unterschiedlichen Retentionszeiten mit derselben Masse von
547(M+H"), bzw. 569(M+Na"). Dies deutet darauf hin, dass wahrscheinlich zum einen das
Lacton 204 gebildet wurde, und ein Lactam 205, welches tber die Aminogruppe zyklisiert ist
(siehe Schema 35).

Auch diese Fermentation wurde in einem grofen Maldstab von insgesamt 2800 mL
durchgefuhrt. Isoliert werden konnte 1.0 mg des Lactons 204 in geringen Ausbeuten von
0.3 mg/L.
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(0]

HO OH
K-390-61-1
NHMe
78

204 (0.3 mg/L)

205 (Spuren) NH»

Schema 35: Mutasynthese mit 3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesdure (78).

Das N-methylierte Geldanamycin-Derivat 205 konnte nur in Spuren nachgewiesen werden.
Auf weitere Fermentationen wurde verzichtet, da weit Gber 10 L Fermentationsansatzgrofie
notwendig gewesen waren, um eine ausreichende Menge des Geldanamycin-Derivats 205 fur
NMR-Analytik und biologische Tests zu isolieren.

Das dritte Benzylakohol-Derivat, das Bromid 87, lieferte in der Testfermentation ebenfalls
ein positives Ergebnis. Dieses Mutasynthon wurde gewahlt, da Brom sterisch relativ
anspruchsvoll ist, die elektronischen Eigenschaften des Aromaten verandert und das erwartete
Mutaprodukt eine funktionelle Gruppe flr spatere semisynthetische Modifizierungen enthdlt.
Die massenspektrometrische Analyse deutete jedoch an, dass die Produktion des Brom-
Lactons 206 geringer ausfiel, als im Fall des N-Methyl-Lactons 204 und des Phenol-L actons
203. Dennoch wurde entschieden, wie schon in den beiden ersten Félen, eine grof3e
Fermentation durchzufihren. Aus einem Gesamtfermentationsansatz von 1600 mL wurden
schliefdlich 0.6 mg Brom-Lacton 206 isoliert, was einer geringen Ausbeute von 0.4 mg/L
entspricht (siehe Schema 36).

(o] Br.

HO OH
K-390-61-1

Br : OMe:
87 07 NH,

206 (0.4 mg/L)

Schema 36: Mutasynthese mit 3-Brom-5-(hydroxymethyl)benzoesiure (87).

Trotz der eher schlechten Fermetationsausbeute war ausreichend Material fur NMR-Analytik
und biologische Tests vorhanden. Ein Grund fir die geringe Ausbeute kdnnten zum einen der

sterische Anspruch des Brom-Substituenten sein, oder die elektronische Veranderung im
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aromatischen Ring, die von aktivierend im Fall des OH- und N-Methyl-Substituenten zu
desaktivierend, durch den Brom-Substituenten wechselt.

4.3.11 Mutasynthesen mit stark strukturell veranderten Startbaussteinen

In diesem Abschnitt werden die Mutasynthesen mit stark veranderten Startbausteinen
vorgestellt, die im Falle der Aufladung auf die PKS, Prozessierung und anschlief3ender
Zyklisierung strukturell interessante Progeldanamycin-Derivate liefern wirden. Im Fall von
207 und 208 wéaren sogar die RinggrofRen abweichend. Benzylamin 207 wurde von
K. HARMROLFs synthetisiert und bereitgestellt,’** der verlangerte Saurebaustein 208 von
B. THomszewsk1,*® und Dihydroxybaustein 209 war kéauflich erhéltlich (siehe
Abbildung 43).

0 0 o
MeHN\Q)L OH  HN /\QAOH HZNWOH HO on
o [ j
OH OH OH OH
82 207 208 209

Abbildung 43: Stark strukturell verénderte Startereinheiten.

Die Mutasynthese mit 3,5-Dihydroxybenzoesaure 209 lieferte keine neuen Naturstoffderivate.
Hierbel bestand die Hoffnung, dass der Organismus diesen Startbaustein zum Lacton-
Geldanamycin-Derivat zyklisiert. Es wurden jedoch weder ein zyklisiertes, noch ein seco-
Geldanamycin-Derivat massenspektrometrisch nachgewiesen, obwohl von Hong et al. ein

seco-Derivat in einer Fermentation mit diesem Mutasynthon 209 beschrieben wurde.**

In der Testfermentation mit N-Methyl-AHBA 82 wurden zwei Geldanamycin-Derivate
detektiert, die die gleichen Massen haben wie Geldanamycin 1 und Dihydrogeldanamycin 14.
Die verénderten Retentionszeiten deuteten auf die Entstehung von polaren Verbindungen hin.
Eine mogliche Struktur, die unter Berlcksichtigung der post-PKS-Schritte zu diesem
Polaritétsunterschied passen konnte, wéren zwei 17-Desmethylderivate 210 und 211
(siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: Mutasynthese mit N-Methyl-AHBA 82.

Da die isolierten Derivate die ersten N-methylierten Geldanamycinderivate wéren, wurde
diese Fermentation aufgrund der interessanten Ergebnisse, mehrmals im grof3en Maldstab
durchgefuhrt. Auch nach insgesamt 3 L Fermentation konnten jedoch nur Spuren der
Produkte isoliert werden, der Aufwand fur weitere Arbeiten wére unverhatnismaliig gewesen.
Wie sich bereits in Kapitel 4.3.8 mit dem Triazolderivat 165 und in Kapitel 4.3.10 mit dem
N-Methyl-Derivat 78 gezeigt hat, scheinen diese substituierten Aniline zwar angenommen
und auf die PKS geladen zu werden, aber die Zyklisierung ist das Nadel6hr dieser
Prozessierung, da in alen Falen nur Spuren des gewlnschten Naturstoffs isoliert werden
konnen.

Ein weiteres interessantes M utasynthon, welches im Fall der Aufladung und Prozessierung zu
einem  um en Kohlenstoffatom erweiterten Ring fiohren wirde, ist das
Phenylessigsaurederivat 208. Diese Umsetzung erfolgte nicht wie gewlnscht; statt dessen
wurde die verlangerte Saure vor der Aufladung auf die PKS zu AHBA 9 gekirzt, was
wahrscheinlich auf einen oxidativen Abbau der homologisierten Benzoesaure durch den
Organismus zuriickzufUhren ist. So wurden statt des Derivats mit einem um en
Kohlenstoffatom grofieren Ring, Geldanamycin 1 und Dihydrogeldanamycin 14 detektiert.
Diese Umsetzung zur AHBA wurde bereits von B. THOMASZEWSKI im Rahmen ihrer
Diplomarbeit bei der Verfltterung an den Ansamitocin-Produzenten A.pretiosum HGF 073
beschrieben.**

Ein welterer interessanter Startbaustein ist das Homo-AHBA-Derivat 207. Hier sollte, fals
der Ringschluss Uber das Benzylamin ablaufen wirde, auch ein um eine CH,-Gruppe
erweiterter Naturstoff entstehen (siehe Abbildung 45).
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NH,

Abbildung 45: Mdgliches Produkt der M utasynthese mit Benzylamin-AHBA 207.

Die erwartete Masse wurde in der Fermentationsbrilhe detektiert, allerdings deuten die
Ergebnisse auf eine extrem geringe Produktion hin, so dass eine Wiederholung im grof3en
Mal3stab als nicht realisierbar betrachtet wurde.

4.3.12 Mutasynthesen mit drei ver schiedenen Hydr oxymethylbenzoesduren

Um die Ergebnisse aus Kapitel 4.3.9 weiter zu untersuchen, wurden wie in Kapitel 6.2
beschrieben, drei verschieden substituierte Hydroxymethylbenzoesduren synthetisiert und der
AHBA-(-)-Mutante von S hygroscopicus zugefittert. Bei diesen Hydroxymethyl-
benzoesduren handelt es sich um 3-(Hydroxymethyl)benzoesaure 213,
2-(Hydroxymethyl)benzoesdure 214 und 4-(Hydroxymethyl)benzoesdure 215 (siehe
Abbildung 46).

(o] (o] o
HO OH OH OH
OH HO
213 214 215

Abbildung 46: V erschiedene Hydroxymethylbenzoesauren 213-215.

Die beiden letztgenannten M utasynthone wirden im Falle der Aufladung auf die PKS und die
Prozessierung zum Geldanamycin-Derivat einen um ein Kohlenstoffatom kleineren bzw.
einen um ein C-Atom gréf3eren Ring als die bisher bekannten Lactone ergeben.

Von diesen drei aromatischen Startbausteinen, wurde nur die 3-(Hydroxymethyl)-
benzoesaure 213 zu einem neuen Geldanamycin-Derivat 216 umgesetzt (siehe Abbildung 47).
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Abbildung 47: Produkt der Mutasynthese mit 3-(Hydroxymethyl)benzoesaure (213).

Dieses Ergebnis war nach den vorher gewonnenen  Erkenntnissen zu
3-Hydroxymethylbenzoesduren  nicht  unerwartet. Mit den beiden  anderen
Hydroxymethylbenzoesauren sollte getestet werden, ob diese meta-Beziehung wichtig fur die
Aufladung des Startmolekils ist. Da von beiden Molekilen auch keinerlei seco-Produkte in
der Fermentationsbriihe gefunden wurden, ist davon auszugehen, dass diese Startbausteine
nicht auf die PKS geladen wurden.

4.3.13 Geldanamycinderivate durch Semisynthese

Einige der mutasynthetisch dargestellten Geldanamycin-Derivate lassen sich durch ihre
funktionellen Gruppen gut in Semisynthesen einsetzen, um weiter modifizierte Derivate zu
erhalten. In diesem Kapitel sollen drei Beispiele vorgestellt werden.

Zum einen wurde 17-Des-O-methyl-18-bromreblastatin 98 in einer Suzuki-MIYAURA-
Kupplung mit Thiophenboronsdure umgesetzt. Das so erhaltene Produkt ist ein neues
Geldanamycin-Derivat, welches fir SAR-Studien eingesetzt werden kann. Fir die Kupplung
wurden sorgféltig Bedingungen ausgewahlt, die fir eine dhnliche Umsetzung gute Resultate
gezeigt haben. So wurde eine Vorschrift gewahlt, in der das Substrat auch in ortho-Position
zum Bromid eine Hydroxygruppe und in meta-Position einen gréReren Rest tragt.’*® Diese
Bedingungen zuerst in einem kleinen Ansatz getestet, und nachdem massenspektrometrische
Anaysen die Produktbildung bestétigten, wurde ein grof3erer Ansatz mit 1.2 mg von 98
durchgefuhrt (siehe Schema 37).

148 3) H.-b. Liu, M. Wang, Y. Wang, Q. Gu, L.-c. Sun, Syn. Comm. 2007, 37, 3815-3826; b) Y. Yue, M.
Turlington, X.-Q. Yu, L. Pu, J. Org. Chem. 2009, 74, 8681-86809.
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217 R=H
218 R=C(O)NH,

Schema 37: Suzuki-M1YAURA-Kupplung von 17-Des-O-methyl-18-bromreblastatin 98 zu 17-Des-O-methyl-
18-thiophenreblastatin 218. Bedingungen: DME/H,0 (3:1), K,COs, Thiophen-3-boronséure, Pd(PPhs)4, 24 h,
90 °C, 25 %.

Die Reaktion verlief in maliger Ausbeute von 25 %. Das Edukt 98 wurde in 42 % Ausbeute
reisoliert. AufRerdem kam es zur Bildung zweier Nebenprodukte; und zwar zum einen zur
Bildung von 17-Des-O-methyl-7-descarbamoyl-18-bromreblastatin und zum anderen von
17-Des-O-methyl-7-descarbamoyl-18-thiophenreblastatin 217. Diese beiden Derivate wurden
alerdings nur in Spuren gebildet. Sie konnten zwar isoliert werden, jedoch war die Aufnahme
von NMR-Daten nicht mdglich, da die Menge zu gering war. Festzuhalten ist, dass es unter
den gewahlten Bedingungen zum Verlust der Carbamoylgruppe an C-7 kommen kann. Unter
den basischen Reaktionsbedingungen wird das Carbamat hydrolysiert. Dieses stellte ein
interessantes Ergebnis dar, denn so kénnen algemein durch Generierung von Descarbamoyl-
Derivate, weiterfihrende SAR-Studien durchgefiihrt werden. Diese Descarbamoyl-Derivate
sind, ansonsten bisher nur Uber den Fermentationsweg und Eisatz entsprechender
Blockmutanten zuganglich. Wie die vorherigen Ergebnisse gezeigt haben, ist die
Carbamoyltransferase sehr unselektiv, da sie sogar die offenkettigen seco-Derivate an C-7
carbamoyliert.

Neben dem 17-Des-O-methyl-18-bromreblastatin 98 wurde auch 17-Desmethoxy-18-
bromreblastatin 97 in die Suzuki-MiYAURA-Kupplung mit Thiophenboronsiure eingesetzt.
(siehe Schema 38).
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219 R=H
220 R=C(O)NH,

Schema 38: Suzuki-MiYAURA-Kupplung von 17-Desmethoxy-18-bromreblastatin 97 zu 17-Desmethoxy-18-
thiophenreblastatin 220. Bedingungen: DME/H,0 (3:1), K,COs, Thiophen-3-boronsaure, Pd(PPhs),, 24 h, 90 °C,
62 %.

Diese Reaktion verlief in guten Ausbeuten von 62 % zum gewlnschten Produkt 220.
Aul3erdem wurde mit einer Ausbeute von 30 % das descarbamoylierte Produkt 219 erhalten.
Das Edukt 97 wurde vollstdndig umgesetzt. Hier wurden die gleichen Bedingungen
angewendet, wie in der vorherigen Reaktion mit dem phenolischen Substrat 98. Im Vergleich
dazu lauft die Kupplung in Gegenwart des ortho-OH-Substituenten schlechter ab, was auf
sterische Hinderung hindeutet.

Die as Nebenreaktion stattfindende Carbamat-Spaltung kénnte evtl. durch Minimieren der
Reaktionszeit unterdriickt werden, jedoch kénnen hierzu nur Spekulationen angestellt werden,

da eine systematische Optimierung aufgrund der geringen Substratmengen nicht méglich war.

Eine zweite Variante einer Semisynthese an Geldanamycin-Derivaten stellte die HUISGEN-
Cycloaddition dar.'* Hier wurde das 17-Desmethoxy-18-propargylreblastatin 181 eingesetzt
und mit 2-Azido-1-ethylamin 222 umgesetzt, um das resultierende Geldanamycin-Derivat 221

polarer, also wasserl6slicher zu machen.

9 R. Huisgen, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1963, 2, 565-598.
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Schema 39: HuISGEN-Cycloaddition von 17-Desmethoxy-18-propargylreblastatin 181 zu Triazolderivat 221;
Bedingungen: 'BUOH/THF/H,O (1/2/3), CuBr-SMe,, 2-Azido-1-ethylamin, 24 h, RT.

Das 2-Azido-1-ethylamin 223 musste hierfir aus dem kauflichen 2-Chlor-1-ethylamin 222
hergestel It werden.**

CI/\/NHZ — Ng/\/NH2
x HCI x HCI
222 223

Schema 40: Synthese von 2-Azidoethyl-amin Hydrochlorid 223. Bedingungen: H,O, NaNs, 2 d, 70 °C; dann
HCI, 92 %.

Die Resktion erfolgte laut massenspektrometrischer Kontrolle mit gutem Umsatz zum
gewlnschten Produkt, jedoch bereitete die anschlief3ende Isolierung der Verbindung grof3e
Schwierigkeiten, was auf der Polaritdt des Produktes 221 zurlickzufthren ist. Es konnten nur
minimale Mengen des Cycloadditionsprodukts isoliert werden, die jedoch zu gering fir

detaillierte NM R-spektroskopi sche Untersuchungen waren.

4.3.14 Biologische Aktivitaten der Geldanamycin-Derivate

Diein Kapitel 4.3 dargestellen neuen Geldanamycin-Derivate wurden am Helmholz-Zentrum
far Infektionsforschung in Braunschweig von F. SASSE et al. auf ihre biologische Aktivitat

untersucht. Hierfir wurden MTT-Tests™® an verschiedenen humanen Krebszelllinien

1305 Blake, R. Capone, M. Mayer, J. Yang, Bioconjugate Chem. 2008, 19, 1614-1624

51 Der Nachweis der Zellvitalitat beruht auf der Reduktion des gelben, wasserl 6slichen Farbstoffs
3-(4,5-Dimethylthiazol -2-yl1)-2,5-di phenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes, wasserunl 6sliches
Formazan durch in der Zelle vorhandene Enzyme/Reduktasen.
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durchgefuihrt. Die zum Ende dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: Biologische Aktivitdten | (antiproliferative Aktivitét 1Csy [nM] von Geldanamycin-Derivaten).

9 Me OMe z r r N
Zelllinie /¢L N /[5 HP@ 4@ ) ([EL HP& f©* x
N
Usprng) | LY LI OO o e :

KB-3-1
(Cervix- 53 109 470 73 123 34 >8000

Karzinom)

U-937 9 188 93 62 142 21 2600
(Lymphom)

PC-3
(Prostata- 18 n.d. 300 42 118 36 2800

Karzinom)

SK-OV-3
(Ovarial- 125 113 1060 54 264 46 4000

Karzinom)

MCF-7
(Brust- n.d. 38 320 18 123 120 870

Karzinom)

A-431
(Epidermoid-| 18 60 840 62 228 17 1900

Karzinom)

Wiein Tabelle 1 zu sehen, zeigen vor alem das Fluor-Derivat 155 und das Brom-Derivat 97
eine biologische Aktivitdt dhnlich der von Geldanamycin. Fir die getestete SK-OV-3-
Krebszelllinie zeigt sich beim Einsatz dieser beiden Derivate sogar eine erhohte Aktivitét.
Hervorzuheben ist auch, dass das Brom-Derivat 97, welches keine zusétzlich OH-Gruppe an
C-17 des Aromaten tragt, bei fast allen Tests eine um den Faktor 10 geringere biologische
Aktivitdt  besitzt. Dieser Befund kann eventuell. auf ene zusdtzliche
Wasserstoffbriickenbindung des oxidierten Derivats 98 zuriickzufihren sein, welches dadurch
stérker an Hsp90 binden kann.

Der Vergleich der beiden Methoxyderivate 106 und 107 stiitzt diese Hypothese leider nicht.
Hier ist jedoch durch die Methoxygruppe von vornherein schon  en
Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor vorhanden. Entscheidend fir die geringere Aktivitét des
oxidierten Derivats konnte evil. die Konformation sein. Das Derivat 106 ohne die
Doppelbindung an C4-C5 ist flexibler und kénnte somit besser in die Bindungstasche von
Hsp90 passen, dlerdings geht auch das Diensystem wichtige van der Waas-
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Wechselwirkungen in der Bindungstasche ein.®* Das Pyridin-Derivat 167 zeigt leider keine
Aktivitat.

Tabelle 2: Biologische Aktivitdten der Benzylakoholderivate (antiproliferative Aktivitédt 1Csg [NM] von
Geldanamycin-Derivaten).

H H H H H

Zelllinie H "1?5\ Mii;\ Me 4508
X X

(Ursprung) N T8 N e > WX g N

L-292
(Mausfibro- nd. 880 6380 >7000 2930 1700
blasten)

KB-3-1
(Cervix- 53 40 850 1250 370 130

Karzinom)

u-937 9 50 60 710 410 490
(Lymphom)

PC-3
(Prostata- 18 240 2280 5760 2450 690

Karzinom)

SK-0V-3
(Ovarial-
Karzinom)

125 110 990 3480 500 290

MCF-7
(Brust- n.d. 90 1150 3840 n.d. n.d.

Karzinom)

A-431
(Epidermoid- 18 60 690 2200 970 420
Karzinom)

HUVEC (humane
Nabelschnurvenen n.d. 70 380 1540 340 160
Epithelzellen

Die Ergebnisse der biologischen Aktivitéten der finf Benzylalkohol-Derivate sind unerwartet
(siehe Tabelle 2). Sie zeigen durchweg eine geringere Aktivitét als Geldanamycin 1. Evtl.
hangt dies mit ungunstigen Wasserstoffbriickenbindungsgeometrien zusammen. Diese
scheinen im Fall des oxidierten Derivats 197 gegentiber den einfacheren Derivaten 195 und
196 zuzunehmen. Auch in dieser Testreihe zeigt sich, dass die Aktivitat abnimmt, sobald die
Doppelbindung eingefihrt ist und die konformative Hexibilitdt des Makrozyklus
eingeschrankt wird, was die Vermutung aus der vorherigen Testreihe bestdtigen wurde.
Interessanterweise zeigt die Verbindung mit einer zusétzlichen Methyl-Gruppe am C-17
wieder eine erhohte Aktivitédt. Hier kann spekuliert werden, dass die Methylgruppe evtl. dafir
sorgt, dass der Benzylalkohol nicht mehr frei drehbar ist, und es somit zu einer fur die
Bindung an das Enzym ginstigeren Konformation kommt. Auflerdem ist diese
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Methoxygruppe laut Rontgenstrukturanalyse des Hsp90-Gel danamycin-K omplexes Akzeptor
fir eine Wasserstoffbriickenbindung mit Lys58.%® Das gleiche gilt fir das vollstandig
dekorierte Derivat 199, wobei dieses wiederum eine zusétzliche Hydroxygruppe an C-21
tragt, wie sie auch beim Dihydrogeldanamycin 14 vorhanden ist und im Falle des
Dihydrogel danamycins eine Wasserstoffbriickenbindung mit Asp54 eingeht. Dies wurde Uber
die RoOntgenstrukturanalyse von Dihydrogeldanamycin im  Komplex mit  Hsp90
nachgewiesen.”®

Die neuen Lacton-Derivate zeigen leider keine biologische Aktivitdt in den durchgefihrten

Assays. Sie werden auf gegen weitere Targets untersucht.

4.3.15 NMR-Analytik von Geldanamycin-Derivaten

Die NMR-Analytik der neuen Geldanamycin-Derivate bereitete Schwierigkeiten, welche sich
aufgrund der Amid-Resonanz dieses Systems in breiten Signalen sowohl in den *H- als auch
in den *3C-Spektren auRerte (siehe Schema 41).

R
| SK O) | \4 Oe
H | e H |
¥ ¥
Schema 41: Amid-Resonanz.

Derivate, die am Aromaten nicht oxidiert sind, wurden in den meisten Fallen in Methanl-d,
gemessen, wobel auch hier einige Signale sehr breit waren. Vor allem die Signale von 3-H,
21-H, 4-H und 5-H waren hiervon betroffen. Sobald eine zusétzliche Oxidation am Aromaten
stattgefunden hatte, wurden zusétzlich die Signale der 14-Methylgruppe sehr breit und es
konnten keine Kopplungen mehr erkannt werden. Auch die *C-Signale der entsprechenden
Substanzen wiesen dann extrem breite Signale auf, die tellweise sehr schlecht zu erkennen
waren und nur noch tber HSQC- und HMBC-Messungen zugeordnet werden konnten. Der
Grund fur diese breiten Signale ist auf das dann Zwitterionische System zurlckzufihren
(siehe Schema 42).
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Schema 42: Darstellung des Zwittrerionischeen Systems nach erfolgter Oxidation am Aromaten.

Aufgrund dieser starken Signalverbreiterungen musste ein aternatives, deuteriertes
Losungsmittel gefunden werden. So wurden CD.Cl, und THF-dg bel verschiedenen
Temperaturen getestet. Als beste Variante erwies sich nach diesen Tests THF-dg bei einer
Temperatur von 323 K. Hierbei waren zwar in den meisten Féllen die Signale von 3-H auch
noch breit, jedoch war bel den Ubrigen Signalen die Feinstruktur erkennbar (siehe
Abbildung 48).

205K

- I |

323K | AL A R

T T T T T T T
8 6 4 2 [ppm]

Abbildung 48: *H-NMR Spektren von Geldanamycin-Derivat 196 in THF-ds bei verschieden Temperaturen.

In Abbildung 48 ist deutlich zu sehen, wie sich die Signale mit zunehmender Temperatur
andern. Vor allem in Bezug auf die 14-Methylgruppe, welche ganz rechts im Bild zu sehen
ist, ist die Veranderung beeindruckend. Auch im olefinischen und aromatischen Bereich
zwischen 4 und 9 ppm ist deutlich zu sehen, wie eine Erh6hung der Temperatur die

Signalschéarfe verbessert.
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4.4 Proansamitocin-Derivate durch Mutasynthese/Semisynthese

Ein weiteres Thema dieser Arbeit war die Kombination aus Semisynthese und Mutasynthese,
um ausgehend von Proansamitocin neue Ansamitocin-Derivate zu generieren. Die
Mutasyntheseexperimente in diesem Kapitel wurden sowohl mit der Mutante des
Geldanamycinproduzenten S hygroscopicus K390-61-1 wie auch mit der Mutante des

Ansamitocinproduzenten A. pretiosum HGF073 durchgeftihrt.

4.4.1 Mutasynthese mit Proansamitocin, 10-epi-Proansamitocin und ahnlichen

Strukturen

Aus fraheren Arbeiten mit der A. pretiosum Mutante HGFO73 war bekannt, dass die
Verfiitterung von Proansamitocin 31 zu Ansamitocin P3 28 fiihrt.*>? Des Weiteren war mit der
Mutante A. pretiosum Aasm12/21, die von P. SPITELLER zur Verfigung gestellt wurde, die
Moglichkeit gegeben, gezielt Proansamitocin in Mengen von ca. 100 mg/L fermentativ zu
erhalten. Dieser Organismus ist eine im Chlorierungs- und im Carbamoylierungsschritt
blockierte Deletionsmutante, was eine weitere Prozessierung durch die Ubrigen post-PKS-

Enzyme nahezu verhindert.

Asm12(-)

Schema 43: Proansamitocin 31 und Darstellung der geblockten post-PK S-Enzyme.

Es sollte getestet werden, ob und in welcher Form die post-PKS-Enzyme der Mutante des

Geldanamycin-Produzenten S, hygroscopicus K390-61-1 das supplementierte, dem

152 A Meyer, M. Briinjes, F. Taft, T. Frenzel, F. Sasse, A. Kirschning, Org. Lett. 2007, 9, 1489-1492.
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Progeldanamycin strukturell verwandte, Proansamitocin 31 und entsprechende Derivate
modifiziert. Es bestand die Hoffnung, dass diese Mutante Verénderungen am aromatischen
System herbeifihren wirde. Dafir wurden das von A. MEYER synthetisch hergestellte
17-gliedrige Lactam 227*°® sowie vier Proansamitocin-Derivate 31, 224-226 ausgewahit,
welche alle aus einer Fermentation der Mutante A. pretiosum Aasm12/21 isoliert wurden. In
den von T. KNOBLOCH und A. ScHuLz durchgefihrten Fermentationen mit der Mutante A.
pretiosum Aasml12/21 stellte sich heraus, dass neben Proansamitocin 31 auch andere
Fermentationsprodukte 224-226 in geringen Ausbeuten entstehen.™*

Die funf im Rahmen dieser Arbeit supplementierten Derivate waren Proansamitocin 31,
10-epi-Proansamitocin 224, die zwei Alkohole 225 und 226 und das 17-gliedrige Lactam 227
(siehe Abbildung 49).

225 R'=H; R?= OH 227
226 R'=OH; R?=H

Abbildung 49: Proasamitocin 31, 10-epi-Proansamitocin 224, Alkohol 225 und 226 und 17-gliedriges
Lactam 227.

Das 10-epi-Proansamitocin 224 entsteht vermutlich durch eine chemische Epimerisierung
bedingt durch die benachbarte Carbonylgruppe. Die beiden Alkohole 225 und 226 wurden,
wie von T. KNOBLOCH beschrieben, Uber eine unselektive Epoxidierung mit anschlief3ender
Ring6ffnung oder Uber eine oxidierende Lewis-Saure-vermittelte Umlagerungs-
Hydratisierungs-Sequenz aufgebaut.'*

Diese funf genannten Substanzen wurden in 30 mL Fermentationsansdtzen verfittert. Die

Zufutterung erfolgte in diesen Fermentationen immer mittels einer Spritzenpumpe.

153 A. Meyer, Dissertation, Chemische und chemoenzymatische Studien zu hybriden Ansamycin-Antibiotika -
Synthese von Proansamitocin, Leibniz Universitdt Hannover, Hannover 2006.
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Im Fal des Proansamitocins 31 wurde mit einer Ausbeute von 21 % das carbamoylierte
Proansamitocin 229 erhalten. Aulerdem wurde neben dem reisolierten Edukt 31,
epimerisiertes Proansamitocin 224, carbamoyliertes 10-epi-Proansamitocin 230 und die
beiden oben erwdhnten Alkohole 225 und 226 in Spuren erhalten. Zudem wurde zusétzlich
ein neues an C-3 oxidiertes, carbamoyliertes Proansamitocin 228, das als Enol vorlag, in einer

Ausbeute von 7 % isoliert.

OH  K390-61-1 O OH 0 OH

—— H P % H P 3
N HO N -

o]
AN T N/KO
R? OMe R’ SZOHH
225R"=H; R? = OH 229 R" = H; R? = OMe
226 R'=OH; R?=H 230R"=0OMe; R? =H

Schema 44: Produkte der Fermentation mit Proansamitocin 31.

Auf eine Reinigung der bereits bekannten Substanzen wurde verzichtet, so dass nur das
carbamoylierte Proansamitocin 229 und das enolisierte carbamoylierte Proansamitocin 228

isoliert und vollstandig charakterisiert vorliegen (siehe Abbildung 50).

229 (21%) 230 (7%)

Abbildung 50: Isolierte und charakterisierte Produkte der Fermentation von Proansamitocin 31.

Die Verfutterung des 10-epi-Proansmitocins 224 lieferte ein dhnliches Produktspektrum. Das
Hauptprodukt aus der Zufitterung von 5 mg 10-epi-Proansamitocin 224 war das
carbamoylierte 10-epi-Proansamitocin 230, welches mit einer Ausbeute von 18% isoliert

werden konnte (siehe Abbildung 51). Auch hier wurde das Edukt 224 reisoliert, sowie
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Proansamitocin 31 und carbamoyliertes Proansamitocin 229 in geringen Mengen erhalten. Die
beiden Alkohole 225 und 226, sowie das an C-3 oxidierte Proansamitocin-Derivat 228

wurden nur massenspektrometrisch nachgewiesen (siehe Schema 45).

OH  K390-61-1 0 OH y O OH
H HO N-L_X

o]
N T N’Ko
R? OMe R’ FEQZOHH
225R"' =H; R?=0OH 229 R' =H; R? = OMe
226 R'=OH; R°=H 230 R' =OMe; R?=H

Schema 45: Produkte der Fermentation mit 10-epi-Proansamitocin 224.

Es ist anzunehmen, dass die Epimerisierung unter den Fermentationsbedingungen stattfindet.
Aul¥erdem scheint das Proansamitocin 31 kinetisch stabiler zu sein, da bei der Verfitterung
des epi-Proansamitocins 224 ca. 50 % des Edukts wieder zum Proansamitocin 31 zurlick

epimerisiert wurden.

230 (18%)

Abbildung 51: Isoliertes und charakterisiertes Produkt der Fermentation mit 10-epi-Proansamitocin 224.

Von den beiden Alkoholen 225 und 226 wurden in dem einen Fall 5 mg und in dem anderen
Fal 0.8 mg zugefittert. Beide Fermentationen zeigten keinerlei Umsetzungen zu
substituierten Proansamitocin-Derivaten. In beiden Fallen wurden lediglich die Edukte
reisoliert.

Die Verfltterung des Lactams 227, welches einen um zwei Kohlenstoffatome kleineren
17-gliedrigen Ring aufweist, wodurch aus dem Dien-System eine einfache Doppelbindung
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wird, zeigte ebenfalls keine weitere Prozessierung durch die post-PKS-Enzyme. Hier konnte
nur das Edukt reisoliert werden.

Ein Grund fur die negativen Ergebnisse der drel letztgenannten Fermentationen konnte die
Umgebung der zu carbamoylierenden OH-Gruppe sein, oder vielmehr die lokae
Konformation des Moleklls in der Umgebung der OH-Gruppe, welche sich im Fall der
beiden Alkohole durch die jetzt konjugierte Carbonylgruppe deutlich andert. Im Fall des 17-
gliedrigen Lactams 227 wird die Konformation durch den kleineren Ring ebenfals eine
andere sein als im Proansamitocin 31. Die veradnderten Konformationen machen es der
Carbamoyltransferase wahrscheinlich unmoglich diese Reaktionen zu katalysieren, da die

Moleklle vermutlich nicht in das aktive Zentrum des Enzyms gelangen kénnen.

4.4.2 Darstellung von carbamoyliertem Proansamitocin mit AP-3-Seitenkette

In diesem Abschnitt wird die weitere Umsetzung des carbamoylierten Proansamitocins 229
zum an C-3 veresterten carbamoylierten Proansamitocin-Derivat 231 beschrieben. In Schema
46 ist die Retrosynthese gezeigt.

HO

Schema 46: Retrosynthese zum carbamoylierten C-3-veresterten Proansamitocin-Derivat 231.

Dieses Produkt ist ansonsten nur Uber eine Blockmutante von A. pretiosum in geringen
Ausbeuten zuganglich. Daher konnte dieses Proansamitocin-Derivat bislang nur
massenspektrometrisch nachgewiesen werden.™ Da dieses Derivat die beiden Substituenten
aufweist, die fur die biologische Aktivitdt am wichtigsten sind, den Ester an C-3 und das

Carbamat an C-7, C-9 ertffnet eine gezielte Synthese die Mdéglichkeit, den Einfluss dieser

> P, Spiteller, L. Bai, G. Shang, B. J. Carroll, T.-W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 14236-
14237.
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Substituenten gezielt zu untersuchen. Hier sind zum Beispiel Variationen des Esters denkbar
um SAR-Studien durchzufihren.

Um die Esterseitenkette an C-3 einzufihren, sollte zunéchst das Phenol des carbamoylierten
Proansamitocins 229 selektiv in den TBS-Ether Uberflihrt werden. Die selektive Silylierung
von Phenolen in Gegenwart aliphatischer Alkohole sollte bei Temperaturen von -78 °C in
guten Ausbeuten gelingen.’® Diese Reaktion verlief jedoch unselektiv, es wurden Gemische
aus doppelt geschitztem, einfach geschiitztem Produkt und Edukt 229 erhaten. Aufgrund
dieser Ergebnisse musste eine andere Strategie gefunden werden. Es wurde entschieden beide
Alkohole, aso den Alkohol an C-3 und das Phenol an C-18, zu acylieren und anschlief3end
den phenolischen Ester selektiv zu verseifen.

In der Literatur sind zwei Beispiele fir Veresterungen des Alkohols an C-3 im Ansamitocin
mit Carbonsduren beschrieben.®®*>" Die Ausbeuten in der Literatur liegen jedoch mit 20-
60 % im unteren Bereich. Als Kupplungsreagenzien wurden dabel zum einen DCC und
4-DMAP benutzt,**® und zum anderen DCC und ZnCl,.**" Aufgrund der maRigen Ausbeuten
wurde nicht auf die Vorschriften aus der Literatur zurtickgegriffen, sondern auf eine von K.
HARMROLFS in ihrer Dissertation verwendete Veresterung mit der Reagenzkombination
DIC/DMAP.** Unter diesen Bedingungen wurde der Diester 232 in guten Ausbeuten von
84 % erhalten.

Anschlief3end musste das Phenol selektiv entschiitzt werden, um ein aktives Proansamitocin-
Derivat 231 zu erhdten. Eine Herausforderung bel der Entschitzung unter basischen
Bedingungen ist es, die Eliminierung des Esters an C-3 zu vermeiden, da diese Gruppe schon
unter milden basischen Bedingungen (~ pH 9) zur Eliminierung neigt."® Fiir die gewiinschte
Umsetzung wurden zwei Reaktionsbedingungen in Betracht gezogen. Zum einen eine Phenol -
Entschiitzung mit 1M NaHCO; in CHsOH™® und zum anderen eine Entschiitzung mit
Pyrrolidin.*®® Es wurde entschieden, die Entschiitzung mit 1M NaHCO; zuerst an einem

Modellsystem zu testen, da das doppelt acylierte Proansasamitocin-Derivat 232 nur in

1% T, Saito, T. Suzuki, M. Morimoto, C. Akiyama, T. Ochiai, K. Takeuchi, T. Matsumoto, K. Suzuki, J. Am.
Chem. Soc. 1998, 120, 11633-11644.

156 A Kawai, H. Akimoto, Y. Kozai, K. Ootsu, S. Tanida, N. Hashimoto, H. Nomura, Chem. Pharm. Bull. 1984,
32, 3441-3451.

B7Ww. C. Widdison, S. D. Wilhelm, E. E. Cavanagh, K. R. Whiteman, B. A. Leece, Y. Kovtun, V. S.
Goldmacher, H. Xie, R. M. Steeves, R. J. Lutz, R. Zhao, L. Wang, W. A. Bléttler, R. V. J. Chari, J. Med. Chem.
2006, 49, 4392-4408.

158 S M. Kupchan, Y. Komoda, A. R. Branfman, R. G. Dailey, V. A. Zimmerly, J. Am. Chem. Soc. 1974, 96,
3706-3708.

9 G. Buchi, S. M. Weinreb, J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 746-752.

180 £ | u, J. Ralph, Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 3681-3694.
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geringen Mengen verflgbar war. Als Modellsystem wurde Ansamitocin P-2 gewéahlt, welches
in Methanol geldst und mit 1M NaHCO; versetzt wurde. Diese Mischung wurde insgesamt
24 h gerthrt. Es wurden regelmaliige massenspektrometrische Kontrollen durchgefihrt um
sicherzugehen, dass die Estergruppe an C-3 unter diesen Bedingungen nicht eiminiert. Da
dies nicht der Fall war, wurde diese Variante der Entschiitzung gewahlt und auf das doppelt
acylierte Proansamitocin-Derivat 232 angewendet. Die Reaktion verlief sehr sauber und es
wurde das C-3-acylierte Proansamitocin-Derivat 231 in sehr guten Ausbeuten von 95 %
erhalten (siehe Schema 47). Die Entschitzungsvariante mit Pyrrolidin wurde aufgrund der
sehr guten Resultate mit NaHCOj3 nicht mehr getestet.

Schema 47: Synthese von carbamoyliertem C-3-veresterten Proansamitocin 231. Bedingungen: @) CH,Cl,,
DMAP, DIC, iso-Buttersdure, 1 h, RT, 84 %; b) CH;0H, NaHCO;, 3 h, RT, 95 %.

Durch diese in guten Ausbeuten verlaufende V eresterungs-/Entschiitzungssequenz kann ein
breites Spektrum von verschiedensten Esterseitenketten in Proansamitocin-Derivate
eingebracht werden, wodurch eine Bibliothek an unterschiedlichen Seitenketten fir SAR-

Studien erstellt werden kann.

4.4.3 Darstellung von Proansamitocin-Derivaten mit nicht zyklischem Carbamat

In diesem Kapitel werden Verdnderungen am C-9-Carbonyl von Proansamitocin 31
durchgefiihrt und in anschlief3enden Fermentation untersuchen, wie flexibel die post-PKS-
Enzyme vom Geldanamycin-Produzenten S hygroscopicus bzw. vom Ansamitocin-
Produzenten A. pretiosum beztiglich des Substrates sind. Insbesondere sollte getestet werden,
ob die beiden mutierten Organismen in der Lage sind, auch an dem System, welches jetzt ein
1,3-Diol an C-7, C-9 aufweist, die wichtige Amidinyl-Gruppe zu installieren. Hierfir wurden
drei Moleklle ausgewéhlt. Zum einen die beide 1,3-Diole 233 und 234 und zum anderen
9-Methyl-Diol 235 (siehe Abbildung 52).
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233R"'=H; R2=0OH 235
234R"=OH;R2=H

Abbildung 52: 1,3-anti-Diol 233, 1,3-syn-Diol 234 und 9-Methyl-Diol 235.

Das 9-Methyl-diol 235 wurde fir die entsprechenden Fermentationsversuche von F. TAFT zur
Verfiigung gestellt.’®* Es wurde ausgehend von Proansamitocin 31 tiber TBS-Schiitzung und
Methylgrignard-Addition hergestellt. Dabei bildete sich selektiv das 1,3-anti-Diol.

Um die beiden Diole 233 und 234 zu erhalten, wurden mehrere Reaktionsbedingungen
erprobt (siehe Schema 48).

Schema 48: Synthese zu 1,3-anti-Diol 234 und 1,3-syn-Diol 233. Bedingungen: @) THF, (S)-Methyl-CBS-
oxazaborolidin, BH3-SMe,, -40 °C, 2 h, 57 %; oder THF, (R)-Methyl-CBS-oxazaborolidin, BH3-SMe,, -40 °C,
2 h, 86 %; oder THF, LiBH,4, -78 °C, 1.5 h, 94 %.

Es war geplant, das 1,3-anti-Diol 234 aufgrund der dem Naturstoff AP-3 28 entsprechenden
Stereochemie zu synthetiseren. Erste Versuche mit (S)-Methyl-CBS-oxazaborolidin und
Boran fihrten zu einer Selektivitdt von 8:1 (anti:syn). Die Ausbeuten lagen fir diese
Umsetzung lediglich bei 57 %. Es kam zur Bildung von Nebenprodukten, auf die spéter noch
ndher eingegangen wird. Ein Versuch, die Reaktion mit (R)-Methyl-CBS-oxazaborolidin zu
wiederholen, um die Selektivitét zu verandern, ergab ein dhnliches Ergebnis und zwar mit
einer Selektivitdt von 5:1 (anti:syn) bei einer Ausbeute von 86 %. Das CBS-Reagenz ist hier
nicht in der Lage eine Reagenz-kontrollierte Stereoinduktion herbeizufiihren; die Umsetzung
scheint in diesem Fall durch die Konformation und globale Stereochemie des Makrozyklus

vorbestimmt zu werden.

181 Florian Taft, unver6ffentlichte Ergebnisse, 2009.
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Aufgrund der geringen Ausbeute bei der CBS-Reduktion und der mélsigen Reagenzkontrolle,
wurde die Reduktion mit LiBH, untersucht. Unter diesen Reaktionsbedingungen wurden mit
einer guten Ausbeute von 94% und einer Selektivitdt von 3:1 (anti:syn) die beiden Alkohole
1,3-anti-Diol 234 und 1,3-syn-Diol 233 erhalten. Mechanistisch sollte die Reduktion mit
LiBH,4 bevorzugt das 1,3-syn-Diol liefern,*®? jedoch tiberwiegt auch hier die Substratkontrolle,
Da nun beide Alkohole verfligbar waren und auch chromatographisch getrennt werden
konnten, wurde entschieden, beide Diole separat in der Fermentation mit der AHBA-(-)-
Mutante von S. hygroscopicus einzusetzen.

Im Falle des 1,3-anti-Diols 234 wurden in zwei 30 mL Fermentationsansdtzen 5 mg Uber eine
Spritzenpumpe zugefittert. Die Umsetzung verlief in einer guten Ausbeute von 72 % zu dem
an C-7 carbamoylierten Produkt 236. Aul3erdem konnte Edukt 234 reisoliert und Spuren eines
wahrscheinlich an C-9 carbamoylierten Proansamitocin-Derivats 237 massen-spektrometrisch
nachgewiesen werden; jedoch waren die Mengen hier zu gering, um dies zweifelsfrei

bestimmen zu kdnnen (siehe Schema 49).

0 P
HO. N o
K390-61-1 . o
OMe OMe NH;
234 236 (72%) 237 (Spuren)

Schema 49: Fermentation mit 1,3-anti-Diol 234.

Die Fermentation von syn-Diol 233 wurde im gleichen Mal3stab durchgefiihrt und lieferte
ebenfalls das an C-7 carbamoylierte Derivat 238 as Hauptprodukt, jedoch nur in einer
Ausbeute von 60 % (siehe Schema 50). In dieser Fermentation konnte kein Edukt 233
reisoliert und kein an C-9 carbamoyliertes Produkt gefunden werden, jedoch ein neben der
Carbamoylierung zusétzlich an C-3 oxidiertes p-Keton 239, welches bevorzugt in der
Enolform vorlag. Dieses Produkt wurde in einer Ausbeute von 18 % erhaten und konnte
vollstandig charakterisiert.

162 5, E. Bode, M. Wolberg, M. Miiller, Synthesis 2006, 557-588.
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H H
HO N o HO N o

K390-61-1

—_—— e =

OMe OMe

233 236 (60%) 239 (18%)

Schema 50: Fermentation mit syn-Diol 233.

Die Fermentation des von F. TAFT bereitgestellten Derivats 235 lieferte in guten Ausbeuten
das an C-7 carbamoylierte Produkt. Aus verfitterten 1.5 mg wurden 1.2 mg Produkt isoliert,
was einer Ausbeute von 75 % entspricht. Hier wurde weder Edukt 235 reisoliert, noch
Nebenprodukte gefunden.

Die Fermentationen des 1,3-anti-Diols 234 und des 9-Methyl-diols 235 wurden in friheren
Arbeiten an die AHBA-(-)-Mutante von A. pretiosum verflttert. Die Fermentation von
1,3-anti-Diol 234 wurde von K. HARMROLFS durchgefihrt. Sie lieferte eine 1:1 Mischung
eines an C-7 carbamoylierten Derivats 236 und eines zusédtzlich an C-18 O-methylierten
Derivats.™

Die Fermentation des 9-Methyl-diols 235 an die Deetionsmutante des
Ansamitocinproduzenten A. pretiosum HGFO73 wurde von F. TAFT durchgefiihrt. Diese
Verfiitterung lieferte ausschlieldlich das an C-7 carbamoylierte Derivat in guten Ausbeuten.'®
Die Fermentation dieses Mutasynthons lieferte hier genau das gleiche Ergebnis wie die

beschriebene Verfitterung an die Mutante des Gel danamycin-Produzenten.

Die Nebenprodukte der CBS-Reduktion (siehe oben) konnten vollsténdig charakterisiert und
aufgeklart werden. So sind zum einen die syn- und anti-Diole des an C-1 reduzierten
Proansamitocins 240 und 241 erhalten worden und zum anderen die ebenfalls durch C-1-
Reduktion gebildeten offenkettigen seco-Alkohole 242 und 243 in syn- und auch anti-
Konfiguration (siehe Abbildung 57).
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240 R'=H; R2=OH 242R'=H; RZ2=0OH
241R'=0H; R2=H 243R'=OH;R?=H

Abbildung 53: Nebenprodukte der CBS-Reduktionen.

Aufgrund der Ergebnisse aus den Verfltterungsexperimenten der Diole 234 und 233 sollte
das Diol 234 unter NaBr-Zugabe an den Ansamitocin-Produzenten verfittert werden. Durch
die Zugabe von NaBr zur Fermentationsbrihe soll die Halogenase, welche unter normalen
Umsténden die Chlorierung an C-19 des Aromaten durchfihrt, stimuliert werden dort ein
Bromatom zu installieren. Zwar wurde bereits bel der Supplementierung des 1,3-anti-
Diols 234 kein chloriertes Derivat detektiert'*, dennoch bestand die Hoffnung, dass durch
einen Uberschuss von NaBr die Halogentransferase stimuliert werden konnte. Leider fand
keine Bromierung statt und es wurden die gleichen Derivate wie in der Fermentation ohne
NaBr erhalten.

4.4.4 Darstellung von acylierten Proansamitocinen mit nichtzyklischen
Carbamaten

Aufgrund der Tatsache, dass die 1,3-Diole von beiden Blockmutanten umgesetzt wurden,
sollte im Folgenden eine Methode entwickelt werden werden, die es erlaubt neben der
biologisch wichtigen Carbamat-Einheit an C-7 auch noch die biologisch wichtige
Esterseitenkette an C-3 einzufiihren. Zuerst musste aso ein Diol mit Esterseitenkette
synthetisiert werden, welches anschlief3end durch die beiden Organismen carbamoyliert und
eventuell durch weitere post-PK S-Enzyme noch anderweitig verandert werden konnte (siehe
Schema 51). Dieses dann zusétzlich carbamoylierte Produkt sollte in SAR-Studien eingesetzt
werden, um zu untersuchen, wie sich nicht zyklische Carbamate beim Proansamitocin auf die
biologische Aktivitat auswirken. Es wurde das 1,3- anti-Diol gewéahlt, da dieses die gleiche

Stereochemie der Hydroxygruppen an C-7 und C-9 aufweist, wie im Naturstoff AP-3 28.
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HO

31

Schema 51. Retrosynthese zum nicht zyklischen, carbamoylierten an C-3-veresterten Proansamitocin-
Derivat 244.

Hierfir wurde Proansamitocin 31 wie oben beschrieben mit LiBH, reduziert. Nach der
Trennung der Diastereomere Uber prdp. HPLC wurde das 1,3-anti-Diol 234 in guten
Ausbeuten von 90 % a's Acetonid geschiitzt. Das so erhaltene 1,3-anti-Acetonid 245 wurde
schliefdlich Uber die in Kapitel 4.4.2 beschriebene Veresterung zweifach mit der P-3-
Seitenkette (Isobuttersaure) acyliert. Diese Reaktion verlief auch mit diesem Substrat in guten
Ausbeuten von 90 %. Anschliefiend musste das Acetonid entfernt werden, was mit PPTS in
wasserfreiem CH3;OH gelang, die Ausbeute lag hier bei 88 %. Die Verwendung von
absolutem, trockenem Lésungsmittel ist hierbel sehr wichtig.

Um das Mutasynthon 246 fir die anschlief3ende Fermentation zu erhalten, musste das Phenol
wieder frel gesetzt werden. Dies gelang mit der ebenfals im Kapitel 4.4.2 vorgestellten
Entschiitzungsvariante mit NaHCO3; in CH3OH in sehr guten Ausbeuten von 91 % (siehe
Schema52).

c. de

246

Schema 52: Synthese von C-3-verestertem Proansamitocin-Derivat 246. Bedingungen: a) THF, LiBH,, -78 °C,
1.5 h, 94 %; b) Dimethoxypropan, CH,Cl,, PPTS, 2 h, RT, 90 %; ¢) CH,Cl,, DMAP, DIC, iso-Buttersdure, 1 h,
RT, 90 %; d) CH;OH, PPTS, 5 h, RT, 88 %; €) CH30H, NaHCO3, 3h, RT, 91 %.

Das synthetisierte Proansamitocin-Derivat 246 wurde anschlief3end sowohl an die AHBA-(-)-
Mutante des Geldanamycin-Produzenten, als auch an die entsprechende Mutante des
Ansamitocin-Produzenten verfittert. Im Fall der Verfltterung an die AHBA-(-)-Mutante von
S hygroscopicus wurde in geringen Ausbeuten das an C-7 carbamoylierte Produkt 244 (14%)
sowie das an C-9 carbamoylierte Produkt 247 (13%) erhalten (siehe Schema 53).
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K390-61-1

246 244 (14 %) 247 (13 %)

Schema 53: Fermentation mit an C-3-verestertem Proansamitocin-Derivat 246 mit der Mutante K390-61-1.

Aullerdem wurde das Edukt 246 zu 60 % reisoliert. Im Vergleich zu dem nicht veresterten
1,3-anti-Diol-Derivat 234 ist zu sagen, dass die Carbamoyltransferase bei Anwesenheit der
Esterseitenkette an C-3 zum einen weniger produktiv und zum anderen weniger selektiv ist.
Wahrscheinlich spielt die sterische Hinderung eine grof3e Rolle, da die Carbamoylierung an
C-7 schlechter ablauft, daftr jedoch mehr C-9-Carbamat gebildet wird.

Die Verfitterung des an C-3 veresterten 1,3-anti-Diols 246 an die AHBA-(-)-Mutante von
A. pretiosum lieferte ein sehr breit gefachertes Produktspektrum. Es wurden mehrere Derivate
erhaten, die keine Seitenkette mehr trugen, was bedeutet, dass es unter den
Fermentionsbedingungen zur Hydrolyse des Esters gekommen war. Diese Beobachtung kann
nur auf eine Umsetzung durch den Organismus zuriichzufthren sein, da die Fermentation bei
neutralem pH-Wert erfolgt. Zwei der Produkte ohne Esterseitenkette wurden an C-7
carbamoyliert. Diese beiden Substanzen sind die gleichen wie sie in der Fermentation von
1,3-anti-Diol 234 erhalten wurden'® (siehe Kapitel 4.4.3). Zudem wurde ein nicht-
carbamoyliertes Derivat 249 ohne Esterseitenkette gefunden, welches aber zusétzlich

O-methyliert war und noch dazu eine phenolische Funktion an C-17 aufwies.

Y~ "OH
OMe

238 R = H; R? = CONH, (10 %) 249 (8 %)
248 R’ = Me; R? = CONH, (21 %)

Schema 54: Fermentation mit C-3-verestertem Proansamitocin-Derivat 246 mit der Mutante HGFO73 I.
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Neben den erwéhnten Derivaten ohne Esterseitenkette an C-3, wurden auch die erwarteten
Derivate gefunden, die sowohl den Ester an C-3, als auch das Carbamat an C-7 aufwiesen.
Ein Derivat 250 war zusétzlich O-methyliert. Zudem wurde auch in dieser Fermentation ein
an C-9 carbamoyliertes Produkt 247 isoliert. Die Ausbeute des an C-9 carbamoylierten
Produkts 247 lag mit 9 % unter der des an C-7 carbamoylierten Produkts 244, welche bei
22% lag. Auch im Fall des Ansamitocin-Produzenten scheint also die Selektivitét der

Carbamoyltransferase bel vorhandener Seitenkette an C-3 stark abzunehmen.

H
o HO. N

“OH

OMe NH;,

OMe

244R"=H (22 %) 247 (9 %)
250 R" = Me (18 %)

Schema 55: Fermentation mit C-3-veresterten Proansamitocin-Derivat 246 mit der Mutante HGFO73 11.

Des Weiteren wurden noch zwel glycosylierte Derivate gefunden: Sie unterscheiden sich
durch die Carbamoylierung, welche in dem einen Derivat 252 an C-9 und in dem anderen
Derivat 251 an C-7 stattgefunden hat. Aul3erdem war in dem an C-9 carbamoylierten Produkt
252 zusétzlich noch ein weitere Carbamat-Gruppe vorhanden. Vermutlich war einer der
Alkohole der Glukose carbamoyliert. Da in diesen beiden Fallen zu wenig Substanz fir eine
detailliete °*C-NMR-Analytik vorhanden war, musste auf Vergleichsspektren
zurlickgegriffen werden, um so die Position der C-7 bzw. C-9 Carbamoyl-Gruppe festzulegen.
Aul¥erdem mussten auch in Bezug auf die Zucker Vergleichsspektren herangezogen werden.
Hierflr boten sich Ergebnisse von T. KNOBLOCH an, der auch im Rahmen seiner Arbeiten
glycosylierte Ansamitocin-Derivate isolierte.®* Durch *C-NMR-Analytik konnte er belegen,
dass sich das Glycosid am Amid-Stickstoffatom befindet und dass die 3-Position des Zuckers
das zusétzliche Carbamat tragt. Auch in der Literatur werden N-glycosylierte Derivate von
Ansamitocin beschrieben.’®® Es kann also vermutet werden, das hier eine vergleichbare

Struktur vorliegt; ein N-Glycosid das zusétzlich an C-3" der Glucose carbamoyliert ist.

163 3) J. Ma, P.-J. Zhao, Y .-M.Shen, Arch. Pharm. Res. 2007, 30, 670-673; b) C. Lu, L. Bai, Y. Shen, J. Antibiot.
2004, 57, 348-350.
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OH_
<" "OH o4

OMe OMe NH;
246 251 (4 %) 252 (4 %)

Schema 56: Fermentation mit C-3-verestertem Proansamitocin-Derivat 246 mit der Mutante HGFO73 111.

445 Darstellungvon C-1 reduziertem Proansamitocin

In diesem Kapitel wird die Generierung eines Amin-Proansamitocins 253 beschrieben,
welches anschlief3end in einer Fermentation eingesetzt werden sollte, um zu testen, welche
post-PKS-Enzyme das Substrat weiter modifizieren. Zudem stellt dieses Intermediat ein
interessantes Derivat fir SAR-Studien dar, da mithilfe dieses Substrates in biologischen Tests
Rickschlisse auf die Bedeutung des Amids gezogen werden konnen. Die Idee zu diesem
Molekil gaben die Nebenprodukte der CBS-Reduktion am Proansamitocin 31. Die
Retrosynthese ist in Schema 57 dargestellt.

Schema 57: Retrosynthese zum Amin-Proansamitocin-Derivat 253.

Forma muss bel der Redlisierung der abgebildeten Retrosynthese das Amid selektiv in
Gegenwart des Ketons an C-9 reduziert werden. Da dies chemisch nicht zu redlisieren ist,

184 C. E. Snipes, D. O. Duebelbeis, M. Olson, D. R. Hahn, W. H. Dent, J. R. Gilbert, T. L. Werk, G. E. Davis, R.
Lee-Lu, P. R. Grauper, J. Nat. Prod. 2007, 70, 1578-1581.
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muss entweder das Keton geschiitzt werden oder nach Erzeugung des Amins durch Oxidation
regeneriert werden.

Erste Uberlegungen fuhrten dazu, die Carbonylgruppe an C-9 als Acetal zu schiitzen, um
anschliefRend die Reduktion durchfiihren zu kénnen. Daraufhin sollte die Carbonylgruppe
freigesetzt werden.'®® Die Umsetzung zum Acetal verlief jedoch in sehr geringen, nicht
reproduzierbaren Ausbeuten. Ein Problem dieser Umsetzung war, dass unter den sauren
Bedingungen wahrscheinlich der Alkohole an C-7 éiminiert und danach in einer MICHAEL-
Addition MeOH addiert. Hinweise auf enen solchen Prozess wurden in
massenspektrometrischen Untersuchungen gefunden. Da die Entschiitzung des Acetals unter
den gleichen Reaktionsbedingungen ablaufen wirde, und es dann auch wieder zu einer
Eliminierung mit anschlief3ender MICHAEL-Addition kommen koénnte, wurde von dieser
Strategie Abstand genommen.

Ein dternativer Zugang zum Amin-Proansamitocin 253 ist eine Schitzungs-Reduktions-
Oxidations-Entschitzungs-Sequenz. Fir die Realisierung dieser Strategie mussten zuerst alle
Alkohole des Proansamitocins 31 geschutzt werden. Hierfir wurden sowohl die TES- wie
auch die TBS-Schiitzung in Betracht gezogen. Beide Silylierung konnten in guten Ausbeuten
Uber 90 % redlisiert werden.

Die anschlief?ende Reduktion zum Amin sollte nun analog zur CBS-Reduktion mit BHj
realisiert werden. Hierfir wurde das TES-geschitzte Proansamitocin bel -40 °C mit dem
Boran gertihrt. Diese Umsetzung fihrte lediglich zur Reduktion der Carbonylgruppe an C-9,
jedoch nicht zum gewiinschten Amin. Auch eine Temperaturerhéhung und die Verlangerung
der Reaktionszeit lieferte nicht das gewtinschte Produkt. Es wurde entschieden die Reduktion
mit NaBH, durchzuftihren. Da die TES-Schutzgruppen fir diese Reduktion zu instabil waren,
wurde auf das TBS-geschutzte Proansamitocin zuriickgegriffen. Eine erste Umsetzung mit
NaBH, lieferte Ausbeuten um die 15 %, sowie ein breites Produktspektrum. Zum einen wurde
ein an C-9 reduziertes einfach TBS-entschiitztes Proansamitocin-Derivat erhalten, aul3erdem
wurde ein zweifach TBS-entschitztes an C-9 reduziertes Proansamitocin-Derivat, ein an C-9
reduziertes zweifach TBS-entschitztes Amin-Proansamitocin, sowie das gewlnschte Produkt
254 isoliert. Die Reduktion wurde in diesen Fallen wie folgt durchgefihrt: Das Edukt,
welches in Benzol gelost war, wurde bei 0 °C zu einer Losung von NaBH, in Diethylether
getropft und anschlief3end wurde bel RT mehrere Stunden gertihrt. Die Zeit spielte bei dieser
Umsetzung keine grof3e Rolle, denn auch wenn die Reaktion Uber 16 h bei RT rihrte, ergab

15 E Wenkert, T. E. Goodwin, Synth. Comm. 1977, 7, 409-415.
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sich das gleiche Produktspektrum. Eine leichte Ausbeuteerhthung ergab schliefdlich die
Erhohung der Temperatur nach dem Zusammengeben. Die Zusammenfihrung der beiden
Reagenzien erfolgte wieder bei 0°C, nur wurde anschlief?end 30 min unter Ruckfluss auf
50 °C erhitzt. Mit dieser Variante konnte die Ausbeute auf 26 % erhoht werden. Aullerdem ist
Zu sagen, dass das C-9 reduzierte, Phenol-entschiitzte Derivat auch noch einmal fir die
Reduktion genutzt werden konnte, was die Ausbeute steigern sollte. Auch in der
entsprechenden Literatur werden solche Umsetzungen als schwierig und mit schlechten
Ausbeuten beschrieben.'® Das so erhaltene Diastereomerengemisch wurde anschlief}end in
einem Testansatz mit DMP zum Keton oxidiert und auch die abschlief3ende Entschiitzung mit
TBAF konnte erfolgreich massenpektrometrisch nachgewiesen werden (siehe Schema 58).
Fur den Abschluss dieser Mutasynthese steht jetzt noch das Scale-up dieser Reaktionen und
die erfolgreiche Verfitterung an die beiden Mutanten aus.

Schema 58: Synthese von Amin-Proansamitocin 253. Bedingungen: @) CH,Cl,, 2,6-Lutidin, TBSOTf, RT, 2 h,
92 % ;b) LiAlH,, Et,O, 20 min, 45 °C, 26 %; c) CH,Cl,, DMP, NaHCO;3, 1 h, RT, nur MS; d) THF, TBAF, 6 h,
RT, nur MS.

4.4.6 Darstellung von hydriertem Proansamitocin

Eine andere Mdglichkeit, den Ring von Proansamitocin zu verandern, stellt die katalytische
Hydrierung dar. Dieses hydrierte Proansamitocin kann zum einen untersucht werden,
inwieweit die post-PKS-Enzyme der beiden Produzenten das jetzt gesdttigte und somit
flexiblere Substrat dekorieren. Zum anderen kdnnen Uber biologische Tests Ruickschliisse auf
den Einfluss eines starren oder flexiblen Substrats gezogen werden. Die Hydrierung, welche
mit Pd/C als Katalysator durchgeftihrt wurde, lieferte in guten Ausbeuten jedoch mit geringer
Stereoselektivitét vier Diastereomere des hydrierten Proansamitocins, wobei ein Diastereomer
nur in Spuren gebildet wurde (siehe Schema 59).

%8 B H. Lee, M. F. Clothier, S. S. Johnson, Bioorg. Med. Chem. 2001, 11, 553-554.
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255

Schema 59: Darstellung von hydriertem Proansamitocin. Bedingungen: CH3;OH, Pd/C, H,, 24 h, RT, 39%
(Hauptdiastereomer).

Welterhin gibt es ein Hauptdiastereomer welches in einer Ausbeute von 39 % isoliert werden
konnte und zwei Diastereomere, die zu gleichen Teilen entstanden waren; namlich jewells zu
19 %. Leider scheiterten Kristallisationsversuche und so konnten die Substanzen den
entsprechenden Strukturen nicht zugeordnet werden.

Trotz der unzureichenden Strukturaufklarung wurde das oben erwdhnte Hauptdiastereomer in
einem Testansatz der Mutante des Ansamitocin-Produzenten A. pretiosum zugefittert. In
ersten massenspektrometrischen Untersuchungen stellte sich heraus, dass nur das

carbamoylierte Derivat 256 entstanden war (siehe Schema 60).

HGF 073

—_— Y

256

Schema 60: Testfermentation mit hydriertem Proansamitocin 255.

4.4.7 Biologische Aktivitaten der Proansamitocin-Derivate

Die in Kapitel 4.4 dargestellen neuen Ansamitocinderivate wurden am Helmhol z-Zentrum fur
Infektionsforschung in Braunschweig von F. SAsSE et al. auf ihre biologische Aktivitét
untersucht. Hierfir wurden MTT-Tests™ an verschiedenen humanen Krebszelllinien
durchgefuihrt. Die zum Ende dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse sind in Tabelle 3
zusammengefasst.
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Tabelle 3: Biologische Aktivitdten der Proansamitocin-Derivate (antiproliferative Aktivitét 1Cso [NM] von
Ansamitocin-Derivate.

HO t '. }\( 0 Me N 9;{
Zelllinie Ansamitocin O‘ P Nk, -
(Ursprung) P-3 z ~oH PN H
Meé Meé

L-929
(Maus- 0.2 >7000 >7000
fibroblasten)

KB-3-1
(Cervix- 0.17 >3497 3497
Karzinom)

u-937
(Lymphom) 0.0055 n.d. n.d.
PC-3

(Prostata- 0.055 >7000 >7000
Karzinom)

SK-0V-3
(Ovarial- 0.047 >7000 4016
Karzinom)

A-431
(Epidermoid- 0.079 >7000 5937
Karzinom)

HUVEC (humane
Nabelschnurvenen- n.d. >7000 4365
Epithelzellen)

Die Ergebnisse der biologischen Tests zeigen, dass die Proansamitocin-Derivate 244 und 250,
die beide ein nicht zyklisches Carbamat an C-7 tragen nicht zytotoxisch sind. Beide Derivate
zeigen trotz eingefuhrter Isobuturyl-Seitenkette an C-3, die beim Ansamitocin P-3 28
entscheidend fur die Aktivitét ist, keine biologische Aktivitat. Ein Grund fur die Inaktivitét
konnte die Konformation der rechten Hemisphare des Molekils sein, wo im Naturstoff
AP-3 28 ein 6-Ring-Carbamat vorliegt. In den beiden Derivaten 244 und 250 liegt hier ein
offenkettiges Carbamat vor, welches in beiden Félen an C-7 gebunden ist. Die fur die
biologische Aktivité wichtige Hydroxygruppe an C-9 liegt in beiden Derivaten mit der
richtigen Stereochemie vor. Es ist also festzuhaten, dass die 6-Ring-Konformation wichtig
fur die biologische Aktivitét ist, da sie die Hydroxygruppe an C-9 in eine ganz bestimmte
Stellung bringt. Die offenkettigen Carbamat-Varianten hingegen scheinen diese réaumliche
Struktur nicht annehmen zu kénnen und sind daher inaktiv.
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4.4.8 NMR-Analytik der Proansamitocin-Derivate

Nachdem das Proansamitocin 31 sowohl semisynthetisch wie auch mutasynthetisch verandert
vorlag, zeigten sich in den meisten NMR-Spektren zwei Konformere.

Die Tatsache, dass zwei Konformationen in den entsprechenden NM R-spektroskopischen
Untersuchungen zu sehen sind liegt daran, dass das Molekll in Lésung zwei langlebige
Konformationen einnehmen kann. Diese langlebigen Konformationen verhaten sich in NMR-
Messungen wie zwei unterschiedliche Molekiile.'®

Um nur einen Datensatz fur das Molekil zu erhaten, kann durch Temperaturerhéhung
versucht werden, den chemischen Austausch zwischen den beiden Konformeren zu
beschleuningen, so dass die Konformationen schnell ineinander Ubergehen. Es kommt dann
erst zu einem sehr breiten Signal, welches nach Uberschreitung des K oal eszenz-Punktes™® zu
einem scharfen Signal wird.

In Bezug auf die Proansamitocine wurde versucht, durch Erhéhung der Temperatur, diesen
Koaleszenz-Punkt zu Uberschreiten, um einen enzelnen Signalsatz zu erhaten. Der
Koaleszenspunkt konnte in diesem Fall jedoch nicht erreicht werden da er Uber der
maximalen Messtemperatur lag. Es wurde entschieden, die Messungen bel niedrigen
Temperaturen durchzufihren, um die Signale beider Konformere getrennt voneinander

zuordnen zu kdnnen (siehe Abbildung 54).

P I (AN W Y T (L PN 315K

i j Y gl Wi : i LT 2esk
W L WA UL W AN 1 V. U L S L W LYY L e Wi 283K
LA S S

Abbildung 54: *H-NMR-Messungen von dem Proansamitocin-Derivat 236 in Methanol-d, bei verschieden

Temperaturen.

167 G. Quinkert, E. Egert, C. Griesinger, Aspekte der Organischen Chemie, VCH Weinheim, 1995.
188 Hier ist die Austauschgeschwindigkeit von derselben GroRenordnung wie die Differenz der chemischen
Verschiebungen.
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In der Abbildung ist deutlich zu sehen, wie die Signale aler Protonen mit zunehmender
Temperatur immer breiter werden. Vor alem anhand der aromatischen und olefinischen
Protonen links im Bild ist dieses deutlich zu erkennen. Auch die Methylgruppe bei ca. 1 ppm
wird immer breiter. Allerdingsist auch bel 323 K noch keine Feinstruktur erkennbar.

In Abbildung 54 ist ebenfals zu sehen, dass bei 283 K beide Konformere inklusive
Feinstruktur deutlich erkennbar sind. Die gute Signalqualitéat dieser Analyse ermdglichte es,

die Signale beider Konformere in der Mischung zweifelsfrei zuzuordnen



112

Zusammenfassung und Ausblick

5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die AHBA-(-)-Mutante von S. hygroscopicus

eine Vielzahl an Mutasynthonen auf die PKS aufladt, zu seco-Progeldanamycin-Derivaten

prozessiert, zyklisiert und anschlief3end Uber post-PKS-Enzyme weiter modifiziert. Dabei

wurden 54 Mutasynthone eingesetzt, von denen lediglich zehn nicht zu neuen Geldanamycin-

Derivaten umgesetzt wurden (siehe Abbildung 55).
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Abbildung 55: Wéhrend dieser Arbeit verfitterte Startbausteine (in rot: nicht angenommenen Mutasynthone; in
grin: durch den Organismus verdnderten Mutasynthone; in schwarz: Mutasynthone die zu erwarteten
M utasynthese-Produkten fihrten).
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Einige dieser Startbausteine wurden vor der Aufladung und Prozessierung vom Organismus
verandert, und danach erst weiter umgesetzt. Uber diesen mutasynthetischen Zugang konnte
eine Vielzahl von neuen Geldanamycin-Derivaten isoliert und charakterisiert werden. So
wurde effektiv eine Bibliothek von neuen V erbindungen erstellt.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Geldanamycin-Amidsynthase nicht sehr
selektiv zu sein scheint, da dieses Enzym auch den Benzylalkohol in meta-substituierten
(Hydroxymethyl)benzoesduren zu Lactonderivaten zyklisieren kann (siehe Schema 61),
anstatt ausschlief3ich die Lactamderivate zu bilden.

HO | N OH

Schema 61: Verfitterungen von meta-substituierten (Hydroxymethyl)benzoesauren.

Ein weiterer interessanter Einblick in die Biosynthese konnte durch die Verfitterung von
3-Amino-5-(hydroxymethyl)benzoesdure 174 erreicht werden. So ist dies die erste bekannte
Mutasynthese von Geldanamycin, bel der ale mobglichen post-PKS-Modizierungen
nachgewiesen werden konnten. Dieses Ergebnis ermdglichte es neue Rickschlisse auf die
Reihenfolge der post-PK S-Schritte zu ziehen.

Aullerdem wurden die neuen Geldanamycin-Derivate 97, 98 und 181 erfolgreich in
semisynthetische Derivatisierungen eingesetzt, wobel Derivatisierungen zum Beispiel Uber
Suzuki-M1YAURA-Kupplungen oder HUISGEN-Cycloaddition erreicht wurden.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Proansamitocin 31 ein
optimales Ausgangssubstrat fir eine Vielzahl von semisynthetischen Veréanderungen darstellt,
da es stabil unter den meisten Reaktionsbedingungen ist. Mithilfe der Semisynthese konnten
viele neue Proansamitocin-Derivate dargestellt werden. Diese neuen Derivate konnten selbst
schon in SAR-Studien eingesetzt werden, und oder durch weitere Verfitterungsexperimente
sowohl an den Ansamitocin-Produzenten, wie auch an den Geldanamycin-Produzenten zu
weiteren neuen Proansamitocin-Derivaten fuhren, die dann wiederum in SAR-Studien
eingesetzt wurden (siehe Abbildung 56). Diese SAR-Studien zeigten, dass Proansamitocin-

Derivate mit nicht zyklischem Carbamat an C-7 be gleicher Stereochemie der
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Hydroxygruppe an C-9 wie im AP-3 28 keine biologische Aktivitdt aufweisen, was

wahrscheinlich auf eine verénderte Konformation zuriickzufihren ist.

231

256

Abbildung 56: Uber einen kombinierten Mutasynthese/Semisynthse-Ansatz dargestellte Derivate.

Durch die Verfltterungen wurde auf3erdem die Substratflexibiltét der verschiedenen Enzyme
beleuchtet. So ist zum Beispid festzuhalten, dass in fast alen Verfltterungen an den
Ansamitocin-Produzenten immer nur die Carbamoyltransferase und die Methyltranferase
aktiv waren. Diese beiden Enzyme sind also eher flexibel. Alle anderen post-PKS-Enzyme
des Ansamitocin-Produzenten scheinen substratspezifisch zu sein, da diese Enzyme auch bei
leicht veranderten Substraten keine Reaktivitét zeigten. Genau wie die Carbamoyltransferase
des Ansamitocin-Produzenten scheint auch die des Geldanamycin-Produzenten sehr flexibel
zu sein. Uber ale anderen Enzyme dieses Produzenten kann hier keine Aussage gemacht
werden, da die verfitterten Proansamitocin-Derivate eine zu grof3e strukturelle Abweichung

von dem in der Natur vorkommenden Progel danamycin aufweisen.

5.2 Ausblick

Im Hinblick auf die Mutasyntheseexperimente von Geldanamycin gébe es folgende im grof3en
Maldstab zu wiederholende Verfitterungsexperimente, die es erlaubten, die neuen

Geldanamycin-Derivate biologisch zu testen und zum anderen, bisher nicht verfligbare
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Derivate darzustellen. Interessante, im kleinen Maldstab nachgewiesene Derivate sind zum
Beispiel das Triazolderivat 170, oder auch das Furanderivat 147 sowie das
Cyclopropylderivat 124 (siehe Abbildung 57).

Abbildung 57: Interessante neue Fermentationsprodukte.

Auch der gezielte Einbau von Heteroaromaten konnte noch breiter untersucht werden. Wie
die Arbeit gezeigt hat, ist der Einbau von Nikotinsaurederivaten moglich. Deshalb sollten zum
Beispiel Thiophenderivate 257 und 258, Furanderivate wie 259, Pyrrolderivate wie 260 oder
das Pyrimidinderivat 261 dahingehend untersucht werden, ob sie auf die PKS des

Geldanamycinproduzenten aufgel aden und prozessiert werden konnen (siehe Abbildung 58).

s HN_ o HO___O
| ) —NH; HN -8 0 | / / \ o}
; < il Sy
OH OH
OH o OH H,N \N)
259 261

257 258 260

Abbildung 58: Interessante heteroaromati sche-M utasynthone.

Auch wére es interessant, das Semisynthesespektrum der Geldanamycin-Derivate zu
erweitern; so zum Beispiel mit weiteren C-C-Kreuzkupplungen oder neuen Versuchen zur
HuisGEN-Cycloaddition mit weniger polaren Verbindungen.

In Bezug auf die Lacton-Derivate wére es interessant, auch hier heteroaromatische
Startbausteine wie 5-(Hydroxymethyl)nikotinsdure 279 einzusetzen, um so zum Beispiel das
heteroaromatische Lacton-Derivate 280 zu erhalten (siehe Schema 62).
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HO X “oH K-390-61-1
>
N

279

Schema 62: Mutasynthese mit 5-(Hydroxymethyl)nikotinsdure 279.

Aul¥erdem sollte das positive Ergebnis der simulierten Mutagenese zeitnah aufgegriffen und
mikrobiologisch umgesetzt werden. Mit dem mutagenetisch erzeugten Organismus sollte
dann die Supplementierung des Hydroxymethyl-Startbausteins wiederholt werden, um die
Vorhersage der simulierten Mutagenese zu bestdtigen. AulRerdem wdare ein solcher
Organismus interessant, wenn es dadurch gelange, die Fermentationsausbeuten der
Mutasynthesen zu steigern. Viele der durchgefiihrten Mutasyntheseexperimente zeigten vor
adlem be groleren Substituenten am aromatischen System nur geringe Ausbeuten, die
eventuell durch den Austausch der sterisch anspruchsvollen Aminoséure Prolin gegen Alanin
erhdht werden koénnten. Das Eindringen der seco-Progeldanamycin-Derivate in das aktive
Zentrum der Amidsyntase wirde so erleichtert was zu einer erhdhten Zyklisierungsrate fihren
wirde.

Im Hinblick auf die Semisynthese/Mutasynthese-Experimente des Proansamitocins musste
zunéchst die Synthese zu dem an C-1-reduzierten Proansamitocin 253 im gréf3eren Mal3stab
wiederholt werden (siehe Abbildung 58).

Schema 63: Darstellung von acyliertem, carbamoyliertem und N-methyliertem Proansamitocin.

Mit ener nachfolgenden Testfermentation konnen dann erste Rickschlisse auf die
Umsetzung dieses Substrates durch die post-PK S-Enzyme gezogen werden. V orangegangene
Verfitterungsexperimente lassen bereits vermuten, dass nur die Carbamoylierung und

eventuell noch die O-Methylierung stattfinden werden. Die Seitenkette misste nachtraglich
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chemisch eingefiihrt werden. Fir diese Umsetzung muss ein Weg gefunden werden, das
reaktive Amin selektiv zu schitzen damit es nicht ebenfalls acyliert wird. Interessant wéare
natirlich auch eine dauerhafte N-Methylierung (siehe Abbildung 58), da diese auch im
natiirlichen Ansamitocin P-3 28 vorliegt.'®®

Zusétzliche maogliche Derivatisierungen wéaren die selektive Hydrierung, eventuell mit
Lindlar-Katalysator, um nicht alle olefinischen Doppelbindungen zu hydrieren und somit

ebenfalls neue Derivate zu erhalten.

19.3) P. W. Dyer, J. Fawcett, G. A. Griffith, M. J. Hanton, C. Oliviert, A. R. Patterson, S. Suhard, Chem. Comm.
2005, 3835-3837; b) R. F. Borch, A. |. Hassid, J. Org. Chem. 1972, 37, 1673-1674.
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6 Experimenteller Tell

6.1 Allgemeine Hinweise zu den chemischen Arbeiten

Geratschaften

Alle Reaktionen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagenzien wurden unter
Inertgasatmosphére (Stickstoff oder Argon) durchgefiihrt. Die entsprechenden Glasgerédte
wurden vor der Verwendung im Vakuum ausgeheizt, Spritzen und Kantilen wurden bei 80 °C

getrocknet und mit Inertgas gesplilt.

L dsungsmittel und Reagenzien

Losungsmittel fir den Einsatz in feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden nach
Standardverfahren'™ getrocknet und unter Inertgasatmosphare aufbewahrt bzw. frisch
destilliert eingesetzt oder kéuflich erworben (FLUKA, ACROS). Bei sauerstoffsensiblen
Reaktionen wurde das Losungsmittel vor Gebrauch durch Splilen mit Inertgas oder nach
Ausfrieren im Vakuum (freeze-pump-thaw degassing) entgast. Alle Reagenzien, deren
Herstellung nicht angegeben ist, stammen von den Firmen ACROS, ALDRICH, FLUKA und
ABCR. Bei wassrigen Lésungen handelt es sich um geséttigte L oésungen, sofern nicht anders
angegeben.

Saulenchromatographie

Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firmen FLUKA (Korngrof3e 40-63 pm),
MACHERY-NAGEL (Korngréf3e 40-63 pm) oder PROSEF (Korngrof3e 20-45 pum) bei leichtem
Uberdruck durchgefuihrt. Die eingesetzten Losungsmittel wurden einfach destilliert, das

Eluentenverhdtnisist in den entsprechenden V ersuchsvorschriften angegeben.

Dunnschichtchromatographie
Fir die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien
vom Typ 60 Fx4 der Firma MERCK verwendet. Die Indikation erfolgte durch

Fluoreszenzdetektion (. = 254 nm) und durch unterschiedliche Farbereagenzien™

Y W. L. F. Armarego, D. D. Perrin, Purification of Laboratory Chemicals, 4™ Ed., Butterworth and Heinemann,
Oxford 1996.

71 3, Leonhard, B. Lygo, G. Procter, Praxisin der organischen Chemie, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim,
1996.
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(Anisaldehyd-, 2,4-Dinitrophenylhydrazin-, Kaliumpermanganat- oder  Ninhydrin-
Tauchreagenz) mit anschlief3ender Warmebehandlung.

HPLC

Anaytische HPLC wurde an einer Hewlett Packard 1050 series HPLC-Anlage mit
UV-Detektion (A = 305 nm) durchgefiihrt. Als stationare Phase wurde eine LiChrospher® 100
RP-18 (5 um, 125 mm - @ 4 mm, mit entsprechender Vorsaulenkartusche, 4 mm - @ 4 mm)
Saule der Firma MERCK benutzt.

Préparative HPLC wurde an einer MERCK HITACHI LaChrome HPL C-Anlage (Pumpe L-7150,
Interface D-7000, Diode Array Detector L-7450 [A = 220-400 nm]) durchgefiihrt. Hierflr
kamen folgende stationdre Phasen zur Anwendung: C-18 (TRENTEC Reprosil-Pur 120 C18
AQ 5 pum, 250 mm - @ 25 mm, mit entsprechender Vorséulenkartusche, 30 mm - @ 20 mm);
C-18 (TReENTEC Reprosil-Pur 120 C18 AQ 5 um, 250 mm-@ 8 mm, mit entsprechender
Vorsdulenkartusche, 40mm-@8mm); CN (TRENTEC Reprosi 100 CN 5 pm,
250 mm - @ 8 mm, mit entsprechender V orsaulenkartusche, 40 mm - @ 8 mm).

Alternativ wurde pragparative HPLC an einer Varian HPLC-Anlage (Pumpen Prepstar Model
218, Variabler Wellenlangendetektor Prostar [A = 248 nm]) mit paralleler Massendetektion
(Micromass Typ ZMD ESI-Quad-Spektrometer) unter Verwendung der stationdren Phase
C-18 (TReNTEC Reprosil-Pur 120 C18 AQ 5 um, 250 mm - @ 25 mm, mit entsprechender
Vorsaulenkartusche, 30 mm - @ 20 mm)durchgefiihrt

Die verwendeten organischen Lésunsmittel wurden von der Firma Acros bezogen und vor
Gebrauch im Ultraschallbad entgast. Wasser wurde zunéchst Uber eine Filterkartusche
gereinigt und anschlief3end doppelt destilliert. Die verwendeten Séulen, Betriebsbedingungen
und Retentionszeiten (tg) sind in den entsprechenden V ersuchsvorschriften angegeben.

NM R-Spektroskopie

Die Aufnahme von *H-NMR Spektren erfolgte mit den Gerdten DPX-200 (200 MHz), AVS-
400, DPX-400 (400 MHz) und DRX-500 (500 MHz) der Firma BRUKER bei Raumtemperatur
sofern nicht anders angegeben. Das verwendete Solvens ist jeweils angegeben, kalibriert
wurde auf das durch den Restprotonengehalt des Lésungsmittels verursachte Signal.*”? Die
Angabe der chemischen Verschiebung ¢ erfolgt in ppm, die der Kopplungskonstanten J in
Hertz (Hz), die Multiplizitéten werden wie folgt abgekirzt: s = Singulett, d = Dublett,

124, E. Gottlieb, V. Kotlyar, A. Nudelman, J. Org. Chem. 1997, 62, 7512-7515.



120 Experimenteller Tell

t = Triplett, g = Quartett, qu = Quintett, se = Sextett, sep = Septett, m = Multiplett. Vor der
Multiplizitétsangabe stehende Abkurzungen geben an: d = doppelt, b = breites Signal.
3C-NMR Spektren wurden mit den Gerdten AV S-400, DPX-400 (100 MHz) und DRX-500
(125 MHz) der Firma BRUKER aufgenommen. Das verwendete Solvens ist jewells angegeben,
kalibriert wurde auf das vom Lésungsmittel verursachte Signal.'’> Die Angabe der
chemischen Verschiebung 6 erfolgt in ppm, die angegebenen Multiplizitdten entsprechen
denen nicht entkoppelter Spektren: s = Singulett (entspricht quartérem Kohlenstoff),
d=Dublett (tertidrer Kohlenstoff), t = Triplett (sekundérer Kohlenstoff), g = Quartett
(primérer Kohlenstoff). Die Anzahl der an den jeweligen Kernen a-stéandigen
Wasserstoffatome wurde aus dem HSQC-Spektrum bestimmt.

Sofern nétig wurden fiir eine vollstandige Interpretation *H-"H-K orrel ationsspektren (COSY),
'H-13C-K orrelationsspektren (HMQC, HMBC, HSQC) oder nOe-Experimente durchgefiihrt.
Bei den Kopplungen mit anderen NMR-aktiven Kernen (*°F) handelt es sich ausschliefdlich
um Dubletts, eswird lediglich die Kopplungskonstante Je.c (in Hz) angegeben.

M assenspektrometrie

Hochaufgel 6ste Massenspektren (HRMS) wurden mit einem MICROMASS LCT mit Lock-
Spray-Einheit gemessen. Die Injektion erfolgte im Loop-Modus in einer HPLC-Anlage der
Firma WATERS (Alliance 2695). Alternativ wurden die Messungen an einer Acquity-UPLC
(WATERS) Anlage gekoppelt mit einem Q-Tof Premier Massenspektrometer (WATERS) im
Lock-Spray-Modus gemessen. Die lonisierung erfolgte durch Elektrospray-lonisation (ESI)
oder durch chemische lonisation bei  Atmospharendruck (APCI). MSMS-
Fragmentierungsexperimente wurden mit Argon als Kollisionsgas bei einer Kollisionsenergie
von 15 bis 35 eV durchgefiihrt. Angegeben sind berechnete und gefundene Masse.

Schmelzpunkte
Unkorrigiert; die Schmelzpunktbestimmung erfolgte an einem Gerét vom Typ 1A-9200 der
Firma ELECTROTHERMAL bzw. vom Typ OptiMelt der Firma SRS.
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6.2 Syntheseder Mutasynthone

ortho-Benzylalkohol 214 wurde wie in der Literatur beschrieben ausgehend von Phtalid
hergestellt.}” Die NMR-Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen tiberein.*™

meta-Benzylalkohol 213 wurde aus Isophthalsduredimethylester gema? Referenz 175
hergestellt.”> Die NMR-Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen tiberein."
para Benzylakohol 215 wurde aus 4-(Hydroxymethyl)benzoesiuremethylester hergestellt.*””

Die NMR-Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen tiberein.>’

Benzo[1,3]dioxol-4-car boxylsdur emethylester 33

OH O /=0 0
HO o
OMe _— OMe
32 33

2,3-Dihydroxybenzoesiuremethylester 32 (5 g, 29.94 mmol, 1Aq.) und Kaiumfluorid
(8.64 g, 148.70 mmol, 5 Aq.) werden in DMF (80 mL) gel6st und fur 30 min bei RT gertihrt.
Dann wird Diiodmethan (2.87 mL, 35.70 mmol, 1.2 Ag.) zugegeben und die Mischung wird
30 h auf 110°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird die Mischung Uber Kieselgur
filtriert, in H,O (100 mL) gegeben und dreima mit Diethylether extrahiert. Anschlief3end
werden die vereinigten organischen Phasen einma mit NaOH-L6sung (150 mL, 1M)
extrahiert, Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Beim
AbklUhlen kristalisiert Benzo[1,3]dioxol-4-carboxylsauremethylester 33 as farbloser
Feststoff aus (3.62 g, 20.06 mmol, 68 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl5 = 7.26 ppm): & 7.41 (dd, 1H, J = 8.0, 1.4 Hz, H-aromat.),
6.98 (dd, 1H, J = 8.0, 1.4 Hz, H-aromat.), 6.86 (dd, 1H, J = 8.0, 8.0 Hz, H-aromat.), 6.10 (s,

173 3. Hessert, Chem. Ber. 1877, 10, 1445-1450.

17 M. Trincado, H. Griitzenbacher, F. Vizza, C. Bianchini, Chem. Eur. J. 2010, 16, 2751-2757.

175 3) JE IL PHARMACEUTICAL CO, LTD. WO2004/113281; b) 2004 und BRISTOL-MYERS SQuIBB, WO2009/15166,
2009.

% G.A. Reed, D.R. Dimmel, E.W. Malcolm, J. Org. Chem. 1993, 58, 6372-6376

Y7y Kita, A. Shuji, N. Ajimura, M. Yoshigi, T. Tsugoshi, H. Yasuda, Y. Tamura J. Org. Chem. 1986, 51,
4150-5158.
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2H, CHy), 3.92 (s, 3H, CHs) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.16 ppm):
6 164.9 (s, COOMe), 148.7 (s, C-aromat.), 148.4 (s, C-aromat.), 122.8 (d, C-aromat.), 121.2
(d, C-aromat.), 112.9 (d, C-aromat.), 112.3 (s, C-aromat.), 101.9 (t, CH,), 52.1 (g, CHz) ppm;
HRMS (El) m/z berechnet fiir CoHgO4 [M]™: 180.0422, gefunden: 180.0423; Schmelzpunkt:
59.8-60.4 °C.

6-Brombenzo[ 1,3]dioxol-4-car boxylsaur emethylester 34

0 O
e [~

/R o
O, OMe

Br
33
34

Benzo[1,3]dioxol-4-carboxylsduremethylester 33 (300 mg, 1.67 mmol, 1 Ag) und
Natriumacetat (313 mg, 4.18 mmol, 2.5 Aqg.) werden in Eisessig (8 mL) geldst bzw.
suspendiert. Dann wird Brom (0.1 mL, 1.67 mmol, 1 Aq.) zugetropft und die Mischung wird
12 h bel RT gerihrt.

Anschlief3end wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in dest. Wasser
(50 mL) aufgenommen und zweimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und der Diethylether im Vakuum entfernt. Nach
sdulenchromatographischer  Reinigung (PEFEE=20/1 — 10/1 — 5/1) wird
6-Brombenzo[ 1,3] dioxol-4-carboxylsauremethylester 34 als farbloser Feststoff (360 mg,
1.40 mmol, 84 %) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3s, CHCl;3 = 7.26 ppm): & 7.55 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.), 7.08
(d, 1H, J=20Hz, H-aromat.), 6.12 (s, 2H, CH,), 3.92 (s, 3H, CHs) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCl3s, CDCl5 = 77.16 ppm): & 163.9 (s, COOMe), 149.9 (s, C-aromat.), 148.2 (s,
C-aromat.), 125.2 (d, C-aromat.), 115.8 (d, C-aromat.), 112.9 (s, C-aromat.), 102.9 (t, CH,),
52.5 (g, CH3) ppm; HRMS (EI) nvz berechnet fir CoH;04Br [M]": 257.9528, gefunden:
257.9528; Schmelzpunkt: 95.3 - 97.1 °C.
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6-Aminobenzo[1,3]dioxol-4-car boxylsauremethylester 35

/~0 0 /9 O
(o) (0]
OMe OMe
R
Br NH,
34 35

Vorschrift 1:

6-Brombenzo[ 1,3] dioxol-4-carboxylsauremethylester 34 (454 mg, 1.54 mmol, 1 Aqg.) wird
zusammen mit Cu,O (11 mg, 0.077 mmol, 0,05 Ag.), NMP (1 mL) und NHsz (28 %) (1 mL) in
ein Mikrowellenglas gegeben, verschlossen und 48 h bei 80 °C gerthrt. Anschlief3end wird
die Mischung Uber Kieselgdl filtriert, mit Essigsaureethylester nachgewaschen und das Filtrat
im Vakuum eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE = 5/1 — 2/1 —
1/2) wird 6-Aminobenzo[1,3]dioxol-4-carboxylsduremethylester 35 as beige-farbener
Feststoff (22 mg, 0.11 mmol, 7 %) erhalten.

Vorschrift 2:

6-Brombenzo[ 1,3]dioxol-4-carboxylsauremethylester 34 (400 mg, 1.36 mmol, 1 Ag.) wird
zusammen mit Cs,CO3 (884 mg, 2.71 mmol, 2 Ag.), Cul (27 mg, 0.14 mmol, 0.1 Aqg.) und
2,4-Pentadion (56 pL, 0.54 mmol, 0.4 Ag.) in DMF (3 mL) gelost, mit NHs (28 %) (400 pL)
versetzt und 12 h bei 70 °C geriihrt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird die Mischung Uber
Kieselgel filtriert, mit Essigsiureethylester nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum
entfernt.

Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PEJEE = 5/1 — 2/1 — 1/2) wird
6-Aminobenzo[ 1,3] dioxol-4-carboxylsduremethylester 35 a's beigefarbener Feststoff (80 mg,
0.41 mmol, 30 %) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d;, CHD,OD =3.31ppm): §6.69 (d, 1H, J=2.2Hz
H-aromat.), 6.53 (d, 1H, J=2.2Hz, H-aromat.), 3.85 (s, 3H, CHs) ppm; “C-NMR
(100 MHz, Methanol-d;, Methanol-d; =49.00 ppm): 61745 (s, COOMe), 150.9 (s,
C-aromat.), 143.7 (s, C-aromat.), 143.6 (s, C-aromat.), 113.3 (s, C-aromat.), 107.8 (d,
C-aromat.), 103.4 (d, C-aromat.), 102.8 (t, CH,), 52.3 (q, CH3) ppm; HRMS (ESI) m/z
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berechnet fir CoHioNO4 [M+H]": 196.0610, gefunden: 196.0612; Schmelzpunkt: 151.2-
153.2 °C.

6-Aminobenzo[1,3]dioxol-4-car boxylsaur e 36
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6-Aminobenzo[ 1,3] dioxol-4-carboxyl sduremethylester 35 (50 mg, 0.26 mmol, 1Aq.) wird in
CH30H (5 mL) gelost, mit 1M LiOH (0.13 mL, 1.13 mmol, 5 Aq.) versetzt und 4 h bei RT
gerthrt. Anschlief3end wird mit 2 M HCl auf pH 5 angesduert und die wassrige Phase
mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber MgSO, getrocknet und das LoOsungsmittedl im Vakuum entfernt. Es wird
6-Aminobenzo[ 1,3]dioxol-4-carboxylsédure 36 (44 mg, 0.24 mmol, 92 %) as beigefarbener
Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,, CHD,OD = 3.31 ppm): & 7.06 (s, 1H, H-aromat.), 6.80 (s,
1H,), 6.08 (s, 2H, CH>) ppm; *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm ):
6 166.3 (s, COOH), 151.4 (s, C-aromat.), 147.0 (s, C-aromat.), 133.5 (s, C-aromat.), 113.7 (s,
C-aromat.), 105.9 (d, C-aromat.), 105.8 (d, C-aromat.), 104.0 (t, CH>) ppm; HRM S (ESI) m/z
berechnet fiir CgHgNO, [M+H]": 182.0453, gefunden: 182.0457; Schmelzpunkt.: 175.1-
175.2 °C.
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3-Chlor methyl-5-nitr obenzoesduremethylester 38

HO OMe Cl OMe

NOZ NOZ
37 38

3-Hydroxymethy!-5-nitrobenzoesiuremethylester 37 (250 mg, 81.18 mmol, 1 Ag.) wird in
Pyridin (3 mL) gelést und auf -10 °C gekihlt. Dann wird Thionylchlorid (0.15 mL,
0.13 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Die Mischung wird 12 h bei RT gertihrt.

Anschlief3end wird die Lésung mit 1M HCI und Diethylether ausgeschittelt, bis das Pyridin
vollstandig in die wassrige Phase Ubergegangen ist. Die wassrige Phase wird anschlief3end
mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
MgSO, getrocknet und das Lésunsmittel im Vakuum entfernt. Es wird 3-Chlormethyl-5-
nitrobenzoesaure-methylester 38 (150 mg, 0.65 mmol, 55 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): 6 8.82 (dd, 1H, J = 1.7, 1.7 Hz, H-aromat.),
8.46 (dd, 1H, J= 1.7, 1.7 Hz, H-aromat.), 8.39 (s, 1H, H-aromat.), 4.50 (s, 2H, CH>), 4.00 (s,
3H, CH3) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm): & 164.7 (s, COOMe),
1534 (s, C-aromat.), 140.1 (s, C-aromat.), 135.2 (d, C-aromat.), 132.6 (s, C-aromat.), 127.4
(d, C-aromat.), 124.5 (d, C-aromat.), 53.1 (t, CH,), 44.2 (q, CH3) ppm; HRMS (El) m/z
berechnet fir CoHgNOLCl [M]": 229.0141, gefunden: 229.0143; Schmelzpunkt: 77.6-
78.4 °C.

3-Chlor methyl-5-nitr obenzoeséaure 39

Cl OMe Cl OH

NOZ NOZ
38 39
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3-Chlormethyl-5-nitrobenzoesauremethylester 38 (4.9 g, 21.34 mmol, 1 Aq.) wird in THF
(100 mL) gelést, mit IM LiOH-L6sung (107 mL, 1.07 mmol, 5 Ag) versetzt und 5 Stunden
bei RT gerthrt. Das THF wird anschlief3end im Vakuum entfernt, die wésssrige Phase wird
mit halbkonz. HCI auf pH 5-6 angesduert und dreimal mit Essigséureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Es wird 3-Chlormethyl-5-nitrobenzoeséure 39 (4 g, 18.6 mmol, 87 %) als
hellbrauner Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): & 8.74 (dd, 1H, J = 1.7, 1.7 Hz,
H-aromat.), 8.52 (dd, 1H, J = 1.7, 1.7 Hz, H-aromat.), 8.44 (dd, 1H, J = 1.7, 1.7 Hz,
H-aromat.), 4.84 (s, 2H, CH,) ppm; ®C-NMR (100MHz, Methanol-d,,
Methanol-d, = 49.0 ppm): & 167.1 (s, COOH), 149.9 (s, C-aromat.), 142.2 (s, C-aromat.),
136.3 (s, C-aromat.), 128.1 (d, C-aromat.), 126.1 (d, C-aromat.), 124.9 (d, C-aromat.), 44.9 (t,
CH.CI) ppm; HRMS (ESI) nmV/z berechnet fir CgHsNO4Cl [M-H]": 213.9907, gefunden:
213.9909; Schmelzpunkt: 104.6-105.6 °C.

3-Amino-5-chlor methylbenzoesdur e Hydrochlorid 40
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3-Chlormethyl-5-nitrobenzoesiure 39 (3 g, 14.00 mmol, 1 Aqg.) wird in Essigsaureethylester
(150 mL) gelést und mit SnCl,-2 H.0 (9.5 g, 42.00 mmol, 3 Aq.) versetzt. Diese Mischung
wird 5 h bei 80 °C unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wird mit ges. NaHCOs-Lsg.
neutralisiert und anschlief?end mehrmals mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden anschlief3end mehrmals mit halbkonz. Salzsdure extrahiert. Die
Phasen werden getrennt. Der in der wassrigen Phase ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und
im Vakuum getrocknet. Es wird 3-Amino-5-chlormethylbenzoesdure Hydrochlorid 40 (3 g,
13.5 mmol, 96 %) alsfarbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d;, CHD,OD =3.31 ppm): & 8.20 (dd, 1H, J = 1.6, 1.6 Hz,
H-aromat.), 8.02 (dd, 1H, J = 1.6, 1.6 Hz, H-aromat.), 7.74 (dd, 1H, J = 1.6, 1.6 Hz,
H-aromat.), 4.91 (br. s, 2H, NH,), 4.79 (s, 2H, CH,) ppm; *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,,
Methanol-d; =49.0 ppm): & 167.4 (s, COOH), 142.5 (s, C-aromat.), 134.8 (s, C-aromat.),
132.9 (s, C-aromat.), 131.1 (d, C-aromat.), 128.4 (d, C-aromat.), 125.0 (d, C-aromat.), 45.2 (t,
CH.CI) ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fur CgH/NO,Cl [M-H]": 184.0165, gefunden:
184.0164; Schmelzpunkt: 172.8 °C (Zersetzung).

3-Nitro-5-boronsaurebenzoesdure 42 und 3-Nitro-5-(4,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2]dioxa-

bor olan-2-yl)-benzoesaur er 43

(0] (I)H (0]
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3-Amino-5-brombenzoesiure 41 (100 mg, 0.46 mmol, 1 Aq.), Kaiumacetat (227 mg,
2.32mmol, 5Aq.), Bis(pinacolato)diboron (176 mg, 0.70 mmol, 15 Ag) und
PdCl,(dppf)Cl,:CH.Cl, (34 mg, 0.04 mmol, 9 mol%) werden in einem Mikrowellenglas
vorgelegt und mit Dimethylformamid (1 mL) versetzt. Diese Mischung wird in der
Mikrowelle 10 min bei 200 Watt auf 120 °C erhitzt. Nach dem AbkUhlen wird das
Losungsmittel im Hochvakuum bel 50 °C entfernt. Die Mischung wird mit Wasser (50 mL)
versetzt, mit 1 M HCI auf pH 5-6 gebracht und mehrmals mit Essigsaureethylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Ldsung gewaschen, Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produktgemisch 3-Amino-5-
boronsdurebenzoesdure 42 und 3-Amino-5-(4,4,5,5-tetramethyl-[ 1,3,2] dioxaborolan-2-yl)-

benzosdure 43 wird ohne weitere Reinigung in die néchste Reaktion eingesetzt.
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3- Nitro-5- fluor obor atbenzoesiur e 44

NH, \H, NH,
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Das Gemisch aus 3- Nitro-5- boronsdurebenzoesédure 42 und 3-Nitro-5-(4,4,5,5-tetramethyl-
[1,3,2] dioxaborolan-2-yl)-benzosiure 43 (55 mg, 0.46 mmol, 1 Ag.) wird in CHzOH (4 mL)
gelost und mit KHF,-Losung (4.5 M) (0.75 mL) versetzt. Diese Mischung wird 3 h bel RT
gerihrt.

Der entstandene Feststoff wird abfiltriert und mit CH,Cl, und hei3em Aceton gewaschen. Es
werden 3-Nitro-5-fluoroboratbenzoesdure 44 (87 mg, 0.36 mmol, 73 % Uber 2 Stufen) als

hellbeiger Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, D-O, DHO = 4.79 ppm): & 8.10 (dd, 1H, J = 2.1, 2.0 Hz, H-aromat.),
7.70 (dd, 1H, J = 2.1, 1.9 Hz, H-aromat.), 7.54 (dd, 1H, J = 2.0, 1.9 Hz, H-aromat.) ppm;
BC-NMR (100 MHz, D,0O): & 174.1 (s, COOH), 147.2 (s, C-aromat.), 135.9 (s, C-aromat.),
132.3 (s, C-aromat.), 130.1 (d, C-aromat.), 127.0 (d, C-aromat.), 120.9 (d, C-aromat.) ppm;
HRMS (ESI) nVz berechnet fir C/HgNO.FsB [M]: 204.0444, gefunden: 204.0437,
Schmelzpunkt: 156.1-156.4 °C.

3-Nitr o-5-(3-trimethylsilanylpr op-2-inyl)-benzoesaur emethylester 48

Br OMe OMe

T™MS

NOZ NOZ
47 48

3-Brommethyl-5-nitrobenzoesauremethylester 47 (100 mg, 0.37 mmol, 1Aq.), PdCl,(MeCN),
(2 mg, 7 umol, 2 mol%) und Cs,COs (125 mg, 0.38 mmol, 1.1 Ag.) werden in THF (1 mL)
gelést, mit TMS-Acetylen (76 pL, 0.55 mmol, 1.5 Aq.) versetzt und 24 h bei 65°C gertihrt.
Nach dem Abkuhlen auf RT wird die Reaktionsmischung tUber Kieselgd filtriert, das Filtrat
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im Vakuum eingeengt und saulenchromatographisch (PE/EE = 40/1 — 20/1) gereinigt. Es
wird  3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesdure-methylester 48 (24 mg,
0.08 mmol, 23 %) a's gelber Schaum erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3=7.26 ppm): 6 8.74 (s, 1H, H-aromat.), 8.45 (s, 1H,
H-aromat.), 8.35 (s, 1H, H-aromat.), 3.99 (s, 3H, CHj3), 3.80 (s, 2H, CHy), 0.22 (s, 9H,
TMS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.16 ppm): & 165.1 (s, COOMe), 148.6
(s, C-aromat.), 139.4 (s, C-aromat.), 134.9 (d, C-aromat.), 132.0 (s, C-aromat.), 127.0 (d,
C-aromat.), 123.1 (d, C-aromat.), 105.2 (s, C-Alkin), 89.7 (s, C-Alkin), 53.0 (g, CH3), 26.0 (t,
CH,), 0.06 (g, TMS) ppm; HRMS (El) mVz berechnet fir Ci4H17NO,SI [M]™: 291.0927,
gefunden: 291.0926.

3-Nitro-5-(propa-1,2-dien-1-yl)benzoeséure 51

OMe OH

N\

TMS

N02 N02
48 51

3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesduremethylester 48 (211 mg, 0.72 mmol,
1 Aq.) wird in Methanol (5 mL) gelost, mit 1M LiOH-Losung ( 3.45 mL, 3.45 mmol, 5 Aq.)
versetzt und 12 h bei RT gerthrt.

Danach wird das CH3OH im Vakuum entfernt, die Mischung mit halbkonz. HCI auf pH 5
angesduert und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es wird 3-Nitro-5-(propa-
1,2-dien-1-yl)benzoesaure 51 (147 mg, 0.72 mmol, quant.) als hellbraune Kristalle erhalten.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): & 8.56 (dd, 1H, J = 1.8, 1.8 Hz,
H-aromat.), 8.26 (dd, 1H, J = 1.8, 1.8 Hz, H-aromat.), 8.25 (dd, 1H, J = 1.8, 1.8 Hz,
H-aromat.), 6.41 (t, 1H, J = 6.7 Hz, H-Allen), 5.35 (d, 2H, J = 6.7 Hz, 2H-Allen) ppm;
3C-NMR (100 MHz, Methanol-ds, Methanol-ds = 49.0 ppm): & 211.6 (s, C-Allen), 173.0 (s,
COOH), 168.2 (s, C-aromat), 150.1 (s, C-aromat.), 138.3 (d, C-aromat.), 133.9 (s, C-aromat.),
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125.0 (d, C-aromat.), 123.2 (d, C-aromat.), 92.9 (d, Allen), 80.2 (t, Allen) ppm; HRM S (ESI)
m/z berechnet fir CioHeNO, [M-H]: 204.0297, gefunden: 204.0303; Schmelzpunkt:
131.8 °C (Zersetzung).

[3-Nitr o-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-phenyl]-methanol 52

(0]

/ OH
= oMe o TMS/\Q/\
TMS

NO
NO, 2

52
48

3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesauremethylester 48 (200 mg, 0.67 mmol,
1 Aq.) wird in CH.Cl, abs. (5 mL) gelost und auf -60°C gekiihlt. Dann wird DIBAI-H
(1.7 mL, 1M in Hexan, 1.72 mmol, 2.5 Aq.) zugetropft, die Mischung anschlieBend auf RT
erwarmt und 2 h bel dieser Temperatur geriihrt. Nach dieser Zeit wird wieder auf -60°C
abgekihlt und die Reaktion durch Zugabe von Essigsaureethylester (1 mL) beendet.
Anschlief3end wird die Mischung mit CH,Cl, verdinnt und mit K-Na-Tartrat-Ldsung Uber
Nacht gerthrt. Die wéssrige Phase wird dreimal mit CH,Cl, extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen tUber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE = 6/1 — 5/1 — 4/1 — 3/1) werden
[3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-phenyl]-methanol 52 (176 mg, 0.67 mmol, quant.)
as gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3=7.26 ppm): & 8.16 (s, 1H, H-aromat.), 8.12 (s, 1H,
H-aromat.), 7.68 (s, 1H, H-aromat.), 4.82 (d, 2H, J = 5.6 Hz, CH,0H), 3.74 (s, 2H, CH,), 1.90
(t, 1H, J = 56 Hz, OH), 021 (s, 9H, TMS)ppm; “C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.16 ppm): 6 148.8 (s, C-aromat.), 143.1 (s, C-aromat.), 138.9 (s, C-aromat.), 132.2
(d, C-aromat.), 122.2 (d, C-aromat.), 120.1 (d, C-aromat.), 102.3 (s, C-Alkin), 89.0 (s,
C-Alkin), 64.1 (t, CH,OH), 26.1 (g, CH3), 0.1 (g, TMS) ppm; HRM S (El) m/z berechnet fir
C13H17NO3Si [M]™: 263.0978, gefunden: 263.0979.
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3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesiure 53
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/
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™S

NO,

NO,
52

53

[3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-phenyl]-methanol 52 (100 mg, 0.38 mmol, 1 Aq.)
wird in Aceton (5 mL) geldst und mit JONES-Reagenz (0.2 mL, 0.48 mmol, 1.25 Aq.) versetzt.
Diese Mischung wird 1 h bei RT gertihrt. Anschlief3end wird iso-Propanol (5 mL) zugegeben
und 2 min gerthrt. Danach wird dest. Wasser zugegeben (6 mL), dreima mit
Essigsaureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Gber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es werden 3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-
inyl)-benzoesiure 53 (104 mg, 0.38 mmol, quant.) als gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 8.50 (s, 1H, H-aromat.), 8.42 (s,
1H, H-aromat.), 8.33 (s, 1H, H-aromat.), 3.98 (s, 2H, CH)), 0.18 (s, 9H, TMS) ppm;
3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 39.52 ppm): & 165.4 (s, COOH), 148.0 (s,
C-aromat.), 139.6 (s, C-aromat.), 134.6 (d, C-aromat.), 132.7 (s, C-aromat.), 126.2 (d,
C-aromat.), 122.1 (d, C-aromat.), 103.8 (s, C-Alkin), 88.1 (s, C-Alkin), 24.6 (t, CH,), 0.0 (q,
TMS) ppm; HRMS (ESI) nVz berechnet fur Ci3H14aNO,S [M-H]: 276.0692, gefunden:
276.0688.

3-Amino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesaur e 54

4 OH é OH
TMS TMS

NO, NH,
53 54

3-Nitro-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesiure 53 (94 mg, 0.34 mmol, 1 Aqg.) wird in
Essigsaureethylester (5 mL) gelost, mit SnCl,-2 H,0 (240 mg, 1.06 mmol, 3 Ag.) versetzt und
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fir 3 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen auf RT wird NaHCOs-Lsg. ges.
zugegeben und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Dann werden die vereinigten
organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Es
wird 3-Amino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesédure 54 (83 mg, 0.34 mmol, quant.)

als braunes Ol erhalten.

'H-NMR : (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 7.05 (dd, 1H, J = 2.1, 1.8 Hz),
7.04 (dd, 1H, J = 1.8, 1.5 Hz), 6.71 (dd, 1H, J = 2.1, 1.5 HZ), 5.36 (br.s, 1H, NH,), 3.58 (s,
2H, CH,), 015 (s, 9H, TMS) ppm; “C-NMR: (100MHz, DMSO-ds,
DM SO-ds = 39.52 ppm): 6 149.0 (s, COOH), 137.0 (s, C-aromat.), 118.8 (s, C-aromat.), 117.2
(s, C-aromat.), 116.3 (d, C-aromat.), 115.8 (d, C-aromat.), 113.1 (d, C-aromat.), 105.6 (s,
C-Alkin), 86.1 (s, C-Alkin), 25.2 (t, CH,), 0.2 (g, TMS) ppm; HRM S (ESI) myz berechnet fr
C13H16NO,SI [M-H]": 246.0950, gefunden: 246.0950.

3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesiur e 45

& OH 4 OH
TMS

NH, NH,
54 45

3-Amino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesiure 54 (75 mg, 0.30 mmol, 1 Aq.) wird
in THF (4 mL) geldst und auf -20 °C gekihlt. Dann wird TBAF-3 H,O (194 mg, 0.30 mmol,
2 Aq.) in THF (0.7 mL) zugegeben. Es wird 24 h bei dieser Temperatur geriihrt, danach mit
Ammoniumchlorid-Lsg. hydrolysiert und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Es werden 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesaure 45 (50 mg, 0.29 mmol,
97 %) als brauner Feststoff erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 12.59 (br. s, 1H, COOH), 7.06
(dd, 1H, J = 1.4, 0.9 Hz, H-aromat.), 7.04 (dd, 1H, J = 1.8, 0.9 Hz, H-aromat.), 6.74 (dd, 1H,
J= 1.8, 1.4 Hz, H-aromat.), 5.36 (br. s, 2H, NH,), 3.52 (d, 2H, J = 2.5 Hz, CHj), 3.05 (t, 1H,
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J= 25 Hz, H-Alkin) ppm; ®C-NMR: (100 MHz, DMSO-ds, DM SO-dg = 39.52 ppm):
6 167.8 (s, COOH), 149.0 (s, C-aromat.), 137.1 (s, C-aromat.), 131.5 (s, C-aromat.), 117.2 (d,
C-aromat.), 116.1 (d, C-aromat.), 113.0 (d, C-aromat.), 82.4 (s, C-Alkin), 73.1 (d, C-Alkin),
23.8 (t, CH,) ppm; HRM S (ESI) mVz berechnet fir CioHgNO, [M-H]": 174.0055 gefunden:
174.0560; Schmelzpunkt: 160.0-160.1 °C.

3-Amino-5-hydr oxymethylbenzoesauremethylester 55

HO OMe HO OMe

NO, NH,
37 55

3-Hydroxymethyl-5-nitrobenzoesiuremethylester 37 (505 mg, 2.37 mmol, 1 Aq.) wird in
Ethanol (15 mL) gel6st, mit Pd/C (10%) (53 mg, 0.5 mmol, 20 mol%) versetzt und unter
Wasserstoffatmosphére 24 h bel RT gerthrt. Nach Reaktionsende wird die Losung Uber
Kieselgur  filtriet und im  Vakuum  eingeengt. Es wird 3-Amino-
5-hydroxymethylbenzoesauremethylester 55 (422 mg, 2.33 mmol, 98 %) as hellbrauner
Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 7.08 (dd, 1H, J = 1.3, 1.8 Hz,
H-aromat.), 7.06 (dd, 1H, J = 1.3, 1.8 Hz, H-aromat.), 6.77 (dd, 1H, J = 1.3, 1.8 Hz,
H-aromat.), 5.34 (s, 2H, NH,), 5.14 (t, 1H, J= 5.8 Hz, OH), 4.39 (d, 2H, J = 5.8 Hz, CH),),
3.79 (s, 3H, CH3) ppm; *C-NMR (100 MHz, DM SO-ds, DMSO-ds = 39.52 ppm): & 166.9 (s,
COOMe), 1489 (s, C-aromat.), 143.7 (s, C-aromat.), 130.0 (s, C-aromat.), 116.3 (d,
C-aromat.), 114.6 (d, C-aromat.), 112.6 (d, C-aromat.), 62.7 (t, CH,OH), 51.8 (g, CHz) ppm;
HRMS (ESI) m/z berechnet fir CgHi,NOs [M+H]™: 182.0817, gefunden: 182.0818;
Schmelzpunkt: 95.2-97.2 °C.
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3-tert-Butoxycar bonylamino-5-hydr oxymethylbenzoesdur emethylester 56

HO OMe HO OMe

NH, NHBoc
55 56

3-Amino-5-hydroxymethyl benzoesauremethylester 55 (12.66 g, 69.87 mmol, 1 Ag.) wird in
Ethanol (150 mL) gelést, langsam mit Boc,O (16.77 g, 76.85 mmol, 1.1 Aq.) versetzt und bei
40°C 12 h gerthrt. Danach wird das L6sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung tUber Kieselgel (CH,Cl,: CH3OH 50:1) wird 3-tert-
Butoxycarbonylamino-5-hydroxymethylbenzoesauremethylester 56 (18.54 g, 65.90 mmoal,
94 %) ds gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl;=7.26 ppm): & 7.84 (s, 1H, H-aromat.), 7.74 (s, 1H,
H-aromat.), 7.70 (s, 1H, H-aromat.), 6.69 (br.s, 1H, NH) 4.71 (s, 2H, CH,0OH), 3.91 (s, 3H,
CHs), 1.71 (br.s, 1H, OH), 1.52 (s, 9H, Boc) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCls
=77.16 ppm): 6 166.9 (s, COOMe), 152.8 (s, COOBoc), 142.5 (s, C-aromat.), 139.0 (s,
C-aromat.), 131.2 (s, C-aromat.), 122.5 (d, C-aromat.), 121.3 (d, C-aromat.), 118.7 (d,
C-aromat.), 81.2 (s, Boc), 64.8 (t, CH,OH), 52.4 (q, CH3), 28.4 (q, Boc) ppm; HRMS (EI)
m/z berechnet fiir Ci4H1gNOs [M]": 281.1263, gefunden: 281.1261; Schmelzpunkt: 140.4-
140.8 °C.

3-Brommethyl-5-tert-butoxycar bonylaminobenzoesaur emethylester 57

HO OMe Br OMe

NHBoc NHBoc
56 57

PPh;3 (23.32 g, 88.2 mmol, 1.35 Ag.) und Imidazol (6.72 g, 98.78 mmol, 1.5 Aq.) werden in
CHCl, (250 mL) gelost und auf 0°C gekdhlt. Dann wird Brom (4.38 mL, 85.61 mmoal,
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1.3Aq.) zugetropft. AnschlieBend wird 3-tert-Butoxycarbonylamino-5-hydroxymethyl-
benzoesauremethylester 56 (18.51 g, 65.85 mmol, 1 Ag.) gelost in CH.Cl, (100 mL)
vorsichtig bel dieser Temperatur zugegeben und 30 min gerthrt. Anschlief3end wird 90 min
bei RT geriihrt. Danach wird die Reaktion durch Zugabe von dest. Wasser (100 mL) beendet,
die Phasen getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung tber Kieselgel (CH,Clo/ CH3OH 50/1)
wird  3-Brommethyl-5-tert-butoxycarbonylaminobenzoesauremethylester 57  (20.29 g,
59.12 mmol, 90 %) as gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl;=7.26 ppm): & 7.81 (s, 1H, H-aromat.), 7.81 (s, 1H,
H-aromat.), 7.73 (s, 1H, H-aromat.), 6.61 (br.s, 1H, NH) 4.48 (s, 2H, CH.Br), 3.91 (s, 3H,
CHs), 1.53 (s, 9H, Boc) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.16 ppm): & 166.4 (s,
COOMe), 152.6 (s, Boc), 139.3 (s, C-aromat.), 139.2 (s, C-aromat.), 131.6 (s, C-aromat.),
124.7 (d, C-aromat.), 123.2 (d, C-aromat.), 119.4 (d, C-aromat.), 81.4 (s, Boc), 52.5 (g, CHj3),
32.6 (t, CH,Br), 28.4 (g, Boc) ppm; HRMS (El) mVz berechnet fir CiHsBrNO, [M]™:
343.0419, gefunden: 343.0421; Schmelzpunkt: 115.6-116.8 °C.

3-tert-Butoxycar bonylamino-5-(3-trimethylsilanylprop-2-inyl)-benzoesaur e-
methylester 58

Br OMe OMe
Z
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TMS-Acetylen (4 mL, 28.41 mmol, 1.95 Ag.) wird in THF abs. (15 mL) gel6st und bei -78 °C
tropfenweise mit n-BuLi (11.4 mL, 25M in Hexan, 28.31 mmol, 1.95Aq.) versetzt.
Anschlief3end wird 1.5 h bel -78 °C gerihrt.

Indiumchlorid (2.28 g, 10.20 mmol, 0.7 Aq.) wird in THF abs. (15 mL) gelost. Bei -78 °C
wird die hergestellte Lésung des lithiierten TM S-Acetylens zugegeben. Es wird 30 min bel
-78 °C und danach 45 min bei RT gerthrt.
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3-Brommethyl-5-tert-butoxycarbonylaminobenzoesauremethylester 57 (5.00 g, 14.57 mmol,
1.0 Aq.) wird in THF abs. (60 mL) gelést und mit Pd(dppf)Cl,-CH,Cl, (0.22 g, 0.29 mmol,
2mol%) versetzt. Diese Losung wird auf 65 °C erwarmt, Ethinylindiumlosung (23 mL,
6.90 mmol, 0.47 Aq.) wird zugetropft und anschliefiend 48 h bei 65 °C gertihrt. Nach dieser
Zeit werden Pd(dppf)Cl,-CH.Cl, (0.05 g, 0.07 mmol, 0.4 mol%) und Ethinyl-indiumlésung
(10 mL, 3.00 mmol, 0.2 Ag.) nachgegeben und weitere 5 h bei 65 °C geruihrt. Danach wird die
Mischung mit CH3OH hydrolysiert und Kieselgel zugesetzt. Das Losungsmittel wird am
Vakuum abgezogen. Nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 10/1) wird 3-tert-
Butoxycarbonylamino-5-(3-trimethylsilanyl prop-2-inyl)-benzoesaure-methylester 58  als
gelber Feststoff (4.36 g, 10.08 mmol, 83 %) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl;=7.26 ppm): & 7.81 (s, 1H, H-aromat.), 7.72 (s, 1H,
H-aromat.), 7.69 (s, 1H, H-aromat.), 6.54 (br. s, 1H, NH), 3.90 (s, 3H, CHj3), 3.66 (s, 2H,
CHy), 153 (s, 9H, Boc), 022 (s, 9H, TMS)ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 =772 ppm): 6 166.9 (s, COOMe), 152.7 (s, Boc), 138.3 (s, C-aromat.), 138.0 (s,
C-aromat.), 131.2 (s, C-aromat.), 123.8 (d, C-aromat.), 122.4 (d, C-aromat.), 117.9 (d,
C-aromat.), 103.5 (s, C-Alkin), 88.0 (s, Boc), 81.1 (s, C-Alkin), 52.3 (g, CH3), 28.4 (g, Boc),
26.2 (t, CH,), 0.06 (q, TMS) ppm; HRMS (EI) m/z berechnet fiir CioHxyNO4SI [M]™:
361.1709, gefunden: 361.1712; Schmelzpunkt: 116.2 °C.

[3-Hydroxymethyl-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-phenyl]-car baminsaur e-
butylester 59
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3-tert-Butoxycarbonylamino-5-(3-trimethylsilanyl prop-2-inyl)-benzoesduremethylester 58
(181 mg, 0.50 mmol, 1 Ag.) wird in CH,Cl, abs. (20 mL) gelést, auf 0 °C gekiihlt, langsam
mit DIBAL-H (1.25 mL, 1.25 mmol, 2.5 Aq.) versetzt und fiir 1.5 h bei dieser Temperatur
geruhrt. Anschlief3end wird die Reaktion durch die Zugabe von 1 mL Essigsdureethylester
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beendet. Dann wird die Mischung mit CH,Cl, verdinnt und mit K-Na-Tartrat-L6sung tber
Nacht gerthrt. Die wassrige Phase wird dreima mit CH,Cl, extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Nach séulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 10/1— 5/1 — 3/1) wird [3-Nitro-
5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-ynyl)-phenyl]-methanol 59 (152 mg, 0.46 mmol, 91%) a's gelbes
Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm): & 7.86 (s, 1H, H-aromat.), 7.73 (s, 1H,
H-aromat.), 7.70 (s, 1H, H-aromat.), 6.63 (br. s, 1H, NH), 3.90 (s, 3H, CHj3), 3.66 (s, 2H,
CHy), 1.52 (s, 9H, Boc), 0.20 (s, 9H, TMS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCls
=77.16 ppm): 6 166.9 (s, COOBoc), 152.7 (s, C-aromat.), 138.9 (s, C-aromat.), 138.0 (s,
C-aromat.), 131.2 (d, C-aromat.), 123.8 (d, C-aromat.), 122.4 (d, C-aromat.), 103.5 (s,
C-Alkin), 88.0 (s, C-Alkin), 81.1 (s, Boc), 52.3 (t, CH,), 28.4 (g, Boc), 26.2 (t, CHy), 0.16 (q,
TMS) ppm; HRMS (EI) m/z berechnet fir CigHyNOsS [M]*: 333.1761, gefunden:
333.1760.

3-tert-Butoxycar bonylamino-5-(3-trimethylsilanyl-pr op-2-inyl)-benzoesaur e 60

7z
™S ~ — =7
™S

OH

NHBoc
59

NHBoc
60

[3-Hydroxymethyl-5-(3-trimethyl silanyl-prop-2-inyl)-phenyl]-carbaminsdurebutyl ester 59
(2.83 g, 8.49 mmol, 1 Ag.) wird in Aceton (100 mL) gelost, mit JONES Reagenz (4.3 mL,
10.23 mmol, 1.2 Aq.) versetzt und fiir 1.5 h gerithrt. Dann wird die Reaktion durch die
Zugabe von iso-Propanol (110 mL) und H,O (110 mL) beendet. Die wassrige Phase wird
dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden
anschlieffend einmal mit NaCl-Lsg. ges. extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Es wird 3-tert-
Butoxycarbonylamino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoeséure 60 (2.64 g, 7.60 mmoal,
90 %) als beigefarbene Kristalle erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm):  9.59 (br. s, COOH), 7.95 (s, 1H,
H-aromat.), 7.71 (s, 1H, H-aromat.), 7.51 (s, 1H, H-aromat.), 3.72 (s, 2H, CH>), 1.48 (s, 9H,
Boc), 0.16 (s, 9H, TMS) ppm; **C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, DM SO-dg = 39.52 ppm):
6 167.1 (s, COOH), 152.7 (s, COOBoc), 140.0 (s, C-aromat.), 137.2 (s, C-aromat.), 131.3 (s,
C-aromat.), 122.4 (d, C-aromat.), 121.6 (d, C-aromat.), 117.3 (d, C-aromat.), 104.9 (s,
C-Alkin), 86.8 (s, C-Alkin), 79.4 (s, Boc), 28.1 (g, Boc), 25.1 (t, CHy), 0.05 (g, TMS) ppm;
HRMS (El) mvz berechnet fir CigHsNO,S [M]™: 347.1553, gefunden: 347.1550;
Schmelzpunkt: 128.5 °C.

3-Amino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesaur e 54

4 OH & OH
T™S ™S

NHBoc NH,
60 54

3-tert-Butoxycarbonylamino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesaure 60  (2.62 g,
7.54 mmol, 1 Ag.) wird in CH,Cl, (250 mL) gelést, mit TFA (23.2 mL, 301.6 mmol, 40 Aq.)
versetzt und 3.5 h be RT gerihrt. Danach wird die Reaktion durch Zugabe von
Na;CO3s/NaHCOs-Lsg. beendet, das CH,Cl, im Vakuum entfernt, mit HCl (2 M) auf pH 5
angesauert und die zurtckblelbende wéssrige Phase funfmal mit Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es wird 3-Amino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-
benzoesiure 54 (1.87 g, 7.54 mmol, quant.) als hellbraunes Ol erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 7.05 (dd, 1H, J = 2.1, 1.8 Hz, H-
aromat.), 7.04 (dd, 1H, J = 1.8, 1.5 Hz, H-aromat.), 6.71 (dd, 1H, J = 2.1, 1.5 Hz, H-aromat.),
5.36 (br.s, 1H, NH,), 3.58 (s, 2H, CHy), 0.15 (s, 9H, TMS) ppm; “*C-NMR: (100 MHz,
DMSO-ds, DMSO-ds = 39.52 ppm): 6 149.0 (s, COOH), 137.0 (s, C-aromat.), 118.8 (s,
C-aromat.), 117.2 (s, C-aromat.), 116.3 (d, C-aromat.), 115.8 (d, C-aromat.), 113.1 (d,
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C-aromat.), 105.6 (s, C-Alkin), 86.1 (s, C-Alkin), 25.2 (t, CHy), 0.2 (g, TMS) ppm;
HRMS (ESI) mVz berechnet fiir C1sH1sNO,Si [M-H]": 246.0950, gefunden: 246.0950.

3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesdure Hydrochlorid 45

& OH OH

T™MS x HCI

NH, NH,
54 45

3-Amino-5-(3-trimethylsilanyl-prop-2-inyl)-benzoesiure 54 (500 mg, 2.02 mmol, 1 Ag.) wird
in CH3OH (50 mL) gelost, mit KF (1.96 g, 18.14 mmol, 9 Aq.) versetzt und bei 50°C zwei
Tage gertihrt. Nach dem AbkuUhlen auf RT wird das CH3OH im Vakuum entfernt, die
wassrige Phase mit H,O verdinnt und mit HCl (2 M) auf pH 4 angesauert. Dann wird die
waéssrige Phase mehrmals mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
zurlickgebliebene braune Feststoff wird aus halbkonz. HCI umkristallisiert. Es wird 3-Amino-
5-prop-2-inylbenzoesaure Hydrochlorid 45 (652 mg, 1.42 mmol, 71 %) as braune Kristalle
erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 12.59 (br. s, 1H, COOH), 7.06
(dd, 1H, J = 1.4, 0.9 Hz, H-aromat.), 7.04 (dd, 1H, J = 1.8, 0.9 Hz, H-aromat.), 6.74 (dd, 1H,
J=1.8, 1.4 Hz, H-aromat.), 5.36 (br.s, 2H, NHy), 3.52 (d, 2H, J = 2.5 Hz, CHy), 3.05 (t, 1H,
J= 25 Hz, H-Alkin) ppm; “C-NMR: (100 MHz, DMSO-ds, DMSO-dg = 39.52 ppm):
6 167.8 (s, COOH), 149.0 (s, C-aromat.), 137.1 (s, C-aromat.), 131.5 (s, C-aromat.), 117.2 (d,
C-aromat.), 116.1 (d, C-aromat.), 113.0 (d, C-aromat.), 82.4 (s, C-Alkin), 73.1 (d, C-Alkin),
23.8 (t, CHy) ppm; HRM S (ESI) mVz berechnet fur CioHgNO, [M-H]: 174.0555, gefunden:
174.0560; Schmelzpunkt: 160.0-160.1 °C.
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2-Aminoisonikotinsdure Hydrochlorid 263

0 0
A OH X OH
—_—
N~ N__~ xHcCI
NH, NH,
164 263

2-Aminoisonicotinsaure 164 (500 mg, 3.62 mmol, 1 Ag.) wird in halbkonz. HCI (3 mL) gel 6st
und far 1 h unter RUckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird die Losung be 4 °C
auskristallisiert. Die entstandenen Kristalle werden abfiltriert und im Vakuum getrocknet. Es
wird 2-Aminoisonikotinsaure Hydrochlorid 263 (590 mg, 3.40 mmol, 94 %) als farblose
Kristalle erhaten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 8.50 (br. s, 2H, NH,), 8.05 (dd,
1H, J = 6.1, 0.3 Hz, H-aromat.), 7.50 (dd, 1H, J = 1.9, 0.3 Hz, H-aromat.), 7.09 (dd, 1H,
J=6.1, 1.9 Hz, H-aromat.) ppm; *C-NMR (100 MHz, DM SO-ds, DM SO-ds = 39.52 ppm):
6 164.4 (s, COOH), 155.0 (s, C-aromat.), 144.2 (s, C-aromat.), 137.0 (s, C-aromat.), 114.4 (d,
C-aromat.), 110.3 (d, C-aromat.) ppm; HRMS (ESI) nvz berechnet fir CgHsN,O, [M-H]:
137.0351, gefunden: 137.0349; Schmelzpunkt: 256.8-257.0 °C.

4-Allyloxy-3-nitr obenzoesduremethylester 264

OMe OMe
HO X0
NO, NO,
61 264

4-Hydroxy-3-nitrobenzoesiuremethylester 61 (10 g, 50.7 mmol, 1 Aq.) wird in Aceton
(250 mL) gelost. Dann werden K,COs (14.02 g, 101.4 mmol, 2 Aqg.) und Allylbromid
(13.15mL, 152.1 mmol, 3 Ag.) zugegeben und eswird 24 h unter Riickfluss erhitzt.

Der entstandene Feststoff wird abfiltriert und mit Aceton gewaschen. Die Filtrat wird im

Vakuum eingeengt, der Riickstand in Essigsaureethylester und Wasser aufgenommen und die
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wassrige Phase dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es wird 4-Allyloxy-
3-nitrobenzoesduremethylester 264 (9.69 g, 40.86 mmol, 81 %) as hellgelber Feststoff
erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): & 7.45 (dd, 1H, J = 8.3, 2.0 Hz, H-aromat.),
742 (d, 1H, J=2.0Hz, H-aromat.), 6.79 (d, 1H, J= 8.3 Hz, H-aromat.), 6.07 (ddt, 1H,
J=17.0, 10.7, 5.3 Hz, H-dlyl.), 541 (dd, 1H, J= 17.0, 1.3 Hz, H-alyl.), 5.31 (dd, 1H,
J=10.7, 1.3 Hz, H-alyl.), 4.62 (ddd, 2H, J=5.3, 1.3, 1.3 Hz, CH,), 3.86 (s, 3H, CH3) ppm;
¥C.NMR (100MHz, CDCl;, CDCl; =77.16ppm): & (100MHz, CDCls
CDCl3 =77.16 ppm): & 165.1 (s, COOMe), 155.2 (s, C-aromat.), 139.7 (d, C-dlyl.), 135.2 (s,
C-aromat.), 131.1 (d, C-aromat.), 127.4 (s, C-aromat.), 122.8 (d, C-aromat.), 119.1 (d,
C-dlyl.), 114.4 (d, C-aromat), 70.4 (t, CH,), 52.6 (g, CHz), 45.2 (g, CH3) ppm; HRM S (ElI)
m/z berechnet fir C1;H1;NOs [M]": 237.0637, gefunden: 237.0638; Schmelzpunkt: 103.4-
103.5°C.

3-Allyl-4-hydr oxy-5-nitr obenzoesaur emethylester 62
o o
OMe X OMe
\/\0 HO
NO, NO,
264 62
Vorschrift 1:

4-Allyloxy-3-nitrobenzoesauremethylester 264 (1.50 g, 6.32 mmol, 1Aq.) wird in einem
Mikrowellenglas in Toluol (10 mL) geldst, mit SIC (800 mg) versetzt, verschlossen und 2 h
bei 200 °C und 250 Waitt in der Mikrowelle erhitzt. Anschlief3end wird die Mischung Gber
Kieselgur filtiert, mit Diethylether gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 30/1 — 4/1) wird 3-Allyl-4-hydroxy-
5-nitrobenzoesduremethylester 62 (0.95 g, 3.98 mmol, 63 %) als gelber Feststoff erhalten.
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Vorschrift 2.

3-Nitro-4-oxyallylbenzoesiuremethylester 264 (2.00 g, 8.43 mmol, 1Ag.) wird in ein
Mikrowellenglas gegeben und 30 min in der Mikrowelle auf 200 °C erhitzt. Das entstandene
braune Ol wird saulenchromatographisch (PE/EE 30/1 — 4/1) gereinigt. Es wird
3-Nitro-4-hydroxy-5-allylbenzoesduremethylester 62 (1.13 g, 4.76 mmol, 57 %) als gelber
Feststoff erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, CDCls, CHCl5 = 7.26 ppm): & = 11.25 (d, 1H, J= 0.4 Hz, OH), 8.70 (d,
1H, J= 2.5 Hz, H-aromat.), 8.11 (dd, 1H, J = 2.5, 0.4 Hz, H-aromat.), 5.98 (ddt,1H, J=10.1,
6.7 Hz, H-allyl.), 5.14 (ddt, 2H, J = 10.1, 1.4 Hz, H-alyl.), 3.93 (s, 3H, Me), 3.51 (dt, 2H,
J=6.7, 1.4 Hz, CH,) ppm; ®*C-NMR: (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm): & = 165.15
(s, COOMe), 156.44 (s, C-aromat.), 137.73 (d, C-aromat.), 134.47 (d, C-alyl.), 133.31 (s
C-aromat.), 132.14 (s, C-aromat.), 125.48 (s, C-aromat.), 121.99 (d, C-aromat.), 117.63 (t,
C-dlyl.), 52.65 (g, CH3), 33.79 (t, CH2) ppm; HRMS (El) myz berechnet fir C;;H11NOs
[M]": 237.0637, gefunden: 237.0636; Schmelzpunkt: 53.4 °C.

7-Nitr obenzofur an-5-car boxylsauremethylester 65

OMe 74 OMe

O

HO
N02 NOZ
62 65

3-Allyl-4-hydroxy-5-nitrobenzoesiuremethylester 62 (340 mg, 1.43 mmol, 1Aq.) wird in
CH3OH (20 mL) gelost, auf -78°C gekuhlt und 40 min Ozon durch die Losung geleitet. Nach
dieser Zeit wird Dimethylsulfid (0.7 mL) zugegeben und die Mischung wird auf RT erwarmt.
Anschlief3end wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der zurlickgebliebene gelbe
Feststoff mit Diethylether und Wasser versetzt. Die organische Phase wird mit Wasser und
NaCl-Lsg. ges. gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt.

Der ausgefallene Feststoff wird mit Phosphorsaure (3 mL, 85%) versetzt und 20 min auf
100°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird mit Wasser verdinnt und mehrmals mit
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Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser und NaCl-
Lsg. ges. gewaschen, tUber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 20/1 — 10/1 — 5/1) wird
7-Nitrobenzofuran-5-carboxylsauremethylester 65 (46 mg, 0.28 mmol, 15 %) as gelber
Feststoff erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): 5 8.86 (d, 1H, J = 1.4 Hz, H-aromat.), 8.64
(d, 1H, J = 1.4 Hz, H-aromat.), 7.93 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H-aromat.), 7.03 (d, 1H, J = 2.4 Hz,
H-aromat.), 4.01 (s, 3H, CHs) ppm; **C-NMR: (100 MHz, CDCls, CDCls = 77.16 ppm):
6 165.4 (s, C-COOMe), 149.2 (s, C-aromat.), 148.7 (d, C-aromat.), 131.9 (s, C-aromat.),
129.7 (s, C-aromat.), 129.7 (s, C-aromat.), 125.9 (s, C-aromat.), 122.6 (d, C-aromat.), 107.7
(d, C-aromat.), 52.9 (g, CH3) ppm; HRM S (EI) m/z berechnet fiir C1oH;NOs [M]": 221,0324,
gefunden: 221.0323; Schmelzpunkt: 136.5 °C.

2-Hydroxymethyl-7-nitr o-2,3-dihydr obenzofuran-5-car boxylsduremethylester 67

OMe OMe

HO HO (o)
NOZ NOZ
62 67

3-Allyl-4-hydroxy-5-nitrobenzoesiuremethylester 62 (2 g, 8.43 mmol, 1 Aq.) wird in einem
THF/H,0-Gemisch (70 mL) gelost und dann mit OsO, in tert-Butanol (28 pL, 0.007 umol,
0.08 mol%, 2.5 M) und NalO4 (3.8 g, 17.77 mmol, 2.1 Aq.) versetzt. Diese Mischung wird
48 h bei RT gerdhrt. Danach wird Natriumthiosulfat-Lsg. ges. zugegeben und die waéssrige
Phase wird zweimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber MgSO, getrocknet und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 5/1 — 2/1) wird 2-Hydroxymethyl-7-nitro-
2,3-dihydrobenzofuran-5-carboxylsduremethylester 67 (1.86 g, 7.33 mmol, 87 %) as gelber
Feststoff erhalten.
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'H-NMR: (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): & 8.64 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.), 8.08
(d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.), 5.21 (dddd, 1H, J = 9.5, 7.0, 6.5, 3.4 Hz, CH), 3.93 (s, 3H,
CHs), 3.57 (dd, 1H, J = 10.3, 3.4 Hz, CH,OH), 3.55 (dd, 1H, J = 16.6, 9.5 Hz, CHOH), 3.47
(dd, 1H, J=10.3, 7.0Hz, CH), 3.20 (dd, 1H, J=16.6, 6.5Hz, CH) ppm; “C-NMR:
(100 MHz, CDCl3, CDCl5 = 77.16 ppm): & 165.1 (s, COOMe), 157.5 (s, C-aromat.), 132.4 (s,
C-aromat.), 131.8 (s, C-aromat.), 131.3 (d, C-aromat.), 126.9 (d, C-aromat.), 123.7 (s,
C-aromat.), 85.2 (d, CH), 52.7 (t, CH3), 35.1 (t, CH, ), 7.6 (t, CH) ppm; HRMS (EI) m/z
berechnet fir CiiHioNOs [M-H,O+H]™: 236.0559, gefunden: 236.0558; Schmelzpunki:
112.4-112.5 °C.

3-Allyl-4-methoxy-5-nitr obenzoesdur emethylester 63

OMe OMe

HO MeO
NOZ NOZ
62 63

3-Allyl-4-hydroxy-5-nitrobenzoesiuremethylester 62 (500 mg, 2.11 mmol, 1 Ag.) wird in
Aceton (20 mL) gelost, mit K,COz (440 mg, 3.17 mmol, 1.5 Aqg.) und Me,SO, (0.3 mL,
3.17 mmol, 1.5 Aq.) versetzt und 6 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT
wird Wasser zugegeben und dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Loésungsmittel im Vakuum
entfernt. Es wird 3-Allyl-4-methoxy-5-nitro-benzoesduremethylester 63 (530 mg, 2.11 mmol,
guant.) als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): & 8.33 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.), 8.09
(d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.), 5.95 (ddt, 1H, J = 16.9, 10.0, 6.3 Hz, H-allyl.), 5.17 (dd, 1H,
J=10.0, 1.3 Hz, H-dlyl.), 5.11 (dd, 1H, J = 16.9, 1.3 Hz, H-allyl.), 3.96 (s, 3H, CH3), 3.92 (s,
3H, CHs), 350 (d, 2H, J=6.3Hz, CH,) ppm; ®C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.16 ppm): 6 165.0 (s, COOMe), 155.1 (s, C-aromat.), 143.8 (s, C-aromat.), 137.0
(s, C-aromat.), 135.8 (d, C-alyl.), 135.2 (d, C-aromat.), 125.9 (d, C-aromat.), 125.2 (d,
C-aromat.), 117.7 (d, C-allyl.), 62.9 (q, CH3), 52.7 (g, CH3), 33.9 (t, CH,) ppm; HRMS (EI)
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m/z berechnet fir C1;H13NOs [M]": 251.0794, gefunden: 251.0794; Schmelzpunkt: 49.9-
50.1 °C.

3-For myl-4-methoxy-5-nitr obenzoesdur emethylester 64

OMe o~ OMe

MeO MeO
N02 N02
63 64

3-Allyl-4-methoxy-5-nitrobenzoesiuremethylester 63 (500 mg, 1.99 mmol, 1Aq.) wird in
einem THF/H,O-Gemisch (2 mL) gelost, mit NalO4 (894 mg, 4.18 mmol, 2.1 Aqg.) und OsO,
intert. Butanol (7 pL, 0.0017 mmol, 0.08 mol%, 2.5 M) versetzt und 48 h bei RT gerthrt.
Danach wird ges. Natriumthiosulfat-Losung zugegeben und die wassrige Phase wird zweimal
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (PE/EE 5/1 — 2/1) wird 3-Formyl-4-methoxy-5-nitrobenzoesduremethyl-ester 64
(423 mg, 1.77 mmol, 89 %) a's beigefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): & 10.41 (s, 1H, H-Aldehyd), 8.71 (d, 1H,
J= 22 Hz, H-aromat.), 8.69 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H-aromat.), 4.13 (s, 3H, CHj3), 3.98 (s, 3H,
CHs) ppm; *C-NMR: (100 MHz, CDCl;, CDClz=77.16 ppm): & 186.9 (d, C-Aldehyd),
164.0 (s, COOMe), 159.0 (s, C-aromat.), 143.9 (s, C-aromat.), 134.5 (d, C-aromat.), 131.8 (d,
C-aromat.), 131.3 (s, C-aromat.), 126.6 (s, C-aromat.), 65.3 (g, CH3), 53.1 (q, CHz) ppm;
HRMS (ESI) mvz berechnet fir CioH1oNOg [M+H]™: 240.0508, gefunden: 240.0505;
Schmelzpunkt: 90.7-90.8 °C
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4-M ethoxy-3-nitr 0-5-(2-oxo-ethyl)-benzoesdur emethylester 265

OMe OMe

MeO MeO
N02 NOZ
63 265

3-Allyl-5-amino-4-methoxybenzoesiuremethylester 63 (300 mg, 1.19 mmol, 1 Aqg.) wird in
CHCl; abs. (10 mL) gelost und auf -78°C gekuihlt. Bel dieser Temperatur wird 20 min Ozon
durch die Losung geleitet. Anschlief3end werden 1.5 mL Dimethylsulfid (1.5 mL) zugegeben,
die Losung auf RT erwarmt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird
in Diethylether aufgenommen und zweimal mit dest. Wasser extrahiert. Die organische Phase
wird Uber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgt sdulenchromatographisch Uber Kieselgel (PE/EE 20/1 — 10/1 — 5/1). Es werden 4-
M ethoxy-3-nitro-5-(2-oxo-ethyl)-benzoesauremethylester 265 (218 mg, 0.86 mmol, 72 %) als
gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl5 = 7.26 ppm): 5 9.84 (t, 1H, J = 1.5 Hz, H-Aldehyd), 8.48
(d, 1H, J = 2.2 Hz, H-aromat.), 8.10 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H-aromat.), 3.94 (s, 3H, CH3), 3.90
(d, 2H, J = 1.5 Hz, CH,), 3.88 (s, 3H, CH3) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 =77.16 ppm): 6 197.15 (d, C-Aldehyd), 164.7 (s, COOMe), 155.7 (s, C-aromat.),
136.8 (d, C-aromat.), 129.7 (s, C-aromat.), 126.9 (d, C-aromat.), 126.9 (s, C-aromat.), 125.9
(s, C-aromat.), 62.6 (q, CHs), 52.9 (g, CH3), 45.2 (t, CH,) ppm; HRM S (EI) nVz berechnet fir
C11H11NOg [M]™: 253.0586, gefunden: 253.0587.

3-Allyl-4-allyloxy-5-nitr obenzoesaur emethylester 68

OMe OMe
HO "o
NO, NO,
62 68
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3-Allyl-4-hydroxy-5-nitrobenzoesiuremethylester 62 (600 mg, 2.53 mmol, 1 Aqg.) wird in
Aceton (20 mL) gelost, mit K,CO3 (700 mg, 5.06 mmol, 2 Ag.) und Allylbromid (0.7 mL,
7.59 mmol, 3 Aq.) versetzt und 24 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf RT wird
der Feststoff abfiltriert, mit Aceton gewaschen und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der
Rickstand wird in dest. Wasser und Essigsaureethylester aufgenommen, die wassrige Phase
dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es wird 3-Allyl-4-allyloxy-
5-nitrobenzoesiuremethylester 68 (701 mg, 2.53 mmol, quant.) as gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): & = 8.34 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.),
8.10 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-aromat.), 6.04 (ddt, 1H, J = 17.0, 10.4, 5.9 Hz, H-allyl.), 5.95 (ddt,
1H, J = 17.2, 9.9, 6.5 Hz, H-alyl.), 5.39 (dd, 1H, J = 17.0, 1.2 Hz, H-allyl.), 5.31 (dd, 1H,
J=104, 1.2 Hz, H-dlyl.), 5.18 (dd, 1H, J = 9.9, 1.4 Hz, H-alyl), 5.12 (dd, 1H, J=17.2, 1.4
Hz, H-allyl.), 453 (d, 2H, J = 5.9 Hz, CH,), 3.51 (d, 2H, J = 6.5 Hz, CH,) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCl3, CHCl3 = 77.16 ppm): 6 = 165.0 (s, COOMe), 153.8 (s, C-aromat.), 144.2
(s, C-aromat.) 137.3 (d, C-dlyl.), 135.7 (d, C-aromat.) 135.2 (d, C-dlyl.), 132.3 (s,
C-aromat.), 126.0 (s, C-aromat.), 125.1 (d, C-aromat.), 119.6 (t, C-alyl.) 117.8 (t, C-alyl.)
76.4 (t, CHy), 52.8 (g, CH3), 34.0 (t, CH,) ppm. HRMS (EI) m/z berechnet fir C14H15NOs
M]™: 277.0950, gefunden: 277.0948.

3-Nitro-5-propenyl-4-propenyloxybenzoesauremethylester 266

OMe 7 OMe

NOZ NOZ
68 266

3-Allyl-4-alyloxy-5-nitrobenzoesiuremethylester 68 (380 mg, 1.38 mmol, 1Aq.) wird in
trockenem und entgastem Toluol (5 mL) geldst. Danach wird [RuCIH(CO(PPhgz)s] (180 mg,
0.19 mmol, 14 mol%) hinzugegeben und es wird 72 h bei 90°C gerthrt. Nach dem Abkuhlen
auf RT wird die Mischung Uber Kieselgel filtriert. Das Losungsmittel wird im Vakuum

entfernt, und es werden 3-Nitro-5-propenyl-4-propenyloxybenzoesduremethylester 266
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(266 mg, Rohprodukt) als baunes Ol erhalten (Gemisch mit Edukt, Umsatzbestimmung ber
'H-NMR-Spektrum). Das Produkt wird ohne weitere Reinigung in der néchsten Stufe
eingesetzt.

7-Nitr obenzofuran-5-carbonsaur emethylester 65

7 OMe / OMe

N02 NOZ
266 65

Vorschrift 1:

3-Nitro-5-propenyl-4-propenyl oxybenzoesauremethylester 266 (140 mg, 0.49 mmol, 1 Aq.)
werden in trockenem und entgastem Toluol (2.5 mL) geldst, mit Grubbs Il-Katalysator
(40 mg, 0.05 mmol, 10 mol %) versetzt und das Reaktionsgemisch 3 h bel 90 °C gerihrt.
Nach dieser Zeit wird eine weitere Spatelspitze des Katalysators hinzugegeben. Nach
insgesamt 4.5 h wird die Reaktion beendet und mit Essigsdureethylester Uber Kieselgur
filtriert. Das LoOsungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird
sdulenchromatographisch  (PE/EE  20/1) gereinigt. Es wird 7-Nitrobenzofuran-
5-carbonsauremethylester 65 (40 mg, 0.17 mmol, 35 %) as beigefarbener Feststoff erhalten.

Vorschrift 2:

3-Nitro-5-propenyl-4-propenyl oxybenzoesauremethylester 266 (500 mg, 1.81 mmol, 1 Aq.)
werden in trockenem und entgastem Toluol (5 mL) gelost, dann werden Grubbs-Hoveyda-
Katalysator (40 mg, 0.06 mmol, 34 mol%) hinzugefugt und das Gemisch wird fur 4 h bei
90 °C geruihrt. Nach dieser Zeit wird eine weitere Spatel spitze des Katalysators hinzugegeben.
Die Reaktion wird nach insgesamt 5.5 h beendet und mit Essigséureethylester Gber Kieselgur
filtriert. Das LoOsungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der Rickstand  wird
sdulenchromatographisch  (PE/EE  20/1) gereinigt. Es wird 7-Nitrobenzofuran-
5-carbonsduremethylester 65 (140 mg, 0.73 mmol, 40 %) als beigefarbener Feststoff erhalten.
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'H-NMR: (400 MHz, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): 6 8.86 (d, 1H, J = 1.4 Hz, H-aromat.), 8.64
(d, 1H, J=1.4 Hz, H-aromat.), 7.93 (d, 1H, J= 2.4 Hz, H-aromat.), 7.03 (d, 1H, J=2.4 Hz,
H-aromat.), 4.01 (s, 3H, CHs) ppm; *C-NMR: (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.16 ppm):
6 165.4 (s, COOMe), 149.2 (s, C-aromat.), 148.7 (d, C-aromat.), 131.9 (s, C-aromat.), 129.7
(s, C-aromat.), 129.7 (s, C-aromat.), 125.9 (s, C-aromat.), 122.6 (d, C-aromat.), 107.7 (d,
C-aromat.), 52.9 (g, CH3) ppm; HRMS (EI) m/z berechnet fir CioH;,NOs [M]": 221.0324,
gefunden: 221.0323; Schmelzpunkt: 136.5 °C.

7-Nitr obenzofur an-5-carbonsaur e 267

N02 N02
65 267

7-Nitrobenzofuran-5-carbonsauremethylester 65 (20 mg, 0.09 mmol, 1Aq.) wird in CH30H
(5mL) gelést, mit LiOH (0.45 mL, 0.45 mmol, 5 Ag., 1M) versetzt und 4 h bei RT geriihrt.
Anschlief3end wird mit HCI (2 M) neutraisiert, das CH3;OH im Vakuum entfernt, mit dest.
Wasser verdinnt und mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Es wird 7-Nitrobenzofuran-5-carbonsdure 267 (18.5 mg, 0.09 mmol, quant.) als
farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, Methanol-d;, CHD,OD =3.31ppm): §8.76 (d, 1H, J = 1.7 Hz
H-aromat.), 8.69 (d, 1H, J = 1.7 Hz, H-aromat.), 8.12 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H-aromat.), 7.19 (d,
1H, J = 2.2 Hz, H-aromat.) ppm; *C-NMR: (100 MHz, Methanol-ds, Methanol-d,
=49.00 ppm): 6 167.7 (s, COOH), 150.5 (d, C-aromat.), 150.3 (s, C-aromat.), 144.8 (s,
C-aromat.), 133.4 (d, C-aromat.), 130.7 (s, C-aromat.), 127.7 (d, C-aromat.), 123.0 (d,
C-aromat.), 108.8 (d, C-aromat.) ppm; HRMS (ESI) mV/z berechnet fur CoHsNOs [M-H]:
206.0089, gefunden: 206.0087; Schmelzpunkt: 261.6-262.1 °C.
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7-Aminobenzofuran-5-car bonsaur e 66

NO, NH,
267 66

7-Nitrobenzofuran-5-carbonsaure 267 (0.23 mg, O0.11mmol, 1Aq) wird in
Essigsiureethylester (3 mL) gelést und mit SnCl,-2H,0 (100 mg, 0.44 mmol, 4 Aq.) versetzt.
Diese Mischung wird 5 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird mit
NaHCO;-Lsg. ges. neutralisiert und mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Es wird
7-Aminobenzofuran-5-carboxylsdure 66 (19.5 mg, 0.11 mmol, quant.) als beigefarbener
Feststoff erhalten.

'H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): §7.99 (d, 1H, J = 2.4 Hz
H-aromat.), 7.50 (d, 1H, J = 1.7 Hz, H-aromat.), 7.22 (d, 1H, J = 1.7 Hz, H-aromat.), 6.94 (d,
1H, J = 2.4 Hz, H-aromat.) ppm; *C-NMR: (100 MHz, DM SO-ds, DM SO-ds = 39.52 ppm):
6 168.1 (s, COOH), 146.1 (s, C-aromat.), 145.6 (d, C-aromat.), 133.5 (s, C-aromat.), 127.4 (s,
C-aromat.), 126.5 (s, C-aromat.), 110.9 (d, C-aromat.), 109.7 (d, C-aromat.), 107.7 (d,
C-aromat.) ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fir CoHgNO3 [M-H]: 176.0348, gefunden:
176.0347; Schmelzpunkt: 161.8-167.0 °C (Zersetzung).

3-Acetylamino-5-hydroxymethylbenzoesaur emethylester 70

(¢} (¢}
—_—
NH,
55

NHAc
70

3-Amino-5-hydroxymethyl benzoesauremethylester 55 (3.45 g, 19.04 mmol, 1 Aq.) wird in
THF (50 mL) gelést. Anschlieffend werden Acetanhydrid (1.8 mL, 19.04 mmol, 1 Aqg.) und
Triethylamin (2.65 mL, 19.04 mmol, 1 Aq.) zugegeben und 4 h bei RT geriihrt. Anschlielzend
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werden nochmals Acetanhydrid (0.9 mL, 9.52 mmol, 0.5 Aqg.) und Triethylamin (1.33 mL,
9.52, 0.5 Aq.) zugegeben und weitere 2 h bei RT geriihrt. Dann wird die Reaktion durch die
Zugabe von ges. NaHCOgs-Lsg. beendet, es wird Essigsaureethylester zugegeben, die Phasen
werden getrennt und die wassrige Phase wird dreima mit Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wird bei 4 °C kristalisiert. Die entstandenen Kristalle
werden  abfiltriert und im Vakuum getrocknet. Es wird 3-Acetylamino-5-
hydroxymethylbenzoesauremethylester 70 (3.16 g, 14.17 mmol, 74 %) als braune Kristalle
erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 10.13 (s, 1H, NH), 8.13 (s, 1H,
H-aromat.), 7.78 (s, 1H, H-aromat.), 7.59 (s, 1H, H-aromat), 5.35 (t, 1H, J = 5.5 Hz, OH),
452 (d, 2H, J = 5.5 Hz, CH,), 3.84 (s, 3H, CH3), 2.05 (s, 3H, Ac) ppm; *C-NMR (100 MHz,
CDCl3, CDCl3 = 39.52 ppm): 6 168.5 (s, Ac), 166.2 (s, COOMe), 143.9 (s, C-aromat.), 139.5
(s, C-aromat.), 129.8 (s, C-aromat.), 121.5 (d, C-aromat.), 121.2 (d, C-aromat.), 117.8 (d,
C-aromat.), 65.4 (t, CH,OH ), 52.1 (g, CH3), 24.0 (g, Ac) ppm; HRM S (EIl) nVz berechnet fur
C11H13NO4 [M]: 223.0845, gefunden: 223.0846; Schmelzpunkt: 149.4-150.4 °C.

3-Acetylamino-5-chloromethylbenzoesaur emethylester 268

HO OMe Cl OMe

NHAc NHAc
70 268

3-Acetylamino-5-hydroxymethyl benzoesiuremethylester 70 (2.26 g, 10.13 mmol, 1 Ag.) wird
in CH.Cl, (50 mL) gelost und mit Pyridin (1.8 mL, 22.30 mmol, 2.2 Aq.) versetzt. Die
Mischung wird auf 0°C gekiihlt, dann wird Thionylchlorid (1.62 mL, 22.30 mmol, 2.2 Aq.)
zugetropft und es wird 12 h bei RT gertihrt. Durch die Zugabe von dest. Wasser wird die
Reaktion beendet. Es wird CH,Cl, (50 mL) zugegeben, die Phasen werden getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden je

einmal mit Wasser, HCl (2 M) und NaCl-Lsg. ges. gewaschen. Dann wird die organische



152 Experimenteller Tell

Phase Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgt saulenchromatographisch tber Kieselgel (PE/EE 2/1 — 1/1). Es wird 3-Acetylamino-
5-chloromethylbenzoesduremethylester 268 (1.10 g, 4.55 mmol, 45 %) as hellbrauner
Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3=7.26 ppm): §8.01 (s, 1H, H-aromat.), 7.93 (s, 1H,
H-aromat.), 7.81 (s, 1H, H-aromat.), 7.40 (br. s, 1H, NH), 4.59 (s, 2H, CH.Cl), 3.92 (s, 3H,
CHs), 2.21 (s, 3H, Ac) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm): & 168.6 (s,
Ac), 166.3 (s, COOMe), 139.1 (s, C-aromat.), 138.6 (s, C-aromat.), 131.5 (s, C-aromat.),
125.4 (d, C-aromat.), 124.3 (d, C-aromat.), 120.6 (d, C-aromat.), 52.5 (t, CH.CI), 45.5 (q,
CH3), 24.8 (g, Ac) ppm; HRMS (El) nvz berechnet fur C;H12CINOs [M]™: 241.0506,
gefunden: 241.0507; Schmelzpunkt: 132.1-133.2 °C.

3-Acetylamino-5-brommethylbenzoesaur emethylester 71

HO OMe Br OMe

NHAc NHAc
70 7

Triphenylphosphan (800 mg, 3.00 mmol, 1.35 Ag.) und Imidazol (230 mg, 3.4 mmol,
1.5 Aq.) werden in CH,Cl, (9 mL) gelést und auf 0°C gekiihit. Bei dieser Temperatur wird
Brom (0.15mL, 2.9 mmol, 1.3 Ag.) zugegeben. Diese Mischung wird anschlieRend zu
3-Acetylamino-5-hydroxymethylbenzoesauremethylester 70 (510 mg, 2.20 mmol, 1 Aq.) in
CHCl, (7 mL) gegeben und 4 h bel RT gerthrt. Danach wird Wasser zugegeben und dreimal
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach séulenchromatographischer
Reinigung (PE/EE 2/1) wird 3-Acetylamino-5-brommethylbenzoeséduremethylester 71
(500 mg, 1.75 mmol, 79 %) as beigefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl;=7.26 ppm): & 8.02 (s, 1H, H-aromat.), 7.89 (s, 1H,
H-aromat.), 7.81 (s, 1H, H-aromat.), 7.37 (br. s, 1H, NH), 4.48 (s, 2H, CH,Br), 3.92 (s, 3H,
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CHs), 2.20 (s, 3H, Ac) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.16 ppm): & 168.6 (s,
Ac), 166.3 (s, COOMe), 139.4 (s, C-aromat.), 138.7 (s, C-aromat.), 131.6 (s, C-aromat.),
126.0 (d, C-aromat.), 124.7 (d, C-aromat.), 120.6 (d, C-aromat.), 52.5 (t, CH.Br), 32.4 (q,
CHs), 24.8 (g, Ac) ppm; HRMS (El) mVz berechnet fir Cy;H1,BrNOz [M]™: 284.9998,
gefunden: 285.0000; Schmelzpunkt: 162.9-164.4 °C.

3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesaur emethylester 72

Cl OMe Ny OMe

NHAc NHAc
268 72

3-Acetylamino-5-chloromethyl benzoesiuremethylester 268 (1.10 g, 4.55 mmol, 1 Ag.) wird
in Aceton (15 mL) gelost und mit dest. Wasser (5 mL) und Natriumazid (1.77 g, 27.30 mmol,
6 Aq.) versetzt. Die Mischung wird unter Riickfluss 12 h geriihrt. Nach beendeter Reaktion
wird das Aceton im Vakuum entfernt und der Rickstand in CH,Cl, gelost. Die organische
Phase wird mehrmals mit dest. Wasser und einma mit NaCl-Lsg. ges. gewaschen. Die
waéssrige Phase wird noch zweimal mit CH,Cl, extrahiert, anschlief3end werden die
vereinigten organischen Phasen tber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch Uber Kieselgel (PE/EE 1/1). Eswird
3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesdure-methylester 72 (0.97 g, 3.91 mmol, 86 %) als
hellbrauner Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3=7.26 ppm): & 7.95 (s, 1H, H-aromat.), 7.94 (s, 1H,
H-aromat.), 7.73 (s, 1H, H-aromat.), 7.53 (br. s, 1H, NH), 4.39 (s, 2H, CH2N3), 3.92 (s, 3H,
CHs), 2.21 (s, 3H, Ac) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm): & 168.7 (s,
Ac), 166.4 (s, COOMe), 138.8 (s, C-aromat.), 137.2 (s, C-aromat.), 131.5 (s, C-aromat.),
124.8 (d, C-aromat.), 123.8 (d, C-aromat.), 120.4 (d, C-aromat.), 54.4 (t, CH2N3), 52.6 (q,
CHs), 24.7 (g, Ac)ppm; HRMS (EI) nmvz berechnet fiir CiiH1oN4Os [M]™: 248.0909,
gefunden: 248.0908; Schmelzpunkt: 106.4-108.1 °C.
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3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesaur emethylester 72

o) o)
Br/\QJ\OMe Ns/\©)k0Me
—_—
71

NHAc NHAc
72

3-Acetylamino-5-brommethyl benzoesiuremethylester 71 (488 mg, 1.70 mmol, 1 Aqg.) wird in
Aceton (10 mL) und Wasser (5 mL) gelost, Natriumazid (660 mg, 10.20 mmol, 6 Aq.)
zugegeben und 12 h bei 80°C unter Rlchfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird das
Aceton im Vakuum entfernt und die wassrige Phase mehrmals mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Es wird 3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesduremethylester 72 (390 mg,
1.57 mmol, 93 %) al< beigefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl;=7.26 ppm): & 7.95 (s, 1H, H-aromat.), 7.94 (s, 1H,
H-aromat.), 7.73 (s, 1H, H-aromat.), 7.53 (br. s, 1H, NH), 4.39 (s, 2H, CH2N3), 3.92 (s, 3H,
CHs), 2.21 (s, 3H, Ac) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm): 5 168.7 (s,
Ac), 166.4 (s, COOMe), 138.8 (s, C-aromat.), 137.2 (s, C-aromat.), 131.5 (s, C-aromat.),
124.8 (d, C-aromat.), 123.8 (d, C-aromat.), 120.4 (d, C-aromat.), 54.4 (t, CH2N3), 52.6 (q,
CH3), 24.7 (g, Ac) ppm; HRMS (EI) nvz berechnet fur CiiHioN4Os [M]™: 248.0909,
gefunden: 248.0908; Schmelzpunkt: 106.4-108.1 °C.

3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesaure 73

N3 OMe N3 OH

NHAc NHAc
72 73

3-Acetylamino-5-azidomethyl benzoesiuremethylester 72(8.35 g, 33.65 mmol, 1 Ag.) wird in
CH3OH (400 mL) gel6st, mit LiOH-Lsg. (168 mL, 168 mmol, 5 Ag.1 M) versetzt und 4 h bei
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60°C gerihrt. Anschlief3end wird das CH3;OH im Vakuum entfernt, mit HCI (2 M) auf pH 2
angesauert und mehrmals mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden tber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Es wird
3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesdure 73 (7.72 g, 33.01 mmol, 98 %) as hellbraune
Kristalle erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 10.18 (s, 1H, NH), 8.14 (dd,
J=20, 1.7 Hz, 1H, H-aromat.), 7.84 (s, 1H, J = 1.7, 1.5 Hz, H-aromat.), 7.58 (s, 1H, J = 2.0,
1.5 Hz, H-aromat), 4.51 (s, 2H, CH,), 2.06 (s, 3H, Ac) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3=39.52 ppm): 6 168.7 (s, Ac), 166.9 (s, COOH), 139.9 (s, C-aromat.), 136.8 (s,
C-aromat.), 131.6 (s, C-aromat.), 123.5 (d, C-aromat.), 122.4 (d, C-aromat.), 119.3 (d,
C-aromat.), 53.2 (t, CH2N3 ), 24.0 (g, Ac) ppm; HRMS(EI) nmV/z berechnet fir CioH10N4O3
[M]": 234.0753, gefunden: 234.0754; Schmelzpunkt: 151.5 °C.

3-Amino-5-azidomethylbenzoesiur e 69

Ny OH N; OH

NHAc NH,
73 69

3-Acetylamino-5-azidomethylbenzoesiure 73 (8.00 g, 34.16 mmol, 1 Ag.) wird in dest.
Wasser (100 mL) und HCl (11.2 mL, konz.) gelost und 12 h unter Rickfluss erhitzt.
Anschlief3end wird die Mischung mit NaOH (2 M) auf pH 5 gebracht und mehrmals mit
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Es wird 3-Amino-
5-azidomethylbenzoesdure 69 (4.35 g, 22.4 mmol, 66 %) as hellbraune Kristalle erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 7.14 (dd, J = 2.2, 1.5 Hz, 1H,
H-aromat.), 7.06 (dd, 1H, J = 1.5, 1.0 Hz, H-aromat.), 6.74 (dd, 1H, J = 2.2, 1.0 Hz, H-
aromat), 5.50 (br. s, 2H, NH,), 4.35 (s, 2H, CH,) ppm; *C-NMR (100 MHz, DMSO-d,
DMSO-ds = 39.52 ppm): 6 167.6 (s, COOH), 149.3 (s, C-aromat.), 136.5 (s, C-aromat.), 131.7
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(s, C-aromat.), 117.3 (d, C-aromat.), 116.4 (d, C-aromat.), 114.2 (d, C-aromat.), 53.6 (t,
CH2N3 ) ppm; HRMS(ESI) mvz berechnet fir CgHoN4O, [M+H]™: 193.0726, gefunden:
193.0725; Schmelzpunkt: 129.1-129.2 °C.

3-Amino-5-aminomethylbenzoesaur e 74

0 0
—_—
NH, NH,
69 74

3-Amino-5-azidomethylbenzoesiure 69 (300 mg, 0.156 mmol, 1 Ag.) wird in CH;OH (5 mL)
gelost und mit Eisessig (2 mL) und Pd/C (170 mg, 0.0156 mmol, 10 mol% Aq.) versetzt.
Diese Mischung wird unter Wasserstoffatmosphére 72 h heftig gerthrt. Anschlief3end wird
Uber Kieselgur und Sand filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (EE/CH30OH 5/1 — CH3OH) wird 3-Amino-
5-aminomethylbenzoesaure 74 (201 mg, 1.21 mmol, 78 %) als rotbraune Kristalle erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds , DMSO-ds = 2.50 ppm): & 7.18 (dd, 1H, J = 1.8, 1.6 Hz,
H-aromat.), 7.07 (dd, 1H, J = 1.6, 1.4 Hz, H-aromat.), 6.60 (dd, 1H, J = 1.8, 1.4 Hz,
H-aromat.), 5.04 (br.s, 2H, NH,), 3.72 (s, 2H, CH,) ppm; *C-NMR (100 MHz, DMSO-ds ,
DM SO-ds = 39.52 ppm): 6 167.4 (s, COOH), 143.5 (s, C-aromat.), 133.8 (s, C-aromat.), 132.9
(s, C-aromat.), 130.6 (d, C-aromat.), 127.7 (d, C-aromat.), 126.0 (d, C-aromat.), 45.5 (t,
CH2NHy) ppm; HRMS (ESI) nmVz berechnet fir CgHgN.O, [M-H]": 165.0664, gefunden:
165.0665; Schmelzpunkt: 183.3-189.2 °C (Zersetzung).
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3-Acetoxymethyl-5-nitr obenzoesaur emethylester 75

HO OMe AcO OMe

N02 N02
37 75

3-Hydroxymethyl-5-nitrobenzoesauremethylester 37 (25 g, 11.84 mmol, 1Aq.) wird
zusammen mit NaOH (54 mg, 1.35 mmol, 0.1 Aqg.) in ein Mikrowellen-Glas gegeben, mit
Acetanhydrid (2.22 mL, 23.68 mmol, 2 Aq.) versetzt, verschlossen und 4 min bei 120 °C in
die Mikrowelle gegeben. Nach dem Abkilhlen auf RT wird die Mischung mit dest. Wasser
und Essigsdureethylester versetzt und die wassrige Phase zweimal mit Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Es wird 3-Acetoxymethyl-5-nitrobenzoesaure-
methylester 75 (2.99 g, 11.84 mmol, quant.) as hellgelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): & 8.80 (dd, 1H, J = 1.8, 1.2 Hz, H-aromat.),
8.40 (dd, 1H, J = 1.9, 1.8 Hz, H-aromat.), 8.33 (dd, 1H, J = 1.9, 1.2 Hz, H-aromat.), 5.23 (t,
2H, CH,), 3.99 (s, 3H, CHs), 2.16(s, 3H, Ac) ppm; ®*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3=77.16 ppm): 6 170.6 (s, Ac), 164.8 (s, COOMe), 148.6 (s, C-aromat.), 138.9 (s,
C-aromat.), 134.5 (d, C-aromat.), 132.3 (s, C-aromat.), 126.7 (d, C-aromat.), 124.3 (d,
C-aromat.), 64.5 (t, CH,), 53.0 (g, CH3), 20.9 (g, Ac) ppm; HRM S (El) nVz berechnet fur
C11H11NOs [M]™: 253.0586, gefunden: 253.0584; Schmelzpunkt: 55.1-55.3 °C.

3-Acetoxymethyl-5-aminobenzoesaur emethylester 76

AcO OMe AcO OMe

NO, NH,
75 76
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3-Acetoxymethyl-5-nitrobenzoesauremethylester 75 (3.50 g, 13.82 mmol, 1 Aq.) wird in
Essigsaureethylester (100 mL) gelost, mit SnCl,-2 H,O (15.6 g, 41.47 mmol, 3 Aq.) versetzt
und fur 3 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf RT wird NaHCOs-Lsg. ges. zur
Neutralisation zugegeben und es wird dreima mit Essigsaureethylester extrahiert. Dann
werden die vereinigten organischen Phasen Gber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Es wird 3-Acetoxymethyl-5-aminobenzoesduremethylester 76 (3.05 g,
13.68 mmol, 99 %) as farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): 6 7.39 (dd, 1H, J = 1.7, 1.4 Hz, H-aromat.),
7.29 (dd, 1H, J = 2.0, 1.7 Hz, H-aromat.), 6.84 (dd, 1H, J = 2.0, 1.4 Hz, H-aromat.), 5.04 (s,
2H, CH, ), 3.89 (s, 3H, CH3), 3.84 (br. s, 2H, NH,), 2.10(s, 3H, Ac) ppm; *C-NMR:
(100 MHz, CDCl3, CDCl3=77.16 ppm): 6 170.9 (s, Ac), 167.1 (s, COOMe), 146.9 (s,
C-aromat.), 137.5 (s, C-aromat.), 131.6 (s, C-aromat.), 119.3 (d, C-aromat.), 118.9 (d,
C-aromat.), 115.7 (d, C-aromat.), 65.9 (t, CH>), 52.3 (g, CH3), 21.1 (g, Ac) ppm; HRMS (EI)
mvz berechnet fiir Cr1H1aNO,4 [M]™: 223.0845, gefunden: 223.0846; Schmelzpunkt: 76.5 °C.

3-Acetoxymethyl-5-methylaminobenzoesdur emethylester 77

AcO OMe AcO OMe

NH, NHMe
76 77

3-Acetoxymethyl-5-aminobenzoesauremethylester 76 (2.80 g, 12.54 mmol, 1 Ag.) wird in
CH30H (30 mL) gel6st und bei 0°C mit Formalin (1.5 mL, 20 mmol, 1.6 Aq. ) versetzt. Diese
Mischung wird 0.5 h bel dieser Temperatur gertihrt, dann wird portionsweise NaBH3;CN
(0.79 g, 12.54 mmol, 1 Ag.) zugegeben. Es wird noch 1 h bei 0°C und 2 h bei RT griihrt.
Danach wird zum Beenden der Reaktion Ammoniumchlorid-Lsg. (20 mL) zugegeben. Es
wird dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden
Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch Uber Kieselgel (PE/EE 10/1 — 5/1). Es wird 3-Acetoxymethyl-
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5-methylaminobenzoesauremethylester 77 als farbloser Feststoff erhaten (1.05 g, 4.39 mmol,
35 %).

'H-NMR: (400 MHz, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): § 7.26 (dd, 1H, J = 1.5, 1.0 Hz,
H-aromat.), 7.19 (dd, 1H, J = 2.2, 1.5 Hz, H-aromat.), 6.82 (dd, 1H, J = 2.2, 1.0 Hz,
H-aromat.), 5.05 (s, 2H, CH,), 3.87 (s, 3H, CHs), 2.79 (s, 3H, CH3), 2.09 (s, 3H, Ac) ppm;
BC-NMR: (100 MHz, Methanol-ds, Methanol-d,; =49.00 ppm): & 172.6 (s, Ac), 169.0 (s,
COOMe), 151.8 (s, C-aromat.), 138.8 (s, C-aromat.), 132.2 (s, C-aromat.), 117.9 (d,
C-aromat.), 117.2 (d, C-aromat.), 113.3 (d, C-aromat.), 67.1 (t, CH,), 30.4 (g, CH3), 52.5 (q,
CHs), 20.1 (g, Ac) ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CioHisNO4 [M+H]™: 238.1079,
gefunden: 238.1071; Schmelzpunkt: 58.9-59.1 °C.

3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesaur e Hydrochlorid 78

AcO OMe HO OH
x HCI

NHMe NHMe
77 78

3-Acetoxymethyl-5-methyl aminobenzoesiuremethylester 77(0.9 g, 3.79 mmol, 1 Aq.) wird in
CH30OH (10 mL) gelost, mit LiOH-Lsg. (23 mL, 23.00 mmol, 5 Ag., 1 M) versetzt und 4 h bei
RT gertihrt. Nach Ende der Reaktion wird mit HCI (2 M) angesduert und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Der zurlickgebliebene hellbraune Feststoff wird aus halbkonz. HCI
umkristallisiert. Es wird 3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesdure Hydrochlorid 78
(0.87 g, 4.02 mmol, 87 %) als hellbraune Kristalle erhaten.

'H-NMR (400 MHz, DM SO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 7.71 (s, 1H, H-aromat.), 7.69 (s,
1H, H-aromat.), 7.49 (s, 1H, H-aromat.), 4.55 (s, 2H,CH,), 2.84 (s, 3H, CHs3) ppm; *C-NMR
(100 MHz, DM SO-ds, DM SO-ds= 39.52 ppm): & 166.7 (s, COOH), 145.0 (s, C-aromat.),
141.7 (s, C-aromat.), 131.9 (s, C-aromat.), 123.5 (d, C-aromat.), 121.5 (d, C-aromat.), 118.4
(d, C-aromat.), 62.1 (t, CH,OH), 34.2 (g, CH3) ppm; HRMS (ESI) myz berechnet fir
CoH10NO3 [M-H]": 180.0661, gefunden: 180.0667; Schmelzpunkt: 175.9-176.1 °C.
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3-Amino-5-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxy)-benzoesaur emethylester 80

(o] (0]
HO TBSO
OMe OMe
—_—
NH, NH,
79 80

3-Amino-5-hydroxybenzoesiuremethylester 79 (1.3 g, 7.78 mmol, 1 Aq.) wird in CH,Cl, abs.
(20 mL) gelést und mit Imidazol (0.64 g, 9.34 mmoal, 1.2 Ag.), DMAP (9.5 mg, 0.08 mmol,
0.01 Ag.) und TBS-CI (1.41 g, 9.34 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Diese Mischung wird 12 h bei
RT gerlihrt. Anschlie?end werden Imidazol (0.11 g, 1.62 mmol, 0.2 Ag.) und TBS-CI (0.24 g,
1.59 mmol, 0.2 Aq.) zugegeben. Nach weiteren 6 h Rihren bei RT wird die Reaktion durch
Zugabe von Phosphatpuffer beendet. Die wassrige Phase wird zweimal mit CH,Cl, extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen werden Gber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung tber Kieselgel (PE/EE 10/1 —
5/1 — 2/1) wird 3-Amino-5-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxy)-benzoesduremethylester 80
(2.01 g, 7.16 mmol, 92%) als hellroter Feststoff erhalten.

'H-NM R (400 MHz, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): & 6.97 (dd, 1H, J = 1.9, 1.7 Hz, H-aromat.),
6.89 (dd, 1H, J = 2.2, 1.7 Hz, H-aromat.), 6.36 (dd, 1H, J = 2.2, 1.9 Hz, H-aromat.), 3.86 (s,
3H, CH3), 0.97 (s, 9H, TBS), 0.19 (s, 6H, TBS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.16 ppm): 6 167.2 (s, COOMe), 156.8 (s, C-aromat.), 147.7 (s, C-aromat.), 132.1
(s, C-aromat.), 111.6 (d, C-aromat.), 111.4 (d, C-aromat.), 109.7 (d, C-aromat.), 52.2 (g, CH3),
25.8 (g, TBS), 18.3 (s, TBS), -4.3 (g, TBS) ppm; HRM S (El) myz berechnet fir Ci4H23NO3Si
[M]": 281.1447, gefunden: 281.1446; Schmelzpunkt: 61.1-61.2 °C.

3-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloxy)-5-methylaminobenzoesdur emethylester 81

TBSO. TBSO.
OMe OMe

NH, NHMe
80 81



Experimenteller Teil 161

3-Amino-5-(tert-butyl-dimethyl-silanyl oxy)-benzoesauremethylester 80 (140 mg, 0.50 mmol,
1Aq.) wird in Dioxan (8 mL) gel6st, dann werden Pyridin (0.15 mL, 1.87 mmol, 3.5 Ag.) und
Cu(OAC), (240 mg, 1.33 mmol, 2.5 Aqg.) zugegeben und fir 30 min bel RT geriihrt.
Anschlieffend werden 80 mg MeB(OH), (1.33 mmol, 2.5 Aq.) zugegeben und fiir 24 h bei 110
°C unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wird die Mischung Uber Kieselgd filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(PE/EE 10/1 — 5/1) wird 3-(tert-Butyl-dimethyl-silanyloxy)-5-methylaminobenzoesaure-
methylester 81 (97 mg, 0.33 mmol, 66 %) als beigefarbener Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7.26 ppm): & 6.91 (dd, 1H, J = 1.9, 1.7 Hz, H-aromat.),
6.85 (dd, 1H, J = 2.2, 1.7 Hz, H-aromat.), 6.27 (dd, 1H, J = 2.2, 1.9 Hz, H-aromat.), 3.87 (s,
3H, OCHg), 3.80 (br. s, 1H, NH), 2.84 (s, 3H, CHs), 0.98 (s, 9H, TBS), 0.20 (s, 6H, TBS)
ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl3=77.16 ppm): & 167.5 (s, COOMe), 156.8 (s,
C-aromat.), 150.9 (s, C-aromat.), 131.9 (s, C-aromat.), 110.3 (d, C-aromat.), 108.7 (d,
C-aromat.), 107.1 (d, C-aromat.), 52.2 (g, OCH3), 30.9 (g, CH3), 25.8 (q, TBS), 18.3 (s, TBYS),
-4.2 (g, TBS) ppm; HRMS (ESI) mVz berechnet fiir CisHeNOsSi [M+H]™: 296.1682,
gefunden: 296.1682; Schmelzpunkt: 75.0-75.1 °C.

3-Hydr oxy-5-methylaminobenzoesdure Hydrochlorid 82

TBSO. HO.
—_—

NHMe
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81

0
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x HCI
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3-(tert-Butyl-dimethyl-silanyl oxy)-5-methylaminobenzoesduremethylester 81 (500  mg,
1.69 mmol, 1 Aqg.) wird in CHsOH (10 mL) gelést, mit LiOH-Lsg. (8.45 mL, 8.45 mmol,
5Aqg., 1 M) versetzt und 3 h bei RT geriihrt. Anschlieffend wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der zurlckgebliebene beige Feststoff wird aus halbkonz. HCI
umkristallisiert. Es wird 3-Hydroxy-5-methylaminobenzoesdure Hydrochlorid 82 (314 mg,
1.54 mmol, 91%) a's hellbraune Kristalle erhalten.
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'H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 10.3 (s, COOH), 7.31 (s, 1H,
H-aromat.), 7.22 (s, 1H, H-aromat.), 7.00 (s, 1H, H-aromat.), 2.81 (s, 3H, CHy,)
ppm;*C-NMR: (100 MHz, DM SO-ds, DM SO-dg = 39.52 ppm): & 166.6 (s, COOH), 158.5 (s,
C-aromat.), 1419 (s, C-aromat.), 133.1 (s, C-aromat.), 113.6 (d, C-aromat.), 113.5 (d,
C-aromat.), 111.5 (d, C-aromat.), 34.6 (g, CHs3) ppm; HRMS (ESI) nV/z berechnet fir
CgHgNO3; [M-H]: 166.0504, gefunden: 166.0506; Schmelzpunkt: 209.1-212.0°C
(Zersetzung).

3-Hydroxy-5-hydr oxymethylbenzoesiur e 84

0 0
HO/\Q)‘\OMe HO/\Q)‘\OH
—_—

OH OH

3-Hydroxy-5-hydroxymethyl benzoesiuremethylester 83 (303 mg, 1.66 mmol, 1 Ag.) wird in
CH3OH (5 mL) gel6st, mit LiOH-Lsg. (8.32 mL, 8.31 mmol, 5 Ag., 1 M) versetzt und 2 h bei
RT gerdhrt.

Die Mischung wird anschlief3end mit HCI (2 M) auf pH 3 angesauert und mehrmals mit
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tGber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es wird 3-Hydroxy-
5-hydroxymethylbenzoesaure 84 (279 mg, 1.66 mmol, quant.) als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DM SO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 9.66 (br. s, 1H, COOH), 7.35 (d,
1H,J =18, 1.0 Hz, H-aromat.), 7.19 (d, 1H, J = 2.2, 1.8 Hz, H-aromat.), 6.95 (d, 1H, J= 2.2,
1.0 Hz, H-aromat.), 5.23 (br. s, 1H, aromat.-OH), 4.46 (s, 2H,CH,), 3.37 (br. s, 1H, OH
) ppm; *C-NMR (100 MHz, DM SO-ds, DM SO-dg= 39.52 ppm): & 167.4 (s, COOH), 157.3
(s, C-aromat.), 144.6 (s, C-aromat.), 131.7 (s, C-aromat.), 118.0 (d, C-aromat.), 117.7 (d,
C-aromat.), 114.2 (d, C-aromat.), 62.5 (t, CH,OH) ppm; HRMS (ESI) nvVz berechnet fir
CgH;04 [M-H]": 167.0344, gefunden: 167.0350; Schmelzpunkt: 126.7-127.1 °C.
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3-Brom-5-hydr oxymethylbenzoesaur emethylester 86

MeO OMe HO OMe

Br Br
85 86

5-Bromisophthal sduredimethylester 85 (1.00 g, 5.66 mmol, 1 Ag.) wird in THF (30 mL)
gelost, mit CH3OH (3 mL) und NaBH,4 (139 mg, 5.66 mmol, 1Aq.) versetzt und 1.5 h bei
70 °C gerdihrt.

Nach dieser Zeit wird die Mischung mit NaHCOs-Lsg. ges. hydrolysiert und dreimal mit
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung Uber Kieselgel (PE/EE 4/1 — 2/1) wird 3-Brom-5-hydroxymethylbenzoe-
sauremethylester 86 (766 mg, 3.13 mmol, 86 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl3 = 7.26 ppm): 6 8.07 (s, 1H, H-aromat.), 7.93 (s, 1H,
H-aromat.), 7.72 (s, 1H, H-aromat.), 4.73 (s, 2H, CH,), 3.92 (s, 3H, CH3) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm): & 165.7 (s, COOMe), 143.5 (s, C-aromat.), 134.2 (d,
C-aromat.), 132.2 (s, C-aromat.), 131.7 (d, C-aromat.), 126.5 (d, C-aromat.), 122.8 (s,
C-aromat.), 64.1 (t, CH,OH), 52.6 (g, CH3) ppm; HRM S (El) m/z berechnet fir CoHgBrO3;
[M]": 243.9735, gefunden: 243.9734; Schmelzpunkt: 46.0-46.6 °C.

3-Brom-5-hydr oxymethylbenzoesaur e 87

HO OMe HO OH

Br Br
86 87
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3-Brom-5-hydroxymethyl benzoesiuremethylester 86 (700 mg, 2.86 mmol, 1 Aqg.) wird in
CH3OH (10 mL) gel6st, mit LiOH-Lsg. (10.0 mL, 10.00 mmol, 3.5 Aq., 1 M) versetzt und 2 h
bel RT gerthrt.

Die Mischung wird anschlief?end mit HCl (2 M) auf pH 4 angesduert und das CH3OH im
Vakuum entfernt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und im Vakuum getrocknet. Es
wird 3-Brom-5-hydroxymethylbenzoesdure 87 (640 mg, 2.77 mmol, 97 %) as farbloser
Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO-ds = 2.50 ppm): & 13.31 (br. s, 1H, COOH), 7.90 (dd,
1H, J = 1.7, 0.8 Hz, H-aromat.), 7.89 (dd, 1H, J = 2.5, 0.8 Hz, H-aromat.), 6.95 (dd, 1H,
J=25, 1.7 Hz, H-aromat.), 549 (br. s, 1H, OH), 4.55 (s, 2H,CH,) ppm; “*C-NMR
(100 MHz, DM SO-ds, DM SO-ds= 39.52 ppm): 6 166.1 (s, COOH), 146.1 (s, C-aromat.),
133.1 (d, C-aromat.), 132.9 (s, C-aromat.), 129.9 (d, C-aromat.), 126.1 (d, C-aromat.), 121.5
(s, C-aromat.), 61.7 (t, CH,OH) ppm; HRMS (ESI) mVz berechnet fir CgHgBrOs [M-H]:
228.9500, gefunden: 228.9507; Schmelzpunkt: 181.7-183.7 °C.

6.3 Mutasyntheseexperimente

6.3.1 Allgemeine Hinweise zu den mikrobiologischen Arbeiten

Geratschaften

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden in einem S1-Labor unter keimfreien Bedingungen
mit durch Autoklavieren sterilisierten  Gerdten und Nahrmedien  durchgefihrt.
Hitzeempfindliche Gerdtschaften wurden durch Isopropanoleinwirkung sterilisiert, nicht
autoklavierbare Zusétze (L-Valin, Substanzen zur Verfitterung) wurden vor Verwendung als

Losung durch einen Sterilfilter filtriert.

Bakterienstamme

S gygroscopicus K390-61-1 (In der Biosynthese des PKS-Initiationsbausteins AHBA
blockierte Mutante)

A. pretiosum HGFO73 (In der Biosynthese des PKS-Initiationsbausteins AHBA blockierte
Mutante; Replikat des publizierten Stammes HGF056)%
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A. pretiosum Aasml2/21 (Mutante mit Blockierung der Halogenase und der

Carbamoyltransferase)*>

Der verwendete Stamm von S hygroscopicus wurde von H. G. Floss zur Verfugung gestellt
und als Stechagarkultur bei +4°C gelagert.
Alle verwendeten A. pretiosum Bakterienstamme wurden von H. G. FLOSS bzw. P. SPITELLER

zur Verfigung gestellt und as Sporensuspension [40 % Glycerin in Wasser] bei -80 °C
gelagert.

Inkubator

Die Anzucht der Bakterienstdmme auf Agar-Platte geschah bei 30 °C in Inkubatoren der
Firmen EDMUND BUHLER bzw. HERAEUS.

Die Kultivierung von FlUssigkulturen erfolgte in einem Innova 4900 Schuittelschrank der
Firma NEw BRUNSWICK SCIENTIFIC bel 28 °C mit einer Schittelfrequenz von 180 rpm. Alle
Flissigkulturen wurden in 250 mL Schikanekolben (bis 40 mL Medium) oder 500 mL
Schikanekolben (bis 125 mL Medium). Die Fermentation der A. pretiosum Mutante HGF073
wurde mit zusétzlichem Stahlfedereinsatz durchgefihrt.

Spritzenpumpe

Die kontinuierliche Substratzugabe wurde Uber eine BS-9000-8 Spritzenpumpe mit acht
Spritzenplatzen (bis 10 mL) der Firma BRAINTREE SCIENTIFIC redlisiert. Die Zuleitung
erfolgte Uber Tefzel®-Kapillaren mit LUER-Lock-Anschluss, welche zusammen mit den

Schiittel kolben autoklaviert wurden.

Allgemeine Hinweise zu den Arbeiten mit der Mutante K390-61-1

Fur die Fermentationen werden verschiedene Nahrmedien verwendet. Die entsprechenden
Substanzen sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt. Zum einen werden Agarplatten aus
R5-Medium benétigt, sowie GYP-Medium fir die Vorkulturen und Geldanamycin-
Produktionsmedium (GPM oder GPMd) fir die Hauptkulturen. Fur das Vorkultur-, sowie das
Hauptkulturmedium wird aufRerdem Xanthan (3g/L) hinzugefugt, welches disperses
Wachstum fordern soll. Die entsprechenden Medien werden grundsétzlich alle mit
bidestilliertem Wasser angesetzt und autoklaviert.
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R2YE-Platten

Hefe-Extrakt (DIFcO) 1.009g
Saccharose (ACROS) 20.60 g
MgCl,-6H,0 (ROTH) 095¢g
D-Glukose monohydrat (FLUKA) 200g
K2SO, 0.05¢g
Casamino acids (DIFcO) 0.02g
Agar (BACTO) 440¢g
bidest.Wasser 160 mL
R5-Medium-Platten

Saccharose (ACROS) 36.05 ¢
K2SO4 (FLUKA) 0.09¢
MgCl,6 H,O 3549
Glukose monohydrat (FLUKA) 3509
Casamino acids (DIFco) 0.04¢
Hefe-Extrakt (DIFcO) 1759
TES Puffer (ROTH) 201g
Agar (BACTO) 7.709g
Spurenel ement-L 6sung 0.07 mL
bidest.Wasser 350 mL
Spurenelement-L 6sung

ZnCl, 40 mg
FeCl3-6 H,O 200 mg
CuCl,2H,O 10 mg
MnCl2-4 H,O 10 mg
Na;B,07-10 H,O 10 mg
(NH4)eM07024:4 H,O 10 mg
bidest. Wasser 100 mL
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Zu der Losung der R5-Medium-Platten werden nach dem Autoklavieren 0.35 mL KH,PO4~
Lsg. (0.5 %), 0.14 mL CaCl,-2H,0-Lsg. (5 M), 0.53 mL L-Prolin-Lsg. (20 %) und 0.25 mL
NaOH-Lsg. (1N) hinzugefiigt.

GYP-Medium

Hefe-Extrakt (DiIFCO) 1009
Pepton (FLUKA) 4.00 g
D-Glukose-Monohydrat (FLUKA) 4.009g
bidest. Wasser 400 mL

Fermentations-M edium (GPM-M edium)

D-Glukose-Monohydrat (FLUKA) 40.00 g
Pepton (FLUKA) 2509
Trypton (BACTO) 25049
Baby-Oatmeal (GERBER ) 5009
Hefe-Extrakt (DIFCO) 250¢
Melasse (Beer Rabbit) 10 mL
bidest. Wasser 1000 mL

Fermentations-M edium ohne M elasse (GPM d-M edium)

D-Glukose-Monohydrat (FLUKA) 40.00 g
Pepton (FLUKA) 250¢
Trypton (BACTO) 2509
Haferbrei (ALNATURA ) 5009
Hefe-Extrakt (DiIFCO) 2509
bidest. Wasser 1000 mL
Kryo-Medium

Glycerin 2049
Sacharose 10g

bidest. Wasser 70 mL
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Die Anzucht der Mutante K-390-61-1 erfolgt auf R5-Medium-Platten, auf denen 250 uL
Neomycin-Lésung (10 mg/mL) verteilt werden. Die Dauer der Anzucht betragt 7-8 Tage.
Nach dieser Zeit werden Teile von verschiedenen Kolonien mit einer Impf-Ose abgenommen
und in einem sterilen Eppendorfhitchen mit sterilen Glasperlen und 1 mL sterilem Wasser
zerkleinert. Die Losung wird anschliefend zum Animpfen der Vorkultur (40 mL, GYP-
Medium) verwendet.

Aul¥erdem werden aus einer gut produzierenden Vorkultur, Kryo-Kulturen angeimpft. Hierfir
werden 200 pL Vorkulturmedium mit 200 pL Kryokulturmedium gemischt und diese dann
bei -80°C gelagert. Diese Kryokulturen kénnen wie die Kolonien von Agar zum Animpfen
einer Vorkultur genutzt werden. Hierflr wird die entsprechende Kryokultur aufgetaut und mit
100 pL Kryomedium eine 40 mL Vorkultur (GY P-Medium) angeimpft.

Die Vorkultur wird im Inkubator fur 2 Tage bel 28°C und 180 rpm geschittelt und
anschlief3end zum Animpfen der Hauptkultur verwendet. Fir Testkulturen im 30 mL-Mal3stab
werden 250 mL Schikanekolben mit 30 mL GPMd-Medium verwendet. Diese werden mit
1mL der Vorkultur angeimpft. Fur die Isolierung neuer Geldanamycinderivate werden
entsprechend grél3ere Ansdtze in 500 mL Schikanekolben, 75 mL GPMd-Medium und mit
2mL der Vorkultur angeimpft. Die Hauptkulturen werden im Inkubator bei 28°C und
180 rpm fir insgesamt 6-7 Tage inkubiert. Nach 24 h wird mit der Zufitterung begonnen,
welche insgesamt 4 Tage dauert. Die entsprechenden Startbausteine sind in H,O oder
DMSO/H,0 gelost und steril filtriert. Es werden insgesamt 75 umol (in 30 mL Hauptkultur)
bzw. 188 umol (in 75 mL Hauptkultur) des entsprechenden Aromaten zugegeben, wobei die
Zufitterung ale 24 h in insgesamt vier Portionen, oder Uber eine Spritzenpumpe Uber 4 Tage
mit einer Flussrate von 1-2 umol/h (je nach Ansatzgrofie) erfolgt. Als Referenz fur die
Produktivitét des Stammes wird bel jedem Verfltterungsexperiment in einem Kolben AHBA
oder ein anderes bekanntes Mutasynthon zugefittert und auf3erdem wird eine Nullreferenz
mitlaufen gelassen.

Nach 6-7 Tagen werden die Kulturen in der Zentrifuge je dreima mit Essigester extrahiert.
Die organischen Phasen werden vereinigt, tber MgSO, getrocknet und im Vakuum bis auf
5mL engeengt. Das Konzentrat wird Uber eine kurze Kieselgelsdule mit Essigester
vorgereinigt. Die so erhaltenen Extrakte werden im Vakuum eingeengt und Uber eine
Sephadex-LH20-Saule sowie anschlief3ende praparative und semiprdparative HPLC weiter
gereinigt.
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Allgemeine Hinweise zu den Arbeiten mit der Mutante HGF073

Fur die Fermentationen werden verschiedene Nahrmedien verwendet. Die entsprechenden
Substanzen sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt. Zum einen werden Agarplatten aus
YMG-Medium benttigt, sowie YMG-Medium fur die Vorkulturen und Korea-Medium fir die
Hauptkulturen. Die entsprechenden Medien werden grundsétzlich alle mit bidestilliertem

Wasser angesetzt und autoklaviert.

YMG-Platten

Hefe-Extrakt (BACTO) 1.00g
Malz-Extrakt (SIGMA) 25¢9
D-Glukose monohydrat (FLUKA) 1009
Agar (BACTO) 5509
Bidest. Wasser 250 mL
YMG-Medium

Hefe-Extrakt (BACTO) 1.00g
Malz-Extrakt (SIGMA) 250¢g
D-Glukose monohydrat (FLUKA) 10049
bidest. Wasser 250 mL

Korea-Medium

Dextrin (SIGMA) 60.0g
Cotton seed flow (PROFLO) 5259
D-Maltose monohydrat (SIGMA) 30.0g
Hefe-Extrakt (BACTO) 4509
K2HPO, (FLUKA) 0.30g
FeSO, 7H,0 2mg
CaCOs3 5.009g

Eine bel -80 °C gelagerte Sporenprobe wird auf einer Y MG-Agar-Platte diinn ausplattiert und
bei 30 °C fur 72 h inkubiert. Anschlief3end werden mehrere gut sporulierte Einzelkolonien
selektiert, in Wasser (1 mL) suspendiert und zur Inokulation der YMG-Vorkultur (50 mL)
verwendet, welche fur 48 h kultiviert wird. Daraufhin werden die Hauptkulturen angeimpft
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(2mL YMG-Vorkultur je 25 mL Korea-Medium), mit L-Valin [3 % in Wasser] (3 mL je
25 mL Korea-Medium) versetzt und fiir 168 h kultiviert.

Die Zugabe der sterilen Substratlosung (gelGst in DMSO) geschieht kontinuierlich mittels
Spritzenpumpe (Start nach 48 h, Dauer: 96 h). Die Verfitterung neuer Substanzen erfolgt
immer parallel zu einer Null-Referenz (HGF073 Kultur ohne Zufitterung), sowie einer
weiteren Referenz (HGF073 Kultur mit Supplementierung von AHBA) zur Sicherstellung der
Aktivitét des Stammes.

Nach 6-7 Tagen werden die Kulturen in der Zentrifuge je dreima mit Essigester extrahiert.
Die organischen Phasen werden vereinigt, iber MgSO, getrocknet und im Vakuum bis auf
2mL engeengt. Das Konzentrat wird Uber eine kurze Kieselgelsdule mit Essigester
vorgereinigt. Die so erhaltenen Extrakte werden im Vakuum eingeengt und anschlief3end tber

semipraparative HPLC welter gereinigt.

6.3.2 Darstellung der mutasynthetisch hergestellten Geldanamycin-Derivate

17-Desmethoxy-18-O-methyl-reblastatin 106 und 4,5-Oxi-17-des-O-methyl-18-O-methyl-
reblastatin 107

OMe
K-390-61-1
HO. NH
2 106 R =H; 4,5 = ges.
O 102 107 R=0H; 4,5=DB

Die Mutasynthese zum 17-Desmethoxy-18-O-methyl-reblastatin 106 und 4,5-Oxi-17-des-O-
methyl-18-O-methyl-reblastatin 107 erfolgt nach der oben beschriebenen V orgehensweise mit
der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit 3-Amino-5-methoxybenzoesiure 102
in vierzehn 70 mL Kulturen zugefittert wird. Aus insgesamt 980 mL GPMd-Medium werden
hierbei nach Reinigung Uber prap. HPLC (C-18-Phase; Gradient H,O/CH3;0OH 60/40 — 50/50
in 15 min, dann 50/50 — 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100
CH3OH in 10 min; Fluss 5.5 — 7.0 mL/min) und semiprép. HPLC (C-18-Phase, Gradient
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H,O/CH3CN 90/10 — 50/50 in 48 min, dann 50/50 — 30/70 in 5 min, dann 5 min 30/70
halten; Fluss 2.50 mL/min) 17-Desmethoxy-18-O-methyl-reblastatin 106 (7.0 mg, 7.1 mg/L)
und 4,5-Oxi-17-Des-O-methyl-18-O-methyl-reblastatin 107 (2.4 mg, 2.6 mg/L) als farblose
Feststoffe erhalten.

17-Desmethoxy-18-O-methyl-reblastatin 106

prap. HPLC (tg = 59.49 min); semiprép. HPLC (tg = 34.21 min)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, CDCls, CHCl3=7.26 ppm):  7.52 (s, 1H, NH), 6.88 (s, 1H,
17-H), 6.47 (s, 1H, 19-H), 6.40 (s, 1H, 21-H), 5.87 (t, 1H, J=6.6 Hz, 3-H), 5.30 (d, 1H,
J=10.1Hz, 9-H), 5.10 (d, 1H, J=5.4 Hz, 7-H), 4.62 (s, 2H, NH,), 3.78 (s, 3H, 20-OMe),
3.65-3.62 (m, 1H, 11-H), 3.40 (s, 3H, 12-OMe), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.27 (m, 1H, 6-H),
3.11-3.09 (m, 1H, 12-H), 2.70 (dd, 1H, J=13.2, 4.6 Hz, 15-H;), 2:46-2.43 (m, 1H, 10-H),
2.37 (dd, 1H, J=13.2, 6.1 Hz, 15-Hy), 2.40-2.30 (m, 1H, 4-H;), 2.21-2.11 (m, 1H, 4-Hy), 2.04
(s, 1H, 11-OH) 1.96-1.90 (m, 1H, 14-H), 1.87 (s, 3H, 2-Me), 1.57-1.52 (m, 1H, 13-H,) 1.46
(s, 3H, 8-Me), 1.43-1.38 (m, 1H, 5-H,), 1.35-1.30 (m, 1H, 5-Hy), 1.25-1.20 (m, 1H, 13-Hy),
1.07 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 10-Me), 0.80 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz,
295 K, CDCl3, CDCl3=77.2 ppm): 0 160.1 (s, C-1), 155.9 (s, COONH,), 152.8 (s, C-20),
142.2 (s, C-19), 139.97 (s, C-16), 134.4 (d, C-3), 132.3 (s, C-2), 131.6 (d, C-9), 130.3 (s, C-8),
116.6 (d, C-21), 112.8 (d, C-19), 104.7 (d, C-17), 81.3 (d, C-7), 81.1 (d, C-12), 80.0 (d, C-6),
73.8 (d, C-11), 58.8 (g, C-12-OMe), 56.7 (g, C-6-OMe), 55.3 (g, C-20-OMe), 42.9 (t, C-15),
34.3 (d, C-10), 32.8 (d, C-13), 31.2 (d, C-14), 29.3 (d, C-5), 24.1 (d, C-4), 18.6 (g, C-14-Me),
17.3 (g, C-10-Me), 13.4 (q, C-2-Me), 12.4 (g, C-8-Me) ppm; HRM S (ESI) m/z berechnet fuir:
CaoH4N2Og [M+Na]™: 555.3046, gefunden: 555.3049.

4,5-Dehydro-17-des-O-methyl -18-O-methyl-reblastatin 107

prap. HPLC (tg = 57.59 min); semiprép. HPLC (tg = 32.75 min)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, CD.Cl,, CHDCl,, CH.Cl, = 5.32 ppm): 6 8.51 (br. s, 1H, NH),
7.80 (br. s, 1H, 19-H), 7.03 (br. s, 1H, 3-H), 6.51 (t, 1H, J=10.0 Hz, 4-H) 6.33 (d, 1H,
J=3.0Hz, 21-H), 5.79 (d, 1H, J=10.0 Hz, 9-H), 5.68 (d, 1H, J=10.0 Hz, 5-H), 5.01 (ps. s,
1H, 7-H), 4.71 (br. s, 2H, NH,), 4.31 (d, 1H, J = 10.0 Hz, 6-H ), 3.74 (s, 3H, 12-OMe), 3.60-
3.57 (m, 1H, 11-H), 3.41 (s, 3H, 18-OMe), 3.41 (ps. s, 1H, 12-H) 3.19 (s, 3H, 6-OMe), 2.82
(t, 1H, J=6.6 Hz, 10-H), 2.72 (d, 1H, J=12.5 Hz, 15-H,), 2.51-2.33 (m, 1H, 15-Hy), 1.86 (s,
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3H, 2-Me), 1.83-1.79 (m, 1H, 14-H), 1.75 (s, 3H, 8-Me), 1.63-1.57 (m, 1H, 13-H,), 1.33-1.30
(m, 1H, 13-Hy), 0.98 (d, 3H, J=6.5Hz, 14-Me), 0.93 (d, 3H, J=7.2 Hz, 10-Me) ppm;
BC-NMR (125 MHz, 295 K, CD.Cl,, CD,Cl, = 53.5 ppm): J 156.1 (s, COONH,), 152.5 (s,
C-1), 146.5 (s, C-18), 138.4 (s, C-2), 137.4 (s, C-17), 132.8 (d, C-5), 131.8 (d, C-9), 129.9 (s,
C-8), 128.1 (s, C-20), 127.4 (s, C-16), 127.2 (d, C-4), 126.0 (d, C-3), 111.0 (d, C-21), 102.6
(d, C-19), 83.0 (d, C-12), 81.7 (d, C-7), 80.7 (d, C-6), 74.5 (d, C-11), 57.5 (g, C-12-OMe),
56.6 (g, C-18-OMe), 55.6 (g, C-6-OMe), 40.5 (t, C-15), 37.5 (d, C-14), 32.6 (d, C-10), 29.7
(d, C-13), 22.7 (g, C-14-Me), 13.9 (g, C-10-Me), 12.7 (g, C-2-Me), 12.3 (g, C-8-Me) ppm;
UPLC-MS tz = 1.69min (CHsCN); HRMS(ESI) nvz berechnet fir: CagHsN2NaOg
[M+Na]*: 569.2839, gefunden: 569.2839.

17-Desmethoxy-18-deshydroxy-19-fluor -reblastatin 155 und 17-Des-O-methyl-18-
deshydroxy-19-fluor-reblastatin 156

F
HO. K-390-61-1
NH, — ___  ~
155 R = H

o 150 156 R = OH

Die Mutasynthese zum 17-Desmethoxy-18-deshydroxy-19-fluor-reblastatin 155 und 17-Des-
O-methyl-18-deshydroxy-19-fluor-reblastatin 156 erfolgt nach der oben beschriebenen
Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit Amino-
4-fluorbenzoesaure 150 in zwanzig 75 mL Kulturen zugefittert wird. Aus insgesamt 1500 mL
GPMd-Medium werden hierbei nach Reinigung Uber prép. HPLC (C-18-Phase; Gradient
H,O/CH30H 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50 — 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90
in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min; Fluss 5.5 — 7.0 mL/min) und semiprap.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH3OH 80/20 — 30/70 in 55 min, dann 30/70 — 100
CH3OH in 30 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 — 3.00 mL/min) 17-Desmethoxy-
18-deshydroxy-19-fluor-reblastatin 155 (12 mg, 8 mg/lL) und 17-Des-O-methyl-
18-deshydroxy-19-fluor-reblastatin 156 (Spuren) erhalten.
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17-Desmethoxy-18-deshydroxy-19-fluor-reblastatin 155

prap. HPLC (tg = 60.07 min); semiprép. HPLC (tg = 56.51 min)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, CDCls, CHCl3=7.26 ppm): § 7.80 (br. s, 1H, NH), 7.24-7.20
(m, 1H, 21-H) 6.93 (ps. t, 1H, Jy.n =8.0Hz, 18-H), 6.83 (dd, 1H, Jr.y = 6.3 Hz, Jyp =
2.7 Hz, 17-H), 5.85 (td, 1H, J=6.4, 0.5 Hz, 3-H), 5.30 (d, 1H, J = 9.8 Hz, 9-H), 5.11 (d, 1H,
J=54Hz, 7-H), 4.84 (br. s, 2H, NH,), 3.63 (dd, 1H, J = 8.5, 3.5 Hz, 11-H), 3.38 (s, 3H,
12-OMe), 3.34 (s, 3H, 6-OMe), 3.27 (dt, 1H, J = 7.4, 5.4 Hz, 6-H), 3.12 (dt, 1H, J=8.5,
3.5Hz, 12-H), 2.72 (dd, 1H, J = 13.6, 6.0 Hz, 15-H,) 2.52 (ddd, 1H, J = 13.6, 4.8 Hz, 15-Hy),
2.48-2.42 (m, 1H, 10-H), 2.38-2.29 (m, 1H, 4-H;), 2.21-2.12 (m, 1H, 4-Hy), 2.10-2.03 (m, 1H,
5-Hy), 1.93 (m, 1H, 14-H), 1.84 (s, 3H, 2-Me), 1.68-1.61 (m, 1H, 13-H,), 1.50 (s, 3H, 8-Me),
1.48-1.41 (m, 1-H, 5-Hy), 1.24-1.14 (m, 1H, 13-Hy), 1.07 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 10-Me) 0.83 (d,
3H, J = 6.8 Hz 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K, CDCl;, CDCl; = 77.2 ppm):
0 171.8 (s, C-1), 158.9 (d, Jr.c = 243.6 Hz, C-19), 156.3 (s, COONH,), 138.9 (s, C-16), 135.0
(s, C-2), 134.7 (d, C-3), 131.8 (d, C-9), 130.4 (s, C-8), 128.9 (d, C-17), 128.0 (S, Jr-c = 18.0
Hz, C-20), 121.4 (d, Je.c = 8.4 Hz, C-21), 115.8 (d, Jr.c = 24.5 Hz, C-18), 81.3 (d, C-7), 81.1
(d, C-12) 804 (d, C-6), 74.1 (d,. C-11), 58,9 (g, C-12-OMe), 56.9 (g, C-6-OMe), 35.1 (t,
C-15), 34.5 (d, C-10), 33.1 (t, C-13), 31.4 (d, C-14), 29.6 (t, C-5), 24.5 (t, C-4), 18.6 (q,
C-14-Me), 175 (g, C-10-Me), 13.6 (g, C-2-Me), 12.6 (g, C-8-Me) ppm; HRMS (ESI) nvz
berechnet fiir CogHa1FN2NaOg [M+Na]™: 543.2846, gefunden: 543.2844.

17-Des-O-methyl-18-deshydroxy-19-fluor-rebl astatin 156

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CogHa1FNoNaO; [M+Na]™: 559.2796, gefunden: 559.2798.

18-Aza-reblastatin 167

| K-300-611 _
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Die Mutasynthese zum 18-Azareblastatin 167 erfolgt nach der oben beschriebenen
Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher as Startereinheit
5-Aminonikotinsure 163 in vierzenn 70 mL Kulturen zugefittert wird. Aus insgesamt
1000 mL GPMd-Medium wird hierbei nach Reinigung Uber prdp. HPLC (C-18-Phasg;
Gradient H,O/CH30OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50 — 20/80 in 75 min, dann 20/80
— 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min; Fluss 5.5 — 7.0 mL/min) und
semiprép. HPLC (C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 30/70 in 52 min, dann 30/70
5min halten; Fluss 25 — 3.0 mL/min) 18-Azareblastatin 167 (1.4 mg, 1.4 mg/L) as
farbloser Feststoff erhalten.

18-Aza-reblastatin 167

prap. HPLC (tgr = 46.5 min); semiprép. HPLC (tgr = 25.36 min)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 8.36 (s, 1H, 18-H), 8.12
(s, 1H, 17-H), 7.35 (s, 1H, 20-H), 5.80 (s, 1H, 3-H), 5.27 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 9-H), 4.93-4.90
(m, 1H, 7-H), 3.57 (dd, 1H, J=10.0, 3.3 Hz, 11-H), 3.43 (s, 3H, 12-OMe), 3.36 (s, 3H,
6-OMe) 3.31-3.28 (m, 1H, 6-H), 3.11 (dt, 1H, J=10.2, 3.3 Hz, 12-H), 2.75 (dd, 1H, J = 13.6,
5.0 Hz, 15-H,), 2.65 (dd, 1H, J = 13.6, 5.0 Hz, 15-H}), 2.42 (dd, 1H, J =10.0, 9.0 Hz, 10-H),
2.42-2.37 (m, 1H, 4-H,), 2.32-2.27 (m, 1H, 4-Hy), 2.19-2.13 (m, 1H, 14-H), 1.87 (s, 3H,
2-Me), 1.67-1.59 (m, 2H, 13-H), 1.38 (s, 3H, 8-Me) 1.30-1.24 (m, 1H, 5-H,), 1.20-1.13 (m,
1H, 5-Hy), 1.02 (d, 3H, J= 6.5 Hz, 10-Me) 0.81 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR
(125 MHz, 295 K, Methanol-d;, Methanol-d; =49.0 ppm): 6 171.1 (s, C-1), 159.1 (s,
COONHy), 147.5 (d, C-17), 141.3 (d, C-18), 138.0 (s, C-19), 137.6 (d, C-3), 135.3 (d, C-20),
134.5 (d, C-9), 132.2 (s, C-2), 131.4 (s, C-8), 130.5 (s, C-16), 83.5 (d, C-7), 81.7 (d, C-12),
81.0 (d, C-6), 75.0 (d, C-11), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.3 (g, C-6-OMe), 40.4 (t, C-15), 35.9 (d,
C-10), 31.1 (t, C-13), 31.0 (d, C-14), 30.3 (t, C-5), 24.4 (t, C-4), 18.5 (q, C-14-Me), 17.5 (q,
C-10-Me), 13.7 (g, C-2-Me), 12.1 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS tg = 1.25 min (CH3CN);
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir Co7H4N3NaOg [M+Na]*: 526.2893, gefunden: 526.2890.
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17-Desmethoxy-18-brom-reblastatin 97 und 17-Des-O-methyl-18-brom-r eblastatin 98

Br

K-390-61-1
HO
NH,
97R,=H
0 M 98 R, = OH

Die Mutasynthese zum 17-Desmethoxy-18-brom-reblastatin 97 und 17-Des-O-methyl-
18-Brom-reblastatin 98 erfolgt nach der oben beschriebenen Vorgehensweise mit der
Blockmutante K390-61-1, welcher as Startereinheit Amino-3-brombenzoesdure 41 in
zwanzig 75 mL Kulturen zugefittert wird. Aus insgesamt 1500 mL GPMd-Medium werden
hierbel nach Reinigung Uber prép. HPLC (C-18-Phase; Gradient H,O/CH30OH 60/40 — 50/50
in 15 min, dann 50/50 — 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100
CH3OH in 10 min; Fluss 5.5 — 7.0 mL/min) und semiprép. HPLC (C-18-Phase; Gradient
H,O/CH30OH 80/20 — 30/70 in 55 min, dann 30/70 — 100 CH3OH in 30 min, dann 100
CH3OH 10 min haten; Fluss 2.25 — 3.0 mL/min) 17-Desmethoxy-18-brom-reblastatin 97
(0.9mg, 0.6 mg/L) und 17-Des-O-methyl-18-brom-reblastatin 98 (0.9 mg, 0.6 mg/L) as
farblose Feststoffe erhalten.

17-Desmethoxy-18-brom-reblastatin 97

prap. HPLC (tg = 81.17 min); semiprap. HPLC (tg = 57.36 min)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.35 (br. s, 1H, 19-H),
7.10 (s, 1H, 17-H), 6.79 (s, 1H, 21-H), 5.76 (br. s, 1H, 3-H), 5.26 (d, 1H, J = 9.8 Hz, 9-H),
4.87 (unter H,O, 1H, 7-H), 3.55 (m, 1H, 11-H), 3.44 (s, 3H, 12-OMe), 3.35 (s, 3H, 6-OMe),
3.31 (unter CHD,OD, 1H, 6-H), 3.10 (dt, 1H, J = 10.0, 3.0 Hz, 12-H), 2.72 (dd, 1H, J=13.2,
5.0 Hz, 15-H,), 2.52 (dd, 1H, J=13.2, 5.0 Hz, 15-Hy), 2.43-2.38 (m, 1H, 10-H), 2.35-2.28 (m,
1H, 4-H,), 2.16-2.07 (m, 1H, 4-Hy), 2.04-1.95 (m, 1H, 14-H), 1.85 (s, 3H, 2-Me), 1.66-1.59
(m, 2H, 13-H), 1.45 (s, 3H, 8-Me), 1.23-1.15 (m, 2H, 5-H), 1.03 (d, 3H, J=6.6 Hz, 10-Me)
0.79 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-ds, Methanol-d,
=49.0 ppm): 6 174.7 (s, C-1), 159.1 (s, COONHy,), 143.9 (s, C-20), 141.6 (s, C-16), 136.9 (d,
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C-3), 134.2 (d, C-9), 131.9 (s, C-2), 131.5 (s, C-8), 130.8 (d, C-17), 125.6 (d, C-21), 123.4 (d,
C-19), 123.0 (s, C-18), 83.4 (d, C-7), 81.7 (d, C-12), 81.0 (d, C-6), 75.0 (d, C-11), 59.8 (q,
C-12-OMe), 57.2 (g, C-6-OMe), 43.4 (t, C-15), 36.0 (d, C-10), 31.2 (t, C-13), 30.5 (d, C-5),
28.1 (t, C-14), 24.5 (t, C-4), 18.4 (q, C-14-Me), 17.7 (g, C-10-Me), 13.7 (g, C-2-Me), 12.4 (q,
C-8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z berechnet fir CygHsuBrNoNaOs [M+Na]™: 603.2046,
gefunden: 603.2047.

17-Des-O-methyl-18-brom-rebl astatin 98

prap. HPLC (tgr = 60.37 min); semiprap. HPLC (tg = 34.93 min)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.26 (br. s, 1H, 19-H),
6.73 (s, 1H, 21-H), 5.74 (br. s, 1H, 3-H), 5.22 (br. s, 1H, 9-H), 4.87 (unter H,O, 1H, 7-H),
3.55 (br. s, 1H, 11-H), 3.44 (s, 3H, 12-OMe), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.31 (unter CHD,OD, 1H,
6-H), 3.11-3.0 (m, 1H, 12-H), 2.97-2.93 (m, 1H, 15-H,), 2.50-2.42 (m, 1H, 15-Hy,), 2.50-2.42
(m, 1H, 10-H), 2.33-2.27 (m, 1H, 4-H,), 2.16-2.10 (m, 1H, 4-Hy), 2.07-2.02 (m, 1H, 14-H),
1.82 (s, 3H, 2-Me) 1.79-1.70 (m, 1H, 5-H,), 1.66-1.53 (m, 1H, 5-Hp), 1.45 (s, 3H, 8-Me),
1.34-1.29 (m, 1H, 13-H,), 1.26-1.17 (m, 1H, 13-Hy), 1.02 (d, 3H, J=6.4 Hz, 10-Me), 0.81
(br. s, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm):
§171.7 (s, C-1), 159.1 (s, COONHy), 151.2 (s, C-17), 136.5 (d, C-3), 134.5 (d, C-9), 132.9 (s,
C-20), 132.4 (s, C-2), 131.4 (s, C-16), 130.4 (s, C-8), 119.2 (d, C-19), 118.8 (d, C-21) 111.7
(s, C-18), 83.6 (d, C-6), 82.1 (d, C-12), 81.1 (d, C-7), 75.2 (d, C-11), 59.7 (g, C-12-OMe),
57.3 (g, C-6-OMe), 37.7 (t, C-15), 35.8 (d, C-10), 31.8 (t, C-5), 31.2 (d, C-14), 30.8 (t, C-13),
245 (t, C-4), 19.3 (q, C-14-Me), 17.7 (g, C-10-Me), 13.8 (g, C-2-Me), 12.3 (q, C-8-Me) ppm;
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHa1BrN,O7 [M+H]*: 597.2175, gefunden: 597.2175.

19-Aza-reblastatin 168

HO | K-390-61-1
Z NH >
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Die Mutasynthese zum 19-Azareblastatin 168 erfolgt nach der oben beschriebenen
Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher as Startereinheit
2-Aminopyridin-4-carbonsdure 164 in sechsundvierzig 75 mL Kulturen zugefuttert wird. Aus
insgesamt 4.8 L GPMd-Medium wird hierbel nach Reinigung Uber semiprdp. HPLC
(C-18-Phase; Gradient HoO/CH3CN 90/10 — 30/70 in 52 min, dann 30/70 5 min halten, Fluss
2.5 mL/min) 19-Azareblastatin 168 (tg = 17.12 min) in Spuren erhalten.

UPLC-MS tr = 1.25min (CHsCN); HRMS (ESI) mz berechnet fiir CpHaN3NaOs
[M+Na&]*: 526.2893, gefunden: 526.2890.

M utasynthese mit 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesaur e 45

4

K-390-61-1

HO.
NH,
MeO

45 181R=H, C4,5 = gesitt.

182 R = OH, C4,5 = gesatt. 0_4
183 R = OH, C4,5 = DB

(o)

Die Mutasynthese von 3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesdure 45 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit
3-Amino-5-prop-2-inylbenzoesaure 45 in drelunddreizig 75 mL Kulturen zugefittert wird.
Aus insgesamt 25L GPMd-Medium werden hierbei nach Reinigung Uber mehrere
HPL C-Laufe folgende Geldanamycin-Derivate erhalten.

17-Desmethoxy-18-benzylakinyl-reblastatin 181
1 mg (0.4 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prdp.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 30/70 in 75 min, dann 30/70 — 100 CH3OH in 15 min; Fluss 15 mL/min); tr = 56.57 min
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2. HPLC: ((semiprép.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 75/25 in 40 min, dann
75/25 — 70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 57.82 min

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.10 (br. s, 1H, 19-H),
6.95 (s, 1H, 17-H), 6.68 (s, 1H, 21-H), 5.70 (br. s, 1H, 3-H), 5.22 (d, 1H, J=9.7 Hz, 9-H),
4.87 (unter H,O, 1H, 7-H), 3.60-3.57 (m, 1H, 11-H), 3.57 (s, 2H, aromat.-CH), 3.43 (s, 3H,
12-OMe), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.31-3.24 (m, 1H, 6-H), 3.08 (ddd, 1H, J=10.5, 2.7, 2.7 Hz,
12-H), 2.76 (dd, 1H, J = 13.0, 4.0 Hz, 15-H,), 2.55 (t, 1H, J = 2.7 Hz, Alkin-H), 2.50 (dd, 1H,
J=13.0, 5.4 Hz, 15-Hy), 2.41-2.35 (m, 1H, 10-H), 2.32-2.24 (m, 1H, 4-H;), 2.13-2.05 (m, 1H,
4-Hy), 2.03-1.97 (m, 1H, 14-H), 1.83 (s, 3H, 2-Me), 1.66 (ddd, 1H, J = 13.7, 10.5, 4.5 Hz,
13-H,), 1.38 (s, 3H, 8-Me), 1.26-1.16 (m, 1H, 5-H,), 1.16-1.06 (m, 1H, 5-Hy), 1.06-0.98 (m,
1H, 13-Hy), 1.02 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 10-Me) 0.76 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR
(125 MHz, 295 K, Methanol-ds, Methanol-d; =49.0 ppm): 6 175.3 (s, C-1), 159.1 (s,
COONHy), 141.8 (s, C-16), 140.3 (s, C-20), 138.4 (s, C-18), 136.3 (d, C-3), 134.4 (d, C-9),
132.2 (s, C-2), 131.4 (s, C-8), 127.8 (d, C-17), 125.3 (d, C-21), 120.4 (d, C-19), 83.6 (d, C-7),
82.4 (s, C-Alkin), 81.8 (d, C-12), 80.9 (d, C-6), 74.4 (d, C-11), 72.1 (d, C-Alkin), 59.8 (q,
C-12-OMe), 57.0 (g, C-6-OMe), 43.8 (t, C-15), 36.0 (d, C-10), 33.6 (t, C-13), 31.3 (t, C-14),
31.2 (d, C-5), 25.0 (t, aromat.-CHy), 24.3 (t, C-4), 18.3 (g, C-14-Me), 18.0 (g, C-10-Me), 13.9
(g, C-2-Me), 12.2 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS t; = 2.23 min; HRMS (ESI) nvVz berechnet
fir C3HuN2Os [M+Na]™: 563.3097, gefunden: 563.3091.

17-Des-O-methyl-18-benzyl alkinyl-reblastatin 182

0.7 mg (0.3 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 30/70 in 75 min, dann 30/70 — 100 CH3OH in 15 min; Fluss 15 mL/min); tg =49.70 min
2. HPLC: ((semiprép.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 20 min, dann 75/25 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 52.12 min

Esfehlt das Signal von C-20 aufgrund zu geringer Substanzmengen.

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-ds, THF-d; = 1.73 ppm): 6 9.82 (br. s, 1H, aromat.-OH),
8.93 (br. s, 1H, NH), 7.09 (s, 1H, 19-H), 6.75 (s, 1H, 21-H), 6.18 (br.s, 1H, 3-H), 5.94 (br. s,
2H, NHy), 5.46 (d, 1H, J = 9.2 Hz, 9-H), 5.15 (d, 1H, J = 45 Hz, 7-H), 3.53 (d, 2H, J =
2.8 Hz, aromat.-CHy), 3.53-3.50 (m, 1H, 11-H), 3.41 (d, 1H, J = 4.9 Hz, 11-OH), 3.39-3.36
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(m, 1H, 6-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.18 (ddd, 1H, J=9.7, 5.5, 3.8 Hz,
12-H), 2.62 (dd, 1H, J = 13.5, 4.9 Hz, 15-H,), 2.56 (dqd, 1H, J=9.2, 6.8, 6.0 Hz, 10-H), 2.37
(unter H,O, 1H,Alkin-H), 2.37 (unter H,O, 2H, 4-H), 2.28 (dd, 1H, J = 13.5, 6.9 Hz, 15-Hy),
1.86 (s, 3H, 2-Me) 1.73 (unter THF, 1H, 14-H), 1.73 (unter THF, 2H, 5-H), 1.60 (s, 3H,
8-Me), 1.57-1.50 (m, 1H, 13-H,), 1.42 (ddd, 1H, J = 14.2, 6.8, 5.5 Hz, 13-Hy), 1.00 (d, 3H,
J=6.7 Hz, 10-Me), 0.86 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 323 K, THF-
dg, THF-dg = 25.5 ppm): 6 173.4 (s, C-1), 158.5 (s, COONHy), 146.2 (s, C-17), 136.5 (d, C-3),
133.3 (s, C-2), 132.9 (s, C-16), 132.8 (d, C-9), 131.7 (s, C-8), 127.5 (d, C-19), 123.4 (s, C-21),
84.5 (d, C-12), 83.5 (s, C-Alkin), 81.8 (d, C-6), 80.2 (d, C-7), 76.0 (d, C-11), 58.7 (q,
C-6-OMe), 57.2 (g, C-12-OMe), 42.6 (t, C-15), 42.3 (d, C-14), 35.7 (t, C-13), 35.2 (d, C-10),
30.7 (t, C-5), 25.5 (unter THF, t, C-4), 20.8 (g, C-14-Me), 20.0 (t, aromat.-CH>), 15.9 (q,
C-10-Me), 13.7 (g, C-8-Me), 13.1 (q, C-2-Me) ppm; UPLC-MSt; = 2.24 min; HRMS (ESl)
m/z berechnet furr Ca;HuN-O,Na[M+Na]": 579.3046, gefunden: 579.3027.

4,5-Dehydro-17-desmethoxy-18-benzyl a kinyl-reblastatin 183

1.2 mg (0.5 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPL C: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,0/ CHzOH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 30/70 in 75 min, dann 30/70 — 100 CH30H in 15 min; Fluss 15 mL/min); tr = 52.57 min
2. HPLC: ((semiprap.) CN-Phase; Gradient H,O/ CHsCN 95/5 —80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 20 min, dann 75/25 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tr = 47.53 min

H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.67 (s, 1H, NH), 8.60 (br. s,
aromat.-OH), 8.03 (s, 1H, 19-H), 7.07 (d, 1H, J = 10.9 Hz, 3-H), 6.75 (d, 1H, J = 1.7 Hz,
21-H), 6.53 (dd, 1H, J = 11.4,10.9 Hz, 4-H), 5.77-5.61 (m, 1H, 5-H), 5.77-5.61 (m, 1H, 9-H),
5.77-5.61 (M, 2H, NH,), 5.03 (d, 1H, J = 7.0 Hz, 7-H), 4.36 (dd, 1H, J = 7.0, 4.5 Hz, 6-H),
4.16 (br. s, 1H, 11-OH), 3.58 (unter THF, 1H, 11-H), 3.47 (d, 1H, J = 2.7 Hz, aromat.-CHy),
3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.35-3.32 (m, 1H, 12-H), 3.16 (s, 3H, 12-OMe), 2.84 (dd, 1H, J = 13.4,
1.7 Hz, 15-Hy), 2.81-2.75 (m, 1H, 10-H), 2.37 (unter H,O, 1H, Alkin-H), 2.37 (unter HO,
1H, 15-Hp), 2.00 (s, 3H, 2-Me), 1.89-1.85 (m, 1H, 14-H), 1.73 (unter THF, 1H, 13-H,), 1.73
(unter THF, 3H, 8-Me), 1.69-1.63 (m, 1H, 13-Hy), 0.98 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) 0.93 (d,
3H, J=7.1Hz, 10-Me) ppm; “C-NMR (125 MHz, 323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm):
§169.1 (s, C-1), 157.1 (s, COONH,), 144.3 (s, C-17), 137.3 (s, C-2), 135.3 (d, C-9), 133.1 (s,
C-8), 132.7 (d, C-5), 129.4 (s, C-20), 128.4 (s, C-18), 128.0 (s, C-16), 127.4 (d, C-4), 126.4
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(d, C-3), 125.6 (d, C-19), 118.2 (d, C-21), 83.3 (s, C-Alkin), 82.7 (d, C-12), 82.6 (d, C-6),
81.8 (d, C-7), 75.4 (d, C-11), 71.1 (C-Alkin), 57.3 (g, C-6-OMe), 56.7 (g, C-12-OMe), 41.8 (t,
C-15), 36.3 (t, C-13), 33.7 (d, C-10), 29.3 (d, C-14), 25.5 (unter THF, t, aromat.CH,), 23.0 (q,
C-14-Me), 132 (q, C-10-Me), 13.2 (q, C-8-Me), 13.0 (g, C-2-Me) ppm; UPLC-MS
tr =2.29 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C3H3N,O; [M+H]": 555.3070, gefunden:
555.3082.

Mutasynthese von 3-Amino-5-ethinylbenzoesaure 118

K-390-61-1

HO.
NH,

O 118 120 R =H.

121 R=0OH

Die Mutasynthese von 3-Amino-5-ethinylbenzoesaure 118 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit
3-Amino-5-ethinylbenzoesaure 118 in vierundzwanzig 75 mL Kulturen zugefittert wird. Aus
insgesamt 1.8 L GPMd-Medium werden hierbei nach Reinigung tUber mehre HPLC-Léaufe

folgende Geldanamycin-Derivate erhalten.

17-Desmethoxy-18-alkinyl-reblastatin 120

1.5 mg (0.8 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 30/70 in 75 min, dann 30/70 — 100 CH3OH in 15 min; Fluss 15 mL/min); tg = 52.28 min
2. HPLC: ((semiprép.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 70/30 in 40 min, dann
70/30 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 45/55 in 20 min, dann 45/55 — 35/65 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 38.93 min

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d,;, CHD-OD =3.31 ppm): 6 7.19 (br. s, 1H, 19-H),
7.05 (s, 1H, 17-H), 6.81 (s, 1H, 21-H), 5.69 (br. s, 1H, 3-H), 5.22 (d, 1H, J=7.3 Hz, 9-H),
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4.90 (d, 1H, J = 7.3 Hz, 7-H), 3.61-3.57 (m, 1H, 11-H), 3.54 (s, 1H, Alkin-H), 3.43 (s, 3H,
12-OMe), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.31-3.27 (m, 1H, 6-H), 3.08-3.06 (m, 1H, 12-H), 2.74 (dd,
1H, J=12.9, 2.6 Hz, 15-H,), 2.53 (dd, 1H, J = 12.9, 5.1 Hz, 15-Hp), 2.40-2.34 (m, 1H, 10-H),
2.33-2.25 (m, 1H, 4-H,), 2.14-2.07 (m, 1H, 4-Hy), 2.06-1.99 (m, 1H, 14-H), 1.85 (s, 3H,
2-Me), 1.65 (ddd, 1H, J = 13.7, 9.9, 3.8 Hz, 13-H,), 1.40 (s, 3H, 8-Me), 1.26-1.16 (m, 1H,
5-Hg), 1.14-1.08 (m, 1H, 5-Hy), 1.07-0.96 (m, 1H, 13-Hy), 1.03 (d, 3H, J=6.6 Hz, 10-Me)
0.75 (d, 3H, J = 5.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-d,, Methanol-d,
=49.0 ppm): 6 174.1 (s, C-1), 159.1 (s, COONH), 142.1 (s, C-16), 140.4 (s, C-20), 136.6 (d,
C-3), 134.1 (d, C-9), 133.9 (s, C-18), 132.1 (s, C-2), 131.7 (d, C-17),131.5 (s, C-8), 128.0 (d,
C-21), 124.1 (d, C-19), 84.0 (s, Alkin), 83.5 (d, C-7), 81.5 (d, C-12), 80.8 (d, C-6), 79.0 (d,
C-Alkin), 74.6 (d, C-11), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.1 (g, C-6-OMe), 43.4 (t, C-15), 36.0 (d,
C-10), 33.1 (t, C-13), 31.1 (d, C-5), 30.9 (t, C-14), 24.3 (t, C-4), 18.1 (g, C-10Me), 18.0 (q,
C-14Me), 13.8 (g, C-2Me), 12.3 (g, C-8Me) ppm; UPLC-MS tg = 2.14 min; HRMS (ESI)
m/z berechnet fir CaoHsN20s[M+H]*: 527.3121, gefunden: 527.3120.

17-Desmethyl-18-alkinyl-reblastatin 121

0.7 mg (0.4 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 30/70 in 75 min, dann 30/70 — 100 CH3OH in 15 min; Fluss 15 mL/min);); tr = 37.68 min
2. HPLC: ((semiprép.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 70/30 in 40 min, dann
70/30 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 45/55 in 20 min, dann 45/55 — 35/65 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 38.19 min

3. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 —70/30 in 40 min, dann
70/30 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 45/55 in 20 min, dann 45/55 — 35/65 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tr = 54.69 min

(Die Signale von C-16, C-18 und C-20 sowie die Zuordnung von C-17 und C-19 fehlen
aufgrund zu geringer Substanzmengen)

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.34 (s, 1H, aromat.-OH) 7.43
(s, 1H, NH), 7.34 (br.s, 1H, 19-H), 6.82 (d, 1H, 21-H), 5.83 (br.s, 1H, 3-H), 5.71 (br.s, 2H,
NH,), 5.28 (d, 1H, J = 9.5 Hz, 9-H), 5.06 (d, 1H, J = 5.7 Hz, 7-H), 3.71 (s, 1H, Alkin-H), 3.54
(ddd, 1H, J = 16.3, 8.2, 3.6 Hz, 11-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe) 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.29-2.26
(m, 1H, 6-H), 3.24 (d, 1H, J = 3.6 Hz, 11-OH), 3.13 (ddd, 1H, J = 8.2, 3.8, 3.8 Hz, 12-H),
2.79 (dd, 1H, J = 13.2, 5.9 Hz, 15-H;), 2.50-2.45 (m, 1H, 10-H), 2.41 (dd, 1H, J = 13.2,5.4
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Hz, 15-Hp), 2.40-2.32 (m, 1H, 4-H.), 2.26-2.16 (m, 1H, 4-Hy), 2.09-2.01 (m, 1H, 14-H), 1.94
(s, 3H, 2-Me), 1.80-1.73 (m, 1H, 13-H,), 1.50 (s, 3H, 8-Me) 1.42-1.30 (m, 2H, 5-H), 1.22-
1.13 (m, 1H, 13-Hy), 0.99 (d, 3H, J=6.7 Hz, 10-Me) 0.86 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm;
BC.NMR (125 MHz, 323 K, THF-ds, THF-dg =25.5 ppm): § 171.9 (s, C-1), 160.8 (s,
COONHy), 156.7 (s, C-17), 135.0 (s, C-2), 134.8 (d, C-3), 133.0 (s, C-8), 132.9 (d, C-9),
131.7 (s, C-16), 130.4 (s, C-20), 129.1 (d, C-19), 109.9 (s, C-18), 83.9 (s, C-Alkin), 82.6 (d,
C-12), 81.8 (d, C-6), 81.6 (d, C-Alkin), 81.1 (d, C-7), 75.0 (d, C-11), 58.8 (g, C-6-OMe), 57.1
(g, C-120Me), 36.9 (t, C-15), 35.5 (d, C-10), 35.2 (t, C-13), 32.3 (d, C-14), 31.0 (t, C-5), 23.8
(t, C-4), 20.0 (g, C-14-Me), 17.3 (q, C-10-Me), 13.7 (g, C-2-Me), 13.1 (g, C-8-Me) ppm;
UPLC-MS tg = 1.93 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C3oH2N2O7 [M+Na]*: 565.2890,
gefunden: 565.2899.

seco-17-Desmethoxy-18-azidomethyl-N-acetyl-r eblastatinamid 194

N3

K-390-61-1

HO.
NH,

69

Die Mutasynthese von 3-Amino-5-azidomethylbenzoesédure 69 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit
3-Amino-5-azidomethylbenzoesdure 69 in achtundvierzig 75 mL Kulturen zugefittert wird.
Aus 36L GPMd-Medium werden hierbel nach Reinigung Uber mehrere HPLC-Laufe

folgende Geldanamycin-Derivate erhalten.

seco-17-Desmethoxy-18-azidomethyl-N-acetyl -rebl astatinamid 194

0.6 mg (0.2 mg/L); farbloser Feststoff
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1. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 —75/25 in 40 min, dann
75/25 — 70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tgr = 69.65 min

2. HPLC: ((semiprédp.) CN-Phase; H,O/CH3CN 95/5 —75/25 in 40 min, dann 75/25 — 70/30
in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min, dann 100 CH3CN
10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 55.82 min

3. HPLC: ((semiprgp.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 95/5 —75/25 in 40 min, dann
75/25 — 70/30 in 10 min, dann 70/33 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min,
dann 100 CH3OH 10 min halten; Fluss 2.25 mL/min); tr = 98.22 min

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-ds, THF-d; = 1.73 ppm): 6 9.28 (s, 1H, NH), 7.76 (s, 1H,
19-H), 7.13 (s, 1H, 21-H), 6.80 (s, 1H, 17-H), 6.68 (br. s, 1H, NH,), 6.35 (dd, 1H, J = 7.2,
6.3 Hz, 3-H), 6.23 (br. s, 1H, NH), 5.97 (br. s, 1H, NH,), 5.68 (br. s, 1H, NH>), 5.28 (d, 1H,
J=10.1Hz, 9-H), 5.01 (d, 1H, J=5.7 Hz, 7-H), 4.28 (s, 2H, CH,-aromat.), 3.53-3.50 (m, 1H,
11-H), 3.39 (s, 3H, 6-OMe), 3.32-3.28 (m, 1H, 6-H), 3.27 (s, 3H, 12-OMe), 3.19-3.17 (m, 1H,
12-H), 2.68 (dd, 1H, J = 13.1, 5.2 Hz, 15-H,), 2.40-2.35 (m, 1H, 10-H), 2.30-2.20 (m, 2H,
4-H), 2.30-2.20 (m, 1H, 15-Hy), 2.02 (s, 3H, Ac), 1.95-1.89 (m, 1H, 14-H), 1.81 (s, 3H,
2-Me), 1.68-1.65 (m, 1H, 13-H,), 1.63 (s, 3H, 8-Me), 1.55-1.45 (m, 2H, 5-H), 1.09 (ddd, 1H,
J = 14.0, 95, 22 Hz, 13-Hy), 1.02 (d, 3H, J=6.6 Hz, 10-Me), 0.78 (d, 3H, J=6.6 Hz,
14-Me) ppm; *C:-NMR (125 MHz, 323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): J 170.7 (s, C-1),
170.0 (s, Ac), 156.4 (s, COONH,), 143.0 (s, C-16), 140.8 (s, C-20), 136.6 (s, C-18), 131.9 (d,
C-3), 131.8 (s, C-8), 131.6 (d, C-9), 124.1 (d, C-17), 119.7 (s, C-21), 116.7 (d, C-19), 81.7 (d,
C-6), 81.6 (d, C-12), 79.2 (d, C-7), 74.3 (d, C-11), 58.6 (g, C-6-OMe), 56.4 (g, C-12-OMe),
55.1 (t, CHy-aromat.), 45.2 (t, C-15), 44.3 (t, C-4), 35.7 (t, C-13), 35.3 (d, C-10), 32.3 (d,
C-14), 309 (t, C-5), 19.2 (q, C-14-Me), 17.7 (g, C-10-Me), 13.7 (g, C-8-Me), 12.6 (q,
C-2-Me) ppm; UPLC-MS tg = 229 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fur CgzHagNeO;
[M+H]": 617.3663, gefunden: 617.3674.

17-Desmethoxy-18-azidomethyl-reblastatin 187
UPLC-MS tgr = 1.83 min (CH3CN); HRMS (ESI) mVz berechnet fir CogHauNsOg [M+H]™:
558.3292, gefunden: 558.3290.

seco-17-Desmethoxy-18-azidomethyl-reblastatin 191
UPLC-MS tgr = 2.18 min (CH3OH); HRMS (ESI) m/z berechnet fir CogHgsNsO7 [M+H]™:
576.3397, gefunden: 576.3389.
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seco-17-Desmethoxy-18-azidomethyl -rebl astatinamid 190
UPLC-MS tg = 2.02 min (CHgoH), HRMS (ES|) m/z berechnet fur CygH47NeOg [M+H]+:
575.3557, gefunden: 575.3542.

seco- 17-Desmethoxy-18-azidomethyl-N-carbamoyl-reblastatin 193
UPLC-MS tg = 2.17 min (CHgoH), HRMS (ES|) m/z berechnet fur CsgH47NgOsg [M+H]+:
619.3455, gefunden: 619.3455.

seco- 17-Desmethoxy-18-azidomethyl-N-carbamoyl -rebl astatinamid 192

UPLC-MS tg = 1.99 min (CHgoH), HRMS (ES|) m/z berechnet fur CzoHssN7O7 [M+H]+:
618.3615, gefunden: 618.3619.

Mutasynthese mit 3-Amino-5-hydroxymethylbenzoesiure 174

0O
HO.
K-390-61-1 wOMe
HO
NH2 Y (0]
O 174 OMe : )\
07" "NH,
N o o——{ 200R3=H
195 R1 =H,R ; H,Cy5= gesatt. NH, 201 R3 = Ac
196 R'=0OH, R“=H, C4,5 = gesatt. 202 R3 = CONH,

197 R'"=OH, R?=H, C,5=DB
198 R' = OMe, R =H, C, 5 = DB
199 R" = OMe, R% = OH, C4 5 = DB

Die Mutasynthese mit 3-Amino-5-hydroxymethylbenzoeséure 174 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit
3-Amino-5-hydroxymethyl benzoesaure 174 in zwanzig 75 mL Kulturen zugefttert wird. Aus
insgesamt 1.5 L GPMd-Medium werden hierbei nach Reinigung Uber mehrere HPLC-Laufe
folgende Geldanamycin-Derivate erhalten:



Experimenteller Teil 185

17-Desmethoxy-18-hydroxymethyl-reblastatin 195

0.5 mg (0.3 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tr = 57.04 min

2. HPLC: ((semiprdp.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 —80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tr = 67.25 min

3. HPLC: ((semiprdp.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 —80/20 in 40 min, dann 80/20
— 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min, dann 100
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 46.50 min

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): d 7.07 (br. s, 1H, 19-H),
6.92 (s, 1H, 17-H), 6.71 (s, 1H, 21-H), 5.73 (br. s, 1H, 3-H), 5.23 (d, 1H, J= 7.5 Hz, 9-H),
4.89 (d, 1H, J = 7.3 Hz, 7-H), 4.58 (d, 1H, J = 14.1 Hz, aromat. CH>;), 4.55 (d, 1H, J = 14.1
Hz, arom CHy), 3.59-3.58 (m, 1H, 11-H), 3.43 (s, 3H, 6-OMe), 3.35 (s, 3H, 12-OMe), 3.31
(unter CHD,OD, 1H, 6-H), 3.09-3.07 (m, 1H, 12-H), 2.80 (dd, 1H, J = 13.1, 4.1 Hz, 15-H,),
2.49 (dd, 1H, J=13.1, 5.5 Hz, 15-Hy), 2.40-2.34 (m, 1H, 10-H), 2.33-2.25 (m, 1H, 4-H,),
2.14-2.06 (m, 1H, 4-Hp), 2.03-1.95 (m, 1H, 14-H), 1.82 (s, 3H, 2-Me), 1.68-1.58 (m, 2H,
13-H), 1.36 (s, 3H, 8-Me), 1.25-1.17 (m, 1H, 5-H,), 1.16-1.09 (m, 1H, 5-Hy), 1.03 (d, 3H,
J=65Hz, 10-Me) 0.77 (d, 3H, J=4.3Hz, 14-Me) ppm; “*C-NMR (125 MHz, 283 K,
Methanol-d,, Methanol-ds = 49.0 ppm): 6 174.3 (s, C-1), 159.1 (s, COONHy), 143.6 (s, C-18),
140.1 (s, C-16), 137.3 (s, C-20), 136.3 (d, C-3), 134.4 (d, C-9), 132.8 (s, C-2), 131.3 (s, C-8),
126.5 (d, C-17), 125.6 (d, C-21), 119.4 (d, C-19), 83.7 (d, C-7), 82.0 (d, C-12), 80.9 (d, C-6),
74.4, (d, C-11), 64.7 (t, aromat. CH,), 59.9 (g, C-6-OMe), 57.0 (g, C-12-OMe), 43.8 (t, C-15),
36.0 (d, C-10), 31.2 (t, C-13), 30.9 (d, C-5), 26.2 (d, C-14), 24.4 (t, C-4), 21.2 (g, C-14-Me),
18.2 (g, C-10-Me), 139 (g, C-2-Me), 12.1 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS t, = 1.43 min
(CHsCN); HRMS (ESI) nvz berechnet fiir CxHisN.O; [M+H]": 533.3227, gefunden
533.3251.
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17-Des-O-methyl-18-hydroxymethyl-rebl astatin 196

1.3 mg (0.7 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tg = 57.04 min

2. HPLC: ((semiprdp.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 63.00 min

3. HPLC: ((semiprdp.) CN-Phase; H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann 80/20 —
75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min, dann 100
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 37.50 min

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-ds, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.29 (br. s, 1H, NH), 8.05 (s,
1H, aromat.-OH), 7.12 (br. s, 1H, 21-H), 6.74 (d, 1H, J=1.4Hz, 19-H), 5.89 (t, 1H,
J=6.0Hz, 3-H), 5.70 (br. s, 2H, NH,), 5.34 (d, 1H, J = 9.5 Hz, 9-H), 5.07 (d, 1H, J= 5.7 Hz,
7-H), 4.95 (t, 1H, J = 5.1 Hz, Benzyl-OH), 4.71 (dd, 1H, J = 13.1, 5.1 Hz, aromat.-CH;), 4.66
(dd, 1H, J = 13.1, 5.1 Hz, aromat.-CHay,), 3.41 (dt, 1H, J = 8.8, 3.4 Hz, 6-H), 3.50 (ddd, 1H, J
=8.0, 3.9, 3.9 Hz, 11-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.30-3.26 (m, 1H, 6-H),
3.23(d, 1H, J = 4.1 Hz, 11-OH), 3.15 (dt, 1H, J = 8.0, 3.9 Hz, 12-H), 2.71 (dd, 1H, J = 13.9,
6.0 Hz, 15-H;), 2.52-2.48 (m, 1H, 10-H), 2.44 (dd, 1H, J = 13.9, 6.0 Hz, 15-Hy) 2.35- 2.27 (m,
1H, 4-Hy), 2.17- 2.10 (m, 1H, 4-Hy), 1.98-1.93 (m, 1H, 14-H), 1.78 (s, 3H, 2-Me), 1.70-1.65
(m, 1H, 13-H,), 1.51 (s, 3H, 8-Me), 1.46-1.39 (m, 2H, 5-H), 1.32- 1.24 (m, 1H, 13-Hy), 0.99
(d, 3H, J= 6.6 Hz, 10-Me), 0.89 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 323
K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): 6 170.8 (s, C-1), 157.3 (s, COONHy,), 152.5 (s, C-17), 134.6
(d, C-3), 134.0 (s, C-2), 133.4 (d, C-9), 132.5 (s, C-20), 131.6 (s, C-8), 128.9 (s, C-16), 126.9
(s, C-18), 125.7 (d, C-21), 119.1 (d, C-19), 83.1 (d, C-12), 81.8 (d, C-6), 81.1 (d, C-7), 75.4
(d, C-11), 64.7 (t, aromat.-CH), 58.8 (g, C-6-OMe), 57.3 (g, C-120Me), 36.5 (t, C-15), 35.4
(d, C-10), 35.1 (t, C-13), 32.6 (d, C-14), 31.1 (t, C-5), 25.0 (t, C-4), 20.4 (q, C-14-Me), 17.0
(q, C-10-Me), 13.7 (g, C-2-Me), 13.0 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-M S tg = 1.43 min (CH3CN);
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CogHa4N2OgNa [M+Na] *: 571.2995, gefunden 571.2988.
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4,5-Dehydro-17-des-O-methyl -18- hydroxymethyl-reblastatin 197

2.8 mg (1.7 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tr = 57.04 min

2. HPLC: ((semiprap.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 63.00 min

3. HPLC: ((semiprép.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min; tg = 27.00 min

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): J 8.67 (s, 1H, NH), 8.53 (br. s,
1H, Phen.-OH), 8.00 (s, 1H, 21-H), 7.11 (d, 1H, J=11.5Hz, 3-H), 6.79 (d, 1H, J=1.8 Hz,
19-H), 6.56 (d, 1H, J = 11.5 Hz, 4-H), 5.72-5.66 (m, 1H, 5-H), 5.72-5.66 (m, 1H, 9-H), 5.72-
5.66 (m, 2H, NH>), 5.06 (ps.s, 1H, 7-H), 4.47 (d, 2H, J = 6.0 Hz, aromat.-CH,), 4.40 (d, 1H, J
= 9.3 Hz, 6-H), 4.06 (br. s, 1H, 11-OH), 3.78 (t, 1H, J = 6.0 Hz, Benzyl-OH), 3.61-3.55 (m,
1H, 11-H), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.35-3.32 (m, 1H, 12-H), 3.16 (s, 3H, 12-OMe), 2.86 (dd,
1H, J = 13.5, 3.2 Hz, 15-H,), 2.80-2.75 (m, 1H, 10-H), 2.44 (dd, 1H, J = 13.5, 9.0 Hz, 15-Hy),
1.98 (s, 3H, 2-Me), 1.93-1.86 (m, 1H, 14-H), 1.79-1.73 (m, 1H, 13-H,), 1.73 (unter THF, 3H,
8-Me) 1.69-1.65 (m, 1H, 13-Hp), 1.02 (d, 3H, J=6.6 Hz, 10-Me), 0.96 (d, 3H, J=7.1 Hz,
14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323K, THF-ds = 25.5 ppm): 6 168.8 (s, C-1), 157.2
(s, COONHy), 144.4 (s, C-17), 137.4 (s, C-2), 135.33 (s, C-8), 135.30 (s, C-18), 135.30 (d,
C-5), 133.1 (d, C-9), 129.1 (s, C-20), 127.7 (s, C-16), 127.4 (d, C-4), 126.3 (d, C-3), 124.7 (d,
C-21), 117.3 (d, C-19), 82.6 (d, C-12), 82.4 (d, C-6), 81.9 (d, C-7), 75.4 (d, C-11), 65.3 (t,
aromat.-CH,), 57.3 (g, C-12-OMe), 56.7 (g, C-6-OMe), 41.9 (t, C-15), 36.3 (t, C-13), 33.7 (d,
C-10), 29.7 (d, C-14), 23.2 (q, C-14-Me), 13.2 (g, C-8-Me), 13.1 (g, C-10-Me), 13.0 (g, C-2-
Me) ppm; UPLC-MS tg = 142min (CH3CN); HRMS(ESI) m/z berechnet fur
CaoH1N20gNa [M+Na]™: 569.2839, gefunden 569.2843.
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4,5-Dehydro-18- hydroxymethyl-reblastatin 198

1.0 mg (0.7 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tr = 74.00 min

2. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 75/25 in 40 min, dann
75/25 — 70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 67.00 min

(C-8, C-16 und C-20 kdnnen aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht zugeordnet werden)
'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.67 (s, 1H, NH), 8.02 (br. s,
1H, 21-H), 7.09 (d, 1H, J=11.2Hz, 3-H), 6.72 (d, 1H, J=1.4 Hz, 19-H), 6.54 (dd, 1H,
J=115, 11.2 Hz, 4-H), 5.72-5.67 (m, 1H, 5-H), 5.72-5.67 (m, 1H, 9-H), 5.72-5.67 (m, 2H,
NH,) 5.03 (ps. s, 1H, 7-H), 4.37 (d, 1H, J = 9.4 Hz, 6-H), 4.30 (ps. s, 2H, aromat.-CH), 3.58
(unter THF, 1H, 11-H), 3.35 (s, 3H, 12-OMe), 3.34-3.32 (m, 1H, 12-H), 3.25 (s, 3H,
17-OMe), 3.16 (s, 3H, 6-OMe), 2.86-2.83 (m, 1H, 15-H,), 2.81-2.76 (m, 1H, 10-H), 2.44-2.39
(m, 1H, 15-Hy), 2.01 (s, 3H, 2-Me), 1.91-1.83 (m, 1H, 14-H), 1.79-1.73 (m, 1H, 13-H,), 1.73
(unter THF, 3H, 8-Me), 1.73 (unter THF, 1H, 11-OH), 1.73 (unter THF, 1H, Benzyl-OH),
1.69-1.64 (m, 1H, 13-Hp), 098 (d, 3H, J=6.6 Hz, 10-Me), 0.93 (d, 3H, J=7.0 Hz,
14-Me) ppm; C-NMR (125 MHz, 323 K, THF-ds, THF-ds = 25.5 ppm): & 168.6 (s, C-1),
158.8 (s, COONHy), 137.4 (s, C-2), 135.4 (d, C-5), 132.8 (d, C-9), 131.9 (s, C-17), 130.7 (s,
C-18), 127.3 (d, C-4), 126.2 (d, C-3), 125.7 (d, C-19), 118.4 (d, C-21), 82.6 (d, C-12), 81.8 (d,
C-6), 80.1 (d, C-7), 76.6 (d, C-11), 75.5 (t, aromat.-CH,), 57.6 (g, C-17-OMe), 57.3 (q,
C-12-OMe), 56.9 (g, C-6-OMe), 42.2 (t, C-15), 36.4 (t, C-13), 34.0 (d, C-10), 29.6 (d, C-14),
23.0 (g, C-14-Me), 13.4 (g, C-8-Me), 13.1 (g, C-10-Me), 13.0 (g, C-2-Me) ppm; UPLC-MS
tr = 1.74 min (CHsCN); HRM'S (ESI) mvz berechnet fiir CsoH44N2OgNa [M+Na]™: 583.2995,
gefunden 583.3002.

4,5-Dehydro-18- hydroxymethyl -21-hydroxy-reblastatin 199

0.9 mg (0.6 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3zOH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tr = 57.04 min
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2. HPLC: ((semiprdp.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tr = 67.25 min

3. HPLC: ((semiprap.) CN-Phase; Gradient H,O/CHsCN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 37.00 min

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.56 (br. s, 1H, NH), 7.71 (br. s,
1H, H-19), 7.32 (s, 1H, 21-OH), 7.01 (br. s, 1H, 3-H), 6.51 (t, 1H, J = 11.3 Hz, 4-H), 5.76-
5.61 (m, 1H, 5-H), 5.76-5.61 (m, 1H, 9-H), 5.76-5.61 (m, 2H, NHy), 5.02 (ps. s, 1H, 7-H),
4.53 (d, 1H, J = 12.1 Hz, aromat.-CH3,), 4.49 (d, 1H, J = 12.1 Hz, aromat.-CH,,), 4.39-4.31
(m, 1H, 6-H), 3.58-3.54 (m, 1H, 11-H), 3.33 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 17-OMe), 3.32-3.29
(m, 1H, 12-H), 3.16 (s, 3H, 12-OMe), 2.79 (dd, 1H, J = 13.6, 8.8 Hz, 15-H,), 2.82-2.74 (m,
1H, 10-H), 2.62 (dd, 1H, J = 13.6, 3.6 Hz, 15-Hy), 1.99 (s, 3H, 2-Me), 1.94-1.89 (m, 1H,
14-H), 1.79-1.73 (m, 1H, 13-H,), 1.73 (unter THF, 3H, 8-Me) 1.73-1.66 (m, 1H, 13-Hy), 1.00
(d, 3H, J=6.5Hz, 14-Me) 0.92 (d, 3H, J = 7.1 Hz, 10-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 323
K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): 6 169.5 (s, C-1), 157.2 (s, COONH,), 151.8 (s, C-17), 147.8
(s, C-21), 137.2 (s, C-2), 135.3 (d, C-5), 133.2 (d, C-9), 131.3 (d, C-19), 127.3 (d, C-4), 126.2
(d, C-3), 121.6 (s, C-8), 119.2 (s, C-18), 117.0 (s, C-16), 114.8 (s, C-20), 82.8 (d, C-12), 82.5
(d, C-6), 82.0 (d, C-7), 75.2 (d, C-11), 74.2 (t, aromat.-CHy), 57.7 (g, C-6-OMe), 57.2 (q,
C-17-OMe), 56.7 (g, C-12-OMe), 36.0 (t, C-13), 33.6 (d, C-10), 33.4 (t, C-15), 30.1 (d, C-14),
23.7 (g, C-14-Me), 13.1 (g, C-8-Me), 13.0 (g, C-2-Me), 11.8 (q, C-10-Me) ppm; UPLC-MS
tr = 1.52 min (CHsCN); HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CsoHa4N2OgNa [M+Na]*: 599.2945,
gefunden 599.2943.

17-Amino-lacton 200

3.4 mg (2.3 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tr = 83.00 min

2. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; H,O/CH3CN 95/5 — 75/25 in 40 min, dann 75/25 —
70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min, dann 100
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 78.20 min
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'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): J 6.68 (dd, 1H, J = 7.3,
1.4 Hz, 3-H), 6.55 (t, 1H, J=1.3 Hz, 17-H), 6.51 (d, 1H, J=1.3Hz, 19-H), 6.51 (d, 1H,
J=13Hz, 21-H), 549 (dg, 1H, J=10.2, 1.1Hz, 9-H), 507 (d, 1H, J = 11.8 Hz,
aromat.-CHy.), 4.95 (d, 1H, J = 8.4 Hz, 7-H), 4.87 (unter H,0, 1H, arom. CHap), 3.47 (s, 3H,
12-OMe), 3.41 (dt, 1H, J=8.8, 3.4 Hz, 6-H), 3.31 (unter CHD,0OD, 1H, 11-H), 3.27 (s, 3H,
6-OMe), 3.19 (ddd, 1H, J = 9.7, 6.0, 2.5 Hz, 12-H), 2.61-2.56 (m, 1H,10-H), 2.61-2.56 (m,
1H, 15-H,), 2.41-2.35 (m, 1H, 15-Hp), 2.41-2.35 (m, 1H, 4-H.), 2.27- 2.19 (m, 1H, 4-Hy),
1.88-1.81 (m, 1H, 14-H), 1.85 (s, 3H, 2-Me), 1.58-1.52 (m, 1H, 13-H,), 1.58 (s, 3H, 8-Me),
1.47-1.28 (m, 1H, 5-H,), 1.41- 1.28 (m, 1H, 5-Hy), 1.47-1.28 (m, 1H, 13-Hy), 0.97 (d, 3H,
J=6.7 Hz, 10-Me), 0.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, Methanol-d,,
Methanol-ds = 49.0 ppm): ¢ 169.3 (s, C-1), 159.2 (s, COONH,), 148.7 (s, C-18), 143.7 (s,
C-16), 143.3 (d, C-3), 138.1 (s, C-20), 136.7 (d, C-9), 131.1 (s, C-8), 129.1 (s, C-2), 120.2 (d,
C-17), 117.5 (d, C-21), 114.1 (d, C-19), 84.9 (d, C-7), 82.1 (d, C-6), 81.7 (d, C-12), 76.3 (d,
C-11), 67.8 (t, aromat.-CHy), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.1 (q, C-6-OMe), 45.5 (t, C-15), 37.1 (t,
C-13), 34.8 (d, C-10), 33.3 (d, C-14), 31.5 (t, C-5), 25.6 (t, C-4), 20.7 (g, C-14-Me), 15.1 (q,
C-10-Me), 125 (g, C-2-Me), 11.6 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS tg = 1.50 min (CH3CN);
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CooHauN>O/Na[M+Na]*: 555.3046, gefunden 555.3043.

17-Acetylamin-lacton 201

2.3 mg (1.5 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3;OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tg = 87.00 min

2. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; H,O/CH3CN 95/5 —75/25 in 40 min, dann 75/25 —
70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min, dann 100
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 75.80 min

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.43 (t, 1H, J = 1.6 Hz,
19-H), 7.30 (t, 1H, J= 1.6 Hz, 21-H), 6.98 (s, 1H, 17-H), 6.72 (dd, 1H, J= 7.5, 1.4 Hz, 3-H),
5.50 (dd, 1H, J=10.2, 1.0 Hz, 9-H), 5.16 (d, 1H, J = 12.1 Hz, aromat.-CH>,), 5.02 (d, 1H,
J=12.1 Hz, aromat.-CHa,), 4.97 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 3.50 (s, 3H, 12-OMe), 3.43 (dt, 1H,
J=8.7, 3.5Hz, 6-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 11-H), 3.30 (s, 3H, 6-OMe), 3.22 (m, 1H,
12-H), 2.72 (dd, 1H, J = 13.1, 6.7 Hz, 15-H,), 2.60 (tdd, 1H, J = 12.4, 10.3, 6.6 Hz, 10-H),
247 (dd, 1H, J = 13.2, 7.2 Hz, 15-Hy), 2.44-2.37 (m, 1H, 4-H;), 2.30- 2.22 (m, 1H, 4-Hy),



Experimenteller Teil 191

2.14 (s, 3H, Ac), 1.93-1.89 (m, 1H, 14-H), 1.88 (s, 3H, 2-Me), 1.58-1.55 (m, 1H, 13-H,), 1.56
(s, 3H, 8-Me), 1.53-1.46 (m, 1H, 5-H,), 1.46-1.42 (m, 1H, 5-Hp), 1.37-1.31 (m, 1H, 13-Hy),
1.00 (d, 3H, J= 6.7 Hz, 10-Me), 0.92 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz,
295 K, MeOD, MeOD =49.0 ppm): 6 171.7 (s, Ac), 169.1 (s, C-1), 159.2 (s, COONH,),
143.7 (s, C-16), 143.4 (d, C-3), 140.0 (s, C-18), 138.1 (s, C-20), 136.6 (d, C-9), 131.2 (s, C-8),
129.1 (s, C-2), 125.8 (d, C-21), 121.7 (d, C-17), 118.5 (d, C-19), 84.8 (d, C-7), 82.1 (d, C-6),
81.9 (d, C-12), 76.3 (d, C-11), 67.4 (t, aromat.-CH>), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.2 (g, C-6-OMe),
45.3 (t, C-15), 37.0 (t, C-13), 34.9 (d, C-10), 33.4 (d, C-14), 31.4 (t, C-5), 25.6 (t, C-4), 23.8
(g, Ac), 20.6 (g, C-14-Me), 15.3 (g, C-10-Me), 125 (g, C-2-Me), 11.6 (g, C-8-Me) ppm;
UPLC-MSt, = 1.76 min (CH3sCN); HRM S (ESI) m/z berechnet fiir CzHagN>OgNa [M+Na]*:
597.3152, gefunden 597.3171.

17-Ures-lacton 202

0.5 mg (0.3 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tr = 76.00 min

2. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; H,O/CH3CN 95/5 — 75/25 in 40 min, dann 75/25 —
70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min, dann 100
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 71.00 min

(keine vollstandige Zuordnung aufgrund zu geringer Mengen es fehlen: C-18 und
C-Harnstoff) (Aufnahme von NH-2D-Spektren zur Strukturaufkl&rung (in THF))

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.23 (t, 1H, J = 1.6 Hz,
19-H), 7.10 (t, 1H, J = 1.6 Hz, 21-H), 6.86 (t, 1H, J = 1.6 Hz, 17-H), 6.69 (tq, 1H, J=7.5,
1.4 Hz, 3-H), 5.48 (dg, 1H, J= 10.0, 1.4 Hz, 9-H), 5.14 (d, 1H, J = 12.1 Hz, arom.-CH>,),
5.00 (d, 1H, J = 12.1 Hz, arom.-CH.y), 4.94 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 7-H), 3.47 (s, 3H, 12-OMe),
3.41 (dt, 1H, J=8.6, 3.4 Hz, 6-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 11-H), 3.29 (s, 3H, 6-OMe),
3.21-3.18 (m, 1H, 12-H), 2.68 (dd, 1H, J = 13.1, 6.8 Hz, 15-H,), 2.58 (qd, 1H, J = 16.7, 6.1
Hz, 10-H), 2.44 (dd, 1H, J = 13.2, 7.2 Hz, 15-Hy), 2.40-2.35 (m, 1H, 4-H;), 2.27-2.22 (m, 1H,
4-Hp), 1.89-1.84 (m, 1H, 14-H), 1.86 (d, 3H, J = 1.4 Hz, 2-Me), 1.57-1.51 (m, 1H, 13-H,),
1.54 (d, 3H, J = 1.4 Hz, 8-Me), 1.47-1.40 (m, 2H, 5-H), 1.39-1.36 (m, 1H, 13-Hy), 0.98 (d,
3H, J = 6.7 Hz, 10-Me), 0.90 (d, 3H, J= 6.5 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K,
Methanol-d,;, Methanol-d, = 49.0 ppm): ¢ 169.2 (s, C-1), 159.4 (s, COONHy), 143.6 (d, C-3),
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143.4 (s, C-16), 138.0 (s, C-20), 136.7 (d, C-9), 131.2 (s, C-8), 129.1 (s, C-2), 124.4 (d, C-17),
120.9 (d, C-21), 117.7 (d, C-19), 84.8 (d, C-7), 82.1 (d, C-6), 81.8 (d, C-12), 76.3 (d, C-11),
67.5 (t, aromat.-CH,), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.2 (g, C-6-OMe), 45.4 (t, C-15), 37.1 (t, C-13),
34.9 (d, C-10), 33.3 (d, C-14), 31.4 (t, C-5), 25.6 (t, C-4), 15.2 (q, C-10-Me), 14.5 (q, C-14-
Me), 125 (q, C-2-Me), 11.6 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS tg = 1.64min (CH3CN);
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CaoH4sN30g[M+H]": 576.3285, gefunden: 576.3288.

Mutasynthese mit 3-Hydr oxy-5-(hydroxymethyl)benzoesiur e 84

HO OH " k390-61-1
—_—

OH
84

Die Mutasynthese von 3-Hydroxy-5-(hydroxymethyl)benzoesdure 84 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als Startereinheit
3-Hydroxy-5-(hydroxymethyl)benzoesaure 84 in sechzehn 75 mL Kulturen zugefuttert wird.
Aus insgesamt 1.2 L GPMd-Medium wird hierbei nach Reinigung tber HPLC folgendes
Geldanamycin-Derivat erhalten.

18-Hydroxy-lacton 203

3.2mg (2.7 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((prép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 60/40 — 50/50 in 15 min, dann 50/50
— 20/80 in 75 min, dann 20/80 — 10/90 in 15 min, dann 10/90 — 100 CH3OH in 10 min;
Fluss 5.5 — 7.0 mL/min); tg = 82.56 min

2. HPLC: ((semiprdp.) C-18-Phase; H,O/CH3CN 95/5 — 75/25 in 40 min, dann 75/25 —
70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min, dann 100
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tr = 57.82 min

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d,, CHD-OD = 3.31 ppm): J 6.70- 6.68 (m, 1H, 3-H),
6.68 (t, 1H, J = 1.3 Hz, 21-H), 6.56 (dd, 1H, J = 1.5, 1.3 Hz, 19-H), 6.55 (dd, 1H, J=1.5,1.2
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Hz, 17-H), 5.48 (d, 1H, J=10.2 Hz, 9-H), 5.10 (d, 1H, J = 12.0 Hz, aromat.-CHy5), 4.96 (d,
1H, J=12.0 Hz, aromat.-CHy,), 4.94 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 7-H), 3.47 (s, 3H, 12-OMe), 3.41 (td,
1H, J = 8.6, 3.4 Hz, 6-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 11-H), 3.30 (s, 3H, 6-OMe), 3.19 (ddd,
1H, J=9.6, 5.8, 2.2 Hz, 12-H), 2.63 (dd, 1H, J = 12.9, 6.9 Hz, 15-H,), 2.58 (dqd, 1H, J =
10.2, 6.4, 6.2 Hz, 10-H), 2.41-2.37 (m, 1H, 4-H,), 2.39 (dd, 1H, J = 13.0, 7.1 Hz, 15-Hy),
2.27-2.20 (m, 1H, 4-Hy), 1.87-1.82 (m, 1H, 14-H), 1.85 (s, 3H, 2-Me), 1.57-1.51 (m, 1H,
13-H,), 1.54 (s, 3H, 8-Me), 1.45-1.36 (m, 2H, 5-H), 1.31 (ddd, 1H, J = 14.3, 9.2, 2.1 Hz,
13-Hy), 0.98 (d, 3H, J=6.4 Hz, 10-Me), 0.89 (d, 3H, J=6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR
(125 MHz, 295 K, Methanol-d;, Methanol-d; =49.0 ppm): ¢ 169.2 (s, C-1), 159.2 (s,
COONH,), 158.4 (s, C-18), 144.4 (s, C-16), 143.3 (d, C-3), 138.6 (s, C-20), 136.7 (d, C-9),
131.2 (s, C-8), 129.1 (s, C-2), 121.4 (d, C-21), 117.0 (d, C-17), 113.7 (d, C-19), 84.8 (d, C-7),
82.1 (d, C-6), 81.8 (d, C-12), 76.3 (d, C-11), 67.5 (t, aromat.-CH>), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.1
(g, C-6-OMe), 45.4 (t, C-15), 37.0 (t, C-13), 34.9 (d, C-10), 33.3 (d, C-14), 314 (t, C-5), 25.6
(t, C-4), 20.6 (g, C-14-Me), 15.2 (g, C-10-Me), 12.5 (q, C-2-Me), 11.6 (g, C-8-Me) ppm;
UPLC-MStgr =2.28 min; HRMS (ESI) nVz berechnet fir CogHssNNaOg [M+Na]*: 556.2886,
gefunden: 556.2875.

Mutasynthese mit 3-Hydr oxymethyl-5-methylaminobenzoesiure 78

HO OH  (390-61-1

NHMe
78

MeQO

Die Mutasynthese von 3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesdure 78 erfolgt nach der
oben beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher als
Startereinheit 3-Hydroxymethyl-5-methylaminobenzoesdure 78 in siebenunddreifdig 75 mL
Kulturen zugefittert wird. Aus insgesamt 2.8L GPMd-Medium werden hierbei nach
Reinigung tber HPL C folgende Geldanamycinderivate erhalten.
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18-Methylamino-lacton 204

1 mg (0.3 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((semiprép.) C-18-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 —75/25 in 40 min, dann
75/25 — 70/30 in 10 min, dann 70/30 — 55/45 in 20 min, dann 55/45 — 45/55 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tg = 86.59 min

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d,, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.68 (tq, 1H, J = 7.4,
1.4 Hz, 3-H), 6.50 (t, 1H, J = 1.3 Hz, 21-H), 6.40 (t, 1H, J = 1.3 Hz, 17-H), 6.40 (t, 1H, J =
1.3 Hz, 19-H), 5.48 (dd, 1H, J=10.2, 1.3 Hz, 9-H), 5.09 (d, 1H, J = 12.0 Hz, aromat.-CH,),
4.95 (d, 1H, J = 12.0 Hz, aromat.-CHap), 4.94 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 7-H), 3.47 (s, 3H, 12-OMe),
341 (td, 1H, J = 8.7, 3.3 Hz, 6-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 11-H), 3.27 (s, 3H, 6-OMe),
3.21-3.16 (m, 1H, 12-H), 2.76 (s, 3H, N-Me) 2.61-2.56 (m, 1H,10-H), 2.59 (dd, 1H, J = 13.1,
7.3 Hz, 15-H,), 2.41-2.36 (m, 1H, 4-H,), 2.39 (dd, 1H, J = 13.1, 7.0 Hz, 15-Hy), 2.27-2.19 (m,
1H, 4-Hyp), 1.88-1.83 (m, 1H, 14-H), 1.85 (d, 3H, J = 1.4 Hz, 2-Me), 1.57-1.53 (m, 1H,
13-H,), 1.54 (d, 3H, J = 1.3 Hz 8-Me), 1.46-1.36 (m, 2H, 5-H), 1.33-1.29 (m, 1H, 13-Hy),
0.97 (d, 3H, J= 6.7 Hz, 10-Me), 0.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz,
295 K, Methanol-d;, Methanol-ds = 49.0 ppm): ¢ 169.4 (s, C-1), 159.2 (s, COONH,), 151.5
(s, C-18), 143.6 (s, C-16), 143.3 (d, C-3), 138.0 (s, C-20), 136.7 (d, C-9), 131.1 (s, C-8), 129.2
(s, C-2), 119.0 (d, C-21), 114.6 (d, C-17), 111.1 (d, C-19), 84.9 (d, C-7), 82.1 (d, C-6), 81.8
(d, C-12), 76.3 (d, C-11), 68.0 (t, aromat.-CH,), 59.8 (g, C-12-OMe), 57.1 (g, C-6-OMe), 45.7
(t, C-15), 37.1 (t, C-13), 34.8 (d, C-10), 33.3 (d, C-14), 31.5 (t, C-5), 25.6 (t, C-4), 20.7 (q,
C-14-Me), 15.1 (g, C-10-Me), 12,5 (g, C-2-Me), 11.6 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS tg =
2.13min; HRMS(ESI) m/z berechnet fiir CsoHs/NoO; [M+H]": 547.3383 gefunden:
547.3370.

17-Desmethoxy-18-hydroxymethyl-N-methyl-rebl astatin 205

(Spuren)

UPLC-MS tg = 1.89 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C3Hs;NoO; [M+H]": 547.3383
gefunden: 547.3392.
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M utasynthese mit 3-Brom-5-hydr oxymethylbenzoesiure 87

HO OH  (390.61-1

Br
87

Die Mutasynthese von 3-Brom-5-hydroxymethylbenzoesdure 87 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher as Startereinheit
3-Brom-5-hydroxymethylbenzoesdure 87 in einundzwanzig 75 mL Kulturen zugefUttert wird.
Aus insgesamt 1.6 L GPM-Medium wird hierbel nach Reinigung Uber HPLC folgendes
Geldanamycinderivat erhalten.

18-Brom-lacton 206

0.6 mg (0.4 mg/L); farbloser Feststoff

1. HPLC: ((semiprdp.) C-18-Phase; Gradient HoO/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tgr = 95.25 min

2. HPLC: ((semiprép.) CN-Phase; Gradient H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann
80/20 — 75/25 in 10 min, dann 75/25 — 65/35 in 20 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min,
dann 100 CH3CN 10 min halten; Fluss 2.5 mL/min); tr = 67.81 min

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d,, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.34 (dd, 1H, J = 1.7,
1.6 Hz, 19-H), 7.30 (dd, 1H, J = 1.7, 1.1 Hz, 17-H), 7.20 (dd, 1H, J = 1.6, 1.1 Hz, 21-H), 6.71
(tg, 1H, J=7.5, 1.5 Hz, 3-H), 5.47 (dd, 1H, J=10.0, 1.0 Hz, 9-H), 5.17 (d, 1H, J = 12.3 Hz,
aromat.-CHyg), 5.04 (d, 1H, J = 12.3 Hz, aromat.-CHy,), 4.87 (unter H,O, 1H, 7-H), 3.47 (s,
3H, 6-OMe), 3.41 (td, 1H, J = 8.7, 3.5 Hz, 6-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 11-H), 3.31 (unter
CHD,OD, 3H, 12-OMe), 3.19 (ddd, 1H, J = 9.4, 5.4, 2.2 Hz,12-H), 2.74 (dd, 1H, J = 13.1,
6.5 Hz, 15-H;), 2.56 (ddqg, 1H, J = 10.0, 6.6, 6.5 Hz, 10-H), 2.44 (dd, 1H, J = 13.1, 7.5 Hz,
15-Hy), 2.42-2.36 (m, 1H, 4-H,), 2.29-2.22 (m, 1H, 4-Hp), 1.89-1.83 (m, 1H, 14-H), 1.86 (d,
3H, J =15 Hz, 2-Me), 1.54 (d, 3H, J = 1.2 Hz, 8-Me), 1.53-1.49 (m, 1H, 13-H;), 1.46-1.38
(m, 2H, 5-H), 1.34-1.29 (m, 1H, 13-Hp), 0.99 (d, 3H, J=6.5Hz, 10-Me), 0.87 (d, 3H,
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J=6.6Hz, 14-Me)ppm; “C-NMR (125MHz, 295 K, Methanol-d;, Methanol-d,
=49.0 ppm):  168.9 (s, C-1), 159.2 (s, COONHy), 145.5 (s, C-16), 143.6 (s, C-3), 140.0 (s,
C-20), 136.5 (d, C-9), 133.1 (d, C-17), 131.2 (s, C-8), 129.6 (d, C-19), 129.0 (s, C-2), 128.9
(d, C-21), 122.9 (s, C-18), 84.7 (d, C-7), 82.0 (d, C-6), 82.0 (d, C-12), 76.1 (d, C-11), 66.5 (t,
aromat.-CH.), 59.9 (g, C-6-OMe), 57.3 (q, C-12-OMe), 44.8 (t, C-15), 36.8 (t, C-13), 35.0 (d,
C-10), 33.4 (d, C-14), 31.4 (t, C-5), 25.7 (t, C-4), 20.5 (q, C-14-Me), 15.5 (g, C-10-Me), 12.5
(q, C-2-Me), 11.6 (g, C-8-Me) ppm; UPLC-MS tg = 2.71 min; HRM S (ESI) m/z berechnet
fir CogH4oNO;BrNa[M+Na]*: 618.2042, gefunden: 618.2042.

6.3.3 Darstellung der mutasynthetisch her gestellten Proansamitocin-Derivate

Carbamoyliertes Proansamitocin 229

K390-61-1

Die Mutasynthese zum carbamoylierten Proansamitocin 229 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher Proansamitocin 31
(6 mg, 135 pumol, 1 Aqg.) in zwei 30 mL Kulturen zugefittert wird. Aus 60 mL
Geldanamycin-Fermentationsmedium werden hierbel nach Reinigung Uber 1. semiprép.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH30OH 90/10 — 20/80 in 80 min, dann 10 min 20/80;
Fluss 2.25 mL/min) und 2. semiprap. HPLC (C-18-Phase; Gradient H,O/CH3;CN = 80/20 —
30/70 in 80 min, dann 30/70 — 100 CH3OH in 10 min; Fluss 2.25 mL/min) 1.4 mg
carbamoyliertes Proansamitocin 229 (2.8 pmol, 21 %) und 0.5 mg 2,3-Dehydro-
C-7-Carbamoyliertes- Proansamitocin 228(1.0 umol, 7 %) als farblose Feststoffe erhalten.

Carbamoyliertes Proansamitocin 229
1. semiprdp. HPLC (tr = 74.35 min); 2. semiprap. HPLC (tgr = 75.07 min)
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Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm):  9.01 (s, 1H, NH), 8.17 (s, 1H,
18-OH), 7.60 (s, 1H, 21-H), 6.57 (s, 1H, NH-C-9), 6.54-6.49 (m, 1H, 12-H), 6.30 (s, 1H,
17-H), 6.24 (s, 1H,19-H), 6.16 (d, 1H, J=11.5 Hz, 13-H), 5.63 (dd, 1H, J=15.0, 9.2 Hz,
11-H), 5.51 (d, 1H, J = 9.4 Hz, 5-H), 5.15 (s, 1H, 9-OH), 4.64 (d, 1H, J = 9.4 Hz, 3-OH), 4.27
(ddd, 1H, J=11.4, 9.0, 2.0 Hz, 7-H ), 4.09-4.03 (m, 1H, 3-H), 4.09-4.03 (m, 1H, 3-OH), 3.51
(d, 1H, J=9.2 Hz, 10-H), 3.39 (d, 1H, J = 12.9 Hz, 15-H,), 3.33 (s, 3H, 10-OMe), 3.03 (d,
1H, J = 12.9 Hz, 15-Hp), 2.74-2.64 (m, 2H, 2-H), 2.52-2.45 (m, 1H, 6-H), 1.90-1.68 (m, 1H,
8-H,), 1.62 (s, 3H, 14-Me), 1.58 (s, 3H, 4-Me), 1.23 (dd, 1H, J = 14.5, 9.0 Hz, 8-Hp), 1.12 (d,
3H, J=5.8 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): 6 170.6
(s, C-1), 158.6 (s, C-18), 152.5 (s, COONH), 142.9 (s, C-16), 141.5 (s, C-20), 140.2 (s, C-14),
138.6 (s, C-4), 134.4 (d, C-12), 127.4 (d, C-11), 127.4 (d, C-13), 125.7 (d, C-5), 112.4 (d,
C-17), 111.3 (d, C-21), 103.9 (d, C-19), 89.6 (d, C-10), 82.0 (s, C-9), 785 (d, C-7), 73.0 (d,
C-3), 56.1 (g, C-10-OMe), 47.1 (t, C-15), 39.7 (t, C-2), 38.4 (d, C-6), 36.3 (t, C-8), 18.4 (q,
C-6-Me), 16.7 (g, C-14-Me), 14.7 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 285 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): J 9.04 (s, 1H, NH), 8.56 (s, 1H,
18-OH), 6.56 (s, 1H, NH-C9), 6.54-6.49 (m, 1H, 12-H), 6.48 (s, 1H, 21-H), 6.45 (s, 1H,
17-H), 6.32 (s, 1H, 19-H), 6.09 (d, 1H, J = 10.6 Hz, 13-H), 5.53-5.46 (m, 1H, 11-H), 5.53-
5.46 (m, 1H, 5-H), 5.09 (s, 1H, 9-OH), 4.09-4.03 (m, 1H, 7-H ), 4.09-4.03 (m, 1H, 3-H), 4.09-
4.03 (m, 1H, 3-OH), 3.52 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 10-H), 3.40 (d, 1H, J = 13.4 Hz, 15-H,), 3.33 (s,
3H, 10-OMe), 3.12 (d, 1H, J = 13.4 Hz, 15-Hp), 2.74-2.64 (m, 1H, 2-H,), 2.52-2.45 (m, 1H,
6-H), 2.04 (dd, 1H, J=15.7, 11.1 Hz, 2-Hy,), 1.90-1.68 (m, 1H, 8-H, ), 1.68 (s, 3H, 14-Me),
1.36 (s, 3H, 4-Me), 1.23 (dd, 1H, J=14.5, 9.0 Hz, 8-Hy), 1.13 (d, 3H, J=5.1 Hz, 6-Me);
BC-NMR (125 MHz, 285 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): 6 175.5 (s, C-1), 159.4 (s, C-18),
152.4 (s, COONH), 143.2 (s, C-16), 140.2 (s, C-20), 140.1 (s, C-14), 137.5 (s, C-4), 133.3 (d,
C-12), 129.6 (d, C-11), 126.2 (d, C-13), 125.6 (d, C-5), 116.4 (d, C-17), 115.0 (d, C-21),
109.1 (d, C-19), 90.0 (d, C-10), 81.5 (s, C-9), 77.6 (d, C-7), 72.1 (d, C-3), 56.6 (q,
C-10-OMe), 47.4 (t, C-15), 39.1 (d, C-6), 38.1 (t, C-2), 36.9 (t, C-8), 18.1 (q, C-6-Me), 16.1
(g, C-14-Me), 14.8 (g, C-4-Me) ppm;
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UPLC-MS tg = 2.09 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHzsN,O; [M+H]™: 487.2444,
gefunden: 487.2447.

2,3-Dehydro-C-7-carbamoyliertes-Proansamitocin 228

1. semiprdp..HPLC (tr = 75.97 min); 2. semiprap. HPLC (tg = 77.39 min)

(Die Signale von C-1, C-2 und C-3 sowie das Signal von 2-H konnen aufgrund des
Austausches in MeOH nicht zugeordnet werden; auRerdem konnen die *C-Signae des
zweiten Konformers aufgrund zu geringer Substanzmengen nicht zugeordnet werden)
Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.68 (dd, 1H, J = 1.2,
1.0 Hz, 21-H), 6.79 (d, 1H, J = 9.2 Hz, 5-H), 6.65 (dd, 1H, J = 15.2, 10.9 Hz, 12-H), 6.40 (dd,
1H, J = 1.9, 1.0 Hz, 17-H), 6.28 (dd, 1H, J = 1.9, 1.2 Hz, 19-H), 6.09 (d, 1H, J=10.9 Hz,
13-H), 5.62 (dd, 1H, J = 15.2, 9.0 Hz, 11-H), 4.55 (ddd, 1H, J = 12.0, 9.9, 2.1 Hz, 7-H ), 3.60
(d, 1H, J=9.0 Hz, 10-H), 3.36 (d, 1H, J = 12.5 Hz, 15-H,), 3.34 (s, 3H, 10-OMe), 3.11 (d,
1H, J=12.5 Hz, 15-Hy), 2.86 (ddg, 1H, J = 9.9, 9.2, 6.7 Hz, 6-H), 2.11 (dd, 1H, J = 13.9,
2.1Hz, 8-H;), 1.84 (s, 3H, 4-Me), 1.69 (s, 3H, 14-Me), 1.50 (dd, 1H, J=13.9, 12.0 Hz,
8-Hp), 1.26 (d, 3H, J = 6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,, Methanol-
ds = 49.00 ppm): 0 166.4 (s, COONH), 158.6 (s, C-18), 147.1 (s, C-4), 143.2 (s, C-16), 139.8
(s, C-14), 138.3 (s, C-20), 135.9 (d, C-5), 134.4 (d, C-12), 128.9 (d, C-13), 126.9 (d, C-11),
113.1 (d, C-17), 111.6 (d, C-21), 104.5 (d, C-19), 88.1 (d, C-10), 82.3 (s, C-9), 79.1 (d, C-7),
56.5 (g, C-10-OMe), 46.3 (t, C-15), 40.6 (d, C-6), 35.5 (t, C-8), 17.0 (g, C-6-Me), 17.0 (q,
C-14-Me), 12.0 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.65 (dd, 1H, J = 15.5,
10.8 Hz, 12-H), 6.58 (dd, 1H, J = 1.2, 1.0 Hz, arom.-H), 6.48 (dd, 1H, J = 1.6, 1.0 Hz,
arom.-H), 6.28 (dd, 1H, J = 1.6, 1.2 Hz, arom.-H), 6.20 (d, 1H, J = 10.2 Hz, 5-H), 6.16 (d, 1H,
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J=10.8 Hz, 13-H), 553 (dd, 1H, J=15.5, 9.1 Hz, 11-H), 4.13 (ddd, 1H, J= 12.0, 10.5,
1.7Hz, 7-H), 3.61 (d, 1H, J=9.1 Hz, 10-H), 3.44 (d, 1H, J= 13.0 Hz, 15-H;), 3.31 (unter
CHD,0D, 3H, 10-OMe), 3.11 (d, 1H, J = 13.0 Hz, 15-Hy), 2.79-2.75 (m, 1H, 6-H), 1.70 (s,
3H, 4-Me), 1.69-1.66 (m, 1H, 8-H,), 1.58 (s, 3H, 14-Me), 1.58-1.57 (m, 1H, 8-Hy), 1.32 (d,
3H, J=6.8 Hz, 6-Me¢);

UPLC-MS tg = 2.15min; HRMS(ESI) m/z berechnet fiir CyHzN-O/Na [M+Na]™:
507.2107, gefunden: 507.2101.

Alkohol 225 und Alkohol 226

225 R'=H, R?=0OH
226 R'=0H,R?=H

Diastereomer 1:

1. semiprép. HPLC (tr = 53.92 min)

UPLC-MStg = 1.18 min (CH3CN); HRMS (ESI) nm/z berechnet fiir CosHssNO;Na [M+Na]™:
482.2155, gefunden: 482.2139.

Diastereomer 2:

1. semiprép. HPLC (tr = 57.55 min)

UPLC-MStg = 1.21 min (CH3CN); HRMS (ESI) nvz berechnet fiir CosHssNO;Na [M+Na]™:
482.2155, gefunden: 482.2153.

Proansamitocin 31

1. semiprép. HPLC (tgr = 64.43 min)

UPLC-MStg = 1.42 min (CH3CN); HRMS (ESI) mVz berechnet fiir CosHxsNOgNa [M+Na]™:
466.2206, gefunden: 466.2206.
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Carbamoyliertes-10-epi-Proansamitocin 230

K390-61-1

Die Mutasynthese zum carbamoylierten 10-epi-Proansamitocin 230 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher 10-epi-
Proansamitocin 224 (5 mg, 11.3 umol, 1 Ag.) in zwei 30 mL Kulturen zugefittert wird. Aus
60 mL Geldanamycin-Fermentationsmedium werden hierbel nach Reinigung Uber
1. semiprép. HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH,OH 90/10 — 20/80 in 80 min, dann 10
min 20/80; Fuss 2.25 mL/min) (tg = 77.95min) und 2. semiprdp. HPLC (C-18-Phase,
Gradient H,O/CH,CN 80/20 — 30/70 in 80 min, dann 30/70 — 100 CH,OH in 10 min; Fluss
2.25 mL/min) (tgr = 74.43 min) carbamoyliertes-10-epi-Proansamitocin 230 (1.0 mg, 2.0 umol,
18 %) erhalten.

Carbamoyliertes-10-epi-Proansamitocin 230

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.47 (d, 1H, 21-H), 6.56
(dd, 1H, J = 15.0, 11.0 Hz, 12-H), 6.39 (s, 1H, 17-H), 6.34 (s, 1H,19-H), 6.09 (d, 1H, J = 11.0
Hz, 13-H), 5.58 (dd, 1H, J = 15.0, 6.1 Hz, 11-H), 5.36 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 5-H), 4.29-4.21 (m,
1H, 3-H), 4.29-4.21 (m, 1H, 7-H ), 3.71 (d, 1H, J = 6.1 Hz, 10-H), 3.38 (s, 3H, 10-OMe), 3.23
(d, 1H, J=13.6 Hz, 15-H,), 3.17 (d, 1H, J=13.6 Hz, 15-H}), 2.78 (dd, 1H, J = 14.5, 2.3 Hz,
2-Hy), 2.72-2.67 (m, 1H, 2-Hy), 2.72-2.67 (m, 1H, 6-H), 1.83 (dd, 1H, J = 13.9, 0.4 Hz, 8-H,),
1.69 (s, 3H, 4-Me), 1.68 (s, 3H, 14-Me), 1.63 (dd, 1H, J=13.9, 12.7 Hz, 8-H}), 1.10 (d, 3H,
J=65Hz, 6-Me); C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,;, Methanol-d, = 49.0 ppm):
01715 (s, C-1), 158.6 (s, C-18), 157.3 (s, COONH), 143.4 (s, C-16), 140.6 (s, C-20), 139.4
(s, C-14), 139.2 (s, C-4), 1315 (d, C-12), 128.0 (d, C-11), 127.7 (d, C-13), 125.5 (d, C-5),
113.1 (d, C-17), 112.7 (d, C-21), 105.0 (d, C-19), 86.3 (d, C-10), 83.6 (d, C-9), 79.0 (d, C-7),
73.3 (d, C-3), 57.9 (g, C-10-OMe), 46.7 (t, C-15), 41.8 (t, C-2), 38.3 (d, C-6), 33.1 (t, C-8),
17.8 (g, C-6-Me), 17.1 (g, C-4-Me), 16.8 (q, C-14-Me) ppm;
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Konformer 2:

Die Signale des zweiten Konformers kdnnen aufgrund zu geringer Substanzmengen nicht
zugeordnet werden.

UPLC-MS tg = 224 min; HRMS(ESI) vz berechnet fir CysHaNoNaO; [M+Na]™:
509.2264, gefunden: 509.2255.

10-epi-Proansamitocin 224

1. semiprép. HPLC (tr = 64.45 min)

UPL C-MStg = 1.98 min (CH3OH); HRM S (ESI) m/z berechnet fiir CosHssNOgNa [M+Na] ™
466.2206, gefunden: 466.2204.

Proansamitocin 31

1. semiprép. HPLC (tr = 68.64 min)

UPL C-MStg = 2.18 min (CH3OH); HRM S (ESI) mvz berechnet fiir CosHssNOgNa [M+Na] ™
466.2206, gefunden: 466.2205.

Carbamoyliertes Proansamitocin 229

1. semiprép. HPLC (tr = 74.24 min)

UPLC-MS tg = 220min (CH30OH); HRMS (ESI) m/z berechnet fir CysH3zsN2OsNa
[M+Na]": 509.2264, gefunden: 509.2276.

Carbamoylierte Proansamitocine 236 und 237

K390-61-1

Die Mutasynthese zu den carbamoylierten Proansamitocinen 236 und 237 erfolgt nach der
oben beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher 1,3-anti-
Diol-Proansamitocin 234 (5 mg, 11.2 pmol, 1 Aq.) in zwei 30 mL Kulturen zugefittert wird.
Aus 60 mL Geldanamycin-Fermentationsmedium werden hierbei nach Reinigung Gber
semiprép. HPLC (C-18-Phase; Gradient H,O/CH3OH 90/10 — 20/80 in 80 min, dann 10 min
20/80; Fluss 2.25 mL/min) 3.9 mg C-7-carbamoyliertes Proansamitocin 236 (tgr = 75.12 min)
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(8.0 pmol, 72 %) und C-9-carbamoyliertes Proansamitocin 237 (tr = 68.72 min) (Spuren)
erhalten.

C-7-carbamoyliertes Proansamitocin 236

Konformer 1.

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD-OD = 3.31 ppm): 6 7.19 (s, 1H, 21-H), 6.56-
6.46 (m, 1H, 12-H), 6.51 (s, 1H, 19-H), 6.41 (s, 1H, 17-H), 6.05 (d, 1H, J = 10.8 Hz, 13-H),
5.61 (dd, 1H, J=15.1, 8.6 Hz, 11-H), 5.47-5.43 (m, 1H, 5-H), 4.81 (ps. t, 1H, J = 9.1 Hz,
7-H), 4.31 (dd, 1H, J = 6.3, 2.8 Hz, 3-H), 3.81 (dd, 1H, J=11.1, 2.2 Hz, 9-H), 3.57 (dd, 1H,
J=8.6, 2.2 Hz, 10-H), 3.34 (d, 1H, J = 13.7 Hz, 15-H,), 3.31 (unter CHD,0D, 3H, 10-OMe),
3.12 (d, 1H, J = 13.7 Hz, 15-Hy), 2.77-2.69 (m, 1H, 2-H.), 2.77-2.69 (m, 1H, 6-H), 2.62 (dd,
1H, J = 14.3, 2.8 Hz, 2-Hy), 1.71 (s, 3H, 14-Me), 1.59 (s, 3H, 4-Me), 1.57-1.49 (m, 1H, 8-H,),
1.26-1.21 (m, 1H, 8-Hp), 0.92 (d, 3H, J=6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K,
Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm): ¢ 171.8 (s, C-1), 160.3 (s, COONH), 158.5 (s, C-18),
143.4 (s, C-16), 140.7 (s, C-20), 139.4 (s, C-14), 138.4 (s, C-4), 132.6 (d, C-12), 128.4 (d,
C-11), 128.2 (d, C-5), 128.0 (d, C-13), 113.1 (d, C-17), 112.6 (d, C-21), 105.5 (d, C-19), 87.4
(d, C-10), 76.2 (d, C-7), 74.4 (d, C-3), 71.1 (d, C-9), 56.6 (g, C-10-OMe), 46.5 (t, C-15), 42.0
(t, C-2), 37.8 (d, C-6), 359 (t, C-8), 17.7 (g, C-6-Me), 169 (g, C-14-Me), 13.6 (q,
C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.74 (s, 1H, 21-H), 6.56
(s, 1H, 17-H), 6.51-6.42 (m, 1H, 12-H), 6.42 (s, 1H, 19-H), 5.78 (d, 1H, J=10.7 Hz, 13-H),
5.47-5.43 (m, 1H, 11-H), 5.29 (d, 1H, J = 9.7 Hz, 5-H), 4.68 (ps. t, 1H, J = 10.5 Hz, 7-H),
4.38 (dd, 1H, J= 6.4, 2.8 Hz, 3-H), 3.81 (dd, 1H, J=11.1, 2.2 Hz, 9-H), 3.46 (dd, 1H, J = 9.6,
2.2 Hz, 10-H), 3.36 (d, 1H, J= 13.7 Hz, 15-H,), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.14 (d, 1H,
J=13.7 Hz, 15-Hy), 2.53-2.48 (m, 1H, 6-H), 2.41-2.39 (m, 2H, 2-H), 1.78 (s, 3H, 14-Me),
1.57-1.49 (m, 1H, 8-H,), 1.44 (s, 3H, 4-Me), 1.26-1.21 (m, 1H, 8-Hy), 0.96 (d, 3H, J = 7.8 Hz,
6-Me); *C-NMR (125 MHz, 285 K, Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 175.9 (s, C-1),
160.4 (s, COONH), 159.2 (s, C-18), 143.5 (s, C-16), 140.0 (s, C-20), 140.0 (s, C-14), 138.8 (s,
C-4), 132.7 (d, C-12), 128.8 (d, C-11), 128.3 (d, C-5), 126.6 (d, C-13), 119.5 (d, C-21), 116.0
(d, C-17), 110.6 (d, C-19), 87.5 (d, C-10), 75.7 (d, C-7), 73.7 (d, C-3), 70.1 (d, C-9), 56.3 (q,
C-10-OMe), 46.8 (t, C-15), 39.2 (d, C-6), 38.6 (t, C-2), 38.3 (t, C-8), 17.7 (g, C-6-Me), 17.0
(g, C-14-Me), 14.1 (g, C-4-Me) ppm;
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UPLC-MS tz = 2.23min; HRMS(ESI) mvz berechnet fiir: CsHzsNoNaO; [M+Na]™:
511.2420, gefunden: 511.2424.

C-9-carbamoyliertes Proansamitocin 237

UPLC-MS tg = 2.09min; HRMS (ESI) nvz berechnet fiir: CsHzsNoNaO; [M+Na]™:
511.2420, gefunden: 511.2411.

Carbamoylierte Proansamitocine 238 und 239

K390-61-1

Die Mutasynthese zu den carbamoylierten Proansamitocinen 238 und 239 erfolgt nach der
oben beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher 1,3-syn-Diol-
Proansamitocin 233 (4 mg, 9.0 pmol, 1 Aq.) in einer 30 mL Kultur zugefttert wird. Aus
30 mL Geldanamycin-Fermentationsmedium werden hierbel nach Reinigung tUber semiprép.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH3OH 90/10 — 20/80 in 80 min, dann 10 min 20/80;
Fluss 2.25 mL/min) 2.6 mg carbamoyliertes Proansamitocin 238 (tg = 70.16 min) (2.6 mg,
5.4 umol, 60 %) und carbamoyliertes 2,3-Dehydro-Proansamitocin 239 (tg = 75.20 min)
(0.8 mg, 1.6 umol, 18 %) erhalten.

carbamoyliertes Proansamitocin 238

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): ¢ 6.99 (dd, 1H, J = 2.0,
1.6 Hz, 21-H), 6.57 (dd, 1H, J = 14.9, 10.9 Hz, 12-H), 6.51 (dd, 1H, J = 2.0, 1.8 Hz, 19-H),
6.42 (dd, 1H, J = 1.8, 1.6 Hz, 17-H), 6.06 (d, 1H, J=10.9 Hz, 13-H), 5.55 (dd, 1H, J = 14.9,
6.3 Hz, 11-H), 5.40 (d, 1H, J = 8.4 Hz, 5-H), 4.70 (ddd, 1H, J = 7.0, 3.9, 3.5 Hz, 7-H), 4.43
(dd, 1H, J = 8.6, 5.8 Hz, 3-H), 3.54-3.49 (m, 1H, 9-H), 3.54-3.59 (m, 1H, 10-H), 3.31 (unter
CHD,OD, 3H, 10-OMe), 3.27-3.22 (m, 2H, 15-H), 2.74 (ddt, 1H, J = 8.4, 6.8, 3.9 Hz, 6-H),
2.58-2.56 (m, 2H, 2-H), 1.93 (ddd, 1H, J = 15.0, 3.5, 3.4 Hz, 8-H,), 1.70 (s, 3H, 14-Me), 1.63
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(s, 3H, 4-Me), 1.51 (ddd, 1H, J = 15.0, 7.0, 6.7 Hz, 8-Hy), 0.70 (d, 3H, J=6.8 Hz, 6-Me);
B3C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,, Methanol-d; = 49.0 ppm): ¢ 171.0 (s, C-1), 159.9
(s, COONH), 158.5 (s, C-18), 143.2 (s, C-16), 140.2 (s, C-20), 139.8 (s, C-14), 137.7 (s, C-4),
131.8 (d, C-12), 129.8 (d, C-11), 128.5 (d, C-5), 127.7 (d, C-13), 113.6 (d, C-17), 113.5 (d,
C-21), 106.3 (d, C-19), 86.9 (d, C-10), 77.4 (d, C-7), 75.9 (d, C-3), 74.5 (d, C-9), 56.8 (q,
C-10-OMe), 46.7 (t, C-15), 44.3 (t, C-2), 37.3 (d, C-6), 35.7 (t, C-8), 16.84 (g, C-14-Me),
16.78 (g, C-6-Me), 11.3 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.67 (s, 1H, 17-H), 6.60-
6.53 (m, 1H, 12-H), 6.60-6.53 (m, 1H, 21-H), 6.51 (s, 1H, 19-H), 6.06 (d, 1H, J = 11.0 Hz,
13-H), 5.45 (dd, 1H, J = 15.0, 9.4 Hz, 11-H), 5.07 (d, 1H, J = 9.5 Hz, 5-H), 4.68 (ddd, 1H,
J=114,9.0, 2.4 Hz, 7-H), 4.02 (dd, 1H, J = 7.9, 5.6 Hz, 3-H), 3.54-3.49 (m, 1H, 9-H), 3.46
(d, 1H, J= 14.5 Hz, 15-H,), 3.35-3.31 (m, 1H, 10-H), 3.25 (s, 3H, 10-OMe), 3.21 (d, 1H,
J =145 Hz, 15-Hp), 2.62-2.60 (M, 1H, 2-H,), 2.48-2.43 (m, 1H, 6-H), 2.29 (dd, 1H, J = 12.7,
7.9 Hz, 2-Hy), 1.81 (dd, 1H, J = 14.3, 7.4, 2.4 Hz, 8-H,), 1.69 (s, 3H, 14-Me), 1.60 (s, 3H,
4-Me), 143 (ddd, 1H, J = 14.3, 11.4, 3.3 Hz, 8-Hp), 0.91 (d, 3H, J=6.4 Hz, 6-Me);
B3C-NMR (125 MHz, 285 K, Methanol-d,, Methanol-d; = 49.0 ppm): § 174.1 (s, C-1), 160.4
(s, COONH), 159.6 (s, C-18), 143.5 (s, C-16), 141.4 (s, C-14), 139.6 (s, C-20), 137.7 (s, C-4),
133.5 (d, C-12), 130.1 (d, C-5), 129.4 (d, C-11), 126.3 (d, C-13), 120.5 (d, C-21), 117.1 (d,
C-17), 112.9 (d, C-19), 90.5 (d, C-10), 77.2 (d, C-7), 74.6 (d, C-3), 72.0 (d, C-9), 56.3 (q,
C-10-OMe), 46.9 (t, C-15), 41.1 (d, C-2), 39.9 (t, C-6), 39.2 (t, C-8), 17.5 (g, C-6-Me), 16.5
(q, C-14-Me), 11.6 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MS tg = 1.99min; HRMS(ESI) m/z berechnet fir: CosHasN.NaO; [M+Na]™:
511.2420, gefunden: 511.2426.

carbamoyliertes 2,3-Dehydro Proansamitocin 239

Konformer 1:

(Die Signale von C-1, C-2 und C-3 sowie das Signal von 2-H kodnnen aufgrund des
Austausches in Methanol-d, nicht zugeordnet werden.)

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.54 (dd, 1H, J = 1.5,
1.2 Hz, 21-H), 6.88 (d, 1H, J = 10.1 Hz, 5-H), 6.52 (dd, 1H, J = 15.3, 11.0 Hz, 12-H), 6.40
(dd, 1H, J=1.2, 0.9 Hz, 19-H), 6.37 (dd, 1H, J= 1.5, 0.9 Hz, 17-H), 6.08 (d, 1H, J=11.0 Hz,
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13-H), 5.62 (dd, 1H, J=15.3, 6.9 Hz, 11-H), 4.87 (unter H,O, 1H, 7-H), 3.77 (ddd, 1H,
J=6.8, 6.5, 3.9 Hz, 9-H), 3.58 (dd, 1H, J = 6.9, 6.8 Hz, 10-H), 3.31 (unter CHD,0OD, 3H,
10 OMe), 3.23 (d, 1H, J = 14.0 Hz, 15-H,), 3.23 (d, 1H, J = 14.0 Hz, 15-H;), 3.12 (ddq, 1H,
J=10.1, 7.2, 6.9 Hz, 6-H), 1.95 (ddd, 1H, J = 15.1, 6.5, 3.1 Hz, 8-H.), 1.78 (s, 3H, 4-Me),
1.75-1.72 (m, 1H, 8-Hy), 1.67 (s, 3H, 14-Me), 1.08 (d, 3H, J=6.9 Hz, 6-Me); *C-NMR
(125 MHz, 283 K, Methanol-d;, Methanol-d, = 49.0 ppm): § 158.6 (s, COONH), 155.6 (s,
C-18), 148.8 (d, C-5), 143.3 (s, C-16), 140.5 (s, C-20), 138.8 (s, C-4), 138.2 (s, C-4), 130.9 (d,
C-12), 129.3 (d, C-11), 128.8 (d, C-13), 113.3 (d, C-17), 112.7 (d, C-21), 105.0 (d, C-19),
85.9 (d, C-10), 76.6 (d, C-7), 73.0 (d, C-9), 56.8 (g, C-10-OMe), 46.2 (t, C-15), 39.4 (d, C-6),
32.9(t, C-8), 17.0 (g, C-14-Me), 16.7 (g, C-6-Me), 11.8 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2

Die Signale des zweiten Konformers kénnen aufgrund zu geringer Substanzmengen nicht
zugeordnet werden.

UPLC-MStg = 2.13 min; HRMS (ESI) nVz berechnet fiir CosHssN2NaO,; [M+Na]*: 509.2264
gefunden: 509.2248.

carbamoyliertes 9-M ethyl-proansamitocin 270

K390-61-1

OMe OMe

Die Mutasynthese zum carbamoylierten 9-Methyl-proansamitocin 270 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher 9-Methyl-
proansamitocin 235 (1.5 mg, 3.3 pmol, 1 Aq.) zu einer 30 mL Kulturen gefuttert wird. Aus
30 mL Geldanamycin-Fermentationsmedium werden hierbei nach Reinigung Uber semiprap.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH3OH 90/10 — 20/80 in 80 min, dann 10 min 20/80;
Fluss 2.25 mL/min) carbamoyliertes 9-Methyl-proansamitocin 270 (tgr = 74.45 min) (1.2 mg,
2.5 umol, 75 %) erhalten.
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carbamoyliertes 9-Methyl-proansamitocin 270

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.09 (s, 1H, 21-H), 6.57
(dd, 1H, J = 15.9, 10.6 Hz, 12-H), 6.41 (s, 1H, 19-H), 6.36 (s, 1H, 17-H), 6.04 (d, 1H,
J=10.6 Hz, 13-H), 5.61 (dd, 1H, J=15.9, 8.2 Hz, 11-H), 5.48 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 5-H), 4.96
(dd, 1H, J =8.7, 4.4 Hz, 7-H), 4.48 (dd, 1H, J =10.1, 3.1 Hz, 3-H), 3.42 (d, 1H, J=8.2 Hz,
10-H), 3.35-3.23 (m, 2H, 15-H), 3.32 (s, 3H, 10-OMe), 2.86 (dqd, 1H, J = 8.7, 6.9, 4.4 Hz,
6-H), 2.66 (dd, 1H, J = 13.7, 10.1 Hz, 2-H,), 2.55 (dd, 1H, J = 13.7, 3.1 Hz, 2-Hy), 1.79 (s,
3H, 14-Me), 1.79-1.75 (m, 1H, 8-H,), 1.63 (s, 3H, 4-Me), 1.44 (dd, 1H, J = 15.3, 8.7 Hz,
8-Hyp), 1.24 (s, 3H, 9-Me), 0.79 (d, 3H, J=6.9 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K,
Methanol-d,s, Methanol-d, = 49.0 ppm): ¢ 171.0 (s, C-1), 159.8 (s, COONH), 158.6 (s, C-18),
143.4 (s, C-16), 140.3 (s, C-20), 138.7 (s, C-14), 138.0 (s, C-4), 132.4 (d, C-12), 129.9 (d,
C-11), 1285 (d, C-13), 128.4 (d, C-5), 113.5 (d, C-17), 113.3 (d, C-21), 106.1 (d, C-19), 90.0
(d, C-10), 75.8 (d, C-3), 75.3 (d, C-7), 74.3 (s, C-9), 57.2 (g, C-10-OMe), 46.2 (t, C-15), 43.3
(t, C-2), 37.4 (d, C-8), 37.2 (t, C-6), 24.5 (g, C-9-Me), 17.6 (g, C-6-Me), 17.3 (g, C-14-Me),
10.9 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds;, CHD,OD = 3.31 ppm): J 6.78 (s, 1H, 21-H), 6.54
(s, 1H, 17-H), 6.44-6.39 (m, 1H, 12-H), 6.43 (s, 1H, 19-H), 5.64 (d, 1H, J = 11.0 Hz, 13-H),
5.37 (dd, 1H, J=15.3, 9.0 Hz, 11-H), 5.21 (d, 1H, J = 9.7 Hz, 5-H), 4.82 (dd, 1H, J = 10.0,
9.5 Hz, 7-H), 4.45- 4.43 (m, 1H, 3-H), 3.20 (d, 1H, J=9.0 Hz, 10-H), 3.35-3.23 (m, 2H,
15-H), 3.18 (s, 3H, 10-OMe), 2.58-2.52 (m, 1H, 2-H,), 2.52-2.46 (m, 1H, 6-H), 2.33 (dd, 1H,
J =145, 2.0 Hz, 2-Hy), 1.81 (s, 3H, 14-Me), 1.68-1.65 (m, 1H, 8-H,), 1.45 (s, 3H, 4-Me),
1.33-1.27 (m, 1H, 8-Hy), 1.20 (s, 3H, 9-Me), 0.92 (d, 3H, J=6.6 Hz, 6-Me); *C-NMR
(125 MHz, 285 K, Methanol-d;, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 178.0 (s, C-1), 160.0 (s,
COONH), 1594 (s, C-18), 143.1 (s, C-16), 139.9 (s, C-20), 139.7 (s, C-14), 138.9 (s, C-4),
132.7 (d, C-12), 130.1 (d, C-11), 128.3 (d, C-5), 127.0 (d, C-13), 120.0 (d, C-21), 116.1 (d,
C-17), 110.9 (d, C-19), 90.0 (d, C-10), 74.6 (d, C-7), 74.3 (s, C-9), 73.9 (d, C-3), 56.7 (q,
C-10-OMe), 46.6 (t, C-15), 41.8 (t, C-8), 39.8 (d, C-6), 39.0 (t, C-2), 22.6 (g, C-9-Me), 17.3
(g, C-14-Me), 13.6 (g, C-6-Me), 12.2 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MS tg = 2.07min; HRMS (ESI) mvz berechnet fur Cy7HsgNoNaO; [M+Na]™:
525.2577, gefunden: 525.2578.
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C-7-Carbamoyliertes-3-O-isobuturyl-proansamitocin 244 und C-9-Carbamoyliertes-3-

O-isobuturyl-proansamitocin 247

K390-61-1

244 R"' = COONH,, R2=H
247 R' = H, R? = COONH,

Die Mutasynthese zum C-7-Carbamoylierten-3-O-isobuturyl-proansamitocin 244 und
C-9-Carbamoylierte-3-O-isobuturyl-proansamitocin 247 erfolgt nach der oben beschriebenen
Vorgehensweise mit der Blockmutante K390-61-1, welcher  3-O-lsobuturyl-
proansamitocin 246 (8.0 mg, 15.5 umol, 1 Aq.) in zwei 30 mL Kulturen zugefttert wird. Aus
60 mL Geldanamycin-Fermentationsmedium werden hierbel nach Reinigung Uber
1. semiprdp. HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3OH 90/10 — 100 CH3OH in 80 min,
dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min) und eine 2. semiprép. HPLC (CN-Phase,
Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 10 min
40/60 halten; Fluss 2.25 mL/min) werden C-7-Carbamoyl-3-O-isobuturyl-proansamitocin 244
(tr (C-18) = 67.70min; tg (CN) = 49.17min) (1.2 mg, 2.1 pmol, 14 %) und
C-9-Carbamoyliertes-3-O-isobuturyl-proansamitocin 247 (C-18) = 63.17 min;
tr (CN) = 46.59 min) (1.1 mg, 2.0 umol, 13 %) erhalten.

C-7-carbamoyliertes-3-O-isobuturyl-proansamitocin 244

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.33 (s, 1H, 21-H), 6.57-
6.54 (m, 1H, 12-H), 6.39 (s, 1H, 17-H), 6.38 (s, 1H, 19-H), 6.01 (d, 1H, J=10.9 Hz, 13-H),
5.57 (dd, 1H, J = 15.3, 7.8 Hz, 11-H), 5.38-5.36 (m, 1H, 3-H), 5.38-5.36 (m, 1H, 5-H), 4.83
(ddd, 1H, J = 9.8, 7.2, 1.7 Hz, 7-H), 3.79-3.77 (m, 1H, 9-H), 3.67 (dd, 1H, J = 7.8, 1.8 Hz,
10-H), 3.33 (s, 3H, 10-OMe), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 15-H,), 3.21 (d, 1H, J = 14.7 Hz,
15-Hy), 2.82-2.75 (m, 1H, 6-H), 2.75-2.73 (m, 2H, 2-H), 2.60 (sep, 1H, J = 7.0 Hz, Acyl-H),
1.74 (s, 3H, 14-Me), 1.67 (s, 3H, 4-Me), 1.60-1.55 (m, 1H, 8-H,), 1.51-1.46 (m, 1H, 8-Hy),
1.16 (d, 6H, J = 7.0 Hz, Acyl), 0.88 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K,
Methanol-d4, Methanol-d; = 49.0 ppm): 6 177.5 (s, C-Acyl), 169.5 (s, C-1), 160.3 (s,
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COONH), 159.1 (s, C-18), 143.2 (s, C-16), 140.6 (s, C-20), 138.7 (s, C-14), 134.9 (s, C-4),
131.7 (d, C-12), 128.6 (d, C-11), 128.5 (d, C-13), 126.2 (d, C-5), 113.4 (d, C-21), 112.5 (d,
C-17), 1054 (d, C-19), 87.0 (d, C-10), 76.0 (d, C-7), 75.1 (d, C-3), 71.2 (d, C-9), 56.9 (q,
C-10-OMe), 46.3 (t, C-15), 40.7 (t, C-2), 37.6 (d, C-6), 35.3 (d, Acyl), 34.5 (t, C-8), 19.4 (q,
2xAcyl), 17.7 (g, C-6-Me), 17.2 (g, C-14-Me), 14.6 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.57 (s, 1H, aromat.-H),
6.52 (s, 1H, aromat.-H), 6.46-6.43 (m, 1H, 12-H), 6.39 (s, 1H, aromat.-H), 5.74 (d, 1H,
J=10.4 Hz, 13-H), 5.34 (dd, 1H, J = 15.9, 9.0 Hz, 11-H), 5.38-5.36 (m, 1H, 3-H), 5.12-5.09
(m, 1H, 5-H), 4.64 (dd, 1H, J=11.7, 9.5, 1.0 Hz, 7-H), 3.79-3.77 (m, 1H, 9-H), 3.48 (dd, 1H,
J=9.0, 2.2 Hz, 10-H), 3.31 (unter CHD,0OD, 1H, 15-H,), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.16 (d, 1H,
J =149 Hz, 15-Hy), 2.73-2.66 (m, 1H, 2-H,), 2.60 (sep., 1H, J = 7.0 Hz, Acyl-H), 2.56-2.48
(m, 1H, 2-Hy), 2.56-2.48 (m, 1H, 6-H), 1.84 (s, 3H, 14-Me), 1.47 (s, 3H, 4-Me), 1.40-1.33 (m,
1H, 8-H,), 1.33-1.24 (m, 1H, 8-Hy,), 1.16 (d, 6H, J = 7.0 Hz, Acyl), 0.88 (d, 3H, J = 6.7 Hz,
6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-ds, Methanol-ds = 49.0 ppm): J 177.5 (s,
C-Acyl), 170.3 (s, C-1), 160.3 (s, COONH), 159.1 (s, C-18), 143.5 (s, C-16), 140.8 (s, C-14),
139.8 (s, C-20), 135.4 (s, C-4), 132.4 (d, C-12), 128.7 (d, C-11), 128.2 (d, C-5), 126.2 (d,
C-13), 118.2 (d, C-arom.), 116.9 (d, C-arom.), 111.5 (d, C-arom.), 87.2 (d, C-10), 75.4 (d,
C-7), 74.7 (d, C-3), 69.8 (d, C-9), 56.5 (g, C-10-OMe), 46.4 (t, C-15), 39.0 (t, C-6), 37.9 (d,
C-8), 37.5 (t, C-2), 35.3 (d, Acyl), 19.6 (g, 2xAcyl), 17.6 (g, C-6-Me), 17.4 (g, C-14-Me),
14.8 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MS tg = 2.29min; HRMS(ESI) m/z berechnet fir CzHsN2NaOg [M+Na]™
581.2839, gefunden: 581.2838.

C-9-Carbamoyliertes-3-O-isobuturyl-proansamitocin 247

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.38 (s, 1H, 21-H), 6.58
(dd, 1H, J = 15.1, 11.2 Hz, 12-H), 6.42 (s, 1H, 19-H), 6.41 (s, 1H, 17-H), 6.03 (d, 1H,
J=11.2 Hz, 13-H), 5.62 (dd, 1H, J=15.1, 7.0 Hz, 11-H), 5.39 (dd, 1H, J = 11.3, 5.9 Hz,
3-H), 5.31 (d, 1H, J = 9.7 Hz, 5-H), 5.19-5.16 (m, 1H, 9-H), 3.93 (dd, 1H, J = 7.0, 1.5 Hz,
10-H), 3.49-3.46 (m, 1H, 7-H), 3.38 (s, 3H, 10-OMe), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 15-H,),
3.31-3.25 (m, 1H, 15-Hy), 2.77-2.75 (m, 2H, 2-H), 2.65-2.62 (m, 1H, 6-H), 2.59 (sep., 1H,
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J=6.8 Hz, Acyl-H), 1.81-1.78 (m, 1H, 8-H,), 1.75 (s, 3H, 14-Me), 1.71 (s, 3H, 4-Me), 1.40-
1.35 (m, 1H, 8-Hy), 1.15 (d, 6H, J = 6.8 Hz, Acyl), 0.91 (d, 3H, J = 6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR
(125 MHz, 283 K, Methanol-ds, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 177.5 (s, C-Acyl), 169.7 (s,
C-1), 160.2 (s, COONH), 158.9 (s, C-18), 143.2 (s, C-16), 140.7 (s, C-20), 138.8 (s, C-14),
135.1 (s, C-4), 131.1 (d, C-12), 1285 (d, C-11), 1285 (d, C-13), 127.5 (d, C-5), 113.3 (d,
C-aromat.), 112.3 (d, C-21), 105.2 (d, C-aromat.), 85.1 (d, C-10), 74.5 (d, C-3), 74.3 (d, C-9),
73.2 (d, C-7), 57.5 (g, C-10-OMe), 46.3 (t, C-15), 40.5 (t, C-2), 39.9 (d, C-6), 35.4 (d, Acyl),
34.1 (t, C-8), 19.5 (g, Acyl), 19.3 (q, Acyl), 18.2 (g, C-6-Me), 17.1 (g, C-14-Me), 14.8 (q,
C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): ¢ 6.58 (s, 1H, aromat.-H),
6.53 (s, 1H, aromat.-H), 6.48 (dd, 1H, J = 15.1, 11.0 Hz, 12-H), 6.42 (s, 1H, aromat.-H), 5.73
(d, 1H, J=11.0 Hz, 13-H), 5.48 (dd, 1H, J = 15.1, 8.8 Hz, 11-H), 5.43 (dd, 1H, J = 11.4,
6.0 Hz, 3-H), 5.32-5.30 (m, 1H, 9-H), 4.87 (unter H,O, 1H, 5-H), 3.62 (dd, 1H, J = 8.8,
1.4 Hz, 10-H), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 3.25-3.21 (m, 2H, 15-H), 3.07 (dd, 1H, J = 10.5, 9.7 Hz,
7-H), 2.73-2.70 (m, 1H, 2-H,), 2.60 (sep., 1H, J = 6.7 Hz, Acyl-H), 2.46 (dd, 1H, J = 15.3,
11.4 Hz, 2-Hy), 2.26-2.21 (m, 1H, 6-H), 1.86 (s, 3H, 14-Me), 1.50-1.45 (m, 1H, 8-H,) 1.47 (s,
3H, 4-Me), 1.19 (d, 6H, J= 6.7 Hz, Acyl), 1.07 (dd, 1H, J = 14.4, 10.5 Hz, 8-H;), 0.95 (d, 3H,
J=6.4Hz, 6-Me); ®C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-ds;, Methanol-d; = 49.0 ppm):
0 177.4 (s, C-Acyl), 169.7 (s, C-1), 160.2 (s, COONH), 158.9 (s, C-18), 143.4 (s, C-16), 141.7
(s, C-20), 141.4 (s, C-14), 134.4 (s, C-4), 132.7 (d, C-12), 129.7 (d, C-5), 128.6 (d, C-11),
126.0 (d, C-13), 118.2 (d, C-aromat.), 117.4 (d, C-arom.), 111.3 (d, C-aromat.), 86.2 (d,
C-10), 74.7 (d, C-3), 72.4 (d, C-7), 72.2 (d, C-9), 56.5 (g, C-10-OMe), 46.4 (t, C-15), 40.7 (d,
C-6), 38.6 (t, C-8), 37.6 (t, C-2), 35.3 (d, Acyl), 19.6 (g, Acyl), 19.5 (g, Acyl), 18.1 (g, C-6-
Me), 17.5 (q, C-14-Me), 14.7 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MS tg = 2.23min; HRMS(ESI) mVz berechnet fir CzHiN2NaOg [M+Na]™
581.2839, gefunden: 581.2849.
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M utasynthese von 3-O-Isobuturyl-proansamitocin 246

Die Mutasynthese von 3-O-lsobuturyl-proansamitocin 246 erfolgt nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante HGF 073, welcher 3-O-1sobuturyl-
proansamitocin 246 (13.0 mg, 25.2 umol, 1 Aq.) in drei 30 mL Kulturen zugefittert wird. Aus
90 mL Korea-Fermentationsmedium werden hierbel nach Reinigung Uber semiprdp. HPLC

(siehe unten) folgende Derivate isoliert:

C-7-Carbamoyliertes-3-O-lsobuturyl-proansamitocin 244

3.2mg (5.7 umoal, 22 %)

semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 67.60 min); b) CN-Phase,
H,O/CH3CN 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 49.17 min).

Analytik siehe vorheriger Mutasyntheseversuch.
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C-9-Carbamoyliertes-3-O-isobuturyl-proansamitocin 247

1.3 mg (2.3 umol, 9 %)

semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH30OH in 80 min, dann
10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 63.17 min); b) CN-Phase, H,O/CH3;CN = 90/10
— 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min halten; Fluss
2.25 mL/min; (tr = 46.59 min).

Analytik siehe vorheriger Mutasyntheseversuch.

C-7-Carbamoyliertes Proansamitocin-Derivat 250

MeO

2.5mg (4.4 pmol, 18 %)

semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fuss 2.25 mL/min; (tg = 75.49 min); b) CN-Phase,
Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 40/60 in 70 min, dann 40/60 — 20/80 in 10 min, dann 20/80
10 min halten; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 47.98 min)

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.47 (s, 1H, 21-H), 6.55
(dd, 1H, J = 13.8, 11.5 Hz, 12-H), 6.54 (s, 1H, 17-H), 6.49 (s, 1H, 19-H), 6.02 (d, 1H,
J=11.5Hz, 13-H), 5.58 (dd, 1H, J=14.5, 7.7 Hz, 11-H), 5.40-5.37 (m, 1H, 3-H), 5.40-5.37
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(m, 1H, 5-H), 4.85-4.82 (m, 1H, 7-H), 3.79-3.76 (m, 1H, 9-H), 3.79 (s, 3H, 18-OMe), 3.67
(dd, 1H, J = 7.7, 1.3 Hz, 10-H), 3.37-3.33 (m, 1H, 15-H,), 3.33 (m, 3H, 10-OMe), 3.31-3.27
(m, 1H, 15-Hy), 2.77-2.70 (m, 2H, 2-H), 2.77-2.70 (m, 1H, 6-H), 2.60 (sep, 1H, J = 7.0 Hz,
Acyl-H), 1.75 (s, 3H, 14-Me), 1.67 (s, 3H, 4-Me), 1.60-1.55 (m, 1H, 8-H,), 1.51-1.48 (m, 1H,
8-Hy), 1.16 (d, 6H, J = 7.0 Hz, Acyl), 0.88 (d, 3H, J= 6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz,
283 K, Methanol-d,, Methanol-d4 = 49.0 ppm): 6 177.4 (s, C-Acyl), 169.6 (s, C-1), 161.2 (s,
C-18), 160.3 (s, COONH), 1435 (s, C-16), 140.6 (s, C-20), 138.5 (s, C-14), 134.9 (s, C-4),
131.6 (d, C-12), 128.8 (d, C-13), 128.7 (d, C-11), 127.8 (d, C-5), 113.7 (d, C-21), 111.8 (d,
C-17), 103.7 (d, C-19), 87.0 (d, C-10), 76.0 (d, C-7), 75.0 (d, C-3), 71.2 (d, C-9), 57.0 (q,
C-10-OMe), 55.6 (g, C-18-OMe), 46.3 (t, C-15), 40.7 (t, C-2), 37.6 (d, C-6), 35.3 (d, Acyl),
34.5 (t, C-8), 19.4 (q, 2xAcyl), 17.7 (q, C-6-Me), 17.2 (g, C-14-Me), 14.6 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.73 (s, 1H, aromat.-H),
6.71 (s, 1H, aromat.-H), 6.54 (s, 1H, aromat.-H), 6.44 (dd, 1H, J = 14.3, 12.0 Hz, 12-H), 5.71
(d, 1H, J = 10.4 Hz, 13-H), 5.48-5.43 (m, 1H, 11-H), 5.39-5.37 (m, 1H, 3-H), 5.11 (d, 1H, J =
9.4 Hz, 5-H), 4.66-4.62 (m, 1H, 7-H), 3.81 (s, 3H, 18-OMe), 3.80-3.79 (m, 1H, 9-H), 3.49-
3.47 (m, 1H, 10-H), 3.42-3.38 (m, 1H, 15-H,), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.26-3.22 (m, 1H,
15-Hy), 2.73-2.70 (m, 2H, 2-H), 2.60 (sep., 1H, J = 6.8 Hz, Acyl-H), 2.54-2.49 (m, 1H, 6-H),
1.84 (s, 3H, 14-Me), 1.48 (s, 3H, 4-Me), 1.38-1.33 (m, 1H, 8-H,), 1.25-1.20 (m, 1H, 8-Hy),
1.16 (d, 6H, J = 6.8 Hz, Acyl), 0.88 (d, 3H, J= 6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K,
Methanol-d4, Methanol-ds = 49.0 ppm): ¢ 177.4 (s, C-Acyl), 170.3 (s, C-1), 161.6 (s, C-18),
160.3 (s, COONH), 143.8 (s, C-16), 140.5 (s, C-20), 138.5 (s, C-14), 135.2 (s, C-4), 132.4 (d,
C-12), 1289 (d, C-11), 128.3 (d, C-5), 126.3 (d, C-13), 120.1 (d, C-arom.), 114.9 (d,
C-arom.), 109.1 (d, C-arom.), 87.2 (d, C-10), 75.4 (d, C-7), 74.6 (d, C-3), 69.7 (d, C-9), 56.5
(g, C-10-OMe), 55.8 (g, C-18-OMe), 46.3 (t, C-15), 39.1 (t, C-2), 38.1 (d, C-8), 37.5 (t, C-6),
35.3(d, Acyl), 19.6 (g, 2xAcyl), 17.7 (g, C-6-Me), 17.6 (g, C-14-Me), 14.8 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MSt, = 254 min; HRM S (ESI) nVz berechnet fiir Ca;HasNoNaOg [M+Na] *: 595.2995,
gefunden: 595.3005.
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C-7-Carbamoyliertes Proansamitocin-Derivat 249

1.1 mg (2.1 umol, 8 %)

semiprap. HPLC-Laufe: @) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 62.85 min); b) CN-Phase,
Gradient H,O/CH3CN = 90/10 — 40/60 in 70 min, dann 40/60 — 20/80 in 10 min, dann
20/80 10 min halten; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 37.02min); c) C-18-Phase, Gradient
H,O/CH3CN = 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 65.17 min).

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.08 (d, 1H, J = 2.1 Hz,
21-H), 6.64 (d, 1H, J = 2.1 Hz, 19-H), 6.55 (dd, 1H, J = 15.3, 10.9 Hz, 12-H), 6.03 (d, 1H,
J=10.9 Hz, 13-H), 559 (dd, 1H, J = 15.3, 8.9 Hz, 11-H), 5.47 (d, 1H, J = 8.6 Hz, 5-H), 4.83-
4.79 (m, 1H, 7-H), 4.36 (dd, 1H, J = 8.3, 2.5 Hz, 3-H), 3.83 (s, 3H, 18-OMe), 3.83-3.79 (m,
1H, 9-H), 3.58 (dd, 1H, J = 8.9, 2.4 Hz, 10-H), 3.45 (d, 1H, J = 15.4 Hz, 15-H,), 3.31 (unter
CHD,0D, 3H, 10-OMe), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 15-Hy), 2.75 (ddg, 1H, J = 8.6, 8.5,
7.0 Hz, 6-H), 2.69 (dd, 1H, J = 14.5, 8.3 Hz, 2-H,), 2.58 (dd, 1H, J = 14.5, 2.5 Hz, 2-H,), 1.76
(s, 3H, 14-Me), 1.61 (s, 3H, 4-Me), 1.55-1.50 (m, 1H, 8-H,), 1.47-1.44 (m, 1H, 8-Hp), 0.89 (d,
3H, J=7.0 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-ds, Methanol-d; = 49.0 ppm):
9 170.3 (s, C-1), 161.6 (s, COONH), 149.0 (s, C-18), 142.1 (s, C-17), 139.5 (s, C-14), 138.6
(s, C-4), 132.8 (d, C-12), 131.1 (s, C-20), 128.2 (d, C-13), 128.2 (d, C-5), 128.1 (d, C-11),
127.6 (s, C-16), 115.0 (d, C-21), 103.72 (d, C-19), 87.4 (d, C-10), 76.0 (d, C-7), 74.8 (d, C-3),
70.9 (d, C-9), 56.6 (g, C-10-OMe), 56.3 (g, C-18-OMe), 42.0 (t, C-2), 39.0 (t, C-15), 37.5 (d,
C-6), 30.8 (t, C-8), 17.7 (q, C-6-Me), 17.2 (g, C-14-Me), 14.1 (g, C-4-Me) ppm;
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Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.74 (d, 1H, J = 2.2 Hz,
21-H), 6.62 (d, 1H, J = 2.1 Hz, 19-H), 6.42 (dd, 1H, J = 15.0, 10.9 Hz, 12-H), 5.69 (d, 1H,
J =10.8 Hz, 13-H), 5.39 (dd, 1H, J = 15.0, 9.0 Hz, 11-H), 5.27 (d, 1H, J = 9.9 Hz, 5-H), 4.70-
4.66 (m, 1H, 7-H), 4.39 (dd, 1H, J = 3.9,0.3 Hz, 3-H), 3.87 (s, 3H, 18-OMe), 3.80-3.78 (m,
1H, 9-H), 3.48 (d, 1H, J = 14.5 Hz, 15-H,), 3.46-3.43 (m, 1H, 10-H), 3.26 (s, 3H, 10-OMe),
3.19 (d, 1H, J = 14.5 Hz, 15-H;), 2.51 (ddq, 1H, J=8.7, 6.8, 6.5 Hz, 6-H), 2.35-2.31 (m, 2H,
2-H), 1.79 (s, 3H, 14-Me), 1.52-1.50 (m, 1H, 8-H,), 1.41 (s, 3H, 4-Me), 1.25-1.20 (m, 1H,
8-Hy), 0.95 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,;, Methanol-
ds = 49.0 ppm): 0 170.3 (s, C-1), 161.6 (s, COONH), 150.3 (s, C-18), 144.4 (s, C-17), 140.3
(s, C-14), 138.9 (s, C-4), 132.8 (d, C-12), 129.9 (s, C-20), 128.2 (d, C-5), 128.1 (d, C-11),
127.3 (s, C-16), 125.7 (d, C-13), 122.9 (d, C-21), 108.2 (d, C-19), 87.5 (d, C-10), 75.7 (d,
C-7), 73.7 (d, C-3), 70.1 (d, C-9), 56.4 (g, C-18-OMe), 56.3 (q, C-10-OMe), 39.3 (d, C-6),
39.1 (t, C-15), 384 (t, C-2), 37.8 (t, C-8), 17.6 (q, C-6-Me), 17.1 (g, C-14-Me), 13.0 (q, C-4-
Me) ppm;

UPLC-MS tg = 2.10min; HRMS (ESI) mvz berechnet fur C,7HsgNoNaOg [M+Na]™:
541.2526, gefunden: 541.2515.

3-O-Isobuturyl Proansamitocin-Derivat 271

MeO

0.5mg (0.9 umal, 4 %)

semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 75.25 min); b) CN-Phase,
Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 40/60 in 70 min, dann 40/60 — 20/80 in 10 min, dann 20/80
10 min halten; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 43.00 min).

Konformer 1:
'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d4, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.53 (s, 1H, 21-H), 6.55
(dd, 1H, J = 14.7, 11.5 Hz, 12-H), 6.54 (s, 1H, 17-H), 6.48 (s, 1H, 19-H), 6.04 (d, 1H,
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J=11.5Hz, 13-H), 5.62 (dd, 1H, J = 14.7, 8.0 Hz, 11-H), 5.36 (dd, 1H, J = 8.9, 2.4 Hz, 3-H),
5.32 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 5-H), 4.10-4.08 (m, 1H, 9-H), 3.76 (s, 3H, 18-OMe), 3.65 (dd, 1H,
J= 80, 1.3 Hz, 10-H), 3.60-3.57 (m, 1H, 7-H), 3.41-3.36 (m, 1H, 15-H.), 3.31 (unter
CHD,0D, 3H, 10-OMe), 3.25-3.20 (m, 1H, 15-Hy), 2.79 (dd, 1H, J = 14.1, 2.4 Hz, 2-H.),
2.72 (dd, 1H, J = 14.1, 8.9 Hz, 2-Hy), 2.59 (sep, 1H, J = 7.0 Hz, Acyl-H), 2.54-2.47 (m, 1H,
6-H), 1.74 (s, 3H, 14-Me), 1.68 (s, 3H, 4-Me), 1.56-1.51 (m, 1H, 8-H,), 1.24-1.18 (m, 1H,
8-Hp), 1.15 (d, 6H, J = 7.0 Hz, Acyl), 0.92 (d, 3H, J=6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR Messung
aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht maglich.

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.73 (s, 1H, aromat.-H),
6.72 (s, 1H, aromat.-H), 6.52 (s, 1H, aromat.-H), 6.43 (dd, 1H, J = 15.1, 11.1 Hz, 12-H), 5.72
(d, 1H, J=11.1 Hz, 13-H), 5.46 (dd, 1H, J=15.1, 8.0 Hz, 11-H), 5.40 (dd, 1H, J = 135,
1.8 Hz, 3-H), 5.11-5.06 (m, 1H, 5-H), 4.10-4.08 (m, 1H, 9-H), 3.81 (s, 3H, 18-OMe), 3.39-
3.36 (m, 1H, 10-H), 3.31 (unter CHD,0D, 1H, 7-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 15-H,), 3.31
(unter CHD,0D, 1H, 10-OMe), 3.26-3.22 (m, 1H, 15-Hy), 2.72-2.70 (m, 1H, 2-H,), 2.59 (sep,
1H, J= 7.0 Hz, Acyl-H), 2.49-2.47 (m, 1H, 2-Hy), 2.21-2.16 (m, 1H, 6-H), 1.84 (s, 3H,
14-Me), 1.45 (s, 3H, 4-Me), 1.31-1.29 (m, 1H, 8-H,), 1.15 (d, 6H, J = 7.0 Hz, Acyl), 0.96-
0.94 (m, 1H, 8-Hy,), 0.94 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 6-Me); *C-NMR Messung aufgrund zu geringer
Substanzmenge nicht moglich.

UPLC-MStg = 2.55min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CzHssNNaO; [M+Na]*: 552.2937,
gefunden: 552.3927.

N-Glycosyliertes Proansamitocin-Derivat 251

0.8 mg (1.1 pmoal, 4 %)
semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fuss 2.25 mL/min; (tg = 56.93 min); b) CN-Phase,
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Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60
10 min halten; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 22.51 min); c) C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN =
90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min halten; Fluss
2.25 mL/min; (tgr = 61.59 min).

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): J 6.90 (dd, 1H, J = 2.0,
0.7 Hz, aromat.-H), 6.85 (dd, 1H, J = 1.2, 0.7 Hz, aromat.-H), 6.77 (dd, 1H, J = 2.0, 1.2 Hz,
aromat.-H), 6.40 (dd, 1H, J = 15.3, 10.9 Hz, 12-H), 6.05 (d, 1H, J = 10.9 Hz, 13-H), 5.65 (d,
1H, J=9.3 Hz, 1-H"), 5.49 (dd, 1H, J=15.3, 8.2 Hz, 11-H), 5.31 (dd, 1H, J = 9.0, 4.0 Hz,
3-H), 5.18 (d, 1H, J = 9.9 Hz, 5-H), 4.59 (ddd, 1H, J = 10.4, 10.0, 3.1 Hz, 7-H), 4.30 (dd, 1H,
J=9.7, 6.2 Hz, 4-H"), 3.76 (ddd, 1H, J = 10.6, 3.6, 1.2 Hz, 9-H), 3.66 (dd, 1H, J=10.2,
1.9 Hz, CHa,"), 3.59 (dd, 1H, J=10.2, 5.9 Hz, CHa,'), 3.57 (dd, 1H, J=9.7, 6.0 Hz, 3-H"),
3.52 (dd, 1H, J=6.2, 5.9, 1.9 Hz, 5-H"), 3.49 (dd, 1H, J=8.2, 1.2 Hz, 10-H), 3.41 (d, 1H,
J=12.8 Hz, 15-H,), 3.35 (s, 3H, 10-OMe), 3.16 (d, 1H, J = 12.8 Hz, 15-Hy), 2.91 (dd, 1H,
J=9.3,6.0Hz, 2-H"), 2.62 (sep, 1H, J = 7.0 Hz, Acyl-H), 2.48 (dd, 2H, J = 9.0, 4.0 Hz, 2-H),
2.44 (ddqg, 1H, J = 9.9, 6.4, 3.1 Hz, 6-H), 1.82 (s, 3H, 14-Me), 1.36-1.31 (m, 1H, 8-H,), 1.21
(s, 3H, 4-Me), 1.19 (d, 3H, J = 7.0 Hz, Acyl), 1.18 (d, 3H, J = 7.0 Hz, Acyl), 1.21-1.17 (m,
1H, 8-Hp), 0.89 (d, 3H, J=6.4Hz, 6-Me); *C-NMR Messung aufgrund zu geringer
Substanzmenge nicht moglich.

UPLC-MS tg = 1.98 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CagHs:NoNaOis [M+Na]*:
743.3367, gefunden: 743.3381.

N-Glycosyliertes Proansamitocin-Derivat 252

0.9 mg (1.2 umal, 4 %)
semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 59.47 min); b) CN-Phase,
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Gradient H O/CH3CN 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60
10 min haten; Fluss 2.25 mL/min; (tg = 31.45 min); c) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;CN
90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min halten; Fluss
2.25 mL/min; (tr = 66.53 min).

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): ¢ 6.91 (dd, 1H, J = 1.8,
0.8 Hz, arom.-H), 6.85 (dd, 1H, J = 1.5, 0.8 Hz, arom.-H), 6.77 (dd, 1H, J = 1.8, 1.5 Hz,
arom.-H), 6.39 (dd, 1H, J = 15.2, 10.9 Hz, 12-H), 6.06 (d, 1H, J=10.9 Hz, 13-H), 5.64 (d,
1H, J=9.3 Hz, 1-H"), 5.51 (dd, 1H, J=15.2, 8.1 Hz, 11-H), 5.26 (dd, 1H, J = 10.5, 2.7 Hz,
3-H), 5.16 (d, 1H, J = 12.1 Hz, 5-H), 4.31 (dd, 1H, J=10.1, 9.7 Hz, 4-H"), 4.08 (ddd, 1H,
J=10.6, 54, 1.9 Hz, 9-H), 3.66 (dd, 1H, J=9.2, 2.0 Hz, CH",,), 3.60 (dd, 1H, J=9.2,
6.1 Hz, CH",,), 3.57 (dd, 1H, J=9.7, 9.2 Hz, 3-H"), 3.51 (ddd, 1H, J=10.1, 6.1, 2.0 Hz,
5-H"), 3.45 (dd, 1H, J=8.1, 1.9 Hz, 10-H), 3.42 (d, 1H, J = 12.7 Hz, 15-H,), 3.35 (s, 3H,
10-OMe), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 7-H), 3.14 (d, 1H, J = 12.7 Hz, 15-Hy), 2.92 (dd, 1H,
J=9.3, 9.2 Hz, 2-H"), 2.61 (sep, 1H, J = 7.0 Hz, Acyl-H), 2.52 (dd, 1H, J=15.0, 2.7 Hz,
2-Hy), 2.47 (dd, 1H, J = 15.0, 10.5 Hz, 2-Hp), 2.15 (ddg, 1H, J = 12.1, 6.5, 3.4 Hz, 6-H), 1.81
(s, 3H, 14-Me), 1.31-1.26 (m, 1H, 8-H;), 1.19 (s, 3H, 4-Me), 1.17 (d, 6H, J = 7.0 Hz, Acyl),
0.96 (d, 3H, J=6.5Hz, 6-Me), 0.95-0.91 (m, 1H, 8-Hp); *C-NMR Messung aufgrund zu
geringer Substanzmenge nicht moglich.

UPLC-MS tg = 2.01min; HRMS(ESI) nvz berechnet fir CsHssNsNaOw [M+Na]™:
786.3425, gefunden: 786.3437.

C-7-Carbamoyliertes Proansamitocin-Derivat 248

MeO

2.6 mg (5.2 umol, 21 %)
semiprap. HPLC-Laufe: @) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fuss 2.25 mL/min; (tg = 71.17 min); b) CN-Phase,
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H,O/CH3CN 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 45.73 min);

NMR-Daten siehe Dissertation K. Harmrolfs S, 154-155."

UPLC-MSt, = 2.41 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C7HzsNoNaO; [M+Na]*: 525.2577,
gefunden: 525.2586.

C-7-Carbamoyliertes Proansamitocin-Derivat 236

1.3 mg (2.6 pmol, 10 %)

semiprap. HPLC-Laufe: a) C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in
80 min, dann 10 min 100 CH3OH; Fluss 2.25 mL/min; (tr = 62.85 min); b) CN-Phase,
Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60
10 min haten; Fluss 225mL/min; (tr = 35.12min); c¢) C-18-Phase, Gradient
H,O/CH3CN = 90/10 — 60/40 in 70 min, dann 60/40 — 40/60 in 10 min, dann 40/60 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min; (tgr = 63.28 min);

NMR-Daten siehe S. 199

UPLC-MS tg = 210 min; HRMS(ES|) m/z berechnet fir C26H36N2Na07[M+Na]+:

511.2420, gefunden: 511.2431.

Trihydriertes Proansamitocin-Derivat 256

HGFO073
—_—
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Die Mutasynthese zu dem hydrierten Proansamitocin-Derivat 256 erfolgte nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise mit der Blockmutante HGF 073, welcher trihydriertes
Proansamitocin-Derivat 255 (5 mg, 1.1 umol, 1 Aq.) in einer 30 mL Kultur zugefiittert wird.
Aus einer Probe des Kores-Fermentationsmediums wird hierbei Uber UPLC-MS-Analytik

hydriertes Proansamitocin-Derivat 256 nachgewiesen.

UPLC-MSt, = 2.08 min; HRMS (ESI) m/z berechnet firr CogHsoNoNaO,[M+Na]*: 515.2733
gefunden: 515.2737.

6.4 Semisyntheseexperimente

6.4.1 Semisynthese mit Proansamitocin-Derivaten

9-anti-Hydr oxy-proansamitocin 234 und 9-syn-Hydr oxy-proansamitocin 233

(:)Me
233, 234

Vorschrift A:

Proansamitocin 31 (5.0 mg, 11.5 umol, 1 Ag.) wird in THF abs. (3 mL) gelost, mit
(S)-Methyl-CBS-oxazaborolidin (9.5mg, 34.5 umol, 6 Aq.) geldst in THF abs. (2 mL)
versetzt und auf -78 °C abgekuhlt. Es wird Boran-Dimethylsulfid-Komplex (19 pL,
0.29 mmol, 25 Aq.) zugegeben und auf -40 °C erwarmt. Nach 2 h wird die Reaktion durch
Zugabe von CH3OH (2 mL) beendet und auf RT ewdrmt. Es wird mehrmals mit
Essigsdureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprégp. HPLC
(C-18-Phase, Gradient H,O/CH3CN 90/10 — 40/60 in 90 min, dann 40/60 — 20/80 in
10 min, dann 10 min 20/80; Fluss 2.25 mL/min) werden reduziertes Proansamitocin 233 und
234 (tr = 50.40 min) (2.9 mg, 6.51 mmol, 57 %) as Diastereomerengemisch, sowie seco-
Proansamitocin-Derivat 242 (tr = 47.25min) (0.8 mg, 1.77 pmol, 15 %), seco-
Proansamitocin-Derivat 243 (tr = 48.37 min) (0.3 mg, 0.67 pmol, 6 %), 1-Desoxy-
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Proansamitocin-Derivat 240 (tg = 52.27 min) (0.7 mg, 1.62 pmol, 14 %) und 1-Desoxy-
56.80 min) (0.4 mg, 0.93 umol, 8 %) erhalten. Nach
Trennung der Diastereomere Uber semiprgp. HPLC (CN-Phase, Gradient H,O/ CH3OH 95/5

— 70/30 in 80 min, dann 70/30 — 50/50 in 5 min, dann 5 min halten; Fluss 2.25 mL/min)

Proansamitocin-Derivat 241 (tr

werden 9-anti-Hydroxyproansamitocin 234 (tr = 69.39 min) (2.6 mg, 5.79 pmol, 51%) und
9-syn-Hydroxyproansamitocin 233 (tgr = 63.49 min) (0.3 mg, 0.73 pmol, 6 %) im Verhdltnis
8:1 erhalten.

Vorschrift B:

Proansamitocin 31 (5.00 mg, 11.5 pmol, 1 Ag.) wird in THF abs. (3 mL) gelost, mit
(R)-Methyl-CBS-oxazaborolidin (9.5mg, 34.5 umol, 6 Aq.) gelost in THF abs. (2 mL)
versetzt und auf -78 °C abgekuhlt. Es wird Boran-Dimethylsulfid-Komplex (19 pL,
0.29 mmol, 25 Ag.) zugegeben und auf -40 °C erwarmt. Nach 2 h wird die Reaktion durch
Zugabe von CH3OH (2 mL) beendet und auf RT erwarmt. Es wird mehrmas mit
Essigsdureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprdp. HPLC
(C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN 90/10 — 40/60 in 90 min, dann 40/60 — 20/80 in
10 min, dann 10 min 20/80; Fluss 2.25 mL/min) werden reduziertes Proansamitocin 233 und
234 (tg = 50.40 min) (4.4 mg, 9.88 umol, 86 %) as Diastereomerengemisch, sowie seco-
Proansamitocin-Derivat 242 (tgr = 47.25 min) (0.4 mg, 0.88 umol, 7 %), seco-Proansamitocin-
Derivat 243 (tr = 48.37 min) (< 0.1 mg), 1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 240 (tr =
52.27 min) (0.3mg, 0.68 umol, 5 %) und 1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 241 (tgr =
56.80 min) (0.1 mg, 0.23 umol, 2 %) erhalten. Nach Trennung der Diastereomere uber
semiprap. HPLC (CN-Phase, Gradient H,O/ CH30OH = 95/5 — 70/30 in 80 min, dann 70/30
— 50/50 in 5 min, dann 5 min halten; Fluss 2.25 mL/min) werden 9-anti-
Hydroxyproansamitocin 234 (tg = 69.39 min) (3.7 mg, 8.23 umol, 72 %) und 9-syn-
Hydroxyproansamitocin 233 (tg = 63.49 min) (0.7 mg, 1.65 umol, 14 %) im Verhdtnis 5:1
erhalten.

Vorschrift C:

Proansamitocin 31 (5.00 mg, 11.5 pmol, 1 Aq.) wird in THF abs. (5 mL) gelést, auf -78 °C
abgekiihlt und mit LiBH,4 (0.25 mg, 11.5 umol, 1 Aq.) versetzt. Diese Mischung wird 1.5 h
bei dieser Temperatur gertihrt. Nach dieser Zeit wird die Reaktion durch Zugabe von
Ammoniumchlorid-Lsg. (2 mL) beendet und auf RT erwarmt. Die Mischung wird mit dest.
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Wasser verdinnt und mehrmals mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Nach Reinigung tber semiprap. HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN = 90/10
— 40/60 in 90 min, dann 40/60 — 20/80 in 10 min, dann 10 min halten; Fluss 2.25 mL/min)
werden die reduzierten Proansamitocine 233 und 234 (tgr = 50.40 min) (4.8 mg, 10.77 umol,
94 %) als Diastereomerengemisch erhalten. Nach Trennung der Diastereomere Uber semiprap.
HPLC (CN-Phase, Gradient H,O/ CH30OH 95/5 — 70/30 in 80 min, dann 70/30 — 50/50 in
5 min, dann 5 min halten; Fluss 2.25 mL/min) werden 9-anti-Hydroxyproansamitocin 234 (tr
= 69.39min) (3.6 mg, 8,08 umol, 71 %) und 9-syn-Hydroxyproansamitocin 233 (tr =
63.49 min) (1.2 mg, 2.69 pmol, 23 %) im Verhdtnis 3:1 erhalten.

9-anti-Hydroxyproansamitocin 234

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 285 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.18 (s, 1H, 21-H), 6.54-
6.47 (m, 1H, 12-H), 6.51 (s, 1H, 19-H), 6.40 (s, 1H, 17-H), 6.06 (d, 1H, J = 10.9 Hz, 13-H),
5.63 (dd, 1H, J=15.2, 9.0 Hz, 11-H), 5.39 (d, 1H, J = 9.1 Hz, 5-H), 4.28 (dd, 1H, J = 7.2,
2.4 Hz, 3-H), 4.11 (dd, 1H, J = 14.6, 10.5 Hz, 9-H), 3.54-3.50 (m, 1H, 7-H), 3.52 (dd, 1H,
J=10.5, 9.0 Hz, 10-H), 3.34 (d, 1H, J= 13.9 Hz, 15-H.), 3.31 (unter CHD,OD, 3H,
10-OMe), 3.08 (d, 1H, J = 13.9 Hz, 15-Hy), 2.75 (dd, 1H, J = 15.0, 7.2 Hz, 2-H,), 2.63 (dd,
1H, J = 15.0, 2.4 Hz, 2-Hp), 2.42-2.38 (m, 1H, 6-H), 1.68 (s, 3H, 14-Me), 1.58 (s, 3H, 4-Me),
1.53-1.46 (m, 1H, 8-H.), 1.12 (dd, 1H, J = 14.6, 10.6 Hz, 8-Hy), 0.98 (d, 3H, J=6.1 Hz,
6-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 285 K, Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm): J 172.0 (s,
C-1), 159.0 (s, C-18), 143.3 (s, C-14), 140.6 (s, C-20), 139.5 (s, C-16), 137.8 (s, C-4), 132.7
(d, C-12), 129.6 (d, C-5), 128.0 (d, C-11), 127.9 (d, C-13), 113.3 (d, C-17), 112.3 (d, C-21),
105.6 (d, C-19), 87.8 (d, C-10), 74.4 (d, C-3), 73.6 (d, C-7), 71.3 (d, C-9), 56.4 (q, C-10-
OMe), 46.6 (t, C-15), 41.8 (t, C-2), 40.3 (d, C-6), 39.3 (t, C-8), 18.4 (q, C-6-Me), 16.8 (q,
C-14-Me), 13.9 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 285 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.67 (s, 1H, 21-H), 6.54
(s, 1H, 17-H), 6.44-6.39 (m, 1H, 12-H), 6.40 (s, 1H, 19-H), 5.80 (d, 1H, J = 10.8 Hz, 13-H),
5.46 (dd, 1H, J = 14.9, 8.5 Hz, 11-H), 5.23 (d, 1H, J = 9.9 Hz, 5-H), 4.35 (dd, 1H, J = 8.7,
3.8Hz, 3-H), 4.11 (dd, 1H, J = 14.4, 11.0 Hz, 9-H), 3.44 (dd, 1H, J=11.0, 8.5 Hz, 10-H)
3.38-3.34 (m, 1H, 7-H), 3.35 (d, 1H, J = 13.8 Hz, 15-H,), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.11 (d, 1H,
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J=13.8 Hz, 15-Hy), 2.42-2.35 (m, 2H, 2-H), 2.27-2.22 (m, 1H, 6-H), 1.76 (s, 3H, 14-Me),
1.53-1.46 (m, 1H, 8-H,), 1.39 (s, 3H, 4-Me), 1.01 (d, 3H, J= 6.1 Hz, 6-Me), 1.00-0.96 (m,
1H, 8-Hp) ppm; ¥*C-NMR (125 MHz, 285 K, Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 176.1
(s, C-1), 160.5 (s, C-18), 143.3 (s, C-14), 140.0 (s, C-20), 139.8 (s, C-16), 137.5 (s, C-4),
132.7 (d, C-12), 129.6 (d, C-5), 128.7 (d, C-11), 126.5 (d, C-13), 118.8 (d, C-21), 116.5 (d,
C-17), 111.0 (d, C-19), 88.0 (d, C-10), 73.8 (d, C-3), 73.0 (d, C-7), 70.3 (d, C-9), 56.3 (q,
C-10-OMe), 46.9 (t, C-15), 40.9 (d, C-6), 40.5 (t, C-8), 38.5 (t, C-2), 18.2 (q, C-6-Me), 16.9
(q, C-14-Me), 14.1 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MStg = 2.11 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHasNNaOg [M+Na]*: 468.2362,
gefunden: 468.2362.

9-syn-Hydroxyproansamitocin 233

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD-0OD = 3.31 ppm): 6 7.05 (s, 1H, 21-H), 6.59-
6.53 (m, 1H, 12-H), 6.43 (s, 1H, 19-H), 6.41 (s, 1H, 17-H), 6.01 (d, 1H, J = 10.8 Hz, 13-H),
5.44 (dd, 1H, J=14.1, 8.4 Hz, 11-H), 5.43 (d, 1H, J = 8.4 Hz, 5-H), 4.41 (dd, 1H, J = 7.4,
5.5Hz, 3-H), 3.67-3.64 (m, 1H, 9-H), 3.67-3.64 (m, 1H, 7-H), 3.52 (dd, 1H, J=7.9, 7.9 Hz,
10-H), 3.31 (unter CHD,OD, 3H, 10-OMe), 3.27-3.24 (m, 2H, 15-H), 2.62-2.61 (m, 2H, 2-H),
2.49-2.45 (m, 1H, 6-H), 1.80-1.77 (m, 1H, 8-H,) 1.74 (s, 3H, 14-Me), 1.66 (s, 3H, 4-Me),
1.38-1.29 (m, 1H, 8-Hy,), 0.74 (d, 3H, J = 6.0 Hz, 6-Me) ppm;

B3C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,, Methanol-d; = 49.0 ppm): ¢ 171.3 (s, C-1), 158.7
(s, C-18), 143.2 (s, C-16), 140.2 (s, C-20), 139.9 (s, C-14), 137.3 (s, C-4), 132.2 (d, C-12),
129.5 (d, C-11), 129.3 (d, C-5), 127.7 (d, C-13), 113.4 (d, C-17), 113.4 (d, C-21), 106.2 (d,
C-19), 88.1 (d, C-10), 75.5 (d, C-9), 75.3 (d, C-3), 75.1 (d, C-7), 56.7 (g, C-10-OMe), 46.5 (t,
C-15), 43.2 (t, C-2), 39.5(d, C-6), 37.9 (t, C-8), 17.1 (q, C-14-Me), 16.9 (g, C-6-Me), 11.8 (q,
C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 6.56 (s, 1H, 21-H), 6.55
(s, 1H, 17-H), 6.49 (dd, 1H, J = 15.4, 11.1 Hz, 12-H), 6.43 (s, 1H, 19-H), 5.67 (d, 1H,
J=11.1 Hz, 13-H), 5.18 (dd, 1H, J = 15.4, 8.5 Hz, 11-H), 5.14 (d, 1H, J = 9.9 Hz, 5-H), 4.31
(dd, 1H, J=9.2, 2.3 Hz, 3-H), 3.67-3.64 (m, 1H, 9-H), 3.37-3.31 (m, 1H, 10-H) 3.37-3.31 (m,
1H, 7-H), 3.25 (s, 3H, 10-OMe), 3.21-3.17 (m, 2H, 15-H), 2.49-2.45 (m, 1H, 2-H,), 2.35 (dd,
1H, J =14.3, 9.6 Hz, 2-H,), 2.30-2.25 (m, 1H, 6-H), 1.80 (s, 3H, 14-Me), 1.71-1.66 (m, 1H,
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8-H,), 1.49 (s, 3H, 4-Me), 1.14-1.06 (m, 1H, 8-Hy) 0.98 (d, 3H, J=6.0 Hz, 6-Me€) ppm;
3C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,, Methanol-d; = 49.0 ppm): ¢ 175.3 (s, C-1), 160.1
(s, C-18), 143.1 (s, C-16), 141.5 (s, C-14), 139.7 (s, C-20), 137.5 (s, C-4), 133.1 (d, C-12),
129.1 (d, C-11), 128.8 (d, C-5), 125.9 (d, C-13), 119.3 (d, C-21), 116.5 (d, C-17), 111.4 (d,
C-19), 89.7 (d, C-10), 77.3 (d, C-7), 75.4 (d, C-9), 73.4 (d, C-3), 56.4 (g, C-10-OMe), 46.4 (t,
C-15), 40.8 (d, C-6), 39.8 (t, C-2), 39.0 (t, C-8), 17.7 (q, C-6-Me), 17.4 (g, C-14-Me), 13.7 (q,
C-4-Me) ppm;

UPLC-MStg = 2.09 min; HRM S (ESI) mVz berechnet fir CosHasNNaOg [M+Na]*: 468.2362,
gefunden: 468.2365.

seco-Proansamitocin-Derivat 242

MeO OH

242

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD-OD = 3.31 ppm): J 6.53 (dd, 1H, J = 14.8,
11.0 Hz, 12-H), 6.12 (dd, 1H, J = 2.0, 1.6 Hz, 21-H), 6.09 (dd, 1H, J = 2.0, 2.0 Hz, 19-H),
6.03 (dd, 1H, J = 2.0, 1.6 Hz, 17-H), 5.97 (d, 1H, J = 11.0 Hz, 13-H), 5.50 (dd, 1H, J = 14.8,
8.4 Hz, 11-H), 5.26 (d, 1H, J = 9.6 Hz, 5-H), 4.14 (dd, 1H, J = 6.9, 2.2 Hz, 3-H), 3.90 (ddd,
1H, J = 10.8, 3.8, 1.7 Hz, 9-H), 3.63-3.54 (m, 2H, 1-H), 3.63-3.54 (m, 1H, 7-H), 3.63-3.54
(m, 1H, 10-H), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 3.17 (s, 2H, 15-H), 2.43 (ddg, 1H, J = 9.6, 7.1, 6.6 Hz,
6-H), 1.78-1.72 (m, 2H, 2-H), 1.70 (s, 3H, 14-Me), 1.62 (s, 3H, 4-Me), 1.60 (ddd, 1H,
J=14.2, 10.8, 1.2 Hz, 8-H.), 1.43 (ddd, 1H, J = 14.2, 10.6, 1.7 Hz, 8-Hy), 1.01 (d, 3H,
J=6.6Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-ds, Methanol-d; = 49.0 ppm):
5 159.1 (s, C-18), 149.7 (s, C-20), 142.9 (s, C-16), 140.1 (s, C-14), 138.2 (s, C-4), 132.4 (d,
C-12), 130.5 (d, C-5), 129.1 (d, C-11), 126.6 (d, C-13), 109.4 (d, C-21), 107.4 (d, C-17),
101.8 (d, C-19), 88.0 (d, C-10), 75.6 (d, C-3), 73.2 (d, C-7), 71.4 (d, C-9), 60.1 (t, C-1), 56.7
(g, C-10-OMe), 47.3 (t, C-15), 40.3 (d, C-6), 38.5 (t, C-2), 385 (t, C-8), 17.4 (q, C-6-Me),
16.5 (g, C-14-Me), 11.9 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MStg = 1.69 min; HRMS (ESI) mvz berechnet fiir CosHsoNNaOg [M+Na]*: 472.2675,
gefunden: 472.2681.
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seco-Proansamitocin-Derivat 243

Med\: OH
243

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): J 6.53 (dd, 1H, J = 15.0,
11.0 Hz, 12-H), 6.10 (dd, 1H, J = 2.0, 1.4 Hz, arom.-H), 6.07 (dd, 1H, J = 2.0, 1.3 Hz,
arom.-H), 6.02 (dd, 1H, J = 1.4, 1.3 Hz, arom.-H), 5.96 (d, 1H, J=11.0 Hz, 13-H), 5.45 (dd,
1H, J=15.0, 8.6 Hz, 11-H), 5.26 (d, 1H, J = 9.7 Hz, 5-H), 4.10 (dd, 1H, J = 6.6, 2.0 Hz, 3-H),
3.72 (ddd, 1H, J = 8.6, 5.2, 5.0 Hz, 9-H), 3.63-3.51 (m, 2H, 1-H), 3.63-3.51 (m, 1H, 7-H),
3.63-3.51 (m, 1H, 10-H), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 3.18 (s, 2H, 15-H), 2.44 (ddg, 1H, J = 9.7,
7.1, 6.7 Hz, 6-H), 1.80 (ddd, 1H, J = 14.3, 10.0, 5.0 Hz, 8-H,)1.73-1.69 (m, 2H, 2-H), 1.71 (s,
3H, 14-Me), 1.62 (s, 3H, 4-Me), 1.43 (ddd, 1H, J = 14.3, 8.6, 1.8 Hz, 8-Hy), 0.97 (d, 3H,
J=6.7Hz, 6-Me) ppm; ¥*C-NMR Messung aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht
moglich.

UPLC-MStg = 1.72 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHagNNaOg [M+Na]*: 472.2675,
gefunden: 472.2671.

1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 240

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): ¢ 6.42 (dd, 1H, J = 15.2,
10.9 Hz, 12-H), 5.99-5.95 (m, 1H, arom.-H), 5.99-5.95 (m, 1H, arom.-H), 5.99-5.95 (m, 1H,
arom.-H), 5.99-5.95 (m, 1H, 13-H), 5.55 (dd, 1H, J=15.2, 9.1 Hz, 11-H), 5.24 (d, 1H,
J=9.8, 1.3 Hz, 5-H), 4.16 (ddd, 1H, J=11.2, 2.1, 1.3 Hz, 9-H), 3.88 (dd, 1H, J = 9.6, 2.0 Hz,
3-H), 3.43 (dd, 1H, J=9.1, 2.1 Hz, 10-H), 3.40 (ddd, 1H, J = 11.0, 9.6, 1.7 Hz, 7-H), 3.28 (s,
3H, 10-OMe), 3.25 (d, 1H, J = 13.2 Hz, 15-H,), 3.24-3.20 (m, 2H, 1-H), 3.00 (d, 1H,
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J=13.2 Hz, 15-Hy), 2.25 (ddg, 1H, J = 9.8, 9.6, 6.5 Hz, 6-H), 1.98 (dddd, 1H, J = 14.6, 8.4,
6.4, 2.0 Hz, 2-H,), 1.66 (s, 3H, 14-Me), 1.51 (ddd, 1H, J = 14.4, 11.2, 1.7 Hz, 8-H,),1.40 (s,
3H, 4-Me), 1.32 (dddd, 1H, J = 14.6, 9.6, 4.9, 4.8 Hz, 2-Hy), 1.06 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 6-Me),
1.01 (ddd, 1H, J = 14.4, 11.0, 1.3 Hz, 8-Hp) ppm; *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,,
Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 158.6 (s, C-18), 150.6 (s, C-20), 143.3 (s, C-16), 141.2 (s, C-14),
139.9 (s, C-4), 133.0 (d, C-12), 127.9 (d, C-11), 126.3 (d, C-5), 125.9 (d, C-13), 106.9 (d,
C-arom.), 104.1 (d, C-arom.), 100.6 (d, C-arom.), 88.2 (d, C-10), 73.3 (d, C-3), 73.3 (d, C-7),
70.4 (d, C-9), 56.2 (g, C-10-OMe), 47.6 (t, C-15), 41.1 (t, C-1), 41.0 (d, C-6), 40.2 (t, C-8),
35.7 (t, C-2), 18.6 (g, C-6-Me), 16.4 (g, C-14-Me), 15.8 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MStg = 1.84 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHs;NNaOs [M+Na]*: 454.2569,
gefunden: 454.2570.

1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 241

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD-OD = 3.31 ppm): J 6.48 (dd, 1H, J = 15.2,
10.9 Hz, 12-H), 5.98 (dd, 1H, J = 2.0, 1.4 Hz, arom.-H), 5.97-5.95 (m, 1H, arom.-H), 5.97-
5.95 (m, 1H, arom.-H), 5.90 (d, 1H, J = 11.1 Hz, 13-H), 5.25-5.20 (m, 1H, 11-H), 5.25-5.20
(m, 1H, 5-H), 3.87 (d, 1H, J = 9.5 Hz, 3-H), 3.65 (ddd, 1H, J = 10.5, 8.3, 2.8 Hz, 3-H), 3.43
(ddd, 1H, J = 9.8, 9.4, 1.3 Hz, 7-H), 3.35 (dd, 1H, J = 8.4, 8.4 Hz, 10-H), 3.31 (unter
CHD,0D, 1H, 15-H,), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 1-H,), 3.26 (s, 3H, 10-OMe), 3.17 (ddd, 1H,
J =147, 75, 65 Hz, 1-Hp), 2.99 (d, 1H, J = 13.7 Hz, 15-Hy), 2.28 (dgd, 1H, J = 6.5, 6.3,
3.0 Hz, 6-H), 1.87 (dddd, 1H, J = 14.3, 7.7, 6.8, 2.5 Hz, 2-H,), 1.72 (s, 3H, 14-Me), 1.68 (ddd,
1H, J = 145, 10.4, 1.4 Hz, 8-H,),1.45 (d, 3H, J = 1.2 Hz, 4-Me), 1.33 (dddd, 1H, J = 16.7,
14.5, 6.6, 4.5 Hz, 2-Hp), 1.12 (ddd, 1H, J = 14.5, 10.4, 10.4 Hz, 8-Hp) 1.00 (d, 3H, J= 6.5 Hz,
6-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d,, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 158.7 (s,
C-18), 150.7 (s, C-20), 143.1 (s, C-16), 142.0 (s, C-14), 140.0 (s, C-4), 133.3 (d, C-12), 128.6
(d, C-11), 126.4 (d, C-5), 125.6 (d, C-13), 107.0 (d, C-arom.), 104.5 (d, C-arom.), 100.8 (d,
C-arom.), 89.2 (d, C-10), 78.0 (d, C-7), 76.1 (d, C-9), 74.0 (d, C-3), 56.5 (q, C-10-OMe), 47.4



226 Experimenteller Tell

(t, C-15), 41.7 (t, C-1), 40.5 (d, C-6), 38.1 (t, C-8), 35.8 (t, C-2), 17.7 (g, C-6-Me), 16.8 (q,
C-14-Me), 15.3 (g, C-4-Me) ppm;

UPLC-MStg = 1.95 min; HRM S (ESI) m/z berechnet fiir CosH3;NNaOs [M+Na]*: 454.25609,
gefunden: 454.2580.

9-anti-Hydroxy-proansamitocin-Derivat 245 und  9-syn-Hydroxy-proansamitocin-
Derivat 272

Ein Gemisch aus 9-anti-Hydroxy-proansamitocin 234 und  9-syn-Hydroxy-
proansamitocin 233 (4.7 mg, dr 3:1, 10.5 pmol, 1 Aq.) wird unter N,-Atmosphére in
Dimethoxypropan (2 mL) und CH,Cl, abs. (2 mL) gel6st, mit PPTS (1 mg) versetzt und fir
2 hbe RT gerihrt.

Nach dieser Zeit wird die Mischung mit gesétt.-Natriumhydrogencarbonat-L 6sung versetzt
und dreimal mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach
Reinigung Uber semiprép. HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN 90/10 — 20/80 in
80min, dann 20/80 10 min haten; Fluss 2.25mL/min) werden 9-anti-Hydroxy-
proansamitocin-Derivat 245 (tg = 60.56 min) (3.5 mg, 7.1 pmol, 68 %) und 9-syn-
Hydroxyproansamitocin-Derivat 272 (tg = 6157 min) (1.1 mg, 2.3 pumol, 22 %) as farblose
Feststoffe erhalten.

9-anti-Hydroxy-proansamitocin-Derivat 245

'H-NMR (500 MHz, 285 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.79 (s, 1H, NH), 8.11 (s, 1H,
18-OH), 7.44 (d, 1H, 19-H), 6.53 (dd, 1H, J = 15.1, 10.7 Hz, 12-H), 6.28 (s, 1H, 21-H), 6.27
(s, 1H,17-H), 5.99 (d, 1H, J=10.7 Hz, 13-H), 5.55 (dd, 1H, J=15.1, 6.1 Hz, 11-H), 5.40 (d,
1H, J=9.0 Hz, 5-H), 4.17-4.12 (m, 1H, 3-H), 4.17-4.12 (m, 1H, 3-OH), 3.93 (ddd, 1H,
J=9.9, 6.5, 2.1 Hz, 9-H), 3.76 (dd, 1H, J = 6.5, 6.1 Hz, 10-H), 3.54-3.50 (m, 1H, 7-H), 3.33
(s, 3H, 10-OMe), 3.21 (d, 2H, J = 2.4 Hz, 15-H), 2.60-2.58 (m, 2H, 2-H), 2.46-2.38 (m, 1H,
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6-H), 1.86-1.76 (m, 1H, 8-H, ), 1.68 (s, 3H, 14-Me), 1.62 (s, 3H, 4-Me), 1.37-1.32 (m, 1H,
8-Hy), 1.29 (s, 6H, Acetonid), 0.89 (d, 3H, J= 6.7 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 285 K,
THF-dg = 25.5 ppm): ¢ 169.5 (s, C-1), 158.6 (s, C-18), 142.9 (s, C-16), 141.6 (s, C-20), 138.0
(s, C-4), 137.6 (s, C-14), 130.3 (d, C-13), 128.9 (d, C-11), 128.6 (d, C-13), 126.5 (d, C-5),
112.0 (d, C-17), 111.4 (d, C-21), 104.0 (d, C-19), 100.8 (s, C-Acetonid), 83.9 (d, C-10), 73.0
(d, C-3), 72.0 (d, C-7), 70.6 (d, C-9), 57.8 (g, C-10-OMe), 46.5 (t, C-15), 42.4 (t, C-2), 38.8
(d, C-6), 313 (t, C-8), 25,5 (g, unter THF, 2xC-Acetonid), 17.9 (g, C-6-Me), 17.1 (q,
C-14-Me), 14.5 (q, C-4-Me) ppm; UPLC-M S tg = 2.50 min; HRM S (ESI) nvVz berechnet fir
CagH1oNOg [M+H]": 486.2856, gefunden: 486.2852.

9-syn-Hydroxy-proansamitocin-Derivat 272

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): d 7.52 (s, 1H, 19-H), 6.55
(dd, 1H, J=145, 11.1 Hz, 12-H), 6.41 (s, 1H, 21-H), 6.35 (s, 1H,17-H), 6.07 (d, 1H,
J=11.1Hz, 13-H), 5.44 (d, 1H, J = 8.6 Hz, 5-H), 5.39 (dd, 1H, J = 14.8, 9.0 Hz, 11-H), 4.23-
4.22 (m, 1H, 3-H), 3.92-3.89 (m, 1H, 9-H), 3.66-3.62 (m, 1H, 7-H), 3.53 (dd, 1H, J = 8.4,
8.4 Hz, 10-H), 3.37-3.35 (m, 1H, 15-H,), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.13 (d, 1H, J=13.8 Hz,
15-Hy), 2.80-2.73 (m, 2H, 2-H), 2.42-2.37 (m, 1H, 6-H), 1.71 (s, 3H, 14-Me), 1.67 (s, 3H,
4-Me), 1.59 (ddd, 1H, J = 16.1, 12.8, 2.3 Hz, 8-H,), 1.40 (s, 6H, Acetonid), 0.97 (d, 3H,
J=6.5Hz, 6-Me), 0.90 (ddd, 1H, J = 16.1, 11.3, 7.6 Hz, 8-H,) ppm; *C-NMR (125 MHz,
295 K, Methanol-ds;, Methanol-d, = 49.0 ppm): 0 171.5 (s, C-1), 158.5 (s, C-18), 143.3 (s,
C-16), 140.8 (s, C-20), 140.3 (s, C-14), 137.6 (s, C-4), 133.5(d, C-12), 127.7 (d, C-11), 127.5
(d, C-5), 127.3 (d, C-13), 113.0 (d, C-17), 112.2 (d, C-21), 104.6 (d, C-19), 100.0 (s,
C-Acetonid), 87.8 (d, C-10), 74.5 (d, C-9), 73.6 (d, C-3), 73.4 (d, C-7), 56.2 (g, C-10-OMe),
46.7 (t, C-15), 40.9 (t, C-2), 39.8 (d, C-6), 33.5 (t, C-8), 30.3 (g, C-Acetonid), 20.0 (q,
C-Acetonid), 17.8 (g, C-14-Me), 17.1 (g, C-6-Me), 15.2 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD-OD = 3.31 ppm): 6 7.50 (s, 1H, 19-H), 6.51-
6.47 (m, 1H, 12-H), 6.45 (s, 1H, 21-H), 6.43 (s, 1H,17-H), 5.73 (d, 1H, J=9.4 Hz, 13-H),
5.26 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 5-H), 5.16 (dd, 1H, J = 13.7, 8.9 Hz, 11-H), 4.33 (d, 1H, J = 10.8 Hz,
3-H), 3.82-3.74 (m, 1H, 9-H), 3.44-3.39 (m, 1H, 10-H), 3.44-3.39 (m, 1H, 7-H), 3.38-3.34 (m,
1H, 15-H,), 3.31 (unter CHD,OD, 3H, 10-OMe), 3.16 (d, 1H, J=13.6 Hz, 15-Hy), 2.61 (d,
1H, J = 15.8 Hz, 2-H,), 2.32-2.25 (m, 1H, 6-H), 2.16-2.10 (m, 1H, 2-Hy), 1.81 (s, 3H, 14-Me),
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1.47 (s, 6H, Acetonid), 1.43 (s, 3H, 4-Me), 1.34-1.31 (m, 1H, 8-H;), 0.97 (d, 3H, J=6.5Hz,
6-Me), 0.90 (ddd, 1H, J = 17.0, 11.6, 5.0 Hz, 8-Hp) ppm;

BC-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-ds, Methanol-d, = 49.0 ppm): § 175.8 (s, C-1), 159.3
(s, C-18), 1434 (s, C-16), 141.7 (s, C-14), 139.9 (s, C-20), 137.9 (s, C-4), 133.4 (d, C-12),
128.3 (d, C-11), 126.5 (d, C-5), 125.7 (d, C-13), 118.7 (d, C-17), 115.9 (d, C-21), 110.5 (d,
C-19), 100.3 (s, C-Acetonid), 88.4 (d, C-10), 73.9 (d, C-7), 73.0 (d, C-9), 72.7 (d, C-3), 56.4
(g, C-10-OMe), 46.4 (t, C-15), 39.1 (d, C-6), 39.1 (t, C-2), 34.2 (t, C-8), 30.9 (g, C-Acetonid),
20.0 (q, C-Acetonid), 17.4 (g, C-6-Me), 17.4 (g, C-14-Me), 14.8 (g, C-4-Me) ppm;

UPL C-M Stg = 2.49 min; HRM S(ESI) nvz berechnet fiir: CogHzoNNaOg [M+Na]*: 508.2675,
gefunden: 508.2684.

TES-geschitztes Proansamitocin 273

Proansamitocin 31 (10 mg, 23 pmol, 1 Ag.) wird in CH,Cl, abs. (10 mL) gelést, 2,6-Lutidin
(14 pL, 120 pmol, 5 Aq.) zugetropft und auf 0 °C gekiihlt. Dann wird TESOTf (20 L,
90 umol, 4 Aq.) zugetropft, auf RT erwarmt und 4 h bei dieser Temperatur geriihrt. Danach
wird die Reaktion durch die Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet und dreimal mit
CH.CI, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber MgSO, getrocknet und
das L6sungsmittel im Vakuum entfernt. Nach séulenchromatographischer Reinigung (PE/EE
5/1 — 2/1) wird TES-geschitztes Proansamitocin 273 (14.8 mg, 18.8 umol, 82 %) als

farbloser Schaum erhalten.

'H-NMR (400 MHz, 295 K, CDCls, CHCl3 = 7.26 ppm): & 7.71 (br. s, 1H, NH), 7.18 (s, 1H,
21-H), 6.66 (dd, 1H, J = 15.1, 11.1 Hz, 12-H), 6.43 (s, 1H, 17-H), 6.38 (s, 1H, 19-H), 5.97 (d,
1H, J = 11.1 Hz, 13-H), 5.37 (dd, 1H, J = 15.1, 7.6 Hz, 11-H), 5.31 (d, 1H, J = 9.6 Hz, 5-H),
4.40 (dd, 1H, J = 7.2, 3.0 Hz, 3-H), 4.25 (d, 1H, J= 7.6, 10-H), 4.12-4.07 (m, 1H, 7-H), 3.36
(s, 3H, 10-OMe), 3.26 (d, 1H, J = 13.4 Hz, 15-H,), 3.10 (d, 1H, J = 13.4 Hz, 15-Hy,), 2.66 (dd,
1H, J = 15.9, 7.3 Hz, 8-H,), 2.59-2.57 (m, 2H, 2-H), 2.47 (dd, 1H, J = 15.9, 5.5 Hz, 8-Hy),
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2.25-2.20 (m, 1H, 6-H), 1.70 (s, 3H, 14-Me), 1.56 (s, 3H, 4-Me), 1.00-0.48 (m, 48H, TES,
6-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, 295 K, CDCl;, CDCl3 = 77.16 ppm): J 205.0 (s, C-9),
168.7 (s, C-1), 156.1 (s, C-18), 141.5 (s, C-16), 141.2 (s, C-20), 139.0 (s C-14), 135.0 (s,
C-4), 132.0 (d, C-12), 130.7 (d, C-5), 125.4 (d, C-11), 125.1 (d, C-13), 116.9 (d, C-17), 112.6
(d, C-19), 110.3 (d, C-21), 88.5 (d, C-10), 75.1 (d, C-3), 71.5 (d, C-7), 57.0 (g, C-10-OMe),
46.0 (t, C-15), 44.7 (t, C-2), 44.2 (t, C-8), 36.9 (d, C-6), 17.0 (g, C-14-Me), 14.1 (g, C-6-Me),
11.9 (g, C-4-Me), 7.0 (t, TES), 6.9 (t, TES), 6.7 (t, TES), 5.1 (q, TES), 5.0 (g, TES), 4.9 (q,
TES) ppm; UPLC-MSt, = 4.46 min; HRMS (ESI) nvz berechnet fir C4sH76NOgSiz[M+H] ™
786.4981, gefunden: 786.4965.

Tri-hydriertes Proansamitocin 255

Proansamitocin 31 (7 mg, 0.0161 mmol, 1 Ag.) wird in CHsOH abs. (3 mL) gelost, mit Pd/C
(1.75 mg, 10 %, 1.61 pmol, 10 mol%) versetzt und 24 h bei RT unter Wasserstoffatmosphéare
geruihrt. Nach dieser Zeit wird das Gemisch Uber Kieselgur filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprap. HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3;OH
90/10 — 20/80 in 80 min, dann 20/80 10 min halten; Fluss 2.25 mL/min) werden ein
Hauptdiastereomer (2.8 mg, 6.2 umol, 39 %) (tr = 79.15 min), zwei weitere Diastereomere (je
1.4 mg, 3.1 umol, 19 %) (tr = 75.41 und 76.16 min) sowie en viertes Diastereomer in Spuren
(tr=77.41 min) asfarblose Feststoffe erhalten.

Hauptdiastereomer:

Die Konformere 1 und 2 sind zusammen aufgefiihrt, da eine genaue Zuordnung aufgrund von
Signal Uberlagerung im Alkyl-Bereich nicht moglich ist.

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD,OD =3.31ppm): § 6.93-6.86 (m, 2H,
arom.-H), 6.36 (s, 1H, arom.-H), 4.08 (ddd, 1H, J=8.2, 4.0, 4.0 Hz, 7-H), 4.04 (ddd, 1H,
J=82, 4.0, 40Hz, 7-H"), 3.81 (ddd, 1H, J= 9.0, 8.9, 5.5 Hz, 3-H, 3-H"), 3.76 (dd, 1H,
J=6.8, 5.0 Hz, 10-H), 3.64 (dd, 1H, J=7.2, 4.3 Hz, 10-H"), 3.25 (s, 3H, 10-OMe), 3.22 (s,
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3H, 10-OM€’), 2.70-2.63 (m, 1H, 8-H,, 8-Hy), 2.70-55 (m, 1H, 2-H,, 2-Hy), 2.61-2.55 (m,
1H, 15-H,, 15-H,"), 2.52 (dd, 1H, J = 6.7, 4.3 Hz, 8-Hp), 2.49 (dd, 1H, J = 6.6, 4.2 Hz, 8-Hy),
2.42 (dd, 1H, J=8.8, 3.7 Hz, 2-Hp), 2.39 (dd, 1H, J=8.7, 3.8 Hz, 2-Hy), 2.27 (dd, 1H,
J=19.0, 9.4 Hz, 15-Hy), 2.24 (dd, 1H, J = 18.8, 9.4 Hz, 8-Hy"), 1.85-1.74 (m, 2H, 6-H, 6-H",
14-H, 14-H), 1.66-1.55 (m, 3H, 11-H,, 11-H.", 4-H, 4-H", 5-H,, 5-Hy), 1.47-1.24 (m, 4H,
11-Hp, 11-Hy', 12-H, 12-Hy, 12-Hp, 12-Hy, 13-H,, 13-H), 1.14-1.05 (m, 1H, 13-H,
13-Hy"), 1.01 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 6-Me, 6-M€’), 0.98 (d, 3H, J = 6.7 Hz, 14-Me, 14-M¢€'), 0.96
(d, 3H, J = 2.7 Hz, 4-Me), 0.95 (d, 3H, J = 2.4 Hz, 4-M¢€'), 0.93-0.91 (m, 1H, 5-Hy, 5-Hy")
ppm; C-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-ds;, Methanol-d, = 49.0 ppm): J 213.7 (s, C-8),
213.6 (s, C-8'), 172.1 (s, C-1), 172.0 (s, C-1), 158.8 (s, C-18), 158.6 (s, C-18), 144.5 (s,
C-16), 144.4 (s, C-16"), 140.5 (s, C-20), 140.3 (s, C-20), 113.8 (d, C-arom.;), 113.7 (d,
C-arom.;’), 113.1 (d, C-arom.,), 113.1 (d, C-arom.,’), 105.9 (d, C-arom.;), 105.8 (d,
C-arom.¢’), 87.7 (d, C-10), 87.4 (d, C-10"), 73.1 (d, C-3), 73.0 (d, C-3"), 72.6 (d, C-7), 72.4
(d, C-7"), 58.2 (q , C-10-OMe), 58.2 (g, C-10-OM€), 445 (t, C-2), 44.3 (t, C-2), 44.1 (t,
C-15), 435 (t, C-15'), 41.9 (t, C-8), 41.8 (t, C-8"), 37.9 (t, C-4), 37.7 (t, C-4'), 36.9 (t, C-6),
36.9 (t, C-6"), 36.52 (t, C-5), 36.2 (t, C-5), 35.5 (t, C-14), 34.9 (t, C-14), 34.7 (t, C-13), 34.6
(t, C-13), 315 (t, C-11), 31.2 (t, C-11"), 22,5 (t, C-12), 22.1 (t, C-12), 21.5 (g, C-14-Me),
21.2 (g, C-14-M¢€"), 16.8 (g, C-6-Me), 16.6 (q, C-6-M¢€'), 16.5 (g, C-4-Me), 16.4 (g, C-4-M¢€")
ppm; UPLC-MS tg = 2.31 min; HRMS (ESI) nVz berechnet fiir CosHaoNNaOs [M+Na] ™
472.2675, gefunden: 472.2677.

Diastereomer 2:
UPLC-MStg = 2.21 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHagNNaOg [M+Na]*: 472.2675,
gefunden: 472.2677.

Diastereomer 3:
UPLC-MStg = 2.23 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHagNNaOg [M+Na]*: 472.2675,
gefunden: 472.2677.

Diastereomer 4:
UPLC-MStg = 2.27 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CosHagNNaOg [M+Na]*: 472.2675,
gefunden: 472.2679.
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Bisacyliertes Proansamitocin-Derivat 232

Carbamoyliertes Proansamitocin 229 (1.2 mg, 2.5 umol, 1 Ag.) wird in abs. CH,Cl, (2 mL)
gelost, mit DMAP (0.6 mg, 0.0049 mmol, 2 Aqg.), DIC (2.5 pL, 0.0146 mmol, 6 Ag.) und
iso-Buttersaure (1.4 pL, 0.0146 mmol, 6 Aq.) versetzt und fir 1 h bei RT geriihrt. Nach dieser
Zeit wird die Reaktionsmischung Uber Kieselgur filtriert, mit Essigsdureethylester
nachgewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprap.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in 80 min dann 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min) wird Bisacyliertes Proansamitocin-Derivat 232 (1.3 mg, 2.1 umol,
84 %) (tr=81.39 min) asfarbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): ¢ 8.00 (s, 1H, 21-H), 6.71-
6.66 (m, 1H, 12-H) 6.71-6.66 (m, 1H, 17-H), 6.57 (s, 1H, 19-H) 6.12 (d, 1H, J=10.6 Hz,
13-H), 5.63 (dd, 1H, J = 15.4, 8.9 Hz, 11-H), 5.32-5.28 (m, 1H, 3-H), 5.32-5.28 (m, 1H, 5-H),
4.28 (dd, 1H, J = 11.0, 2.0 Hz, 7-H), 3.60 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 10-H), 3.44 (d, 1H, J = 14.3 Hz,
15-H.), 3.35 (s, 3H, 10-OMe), 3.26 (d, 1H, J = 14.3 Hz, 15-Hp), 2.88 (dd, 1H, J = 14.7,
2.0 Hz, 2-H.), 2.81 (hept, 1H, J = 6.8 Hz, 18-Acyl) 2.71 (dd, 1H, J = 14.7, 7.9 Hz, 2-Hy),
2.69-2.64 (m, 1H, 6-H), 2.61 (hept, 1H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 2.00 (s, 3H, 14-Me), 1.99 (dd,
1H, J =135, 2.0 Hz, 8-H,), 1.97 (s, 3H, 4-Me), 1.48 (dd, 1H, J = 13.5, 11.0 Hz, 8-Hp), 1.29
(d, 6H, J = 6.8 Hz, 18-Acyl), 1.17 (d, 6H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 1.09 (d, 3H, J = 6.3 Hz, 6-Me);
BC-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-ds, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 177.6 (s, 3-Acyl),
177.2 (s, 18-Acyl), 169.4 (s, C-1), 155.8 (s, C-Carbamat), 152.2 (s, C-18), 143.7 (s, C-16),
140.9 (s, C-20), 139.8 (s C-14), 136.0 (s, C-4), 134.5 (d, C-12), 128.9 (d, C-13), 127.1 (d,
C-11), 126.3 (d, C-5), 118.6 (d, C-17), 117.7 (d, C-21), 110.9 (d, C-19), 83.8 (d, C-10), 82.4
(s, C-9), 79.3 (d, C-7), 74.3 (d, C-3), 56.5 (g, C-10-OMe), 46.0 (t, C-15), 40.4 (t, C-2), 38.7
(d, C-6), 36.1 (t, C-8), 35.3 (d, C-3-Acyl), 35.2 (d, C-18-Acyl), 19.4 (g, 2x C-3-Acyl), 19.2 (q,
2x C-18-Acyl), 18.1 (g, C-6-Me), 17.1 (q, C-14-Me), 16.0 (g, C-4-Me) ppm; UPLC-MS
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tr =2.58 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CyH4/N2Oy [M+H]": 627.3282, gefunden:
627.3270.

Monoacyliertes Proansamitocin-Derivat 231

Bisacyliertes Proansamitocin-Derivat 232 (1.3 mg, 2.1 umol, 1 Aq.) wird in CH3OH (2 mL)
gelést und tropfenweise mit 1 M NaHCOs-Lsg. versetzt bis die Reaktion beendet ist.
Anschlief3end wird die Mischung mit etwas H,O versetzt und die wassrige Phase mehrmals
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprép.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in 80 min dann 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min) wird Monoacyliertes Proansamitocin-Derivat 231 (1.1 mg,
2.0 umol, 95 %) (tr = 68.85 min) als farbloser Feststoff erhalten.

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.54 (s, 1H, 21-H), 6.67
(dd, 1H, J = 14.8, 11.0 Hz, 12-H) 6.40 (s, 1H, 17-H), 6.32 (s, 1H, 19-H), 6.08 (d, 1H,
J=11.0Hz, 13-H), 5.58 (dd, 1H, J=14.8, 8.9 Hz, 11-H), 5.31-5.27 (m, 1H, 3-H), 5.31-5.27
(m, 1H, 5-H), 4.27 (ddd, 1H, J = 11.5, 10.7, 2.3 Hz, 7-H), 3.59 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 10-H), 3.35
(d, 1H, J = 15.0 Hz, 15-H,), 3.34 (s, 3H, 10-OMe), 3.15 (d, 1H, J = 15.0 Hz, 15-Hy,), 2.86 (dd,
1H, J = 135, 2.0 Hz, 2-H,), 2.68 (dd, 1H, J = 13.5, 8.7 Hz, 2-Hy), 2.68-2.61(m, 1H, 6-H),
2.61 (hep, 1H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 1.98 (dd, 1H, J = 13.6, 2.3 Hz, 8-H,), 1.73 (s, 3H, 14-Me),
1.71 (s, 3H, 4-Me), 1.48 (dd, 1H, J = 13.6, 11.5 Hz, 8-Hy), 1.17 (d, 6H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl),
1.09 (d, 3H, J=6.2 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-ds, Methanol-d,
=49.0 ppm): 6 177.6 (s, 3-Acyl), 169.4 (s, C-1), 158.6 (s, C-18), 155.8 (s, C-Carbamat), 143.3
(s, C-16), 140.8 (s, C-20), 140.3 (s C-14), 136.1 (s, C-4), 134.7 (d, C-12), 128.5 (d, C-13),
126.6 (d, C-11), 126.1 (d, C-5), 113.0 (d, C-17), 112.0 (d, C-21), 104.6 (d, C-19), 88.8 (d,
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C-10), 824 (s, C-9), 79.2 (d, C-7), 74.3 (d, C-3), 56.5 (g, C-10-OMe), 46.3 (t, C-15), 40.4 (t,
C-2), 38.7 (d, C-6), 36.1 (t, C-8), 35.2 (d, C-3-Acyl), 19.5 (g, 2x C-3-Acyl), 18.2 (g, C-6-Me),
17.1 (g, C-14-Me), 16.0 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): J 6.64 (s, 1H, arom.-H),
6.61 (s, 1H, arom.-H) 6.61-6.56 (m, 1H, 12-H), 6.43 (s, 1H, arom.-H) 5.89 (d, 1H, J = 8.9 Hz,
13-H), 5.45-5.37 (m, 1H, 11-H), 5.45-5.37 (m, 1H, 3-H), 5.13 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 5-H), 4.09
(dd, 1H, J=10.8, 2.1 Hz, 7-H), 3.58-3.55 (m, 1H, 10-H), 3.31 (unter CHD,OD, 1H, 15-H,),
3.31 (unter CHD,OD, 3H, 10-OMe), 3.22-3.19 (m, 1H, 15-Hy), 2.68-2.65 (m, 1H, 2-H,), 2.65-
2.59 (m, 1H, 3-Acyl), 2.59-2.53 (m, 1H, 6-H), 2.53-2.47 (m, 1H, 2-Hy), 1.83 (s, 3H, 14-Me)
1.61 (dd, 1H, J=12.6, 2.1 Hz, 8-H,), 1.48 (s, 3H, 4-Me), 1.39-1.33 (m, 1H, 8-Hp), 1.17 (d,
6H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 1.09 (d, 3H, J=6.2 Hz, 6-Me); *C-NMR (125 MHz, 295 K,
Methanol-d4, Methanol-ds = 49.0 ppm): 6 173.5 (s, 3-Acyl), 170.3 (s, C-1), 159.5 (s, C-18),
155.8 (s, C-Carbamat), 143.9 (s, C-16), 141.9 (s, C-20), 140.0 (s C-14), 136.8 (s, C-4), 134.4
(d, C-12), 128.3 (d, C-11), 127.8 (d, C-5), 125.9 (d, C-13), 118.8 (d, C-arom.), 116.2 (d,
C-arom.), 111.0 (d, C-arom.), 89.1 (d, C-10), 81.9 (s, C-9), 78.6 (d, C-7), 74.6 (d, C-3), 56.8
(g, C-10-OMe), 46.6 (t, C-15), 38.5 (d, C-6), 37.3 (t, C-2), 36.4 (t, C-8), 35.3 (d, C-3-Acyl),
19.6 (g, 2x C-3-Acyl), 19.3 (g, C-6-Me), 17.3 (g, C-14-Me), 14.9 (q, C-4-Me) ppm;
UPLC-MS tg = 219min; HRMS(ESI) vz berechnet fir CsoHsNoNaOg [M+Na]™:
579.2682, gefunden: 579.2684.

Bisacyliertes Acetonid-geschiitztes Proansamitocin-Derivat 274

Acetonid-geschiitztes Proansamitocin-Derivat 245 (1.0 mg, 2.1 umol, 1 Aqg.) wird in CHxCl,
abs. (2 mL) gelést, mit DMAP (0.5 mg, 4.1 umol, 2 Ag.), DIC (2 uL, 12.3 pmol, 6 Ag.) und
iso-Buttersaure (1.2 pL, 12.3 umol, 6 Ag.) versetzt und fur 1 h bei RT gertihrt. Nach dieser
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Zeit wird die Reaktionsmischung Uber Kieselgur filtriert, mit Essigsdureethylester
nachgespilt und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber
semipraparative HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN = 90/10 — 20/80 in 80 min, dann
10 min halten; Fluss 2.25 mL/min) wird Bisacyliertes Acetonid-geschitztes Proansamitocin-
Derivat 274 (1.2 mg, 1.9 pmol, 90 %)(tr = 94.80 min) als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (500 MHz, 283 K, MeOD, MeOH = 3.31 ppm): J 7.81 (s, 1H, 21-H), 6.68 (s, 1H,
17-H), 6.64 (s, 1H, 19-H), 6.62 (dd, 1H, J = 15.3, 10.9 Hz, 12-H), 6.10 (d, 1H, J = 10.9 Hz,
13-H), 5.67 (dd, 1H, J=15.3, 8.1 Hz, 11-H), 5.47 (dd, 1H, J=9.9, 1.8 Hz, 3-H), 5.33 (d, 1H,
J = 9.1 Hz, 5-H), 4.10 (ddd, 1H, J=9.9, 6.8, 2.1 Hz, 9-H), 3.74 (dd, 1H, J = 8.1, 2.1 Hz,
10-H), 3.54 (ddd, 1H, J = 10.1, 7.5, 6.3 Hz, 7-H), 3.42 (d, 1H, J = 15.0 Hz, 15-H,), 3.34 (s,
3H, 10-OMe), 3.31 (unter MeOH, 1H, 15-Hy), 2.85 (dd, 1H, J = 15.4, 9.9 Hz, 2-H,), 2.85
(sept, 1H, J = 7.0 Hz, 18-Acyl), 2.69 (dd, 1H, J = 15.4, 1.8 Hz, 2-Hy), 2.57 (sept, 1H, J =
6.9 Hz, 3-Acyl), 2.51 (ddqg, 1H, J=9.1, 7.5, 6.9 Hz, 6-H), 1.74 (s, 3H, 14-Me), 1.71-1.66 (M,
1H, 8-H,), 1.69 (s, 3H, 4-Me), 1.48 (ddd, 1H, J=12.5, 9.9, 6.3 Hz, 8-Hy), 1.36 (s, 3H,
Acetonid), 1.35 (s, 3H, Acetonid), 1.29 (d, 6H, J = 7.0 Hz, 18-Acyl), 1.16 (d, 3H, J = 6.9 Hz,
3-Acyl), 115 (d, 3H, J = 6.9 Hz, 3-Acyl), 0.91 (d, 3H, J=6.9 Hz, 6-Me); *C-NMR
(125 MHz, 283 K, MeOD, MeOD = 49.0 ppm): 0 177.7 (s, 3-Acyl), 177.2 (s, 18-Acyl), 169.8
(s, C-1), 152.2 (s, C-18), 143.9 (s, C-16), 140.9 (s, C-20), 138.8 (s C-14), 133.8 (s, C-4),
133.2 (d, C-12), 129.6 (d, C-5), 129.0 (d, C-13), 127.5 (d, C-11), 118.7 (d, C-17), 117.6 (d,
C-21), 111.0 (d, C-19), 101.8 (s, Acetonid), 84.8 (d, C-10), 74.7 (d, C-3), 71.5 (d, C-7), 70.0
(d, C-9), 56.8 (g, C-10-OMe), 46.0 (t, C-15), 40.1 (t, C-2), 38.9 (d, C-6), 35.3 (d, C-3-Acyl),
35.2 (d, C-18-Acyl), 32.6 (t, C-8), 24.8 (t, Acetonid), 24.6 (t, Acetonid), 19.4 (g, C-3-Acyl),
19.3 (g, C-18-Acyl), 17.2 (q, C-6-Me), 17.0 (q, C-14-Me), 15.0 (g, C-4-Me) ppm; UPLC-MS
tr = 2.96 min; HRM S (ESI) m/z berechnet fiir CasHsiNNaOg [M+Na]*: 648.3512, gefunden:
648.3511.
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Bisacyliertes-Proansamitocin-Derivat 275

Bisacyliertes Proansamitocin-Derivat 274 (6.3 mg, 10.23 umol, 1 Ag.) wird in CH3OH abs.
(4mL) gelost, mit PPTS (2 mg) versetzt und 5 h bei RT geriihrt. Anschlief3end wird
Phosphatpuffer zugegeben und die wassrige Phase wird viermal mit Essigsaureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprdp. HPLC (C-18-Phase,
Gradient H,O/CH3;OH 90/10 — 100 CH3OH in 80 min dann 10 min halten; Fluss
2.25 mL/min) wird Bisacyliertes-Proansamitocin-Derivat 275 (5.3 mg, 9.05 umol, 88 %)
(tr=80.00 min) alsfarbloser Feststoff erhalten.

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.86 (s, 1H, 21-H), 6.68
(s, 1H, 17-H), 6.65 (s, 1H, 19-H), 6.56 (dd, 1H, J = 15.1, 10.9 Hz, 12-H), 6.07 (d, 1H,
J=10.8 Hz, 13-H), 5.65 (dd, 1H, J = 15.2, 8.0 Hz, 11-H), 5.37 (dd, 1H, J = 8.7, 2.3 Hz, 3-H),
5.32 (d, 1H, J = 9.3 Hz, 5-H), 4.11-4.09 (m, 1H, 9-H), 3.65 (dd, 1H, J = 7.5, 1.4 Hz, 10-H),
3.59 (dd, 1H, J = 9.3, 8.2 Hz, 7-H), 3.39 (d, 1H, J = 14.9 Hz, 15-H,) 3.34 (s, 3H, 10-OMe),
3.31 (unter MeOH, 1H, 15-Hy), 2.84-2.79 (m, 1H, 18-Acyl), 2.84-2.79 (m, 1H, 2-H,), 2.75
2.71 (m, 1H, 2-Hy), 2.59 (hep, 1H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 2.54-2.49 (m, 1H, 6-H), 1.76 (s, 3H,
14-Me), 1.69 (s, 3H, 4-Me), 1.54 (dd, 1H, J = 13.5, 10.9 Hz, 8-H,), 1.29 (d, 6H, J = 7.0 Hz,
18-Acyl), 1.24-1.19 (m, 1H, 8-Hy), 1.15 (d, 6H, J = 6.9 Hz, 3-Acyl), 0.92 (d, 3H, J = 6.6 Hz,
6-Me); *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d;, Methanol-d; = 49.0 ppm): § 177.5 (s,
3-Acyl), 177.1 (s, 18-Acyl), 170.0 (s, C-1), 152.2 (s, C-18), 143.8 (s, C-16), 140.6 (s, C-20),
138.1 (s C-14), 134.6 (s, C-4), 131.6 (d, C-12), 129.2 (d, C-13), 128.8 (d, C-11), 128.6 (d,
C-5), 118.8 (d, C-17), 118.2 (d, C-21), 111.3 (d, C-19), 87.4 (d, C-10), 74.7 (d, C-3), 73.2 (d,
C-7), 714 (d, C-9), 56.8 (g, C-10-OMe), 45.9 (t, C-15), 40.6 (t, C-2), 40.5 (d, C-6), 37.9 (t,
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C-8), 35.3 (d, C-3-Acyl), 35.2 (d, C-18-Acyl), 19.4 (q, C-3-Acyl), 19.3 (q, C-18-Acyl), 18.5
(g, C-6-Me), 17.1 (g, C-14-Me), 15.0 (g, C-4-Me€) ppm;

Konformer 2:

Ein zweites Konformer ist im NMR-Spektrum erkennbar, die Signalintensitét ist jedoch fir
eine Zuordnung zu gering.

UPLC-MStr =2.68 min; HRMS (ESI) nVz berechnet fiir Ca3HssNNaOg [M+Na]™: 608.3199,
gefunden: 608.3193.

Monoacyliertes Proansamitocin-Derivat 246

Bisacyliertes Proansamitocin-Derivat 275 (4.5 mg, 7.68 umol, 1 Ag.) wird in CH3OH (3 mL)
gel6st und tropfenweise mit 1M NaHCOg3-L6sung versetzt bis die Reaktion beendet ist.
Anschlief3end wird die Mischung mit etwas H,O versetzt und die wassrige Phase mehrmals
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tUber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber semiprép.
HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH30OH 90/10 — 100 CH3OH in 80 min dann 10 min
halten; Fluss 2.25 mL/min) wird Monoacyliertes Proansamitocin-Derivat 246 (3.6 mg,
6.98 umol, 91 %) (tr= 67.31 min) als farbloser Feststoff erhalten.

Konformer 1:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,;, CHD,OD = 3.31 ppm): 6 7.40 (s, 1H, 21-H), 6.54
(dd, 1H, J =15.7, 11.3 Hz, 12-H) 6.40-6.39 (m, 1H, 17-H), 6.40-6.93 (m, 1H, 19-H), 6.03 (d,
1H, J=10.6 Hz, 13-H), 5.61 (dd, 1H, J=15.2, 7.8 Hz, 11-H), 5.35 (dd, 1H, J = 8.4, 2.3 Hz,
3-H), 5.31 (d, 1H, J = 9.2 Hz, 5-H), 4.08 (dd, 1H, J=10.1, 1.3 Hz, 9-H), 3.65 (dd, 1H,
J=7.8, 1.8 Hz, 10-H), 3.58 (dd, 1H, J = 10.0, 7.9 Hz, 7-H), 3.34 (s, 3H, 10-OMe¢), 3.31 (unter
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CHD,OD, 1H, 15-H,), 3.21 (d, 1H, J = 14.7 Hz, 15-Hy,), 2.78 (dd, 1H, J = 14.0, 3.4 Hz, 2-H,),
2.71 (dd, 1H, J = 14.2, 8.1 Hz, 2-Hy), 2.58 (hep, 1H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 2.54-2.46 (m, 1H,
6-H), 1.73 (s, 3H, 14-Me), 1.68 (s, 3H, 4-Me), 1.53 (dd, 1H, J=13.4, 10.7 Hz, 8-H,), 1.22
(dd, 1H, J = 13.3, 11.2 Hz, 8-Hp), 1.15 (d, 6H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 0.91 (d, 3H, J = 6.8 Hz,
6-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-ds, Methanol-d, = 49.0 ppm): 6 177.5 (s,
3-Acyl), 169.8 (s, C-1), 158.7 (s, C-18), 143.4 (s, C-16), 140.6 (s, C-20), 138.5 (s C-14),
134.7 (s, C-4), 131.7 (d, C-12), 128.7 (d, C-13), 128.6 (d, C-5), 128.4 (d, C-11), 113.2 (d,
C-17), 112.5 (d, C-21), 105.0 (d, C-19), 87.4 (d, C-10), 74.8 (d, C-3), 73.3 (d, C-7), 71.5 (d,
C-9), 56.8 (g, C-10-OMe), 46.3 (t, C-15), 40.7 (t, C-2), 40.5 (d, C-6), 37.9 (t, C-8), 35.3 (d,
C-3-Acyl), 19.5 (g, C-3-Acyly), 194 (q, C-3-Acyly), 185 (g, C-6-Me), 17.1 (g, C-14-Me),
15.0 (g, C-4-Me) ppm;

Konformer 2:

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d,, CHD,OD = 3.31 ppm): & 6.57 (s, 1H, 21-H), 6.57
(s, 1H, 17-H), 6.43 (dd, 1H, J = 155, 11.2 Hz, 12-H) 6.40 (s, 1H, 19-H), 5.73 (d, 1H,
J=10.5Hz, 13-H), 5.46 (dd, 1H, J=14.9, 8.9 Hz, 11-H), 5.39 (ps.d, 1H, J = 11.2 Hz, 3-H),
5.06 (d, 1H, J = 9.9 Hz, 5-H), 4.09-4.07 (m, 1H, 9-H), 3.44 (dd, 1H, J = 9.3, 1.7 Hz, 10-H),
3.43-3.35 (m, 1H, 7-H), 3.31 (unter MeOH, 1H, 15-H,), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 3.18 (d, 1H,
J=15.6 Hz, 15-Hy), 2.73-2.69 (m, 1H, 2-H,), 2.58 (hep, 1H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 2.50-2.49
(m, 1H, 2-Hy), 2.24-2.19 (m, 1H, 6-H), 1.84 (s, 3H, 14-Me), 1.45 (s, 3H, 4-Me), 1.31 (dd, 1H,
J =140, 10.8 Hz, 8-H,), 1.15 (d, 6H, J = 7.0 Hz, 3-Acyl), 0.95 (d, 3H, J=6.5 Hz, 6-Me)
0.94-0.92 (m, 1H, 8-Hy) ppm; “C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-d;, Methanol-d,
=49.0 ppm): 6 177.5 (s, 3-Acyl), 173.8 (s, C-1), 159.7 (s, C-18), 143.7 (s, C-16), 140.7 (s,
C-14), 139.9 (s C-20), 134.1 (s, C-4), 132.5 (d, C-12), 129.6 (d, C-5), 128.8 (d, C-11), 126.3
(d, C-13), 118.8 (d, C-arom.), 116.2 (d, C-arom.), 110.8 (d, C-19), 87.7 (d, C-10), 74.7 (d,
C-3), 72.6 (d, C-7), 69.9 (d, C-9), 56.3 (g, C-10-OMe), 46.3 (t, C-15), 41.1 (d, C-6), 40.6 (t,
C-8), 37.5 (t, C-2), 35.3 (d, C-3-Acyl), 19.6 (g, C-3-Acyly), 19.4 (g, C-3-Acyly), 18.3 (q,
C-6-Me), 17.6 (g, C-14-Me), 14.8 (q, C-4-Me) ppm;

UPLC-MStg =2.32 min; HRMS (ESI) nVz berechnet fiir CogHs:NNaO; [M+Na]*: 538.2781,
gefunden: 538.2787.
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Acetal-geschitztes Proansamitocin-Derivat 276

Proansamitocin 31 (5 mg, 11.3 pmol, 1 Aqg.) wird in CH3OH (2 mL) gelost, mit
Trimethylorthoformiat (1,2 pL, 11.3 pumol, 1 Aqg.) und Camphersulfonsiure (0.17 mg,
0.7 umol, 0.6 Aq.) versetzt und 2 h bei RT geriihrt. Nach dieser Zeit wird Phosphatpuffer
(2 mL) zugegeben und die wéssrige Phase dreima mit Essigsaureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach Reinigung tber semiprgp. HPLC (C-18-Phase, Gradient H,O/CH3CN
90/10 — 20/80 in 80 min dann 20/80 10 min halten; Fluss 2.25 mL/min) wird Acetal-
geschiitztes-Proansamitocin-Derivat 276 (0.6 mg, 1.2 pmol, 11 %) (tr = 51.27 min) als
farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-d;, CHD,OD = 3.31 ppm): J 6.96 (s, 1H, arom.-H),
6.48 (dd, 1H, J = 15.3, 11.2 Hz, 12-H), 6.43 (s, 1H, arom.-H), 6.39 (s, 1H, arom.-H), 6.08 (d,
1H, J = 11.2 Hz, 13-H), 5.60 (dd, 1H, J = 15.3, 2.8 Hz, 11-H), 5.42 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 5-H),
4.48 (dd, 1H, J= 8.9, 6.2 Hz, 3-H), 4.06-4.04 (m, 1H, 7-H), 4.06-4.04 (m, 1H, 10-H), 3.45 (s,
3H, OMe), 3.39 (d, 1H, J = 13.6 Hz, 15-H,), 3.33 (s, 3H, OMe), 3.25 (s, 3H, OMe), 3.13 (d,
1H, J = 13.6 Hz, 15-Hy), 2.59-2.57 (m, 2H, 2-H), 2.54-2.48 (m, 1H, 6-H), 1.93-1.89 (m, 1H,
8-H,), 1.71 (dd, 1H, J = 14.2, 9.4 Hz, 8-Hy,), 1.65 (s, 3H, 4-Me), 1.51 (s, 3H, 14-Me), 0.66 (d,
3H, J=7.1 Hz, 6-Me) ppm; *C-NMR Messung aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht
moglich.

UPL C-MStg = 2.37 min; HRMS (ESI) nm/z berechnet fiir Co7H:oNNaO; [M+Na]*: 512.2624,
gefunden: 512.2618.
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TBS-geschiitztes Proansamitocin 277

Proansamitocin 231 (10 mg, 0.023 mmol, 1 Aq.) wird in CH,Cl, abs.(7 mL) gelost, mit
2,6-Lutidin (13 pL, 0.115 mmol, 5 Aq.) versetzt, auf 0 °C gekihit und tropfenweise mit
TBSOTf (20 pL 0.092 mmol, 4 Aq.) versetzt. AnschlieRend wird die Mischung 2 h bei RT
geruihrt. Nach dieser Zeit wird wieder auf 0 °C gekihlt und die Reaktion durch die Zugabe
von Phosphatpuffer beendet. Die wassrige Phase wird dreimal mit CH,Cl, extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung Uber Kieselgel (PE/EE = 5:1)
wird TBS-geschiitztes Proansamitocin 277 (16.7 mg, 0.021 mmol, 92 %) als farbloser
Feststoff erhalten.

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Benzol-ds, Benzol-ds = 7.16 ppm): 6 7.72 (s, 1H, 21-H), 7.49
(br.s, 1H, NH), 6.61 (dd, 1H, J=15.1, 11.1 Hz, 12-H), 6.55 (s, 1H, 17-H), 6.55 (s, 1H, 19-H),
5.96 (d, 1H, J = 10.9 Hz, 13-H), 5.54 (d, 1H, J = 9.2 Hz, 5-H), 5.48 (dd, 1H, J = 15.1, 6.8 Hz,
11-H), 4.37-4.32 (m, 1H, 3-H), 4.37-4.32 (m, 1H, 7-H), 4.06 (d, 1H, J=6.8, 10-H), 3.13 (s,
3H, 10-OMe), 3.11 (d, 1H, J = 14.0 Hz, 15-H,), 3.00 (d, 1H, J = 14.0 Hz, 15-Hy), 2.59-2.55
(m, 2H, 8-H), 2.59-2.55 (m, 1H, 2-H,), 2.49-2.44 (m, 1H, 6-H), 2.34 (dd, 1H, J = 13.7,
8.2 Hz, 2-Hp), 1.62 (s, 3H, 14-Me), 1.57 (s, 3H, 4-Me), 1.02 (s, 9H, TBS), 0.99 (s, 9H, TBS),
0.91 (s, 9H, TBYS), 0.65 (d, 3H, J= 6.1 Hz, 6-Me), 0.25 (s, 6H, TBS), 0.11 (s, 3H, TBS), 0.06
(s, 6H, TBS), 0.03 (s, 3H, TBS) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K, Benzol-ds, Benzol-ds
=128.06 ppm): ¢ 204.6 (s, C-9), 167.8 (s, C-1), 156.5 (s, C-18), 142.0 (s, C-16), 140.1 (s,
C-20), 140.1 (s C-14), 135.1 (s, C-4), 130.7 (d, C-12), 129.7 (d, C-5), 126.4 (d, C-13), 126.4
(d, C-11), 116.6 (d, C-17), 112.6 (d, C-21), 110.1 (d, C-19), 88.8 (d, C-10), 75.3 (d, C-3), 71.9
(d, C-7), 56.8 (q, C-10-OMe), 45.8 (t, C-15), 44.6 (t, C-2), 42.6 (t, C-8), 37.0 (d, C-6), 26.2 (q,
TBS), 26.1 (g, TBS), 26.0 (g, TBS), 18,5 (s, TBS), 18.4 (s, TBS), 18.2 (s, TBS), 17.1 (q,
C-14-Me), 14.6 (q, C-6-Me), 12.3 (g, C-4-Me), -4.2 (q, 2xTBYS), -4.2 (q, TBS), -4.5 (g, TBS),
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-4.7 (g, TBS), -5.0 (g, TBS) ppm; UPLC-M S tg = 3.89 min; HRM S (ESI) nmVz berechnet fir
C43H76NOgSiz[M+H]": 786.4981, gefunden: 786.4987.

TBS-geschitztes 1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 254

TBS-geschiitztes Proansamitocin 277 (10 mg, 0.0127 mmol, 1 Ag.) gelést in Benzol (1 mL)
wird bei 0 °C zu einer Suspension aus LiAlH4 (2.4 mg, 0.0636 mmol, 5 Aq.) in Diethylether
(5 mL) getropft. Anschlief3end wird die Mischung fur 20 Minuten bei 45 °C unter Rickfluss
erhitzt. Nach dieser Zeit wird auf 0 °C gekuhlt, Kalium-Natrium-Tartrat-Losung (2 mL)
zugegeben und fir 30 min gertihrt. Die Phasen werden getrennt und die wéassrige Phase wird
dreimal mit Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Na, SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung Uber
semiprép. HPLC (CN-Phase, Gradient H,O/ CH3CN = 70/30 — 70/30 in 85 min dann 100 %
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.25 mL/min) wird TBS-geschiitztes 1-Desoxy-Proansamitocin-
Derivat 254 (2.2 mg, 3.4 umol, 26 %) (tr = 61.73 und 64.05 min) als farbloser Feststoff

erhalten. (Diastereomerengemisch)

Hauptdiastereomer (7,9-anti)

'H-NMR (500 MHz, 283 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): § 6.49 (dd, 1H, J = 15.1,
10.9 Hz, 12-H), 6.05 (dd, 1H, J=2.0, 1.2 Hz, 21-H), 6.03 (dd, 1H, J = 2.0, 1.9 Hz,17-H), 6.00
(dd, 1H, J = 1.9, 1.2 Hz, 19-H), 5.92 (d, 1H, J=10.9 Hz, 13-H), 5.29 (d, 1H, J = 9.7 Hz,
5-H), 5.24 (dd, 1H, J = 15.1, 9.7 Hz, 11-H), 3.90 (dd, 1H, J = 9.5, 0.8 Hz, 3-H), 3.69 (ddd,
1H, J=9.7, 8.2, 3.2 Hz, 9-H), 3.44 (d, 1H, J=10.0, 6.7, 1.5 Hz, 7-H), 3.37 (dd, 1H, J=9.7,
8.2 Hz, 10-H), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.27 (d, 1H, J = 13.6 Hz, 15-H;), 3.24 (ddd, 1H,
J=11.2, 46, 43 Hz, 1-H;), 3.07 (ddd, 1H, J = 11.2, 8.2, 7.4 Hz, 1-Hy), 3.00 (d, 1H,
J=13.6 Hz, 15-Hy), 2.27 (dqd, 1H, J =9.7, 7.3, 6.7 Hz, 6-H), 1.81 (dddd, 1H, J = 13.6, 7.4,
4.6, 0.8 Hz, 2-H,), 1.70 (s, 3H, 14-Me), 1.70-1.67 (m, 1H, 8-H,), 1.44 (s, 3H, 4-Me), 1.36
(dddd, 1H, J = 13.6, 9.5, 8.2, 4.3 Hz, 2-Hy,), 1.14 (ddd, 1H, J = 14.4, 10.0, 3.2 Hz, 8-Hy), 0.99
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(d, 3H, J=7.3 Hz, 6-Me), 0.99 (s, 9H, TBS), 0.98 (s, 9H, TBS), 0.18 (s, 6H, TBS), 0.10 (s,
3H, TBS), 0.06 (s, 3H, TBS) ppm; *C-NMR (125 MHz, 283 K, Methanol-ds, Methanol-d,
=49.0 ppm): ¢ 157.3 (s, C-18), 150.8 (s, C-20), 143.0 (s, C-16), 141.8 (s C-14), 139.5 (s,
C-4), 133.2 (d, C-12), 128.6 (d, C-11), 126.8 (d, C-5), 125.6 (d, C-13), 111.5 (d, C-17), 105.9
(d, C-19), 105.8 (d, C-21), 89.1 (d, C-10), 77.7 (d, C-7), 75.6 (d, C-9), 75.1 (d, C-3), 56.5 (q,
C-10-OMe), 47.4 (t, C-15), 42.1 (t, C-1), 40.4 (d, C-6), 38.2 (t, C-8), 37.3 (t, C-2), 26.5 (q,
2xTBS), 26.2 (g, 2xTBS), 19.1 (s, TBS), 19.1 (s, TBS), 17.9 (g, C-6-Me), 16.7 (g, C-14-Me),
15.1 (q, C-4-Me), -4.1 (q, TBS), -4.2 (q, TBS), -4.2 (g, TBS), -4.7 (g, TBS) ppm; UPLC-MS
tr = 3.44 und 3.73 min; HRM S (ESI) nvz berechnet fiir Cs;HgsNOsSi> [M+Na]*: 660.4480,
gefunden: 660.4484.

TBS-geschitztes-1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 278

TBS-geschiitztes 1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 254 (0.2 mg, 0.3 pmol, 1 Ag.) wird in
CH.Cl;, (1 mL) gelést, mit einer Spatelspitze DMP und Natriumhydrogencarbonat versetzt
und far 60 min bei RT gertihrt. Nach dieser Zeit wird die Lésung mit Natriumthiosul fat-Lsg.
ges. (2 mL) versetzt und fur 30 min gerdhrt. Die Phasen werden anschlief3end getrennt, die
wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber
Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird ohne

weitere Reinigung in die néchste Reaktion eingesetzt.

UPLC-MS tr = 3.54 min; HRMS (ESI) nvz berechnet fir Cs;HgsNOsSi> [M+H]™: 658.4323
gefunden: 658.4305.
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1-Desoxy Proansamitocin-Derivat 255

TBS-geschiitztes-1-Desoxy-Proansamitocin-Derivat 278 (0.2 mg, 0.3 pmol, 1 Ag.) wird in
THF (0.5 mL) gelost, mit TBAF in THF (0.2 mg, 0.7 umol, 2.3 Aq.) versetzt und 6 h bei RT
geriihrt. Nach dieser Zeit wird die Mischung mit Phosphatpuffer versetzt und mehrmals mit
CH.CI, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Na,SO, getrocknet und

das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

UPLC-MS tg = 1.75min; HRMS (ESI) m/z berechnet fir CosHasNOs[M+H]": 430.2593
gefunden: 430.2599.

6.4.2 Semisyntheseexperimente mit Geldanamycin-Derivaten

17-Desmethoxy-18-thiophenyl-reblastatin 220

17-Desmethoxy-18-brom-reblastatin 97 (0.8 mg, 1.4 umol, 1 Ag.) wird in entgastem
DME/H,0-Gemisch (3:1, 1 mL) gelost, mit K,COs (0.3 mg, 2 umol, 1.5 Ag.), Thiophen-
3-boronsaure (0.2 mg, 1.5 ummol, 1.1 Ag.) und Pd(PPhs)4 (0.1 mg, 0.1 pmol, 5 mol%)
versetzt und 24 h bei 90°C gertihrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wird H,O
(5mL) und Essigsaurreethylester (5 mL) zugegeben. Die wassrige Phase wird dreima mit
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Essigsdureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO4
getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt Gber zwei semiprép.
HPLC-Lé&aufe (1. (C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN 95/5 — 70/30 in 40 min, dann 70/30 —
65/35 in 10 min, dann 65/35 — 45/55 in 20 min, dann 45/55 — 35/65 in 15 min, dann
CH3CN 10 min halten; Fluss 2.50 mL/min) 2. (CN-Phase, Gradient H,O/ CH3CN 95/5 —
70/30 in 40 min, dann 70/30 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 45/55 in 20 min, dann 45/55
— 35/65 in 15 min, dann CH3CN 10 min halten; Fluss 2.50 mL/min)) gereinigt. Es werden
17-Desmethoxy-18-thiophenyl-reblastatin 220 (0.5 mg, 0.8 umol, 62%) und 17-Desmethoxy-
18-thiophenyl-7-hydroxy-reblastatin 219 (0.2 mg, 0.4umol, 30%) as weille Feststoffe
erhalten.

17-Desmethoxy-18-thiophenyl-reblastatin 220
1. semiprép. HPLC (tr = 84.29 min); 2. semiprdp. HPLC (tgr = 56.77 min)

(es fehlen die Signale von C-1, C-20, C-16, C-18, C-8, C-14-Me, C-10-Me aufgrund zu
geringer Substanzmengen)

'H-NMR (500 MHz, 295 K, Methanol-ds, CHD,OD = 3.31 ppm): J 7.68 (dd, 1H, J=2.7,
1.3 Hz, 22-H), 7.50 (dd, 1H, J=5.0, 2.7 Hz, 24-H), 7.49 (dd, 1H, J = 5.0, 1.3 Hz, 25-H), 7.35
(br. s, 1H, 19-H), 7.26 (s, 1H, 17-H), 6.70 (s, 1H, 21-H), 5.71 (br. s, 1H, 3-H), 5.16 (d, 1H,
J=9.8Hz, 9-H), 5.84 (d, 1H, J= 7.3 Hz, 7-H), 3.61 (dd, 1H, J=9.8, 1.9 Hz, 11-H), 3.41 (s,
3H, 12-OMe), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.26-3.21 (m, 1H, 6-H), 3.07-3.05 (m, 1H, 12-H), 2.80
(dd, 1H, J=12.5, 2.2 Hz, 15-H,), 2.62 (dd, 1H, J=12.5, 4.8 Hz, 15-Hy), 2.33-2.24 (m, 1H,
10-H), 2.33-2.24 (m, 1H, 4-H,), 2.15-2.04 (m, 1H, 4-Hy), 2.15-2.04 (m, 1H, 14-H), 1.88 (s,
3H, 2-Me), 1.72 (ddd, 1H, J = 13.0, 10.3, 3.5 Hz, 13-H, ), 1.29 (s, 3H, 8-Me), 1.15-1.09 (m,
1H, 5-H,), 1.06-1.00 (m, 1H, 5-Hp), 0.99 (d, 3H, J=6.5Hz, 10-Me), 0.94-0.87 (m, 1H,
13-Hyp), 0.77 (d, 3H, J=5.4Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, 295 K, Methanol-d,,
Methanol-d; = 49.0 ppm): 6 159.0 (s, COONH,), 137.6 (s, C-23), 135.9 (d, C-3), 134.1 (d,
C-9), 132.2 (s, C-2), 127.4 (d, C-25), 127.1 (d, C-24), 124.9 (d, C-arom.), 124.4 (d, C-arom),
121.7 (d, C-22), 118.9 (d, C-arom.), 81.4 (d, C-7), 81.2 (d, C-12), 80.5 (d, C-6), 73.5 (d,
C-11), 59.9 (g, C-12-OMe), 58.4 (g, C-6-OMe), 43.8 (t, C-15), 36.1 (d, C-10), 31.1 (t, C-13),
29.9 (d, C-5), 28.6 (t, C-14), 24.2 (t, C-4), 14.0 (g, C-2Me), 11.9 (g, C-8Me) ppm; UPLC-M S
tr = 2.45min; HRMS(ESI) nvz berechnet fiir CsHaNoOgNaS [M+Na]™: 607.2818,
gefunden: 607.2808.
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17-Desmethoxy-18-thiophenyl-7-hydroxy-reblastatin 219
1. semiprdp. HPLC (tr = 83.84 min); 2. semiprap. HPLC (tg = 51.55 min)

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.53 (s, 1H, NH), 7.56 (br.s, 1H,
arom.-H), 7.56 (dd, 1H, J=1.8, 1.8 Hz, 22-H), 7.42 (dd, 1H, J=5.0, 1.8 Hz, 24-H), 7.41 (dd,
1H, J=5.0, 1.8 Hz, 25-H), 7.14 (s, 1H, arom.-H), 6.78 (s, 1H, arom.-H), 5.93 (dd, 1H,
J=6.4, 6.2 Hz, 3-H), 5.20 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 9-H), 3.76 (dd, 1H, J = 6.8, 4.1 Hz, 7-H), 3.49
(ddd, 1H, J=11.2, 4.3, 2.6 Hz, 11-H), 3.42 (s, 3H, 12-OMe), 3.33 (s, 3H, 6-OMe), 3.27 (d,
1H, J = 4.3 Hz, 7-OH), 3.15-3.10 (m, 1H, 6-H), 3.15-3.10 (m, 1H, 12-H), 2.70 (dd, 1H,
J=13.2, 59 Hz, 15-H,), 2.57 (dd, 1H, J=13.2, 5.3 Hz, 15-Hy), 2.50 (dqd, 1H, J = 8.1, 6.9,
2.6 Hz, 10-H), 2.27-2.24 (m, 1H, 4-H,), 2.15-2.09 (m, 1H, 4-Hp), 2.07-2.02 (m, 1H, 14-H),
1.82 (s, 3H, 2-Me), 1.66-1.65 (m, 1H, 13-H, ), 1.37 (s, 3H, 8-Me), 1.35-1.32 (m, 2H, 5-H),
1.22 (ddd, 1H, J = 13.7, 8.5, 3.6 Hz, 13-Hy), 0.97 (d, 3H, J=6.9 Hz, 10-Me), 0.90 (d, 3H,
J=6.6 Hz, 14-Me) ppm; *C-NMR (aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht moglich);
UPLC-MS tg = 250min; HRMS(ESI) nvz berechnet fir CzHisNOsNaS [M+Na]™:
564.2760, gefunden: 564.2754.

17-Des-O-methyl-18-thiophenyl-reblastatin 218

17-Des-O-methyl-18-bromreblastatin 98 (1.2 mg, 2.0 pmol, 1 Ag.) wird in entgastem
DME/H,0-Gemisch (3:1, 1 mL) gelost, mit K,COs (0.4 mg, 3 umol, 1.5 Aq.), Thiophen-
3-boronsaure (0.3 mg, 2.2 ummol, 1.1 Ag.) und Pd(PPhs); (0.1 mg, 0.1 pmol, 5 mol%)
versetzt und 24 h bei 90°C gerthrt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wird H,O
(5mL) und Essigsaurreethylester (5 mL) zugegeben. Die wassrige Phase wird dreima mit
Essigsdureethylester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden tber Na,SO4

getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt Gber semiprép. HPLC
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(C-18-Phase, Gradient H,O/ CH3CN 95/5 — 75/25 in 40 min, dann 75/25 — 70/30 in 20 min,
dann 70/30 — 60/40 in 10 min, dann 60/40 — 50/50 in 15 min, dann CH3CN 10 min halten;
Fluss 2.50 mL/min) gereinigt. Es werden 17-Des-O-methyl-18-thiophenyl-reblastatin 218
(0.3mg, O0.5pmol, 25 %), 17-Des-O-methyl-18-thiophenyl-7-hydroxy-reblastatin 217
(Spuren), 17-Des-O-methyl-18-brom-7-hydroxy-reblastatin 269 (Spuren) und reisoliertes
Edukt 98 (0.5 mg, 0.8 umol, 42 %) als farblose Feststoffe erhalten.

17-Des-O-methyl-18-thiophenyl-reblastatin 218

semiprap. HPLC (tg = 56.96 min)

'H-NMR (500 MHz, 323 K, THF-ds, THF-d; = 1.73 ppm): J 8.16 (dd, 1H, J = 3.0, 1.1 Hz,
22-H), 7.51 (dd, 1H, J=5.1, 1.1 Hz, 25-H), 7.43 (dd, 1H, J =5.1, 3.0 Hz, 24-H), 7.29 (d, 1H,
J=23Hz, 19-H), 6.64 (d, 1H, J=2.3 Hz, 21-H), 6.24 (dd, 1H, J = 7.0, 6.2 Hz, 3-H), 5.51
(br. s, 2H, NHy), 5.35 (d, 1H, J=10.3 Hz, 9-H), 4.95 (d, 1H, J=8.2 Hz, 7-H), 3.40 (s, 3H,
12-OMe), 3.35 (ddd, 1H, J=8.2, 4.2, 3.8 Hz, 11-H), 3.32 (ddd, 1H, J = 8.4, 3.7, 2.6 Hz, 6-H),
3.29 (d, 1H, J = 3.8 Hz, 11-OH), 3.26 (s, 3H, 6-OMe), 3.04 (ddd, 1H, J = 8.2, 4.7, 3.5 Hz,
12-H), 2.45-2.39 (m, 1H, 15-H,), 2.45-2.39 (m, 1H, 10-H), 2.45-2.39 (m, 1H, 4-H,), 2.28-2.20
(m, 1H, 15-Hy), 2.28-2.20 (m, 1H, 4-Hp), 1.90-1.88 (m, 1H, 14-H), 1.53 (ddd, 1H, J = 14.1,
9.0, 4.7 Hz, 13-H,), 1.46 (s, 3H, 8-Me), 1.43-1.36 (m, 2H, 5-H), 1.30 (s, 3H, 2-Me), 1.21-1.13
(m, 1H, 13-Hy), 0.94 (d, 3H, J=6.8 Hz, 10-Me), 0.93 (d, 3H, J=7.6 Hz, 14-Me) ppm;
3C-NMR (aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht moglich); UPLC-MS tg = 2.27 min;
HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CaoHasN-O7NaS [M+Na]™: 623.2767, gefunden: 623.2783.

17-Des-O-methyl-18-thiophenyl-7-hydroxy-reblastatin 217

semiprap. HPLC (tg = 64.15 min);

UPLC-MS tg = 2.31min; HRMS(ESI) m/z berechnet fir CsHsNOgNaS [M+Na]™
580.2709, gefunden: 580.2725.

17-Des-O-methyl-18-brom-7-hydroxy-reblastatin 269

semiprap. HPLC (tg = 53.52 min);

UPLC-MS tg = 2.33min; HRMS(ESI) m/z berechnet fiir C,7H4NOgNaBr [M+Na]™:
576.1937, gefunden: 576.1938.
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2-Azidoethylamin Hydrochlorid 223

CI/\/NHZ XHCl ——» Ns/\/NH2 x HCI
222 223

2-Chlorethylamin Hydrochlorid 222 (1 g, 8.62 mmol, 1Aq.) wird in Wasser (20 mL) gelogt,
mit NaNs (1.86 g, 25.86 mmol, 3 Aq.) versetzt und 2 d bei 70°C gertihrt. Nach dem Abkuihlen
auf RT wird mit KOH auf ein basischer pH-Wert eingestellt und mehrmals mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden anschlief3end mit HCl (15 mL, 2 M)
extrahiert. Die wassrige Phase wird anschlieffend im Vakuum eingeengt. Es wird
2-Azidoethylamin Hydrochlorid 223 (0.97 g, 7.93 mmol, 92 %) als farblose Kristalle erhalten.

'H-NMR (200 MHz, D,O, DHO = 4.79 ppm): & 3.76 (t, 2H, J = 5.6 Hz, CH,), 3.22 (t, 2H,
J=5.6 Hz, CH,) ppm; HRMS (EI) mVz berechnet fir Co;HgN4 [M]™: 87.0671, gefunden:
87.0671;

Die anal ytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tberein.*

17-Desmethoxy-Reblastatin-Derivat 221

A

MeO

17- Desmethoxy-18-propargyl-reblastatin 181 (0.7 mg, 1.295 umol, 1 Ag.) wird in €inem
Gemisch aus 'BUOH/THF/H,0 (1/2/3, 1 mL) geldst, mit 2-Azido-1-ethylamin Hydrochlorid
223 (0.24 mg, 1.943 umol, 1.5 Aqg.) und CuBr-SMe; (6.7 pg, 0.324 pmol, 0.25 Aq.) versetzt
und fur 48 h bei RT gertihrt. Anschlief3end wird die Reaktion mit Phosphatpuffer hydrolysiert,

%8 S, Blake, R.Capone, M. Mayer, J. Y ang, Bioconjugate Chem. 2008, 19, 1614-1624.
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die Mischung mit Essigsaureethylester verdinnt und die wassrige Phase mehrmals mit
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO4
getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte Gber semiprap.
HPLC (semiprap. CN-Phase; H,O/CH3CN 95/5 — 80/20 in 40 min, dann 80/20 — 75/25 in
20 min, dann 75/25 — 65/35 in 10 min, dann 65/35 — 55/45 in 15 min, dann 100 CH3CN
10 min halten; Fluss 2.5 mL/min) (tg = 55.55 min) 17-Desmethoxy-Reblastatin-Derivat 221
wurde nur in Spuren erhalten.

UPLC-MS tg = 1.60 min; HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CssHsiNeOs [M+H]™: 627.3870,
gefunden: 627.3880.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Massenspektrometrische Daten

Startbaustein

Produkt

HRMS

C,sH1oN,NaOg[M+Na]": ber.: 525.2941
gef.: 525.2932

CsH1oN,NaO;[M+Na]": ber.: 541.2890
gef:: 541.2894

C,sHioN,NaO;[M+Na]": ber.: 539.2733
gef.: 539.2720

C,gHasN3BrOg[M+H]": ber.: 598.2492
gef.: 598.2482

CagH42D3N,0,[M+H]": ber.: 536.3412
gef.: 536.3417

EtO.

NH,

030H46N2Na07[M+Na]+: ber.: 569.3203
gef.: 569.3188

NH,

CooHasN3Og [M+H]": ber.: 564.3285
gef.: 564.3288

CasH3oF3N,OgNa [M+Na]™: ber.: 579.2658
gef.: 579.2666

CagHusN,Og[M+H]"™: ber.: 549.3176
gef.: 549.3193
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CooHasN,NaOg[M+Na]": ber.: 587.2945
gef.: 587.293

C30H47N,O-[M+H]": ber.: 547.3383
gef.: 547.3364

[0}
MeO OH
xHCI

NH,

030H47N208[M+H]+: ber.: 563.3332
gef. 563.3336

Ao Ca7HuoNsOg [M+H]': ber.: 504.3074
e gef.: 504.307
NH,

o8

Cng47N207[M+H]+: ber.: 559.3383
gef.: 559.3397

CooHasN,OgNa[M+Na]": ber.: 539.3097
gef.: 539.3090

CaoH44N,OgNa[M+Na]": ber.: 555.3046
gef.: 555.3034

CasH1oN,OsFBr[M+Na]": ber.: 621.1951
gef.: 621.2000

030H44N208[M+Na]+: ber.: 583.2995
gef.: 583.2999

030H42N207[M+Na]+: ber.: 565.2890
gef.: 565.2884
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030H46N307[M+H]+: ber.: 560.3336

gef.: 560.3322

o
A
OH
X HCI

NH,

Cs1HasN,OgNa[M+Na]": ber.: 565.3254
gef.: 565.3258

C31HagN,O-[M+H]": ber.: 561.3540

gef

.. 563.3522

C31HsoN3Og[M+H]": ber

gef

: 560.3700
.. 563.3702

C2oHasN,0O;[M+Na]": ber.: 555.3046
gef.: 555.3027

ngH42N306[M+H]+: ber.:

528.3074

gef.: 528.3070

C2oH4oN,Og[M+Na]™: ber.: 585.2788
gef.: 585.2784

ngH41N209[M+H]+: ber.:
gef.:

561.2812
561.2814

CngSONgoG[M"’Hr: ber.:
gef.:

560.3700
560.3701

CaoHsN,O7[M+H]": ber.:
gef.:

533.3227
533.3252




Anhang

251

HO
OH
MeO

NH,

CagHusN,Og[M+H]™: ber.: 549.3176
gef.: 533.3165

/Q)%H

NH;

AN

CaoHasN,Og[M+H]": ber.: 527.3121
gef.: 527.3120

C30HasN,O-,[M+H]": ber.: 545.3227
gef.: 545.3227

C30HasN3Og[M+H]": ber.: 544.3387
gef.: 544.3400

AQXOH

NH,

C31Ha7N,Og[M+H]": ber.: 543.3434
gef.: 543.3430

C31HaeN,07[M+H]™: ber.: 561.3540
gef.: 561.3527

C31HsoN3O6[M+H]™: ber.: 560.3700
gef.: 560.3710

HoN
2! \Q)‘LOH

NH,

CsH3N3Og[M+Na]": ber.: 540.3050
gef.: 540.3057

CasH4sN30,[M+Na]": ber.: 556.2999
gef.: 556.3007

C,sH41NsO;Na[M+Na]": ber.: 554.2842
gef.: 554.2854
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Anhang

CasHasN3O7[M+H]": ber.: 536.3336
gef.: 536.3326

C30HasN3OsNa[M+Na]™: ber.: 596.2948
gef.: 596.2941

CaoHsNsOgNa[M+Na]": ber.: 598.3104
gef.: 598.3078

C2sH42NsOg[M+H]™: ber.: 544.3135
gef.: 544.3135

C,sHasNsO-[M+H]": ber.: 562.3241
gef.: 562.3241

C,gHasNgOs[M+H]": ber.: 561.3401
gef.: 561.3419

CagHa2N,06I[M+H]": ber.: 629.2088
gef.: 629.2072

CasH4aN,O7I[M+H]": ber.: 647.2193
gef.. 647.2184

Cl

CasH42N,06NaCI[M+H]™: ber.: 537.2731
gef.: 537.2748
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253

CsH41N,O;NaCI[M+Na]": ber.: 575.2500
gef.: 575.2505

C2sH4sN,0;CI[M+H]": ber.: 555.2837
gef.: 555.2834

C,oHasNNaO;[M+Na]": ber.: 540.2937
gef.: 540.2921

030H44N2Na06[M+Na]+: ber.:
gef.:

551.3097
551.3105

NH,

CsHa:N,OgNa[M+Na]": ber.:
gef.:

525.2941
525.2930

CasH1oN,O;Na[M+Na]": ber.:
gef.:

539.2733
539.2739

CasH4:N,O;Na[M+Na]": ber.:
gef.:

541.2890
541.2896

CaoH4:N,0sNa[M+Na]": ber.:
gef.:

585.2788
585.2803

CaoH4oN,OgNa[M+Na]": ber.:
gef.:

583.2632
583.2654

Q
F3B
@ OH
K

CsH1:N,OgNa[M+Na]": ber.:
gef.:

525.2941
525.2957
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Anhang

C28H40N207Na[M+Na]+: ber.:
gef.:

539.2733
539.2772

CsH1oN,O;Na[M+Na]": ber.:
gef.:

541.2890
541.2887

C29H42N209Na[M+Na]+: ber.:
gef.:

585.2788
585.2778

C29H40N209Na[M+Na]+: ber.:
gef.:

583.2632
583.2627

/@)A\OH
N
\

\
N—NH

CZSH41N4OG[M+H]+: ber.: 529.3026
gef.: 529.3025

C,gHasN,O-[M+H]": ber.: 547.3132
gef.: 547.3130

HO. OH
oY

NH,

CaoH4N,NaOg[M+Na]": ber
gef

.. 585.2788
.. 585.2772

CaoH1oN,NaOg[M+Na]": ber
gef

.. 583.2632
.. 583.2637
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L ebendauf
Per sonliche Daten
Geboren am 18.01.1979 in Hannover, ledig

Schule

08/1985 - 07/1998 Schulausbildung

07/1998 Abitur Wirtschaftsgymnasium Hannover

Berufsausbildung

10/1998 - 09/2001 Ausbildung zur Krankenschwester im Klinikum Hannover

Akademischer Werdegang

10/2002 - 11/2007 Chemiestudium an der Universitét Hannover

02/2005 Vordiplom

02/2006 - 05/2006 Schwer punktpraktikum Solvay Pharmaceuticals

04/2007 Diplomprifungen

05/2007 - 11/2007 Diplomarbeit , Zugdnge zu Geldanamycin-Derivaten Uber
Mutasynthese"

01/2008 - 03/2011 Promotion bei Prof. Dr. A. Kirschning, Universitdt Hannover
, Darstellung neuer Ansamycin-Derivate Uber Mutasynthese in
Kombination mit Semisynthese”

Berufliche Tatigkeiten

10/2001 - 07/2008 Krankenschwester im Klinikum Hannover.

08/2006 - 09/2006 Industriepraktikum Solvay Pharmaceuticals

01/2008 - 03/2011 Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fur Organische
Chemie, Universitat Hannover

Sonstiges

04/1995 - 06/2007 Jugendtrainer fir Handball bei der HSG Idensen/Wunstorf

Weiter bildung

08/2002 Erwerb der C-Trainer Lizenz Handball

Wissenschaftliche Beitrage
Publikationen
1. ,, Comparison of monomode and multimode microwave equipment in Suzuki Miyaura
reactions — en route to high throuput parallel synthesis under microwave conditions"
U. Schon, J. Messinger, S. Eichner, A. Kirschning, Tetrahedron Lett. 2008, 49, 3204-
3207.
2. “New, highly active nonbenzoquinone geldanamycin derivatives by using
mutasynthesis’, S. Eichner, H.G.Floss, F. Sasse, A. Kirschning, ChemBioChem. 2009,
10, 1801-1805.
Wissenschaftliche Vortrage
1. 42™ JUPAC Congress, “ New highly active non-benzoquinone geldanamycin
derivatives by mutasynthesis’ , Glasgow 2009 (Kurzvortrag)
Ausgewahlte Poster beitr age
1. The Chemistry and Biology of Natural Products IV, “Mutasynthesis employing AHBA
derivatives yields novel, highly potent Ansamitocins’, Bristol 2008 (Posterpreis)
2. 42" UPAC Congress, “ New highly active non-benzoquinone geldanamycin
derivatives by mutasynthesis’ Glasgow 2009
3. Directing Biosynthesis 2010: Discovery, Evolution, Function, ” Reversing the
substrate specificity of amide synthase in S hygroscopicus by mutasynthesis — new 20-
member ed macrolactones derived from geldanamycin” , Durham 2010 (NPR Poster
Prize)
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