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Zusammenfassung

Jekaterina Hermane

Synthetische und mutasynthetische Zugénge zu neuen Hsp90 Inhibitoren
Schlagworte: Hitzeschockprotein 90 (Hsp90), Geldanamycin, Amidsynthase, Mutasynthese

Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) ist eines der am hdufigsten vorkommenden Proteine in
der Zelle. In seiner Funktion als molekulares Chaperon ist Hsp90 an der korrekten Faltung
und Reifung von Client-Proteinen beteiligt. Viele Hsp90-Client-Proteine sind Proteinkinasen
oder Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle fir die Entstehung und Progression von
Krebs spielen. Geldanamycin ist ein starker Hsp90 Inhibitor, welcher an die N-terminale-
ATP-Bindungsdoméne des Hsp90 bindet und somit die ATPase Aktivitat des Chaperons
blockiert, was zu der Degradierung von vielen onkogenen Client-Proteinen fiihrt. Trotz
erfolgversprechender praklinischer Studien mussten die klinischen Entwicklungen aufgrund
des Auftretens starker Nebenwirkungen abgebrochen werden.

Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation konnte die Totalsynthese von drei seco-
Progeldanamycinséure-Derivaten realisiert werden, welche flir die Studien der
Substratflexibilitdt der Amidsynthase GdmF, die fir die Makrolactamisierung in der
Geldanamycin Biosynthese verantwortlich ist, verwendet wurden. Die entwickelte
Totalsynthese-Strategie konnte auch fiir die Synthese des Progeldanamycin-Derivates
angewendet  werden. Die  Supplementierungsexperimente mit  den  seco-
Progeldanamycinséure-Derivaten an die Streptomyces hygroscopicus var. geldanus Block-
Mutante K390-61-1 lieferten allerdings keine Information Uber die Flexibilitdt der
Amidsynthase GdmF, was auf die geringe Stabilitdt und schlechte Membrangangigkeit der
Substrate zuriickgefiihrt werden konnte. Die Umsetzung der seco-Progeldanamycinsaure-
Derivate mit heterolog exprimierter Amidsynthase GdmF zeigte, dass die Amidsynthase
fortgeschrittene, verdnderte, komplexe Biosyntheseintermediate akzeptiert und zum
Makrolactam transformiert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der mutasynthetische Ansatz zur Herstellung neuer
Geldanamycin-Derivate mit AHBA-Analoga untersucht. Eine breite Substratflexibilitat der
PKS-Maschinerie der S. hygroscopicus Block-Mutante K390-61-1 konnte festgestellt werden,
wobei 13 neuartige, im aromatischen System modifizierte Geldanamycin-Derivate erhalten
wurden. Die Untersuchungen der antiproliferierenden Aktivitaten und Hsp90 inhibierenden

Eigenschaften gewahrten weiterfiihrende Einsichten in Struktur-Aktivitats-Beziehungen.



Abstract

Jekaterina Hermane

Synthetic and mutasynthetic approaches towards new Hsp90 inhibitors

Key words: heat shock protein 90 (Hsp90), geldanamycin, amide-synthase, mutasynthesis

The heat shock protein 90 (Hsp90) is one of the most abundant cellular chaperone proteins. Its
function as molecular chaperone is the correct folding and maturation of so called client
proteins. The most of its known clients are protein kinases or transcription factors that are
essential for the formation and progression of cancer. Geldanamycin is a potential Hsp90
inhibitor that binds to the N-terminal ATP-binding domain of Hsp90 and inhibits its ATP-
dependent chaperone activity. That results in degradation of many oncogenic client proteins
essential for cancer cells. Despite its anti-cancer potential in vitro, the clinical use of
geldanamycin was not considered due to strong side effects.

In the first part of this thesis three seco-progeldanamycin acid derivatives were synthesized.
These substrates were used for the studies towards the flexibility of the amide synthase
GdmF, which is responsible for the macrolactamisation in the biosynthesis of Geldanamycin.
The developed total synthetic strategy was also successfully employed for the synthesis of the
progeldanamycin derivative. The feeding experiments with seco-progeldanamycin acid
derivatives to the mutant strain of Streptomyces hygroscopicus var. geldanus K390-61-1 did
not provide satisfying information on the flexibility of the amide synthase, probably because
of instability or poor membrane permeability of the substrates. The implementation of the
seco-progeldanamycin acid derivative with heterologously expressed amide synthase showed,
that GdmF accepts these kind of complex modified biosynthetic intermediates and transforms
them to the corresponding macrolactams.

In the second part of this work the mutasynthetic approach towards new geldanamycin
derivatives using AHBA-analogous were examined. Wide substrate flexibility of the PKS-
machinery of S. hygroscopicus mutant strain K390-61-1 was encountered and 13 new
geldanamycin derivatives in the aromatic unit modified were obtained. The evaluation of their
antiproliferative activities as well as Hsp90 inhibitory properties provided new knowledge

about structure-activity relationships.
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2. Einleitung

Kaum eine Krankheit ist mit so vielen Angsten verbunden wie Krebs. Laut Angaben des
Robert-Koch-Institutes erkranken jahrlich in Deutschland etwa 480.000 Menschen neu an
Krebs. Da das Risiko, an Krebs zu erkranken, mit dem Alter zunimmt, gehen Experten vor
dem Hintergrund des demographischen Wandels davon aus, dass die Zahl der Erkrankungen
bis zum Jahr 2030 um 50 % steigen wird. ' Doch in den heutigen Zeiten ist eine
Krebsdiagnose langst kein Todesurteil mehr. Dank bedeutender Fortschritte in Diagnose und
Therapie kann Krebs heute viel besser behandelt werden.

Trotzdem bleibt die Krankheit immer noch eine Herausforderung fur Mediziner und
Naturwissenschaftler. Die klassische Chemotherapie wirkt relativ unspezifisch als Zellgift
und tétet nicht nur die Krebszellen sondern auch die gesunden Zellen ab. Zusatzlich treten
sehr oft Resistenzen gegen Medikamente auf. Resistente Zellen pumpen beispielsweise die
Chemotherapeutika direkt wieder aus den Zellen heraus, oder die Zellen reparieren gezielt die
Schaden in der DNA, die von dem Medikament verursacht wurden.® Hat ein Tumor erst
einmal eine Resistenz gegen eine klassische Chemotherapie entwickelt, ist er meist auch
gegen andere Chemotherapeutika unempfindlich. Daher ist die Suche nach neuen, spezifisch
wirksamen und besser vertraglichen Arzneimitteln fir die gezielte Krebstherapie, nach wie

vor hochst aktuell.

2.1. Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) in der Krebstherapie

2.1.1. Funktionen der Hitzeschockproteine

Bakterien sowie eukaryotische Zellen reagieren auf eine Temperaturerhbhung mit der
Synthese einer bestimmten Klasse von Proteinen, die fiir das Uberleben der Zelle unter diesen
extremen Bedingungen notwendig sind. Dieses Phdnomen wurde zuerst im Jahre 1962
beschrieben und Hitzeschock-Antwort genannt. * Zusétzlich wird die Uberexpression von
diesen sogenannten Hitzeschockproteinen durch Hypoxie, niedrige pH-Werte oder
Né&hrstoffkonzentrationen und UV-Bestrahlung stimuliert. Viele Hitzeschockproteine bilden

! Pressemitteilung des Robert Koch-Instituts, Krebs in Deutschland,
http://www.rki.de/DE/Content/Service/Presse/Pressemitteilungen/2012/01_2012.htmL, [Stand: 21.02. 2012],
Abruf: 21.08.2013.

%3) C. P. J. Vendrik, J. J. Bergers, W. H. De Jong, P. A. Steerenberg, Cancer Chemother. Pharmac. 1992, 29, 6,
413-429; b) H. van den Berg, J. N. van den Anker, J. H. Beijnen, Cancer Treat. Rev. 2012, 38, 3-26.

® F. Ritossa, Experientia 1962, 18, 571-573.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22C.+P.+J.+Vendrik%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22J.+J.+Bergers%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22W.+H.+De+Jong%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22P.+A.+Steerenberg%22
http://link.springer.com/journal/280
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305737211000594
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305737211000594
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305737211000594
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03057372
http://link.springer.com/search?facet-author=%22F.+Ritossa%22
http://link.springer.com/journal/18
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mehrmolekulare Komplexe, die als molekulare Chaperone bezeichnet werden, welche an dem
Transport, der korrekten Faltung und Reifung von Client-Proteinen beteiligt sind. Sie
schutzen Proteine unter Anderem vor Denaturierung und Aggregation. Hitzeschockproteine
unterscheiden sich in ihrer Zelllokalisierung und ihren Funktionen. Die S&ugetier-
Hitzeschockproteine sind in mehrere Familien gemald ihrer molekularen Grof3e eingeteilt

worden: Hsp90, Hsp70, Hsp60 und Hsp40 und kleinere Hitzeschockproteine, wie Hsp27.*
2.1.2. Hitzeschockprotein 90 (Hsp90)

Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) ist eines der am h&ufigsten vorkommenden Proteine in
der Zelle und macht unter normalen physiologischen Bedingungen etwa 1-2 % des gesamten
l6slichen Zellproteins aus. Unter Stress kann dieser Anteil 4-6 % erreichen. Hsp90
unterscheidet sich von anderen Chaperonen, wie z. B. dem Hsp70 dadurch, dass es weniger
fur die Faltung von neusynthetisierten Proteinen zustandig ist. Die meisten Hsp90-Client-
Proteine sind bereits nahezu volistandig gefaltet und werden durch eine subtile
Konformationsanderung in die aktive Konformation tiberfiihrt.

In humanen Zellen existieren mehrere Isoformen von Hsp90 in verschiedenen
Kompartimenten der Zellen. Im Cytoplasma
wurden zwei Homologe gefunden: Hsp90a und
Hsp90B, die durch unterschiedliche Gene
kodiert sind, aber die gleichen konservierten
Domanen besitzen. Allerdings weisen die
Unterschiede in der Aminosduresequenz der
Hsp90-Isoformen  auf  mdogliche,  dafur
spezifische Funktionen hin.® Wahrend Hsp90p

konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert

wird, ist Hsp90o als die stressinduzierte

ATP

Isoform bekannt und scheint an vielen Abbildung 1: Struktur von Hsp90

zellularen Prozessen beteiligt zu sein.’ (NTD-N-terminale ATPase-Doméne (rot), MD-
Mittlere-Doméne  (grin),  CTD-C-terminale-

Hsp90 liegt im Cytosol als phosphoryliertes ~ Doméne (blau)) Ubernommen aus Nature. 2006,
440, 1013-1017.

*a)R. I. Morimoto,M. P. Kline, D. N. Bimston, J. J. Cotto, Essays Biochem 1997, 32, 17-29. b) F. U. Hartl, M.
Hayer-Hartl, Science 2002, 295, 1852-1858.

>L. H. Pearl, C. Prodromou, Annual Review of Biochemistry 2006, 75, 271-294.

®A. S. Sreedhar, E. Kalmér, P. Csermely, Y.-F. Shen, FEBS Letters 2004, 562, 11-15.

"a) G. Marcu, A. Chadli, I. Bouhouche, M. Catelli, L. M. Neckers, J. Biol. Chem. 2000, 275, 37181-37186;
b) M. G. Marcu, T. W. Schulte, L. Neckers, J. Nat. Canc. Inst. 2000, 92, 242-248. c) S. Chaudhury, T. R. Welch,
B. S. J. Blagg, ChemMedChem 2006, 1, 1331-1340.


http://flexikon.doccheck.com/de/Denaturierung
http://flexikon.doccheck.com/de/Aggregation
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579304002297
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579304002297
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579304002297
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16625188
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Homodimer vor, das zwei oder drei kovalent gebundene Phosphatmolekile auf jedem
Monomer enthdlt. Jedes Monomer besteht aus drei Hauptdoménen: die N-terminale ATPase-
Doméne, welche fiir die Bindung von ATP verantwortlich ist,® die Substrat-Bindungs-
Doméne, und die C-terminale-Domane, welche bei der Dimerisierung und bei der Bindung
anderer Co-Chaperone eine wichtige Rolle spielt (Abbildung 1).°

In der Abbildung 2 ist der Hsp90-Chaperon-Cyclus dargestellt. Das Client-Protein wird
zuné&chst vom Hsp40/Hsp70-Chaperon-Komplex gebunden. AnschlieRend erfolgt die Bindung
des Adapter-Proteins HOP und Hsp90, was zur Bildung des intermedidren Komplexes A
fuhrt. Im né&chsten Schritt wird durch die Bindung von ATP die Konformation des Komplexes
von der offenen zu der geschlossenen Form geandert, wobei der Hsp70/Hsp40-Komplex und
HOP freigesetzt werden. Die anschlieBende Bindung von weiteren Co-Chaperonen fihrt zu
dem aktiven Komplex B, welcher die Reifung der Client-Proteine Kkatalysiert. Ist die
Bindungstasche von ATP durch Hsp90-Inhibitoren blockiert, kénnen die Client-Proteine ihre
eigentliche Konformation nicht erlangen und es kommt zur Ubiquitinierung des Proteins und
zum Abbau durch das Proteasom (Abbildung 2).*

Maturierter
Komplex, B

aktive
Konformation

Client
> | Protei

CDC37
p23
Immunophilin
HARC

Intermedidrer HoP
Komplex, A
HSP40
Client K
hspao \Frotei L HSP70
/HSP| HsP

HSP70 [ 90 | 90 |

AH1

Ubiquitin Proteasom- Proteasom

abhangige Abbau

Q0
o »
03° o

Abbildung 2: Hsp90-Chaperon-Cyclus.

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

°C. Garnier, D. Lafitte, P. O. Tsvetkov, P. Barbier, J. Leclerc-Devin, J.-M. Millot, C. Briand, A. A. Makarov, M.
G. Catelli, V. Peyrot, J. Biol. Chem. 2002, 277, 12208-12214.

9y Fukuyo, C. R. Hunt, N. Horikoshi, Cancer Lett. 2010, 290, 24-35.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ladbury%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9230303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piper%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9230303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pearl%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9230303
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383509004996
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383509004996
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383509004996
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2.1.3. Hsp9o0 als Zielmolekul fur die Antikrebstherapie

HANAHAN und WEINBERG postulierten, dass die Transformation von normalen Zellen in
Krebszellen wesentliche Verdnderungen in der Zellphysiologie verlangt, einschliel3lich
Inhibition der Apoptose, permanentes Wachstum, Resistenz gegen wachstumshemmende
Signale, Metastasierung und Eindringen in fremde Gewebe, unbegrenzte Teilungsfahigkeit
und erhdhte Angiogenese.™* Wie in Tabelle 1 dargestellt ist, sind viele Hsp90-Client-Proteine
Proteinkinasen oder Transkriptionsfaktoren, die an den Signallbertragungsprozessen in der
Zelle beteiligt sind und somit eine wichtige Rolle fiir die Entstehung und Progression von
Krebs spielen.*? Die Hemmung von Hsp90 fiihrt zu der Degradierung von vielen onkogenen
Client-Proteinen. ** Dies macht Hsp90 zu einem interessanten Zielmolekil fiir die

Antikrebstherapie.

Tabelle 1: Onkogen Client-Proteins von Hsp90.

Oncogen Client-Proteins Funktion
Akt Kinase, IGF-1R Inhibition der Apoptose
HER2, KIT, MET unkontrolliertes Wachstum
MMP2, Urokinase Metastasierung
Telomerase unbegrenzte Teilungsfahigkeit
HIF, MET, src, VEGF Angiogenese
CDK4, CDK®, Cyclin D Resistenz gegen wachstumshemmende Signale

KIT, MET-Tyrosin Kinase Rezeptoren, HER-humane epidermale Wachstumsfaktor, CDK-Cyclin-abhangigen
Kinasen, VEGF-vaskular endothelial Wachstumsfaktor, HIF-Hypoxie induzierender Faktor, MMP-
Matrixmetalloproteinase, IGF-1R- Insulin Wachstumsfaktor-1-Rezeptor.

Dazu zeigten die Untersuchungen, dass Hsp90 in Tumorzellen hauptsachlich in einem Multi-
chaperonkomplex mit hoher ATPase-Aktivitdt und hoher Substrataffinitat vorkommt,
wohingegen es in normalen Zellen groRtenteils in latentem, unkomplexiertem Zustand
vorliegt (Abbildung 3). ** AuRerdem wird die Aktivitit des Hsp90 durch sogenannte

Co-Chaperone reguliert. Krebszellen, die einen hoheren Grad dieser Co-Chaperone besitzen,

' D. Hanahan, R. A. Weinberg, Cell 2000,100, 57-70.

23) W. Xu, L. Neckers, Clin. Cancer Res. 2007, 13, 1625-1629; b) A. Maloney, P. Workman, Expert Opin. Biol.
Ther. 2002, 2, 3-24; c) M. P. Goetz, D. O. Toft, M. M. Ames & C. Erlichman, Annals of Oncology 2003, 14,
1169-1176.

33) J. C. Young, I. Moarefi, F. U. Hartl, J. Cell Biol. 2001, 154, 267-273; b) W. B. Pratt, D. O. Toft, Endocr.
Rev. 1997, 18, 306-360; c) K. Richter, J. Buchner, J. Cell Physiol. 2001, 188, 281-290.

4P Workman, Trends Mol. Med. 2004, 10, 283-290.
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weisen eine hohere Aktivitdat von Hsp90 verglichen mit gesunden Zellen auf. Die onkogenen
Proteine, insbesondere, wenn diese mutiert vorliegen, sind stérker auf die Stabilisierung durch
Hsp90 angewiesen als andere zellulare Proteine. Die in vitro Tests zeigten, dass fir die
Zerstérung von Tumorgewebe eine geringere Konzentration der Hsp90-Inhibitoren als flr die

Zerstorung der normalen Zellen notwendig war.*®

Normale Zellen Normales Gewebe
freies Hspgo, geringe Affinitat

Niedrige Sensibilitat
fur Inhibitoren

Normale . .
Geringe Anreicherung

Freisetzun%

Akuter J Schwindende

Stress -
7. B. Hitze || Stresskonditionen

Ansammlung Von Hohe Sensibilitat
UbermaRige mutierten Proteinen fur Inhibitoren
_Anlagerung > Hohe Anreicherung
in Krebszellen

komplexiertes Hsp90, hohe Affinitat
Tumorzellen Fortgeschrittener Tumor

Abbildung 3: Hsp90 in Tumorzellen. Ubernommen aus Trends Mol. Med. 2004, 10, 283-290.

Das wichtigste onkogene Client-Protein des Hsp90 ist der Transkriptionsfaktor p53. Dieses
Protein ist ein Tumorsuppressor, dessen Aktivitdt das Tumorwachstum stoppen soll. Die
Funktion des Proteins p53 ist die Kontrolle des Zellcyclus am G1/S-Regulierungspunkt auf
die DNA-Schadigung. Wenn DNA-Schadigungen auftreten, kann p53 entweder die DNA-
Reparatur-Proteine aktivieren, oder die Apoptose, den programmierten Zelltod, induzieren,

wenn die DNA-Schaden nicht mehr zu reparieren sind. Es wurde festgestellt, dass p53 in

15 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.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Biamonte%2C+M+A&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Van+de+Water%2C+R&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Arndt%2C+J+W&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Scannevin%2C+R+H&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Perret%2C+D&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Lee%2C+W&qsSearchArea=author

Einleitung 8

ungefahr der Halfte aller menschlichen Krebsfalle mutiert vorliegt oder nicht vorhanden ist.*®
BLAGOSKLONNY konnte demonstrieren, dass die Behandlung mit Hsp90 Inhibitoren zur
Destabilisierung des mutierten Proteins p53 fiihrte, wobei die normale transkriptionelle
Aktivitat des Wildtyp-Proteins p53 wiederhergestellt wurde.*’

Zusammenfassend ermdglicht die Hsp90-Inhibition die simultane Unterbrechung vieler
Signalwege, die zur Entstehung und Progression von Krebs fiihren. Dadurch stellt eine
Hsp90-Inhibition indirekt eine Multi-Target-Antitumortherapie dar.

Auch andere Krankheiten koénnten durch die falsche Proteinfaltung verursacht werden.
Besonders deutlich wird dies bei spezifischen Proteinfaltungskrankheiten wie den Prion-
Erkrankungen, dem Huntington Syndrom oder Morbus Alzheimer.'® Die Hauptursache von
neurodegenerativen Erkrankungen und der Prionkrankheit ist die Anhdufung falsch gefalteter
Proteine, sodass Amyloidablagerungen auftreten. Hitzeschockproteine spielen dabei eine
wichtige Rolle. Es wurde festgestellt, dass die Hsp90-Inhibierung den Hitzeschock-Faktor-1
(HSF-1) aktiviert, welcher die Produktion von Hsp70 und Hsp40 sowie anderer Chaperone
induziert, die wiederum die Disaggregation und den Abbau falsch gefalteter Proteine fordern.
Zusétzlich stabilisiert Hsp90 mutierte oder Uberaktivierte, neuronale Proteine und dadurch
steigt die Anhaufung toxischer Aggregate.'® Des Weiteres kénnte in Zukunft die Entwicklung
von Blut-Hirn-Schranke durchldssigen Hsp90-Inhibitoren ein neuer Therapieansatz zur

Behandlung der neurodegenerativen Erkrankungen werden.

2.2. Geldanamycin-Derivate als Hsp90 Inhibitoren

2.2.1. Biologische Wirkung der Geldanamycin-Derivate

Die erste Substanzklasse, die als Inhibitoren von Hsp90 identifiziert wurden, sind
Benzochinon-Ansamycin-Antibiotika. Zu dieser Familie gehdren Geldanamycin (1), das im
Jahr 1970 aus dem Baktrienstamm Streptomyces hygroscopicus var. geldanus var. nova
isoliert wurde, ® und seine Struktur-Analoga Herbimycin (2)?* und Macbecin (3), % die

zwischen 1970 und 1988 beschrieben wurden. AuRerdem wurden in den letzten Jahren drei

1T, M. Gottlieb, M. Oren, Biochim. Biophys. Acta 1996, 1287, 77-102.

M. V. Blagosklonny, J. Toretsky, L. Neckers, Oncogene 1995, 11, 933-939.

83) S. Chaudhury, T. R. Welch, B. S. J. Blagg, ChemMedChem 2006, 1, 1331-1340.

93) W. Luo, W. Sun, T. Taldone, A. Rodina, G. Chiosis, Molecular Neurodegeneration 2010, 5, 24; b) A.
Salminen, J. Ojala, K. Kaarniranta, M. Hiltunen, H. Soininen, Prog. Neurobiol. 2011, 93, 99-110.

?0C. Deboer, P.A. Meulman, R. J. Wunk, D. H. Peterson, J. Antibiot. 1970, 23, 442-447.

?13) S. Omura, Y Iwai, Y. Takahashi, N. Sarakane, A. Akagawa, H. Oiwa, Y. Hasegawa, T. Ikai, J. Antibiot.
1979, 32, 255-261; b) L. Z. Lin, G. Blasko, G. A. Gordell, J. Nat. Prod. 1988, 51, 1161-1165.

M. Muroi, K. Haibara, M. Asai, Tetrahedron 1981, 37, 1123-1130.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salminen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21056617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ojala%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21056617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaarniranta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21056617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hiltunen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21056617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soininen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21056617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21056617
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weitere an C-19 funktionalisierte Derivate 4-6 in der Fermentation von Streptomyces
hygroscopicus 17997 identifiziert (Abbildung 4).?® Diese Naturstoffe zeigten eine hohere
Antitumoraktivitat, welche zundchst durch die Inhibierung der Tyrosin-Kinase erklart wurde.

(0]
o-/ﬁw
H>
1 Ggldanamycin la Gelda_mamycin 2 Herbimycin (R= OMe)
(Chinonform) (Hydrochinonform) 3 Macbecin (R= H)
(Chinonform)
(0]

MeO

At O—<\l
4 R=SMe Hy

O OH
5 R= 2 % . * Die absolute Konfiguration
Me wurde noch nicht fesgestelit

Abbildung 4: Strukturen der Benzochinon-Ansamycin-Antibiotika.

Im Rahmen eines Screening-Programms nach antitumoral wirkenden Naturstoffen am
National Cancer Institut (NCI) zeigte Geldanamycin (1) eine starke Antitumoraktivitat, wobei
ein 50 %-ige Wachstumshemmung (Glsp) schon bei 13 nM Konzentration gegen die meisten
Zelllinien erreicht werden konnte.?* Im Jahr 1994 konnte die Arbeitsgruppe WHITESELL
zeigen, dass diese hervorragende antikanzirogene Wirkung mit der spezifischen Bindung des
Naturstoffes an Hsp90 verbunden ist.> Die nachfolgende Kritallstrukturanalyse des Hsp90-

Komplexes mit Geldanamycin (1) identifizierte, dass der Inhibitor an die N-terminale-

#3) S. Li, .S. Ni, L. Wu, L. Li, B. Jiang, H. Wang, G. Sun, M. Gan, J. Li, W. He, L. Lin, Y. Wang, S. Bai, S.
Si, J. Nat. Prod. 2013, 76, 969-973; b) X. Liu, J. Li, S. Ni, L. Wu, H. Wang, L Lin, W. He, Y. Wang, J. Antibiot.
(Tokyo) 2011, 64, 519-522; c¢) L. Lin, S. Ni, L. Wu, Y. Wang, Y. Wang, P. Tao, W. He, X. Wang, Biosc.
Biotechn. Biochem. 2011, 75, 2042-2045.

#]. G. Supko, R. L. Hickmann, M. R. Grever, L. Malspeis, Cancer Chemoth.Pharmacol. 1985, 36, 305-315.
|, Whitesell, E. G. Mimnaugh, B. Costa, C. E. Myers, L. M. Neckers, Proceedings of the National Academy
of Sciences 1994, 91,8324-8328.


https://www.jstage.jst.go.jp/AF06S010ShsiKskGmnHyj?chshnmHkwtsh=Ling+LIN
https://www.jstage.jst.go.jp/AF06S010ShsiKskGmnHyj?chshnmHkwtsh=LinZhuan+WU
https://www.jstage.jst.go.jp/AF06S010ShsiKskGmnHyj?chshnmHkwtsh=LinZhuan+WU
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Doméne des Hsp90 bindet und somit die Aktivitat der ATPase hemmt.?® Die Bindung von
Geldanamycin (1) an Hsp90 blockiert das Chaperon in seiner ADP-gebundenen
Konformation, sodass der ATP Cyclus angehalten wird. Infolge dessen lést sich das
ungefaltete Client-Protein von dem intermedidren Komplex und wird durch das Ubiqutin-
abhangige-Proteasom abgebaut. AulRerdem wird eine Deaktivierung und Destabilisierung des
(HIF)-1a induziert, was zur Apoptose fiihrt.

Die Affinitat von Geldanamycin (1) fur die ATP-Bindungstasche ist 100-fach hoher als die
von ATP. Die wichtigsten Wechselwirkungskontakte von ATP und Geldanamycin mit dem
Hsp90N Kristall sind in Abbildung 5 dargestellt. Geldanamycin (1) nimmt die so genannte
C-clamp-Konformation an, wobei der Benzochinonring sehr ahnliche Wechselwirkungen zum
ATP/ADP Phosphat-Riickgrat ausbildet und das Carbamat an C-7 Wasserstoffbriicken-

Bindungen von dem Purinsystem des ATPs imitiert.?’

a b

Thr171

Phel24

Phel24 Gly123

Lys98

Abbildung 5: Kristallstrukturen a) Hsp90 mit ATP b) Hsp90 mit Geldanamycin (1). Ubernommen aus J. Org.
Chem. 2013, 78, 5117-5141.

Obwohl Geldanamycins (1) in vitro ein hohes antikrebs-Potenzial aufweist, wurde die
klinische Anwendung des Wirkstoffes wegen schlechter pharmazeutischer Eigenschaften, wie

Lipophilie und Stabilitat, sowie hohes Hepatotoxizitat, welche mit dem Metabolismus des

% C. E. Stebbins, A. A. Russo, C. Schneider, N. Rosen, F. U. Hartl, and N. P. Pavletich, Cell 1997, 89, 239-250.
?’S. R. Roe, C. Prodromou, R. OBrien, J. E. Ladbury, P. W. Piper, L. H. Pearl, J. Med. Chem. 1999, 42,
260-266.
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Benzochinonsystemes verbunden ist, nicht zugelassen. Die hohe Lebertoxizitdt des
Geldanamycins (1) lasst sich zum einem durch die Bildung von reaktiven, schadigenden
Sauerstoffspezien, die bei der Ein-Elektronen-Reduktion des Benzochinons entstehen,
erklaren. Des Weiteren wurde die MiICHAEL-Addition von Glutathion (7) an das
Chinonsystem festgestellt, wodurch die Aktivitat als Radikalfangers in Leber deaktiviert wird
(Schema 1).%

CYP Reduktase o)

(@]
MeO oder
0 B5 Reduktase MeO o i
)j\ J\ reaktive .
N7 N7 Sauerstoffspezies
H H

NAD(P)H NAD(P)" W OH

OH
o)\
HN._O o
HS toxisch
"/NWOH
H 5 NH,
OH OH
HN_ _O
g o) o) HN._0 o o
T . ) waOH
H / N H
MeO o H, 0, 0,” MeO o NH,
NS Jiy
N 8 N

Schema 1: Metabolismus des Benzochinons.

Um wirksame und besser vertragliche Hsp90-Inhibitoren zu entwickeln, wurden weitere
Geldanamycin-Derivate semi-synthetisch hergestellt. Der Austausch der Methoxygruppe an
C-17 durch einen Allylaminorest demonstrierte eine verringerte Toxizitdt bei gleich
bleibender biologischer Aktivitat. 17-Allylamino-17-desmethoxygeldanamycin (17-AAG, 9)
befindet sich momentan in der Kklinischen Phase 3 in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika (Bortezomib) fiir die Behandlung von vielfachen Myeloma.?® Die groRten
Probleme, die wéhrend der Behandlung vorkommen, sind die geringe Loslichkeit in Wasser,

wodurch die orale Bioverfligbarkeit beschrankt wird. Um diese Probleme zu umgehen, wurde

% \W. Guo, P. Reigan, D. Spiegel, D. Ross, Drug Metab. Dispos. 2008, 36, 2050-2057.

#2) 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; b) S. Moadi, A. T. Stopeck, M. S. Gordon, D. Mendelson, D. B. Solit, R. Bagatell, W. Ma, J.
Wheler, N. Rosen, L Norton, J. Clin. Oncol. 2007, 25, 5410-5417.
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17-(2-Dimethylaminoethyl)amino-17-desmethoxygeldanamycin (17-DMAG, 10) entwickelt,
das zum einen eine starke Hsp90-Inhibition und zum anderen eine bessere L&slichkeit in
Wasser durch die Bildung eines Ammoniumsalzes des Amin-Restes aufzeigt. Jedoch wurde
die weitere klinische Entwicklung des Derivates 10 wegen der hohen Lebertoxizitat nicht
weiter verfolgt.*® Ein weiteres semisynthetisch hergestelltes Geldanamycin-Derivat, welches
sich in der klinischen Phase 2 als oral verabreichtes Medikament befindet, ist 17-Amino-17-
desmethoxygeldanamycin (17-AG, 11) (Abbildung 6).*

oJﬁu
H,

17-AAG, 9 17-DMAG, 10

Abbildung 6: Strukturen der Geldanamycin-Derivate 9, 10 und 11.

Um die pharmazeutischen Mangel des 17-AAG 9 zu umgehen, sollte das Chinonsystem in das
entsprechende Hydrochinon umwandelt werden. Die Protonierung des 17-Stickstoffatoms
stabilisiert das Hydrochinon als ein Salz und vergroRert die Loslichkeit in Wasser. Es konnte
auch demonstriert werden, dass das freie Hydrochinon im Vergleich mit 17-AAG 9 der
starkere Hsp90-Inhibitor ist. Das Geldanamycin-Derivat 12 befindet sich zurzeit in der
klinischen Phase 2 fur Patienten mit fortgeschrittenem nichtkleinzelligen Lungenkarzinom
und Brustkrebs.*> Um die potenziellen, mit dem Benzochinon-System verbundenen Probleme
zu umgehen, haben die Forscher eine interessante Klasse von Phenol-Ansamycin-

Inhibitoren 13, 14 entwickelt, welche durch die biosynthetische Gentechnologie hergestellt

¥03) 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; b) E. R. Glaze, A. L. Lambert, A. C. Smith, J. G. Page, W. D.
Johnson, D. L. McCormick, A. P. Brown, B. S. Levine, J. M. Covey, M. J. Egorin, Cancer Chemother.
Pharmacol. 2005, 56, 637-647.

$12) 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.

2], R. Porter, J. Adams, R. Ahn, V. Ammoscato, B. Arsenault, B. C. Austad, G. Baker, J. Basuki, M. R. Booth,
M. J. Campbell, B. Carter, M. Curtis, K. Depew, M. A. Douglas, J. Ge, L. Grenier, J. Helble, J. Henderson, N.
Goltz, D. lonescu, L. Kott, J. T. Kropp, J. Lee, K. Li, B. Maurer, D. Mayes, R. H. Pak, J. Piotrowski, J. R. Porter,
D. Rusch, G. E. Sylvester, S. Wong, J. Wright, Drug Development Research 2010, 71, 429-438.
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wurden. Die Phenol-Derivate befinden sich zurzeit in der praklinischen Phase der
Entwicklung (Abbildung 7).%

IPI-504, 12 13

Abbildung 7: Strukturen der Geldanamycin-Derivate 12, 13 und 14.

2.2.2. Geldanamycin Biosynthese

Der Biosyntheseweg des Geldanamycins (1) wurde in der Arbeitsgruppe von HUTCHINSON
aufgeklart und ist in Abbildung 8 zusammengefasst.** Die Beschreibung der Biosynthese
kann in zwei Abschnitte unterteilt werden: a) in die Biosynthese des aromatischen Kerns und
b) in die Biosynthese der Ansa-Kette. Die Synthese des mC;N-Startbausteins 3-Amino-5-
hydroxybenzoeséure (15) erfolgt ber eine Variante der Shikimat-Biosynthese von UDP-
Glucose (16), wobei die Amino-Gruppe (iber die Bildung von Kanosamin eingefiihrt wird.*
Der Aufbau der aliphatischen Kette wird durch den groflen Multi-Enzymkomplex einer

bakteriellen, modularen Polyketidsynthase (PKS, Typ I) katalysiert.

*3) M. Q. Zhang, S. Gaisser, M. Nur-E-Alam, L. S. Sheehan, W. A. Vousden, N. Gaitatzis, G. Peck, N. J.
Coates, S. J. Moss, M. Radzom, T. A. Foster, R. M. Sheridan, M. A. Gregory, S. M. Roe, C. Prodromou, L.
Pearl, S. M. Boyd, B. Wilkinson, C. J. Martin, J. Med. Chem. 2008, 51, 5494-5497. b) 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.
Timmermans, S. Murli, G. W. Ashley, J. Med. Chem. 2009, 52, 1518-1521.

#3a) 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.

¥ C.-G. Kim, A. Kirschning, P. Bergon, P. Zhou, E. Su, B. Sauerbrei, S. Ning, Y. Ahn, M. Breuer, E. Leistner,
H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 7486-7491.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Foster%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sheridan%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gregory%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roe%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prodromou%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pearl%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boyd%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilkinson%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18800759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Timmermans%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ashley%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://aem.asm.org/search?author1=Andreas+Rascher&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Zhihao+Hu&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Greg+O.+Buchanan&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=Ralph+Reid&sortspec=date&submit=Submit
http://aem.asm.org/search?author1=C.+Richard+Hutchinson&sortspec=date&submit=Submit
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Abbildung 8: Geldanamycin-Biosynthese in Streptomyces hygroscopicus.

ACP = Acyl-Carrier-Protein; KS = Ketosynthase; AT = Acyltransferase; DH = Dehydratase;
ER = Enoylreduktase; KR = Ketoreduktase.

Nach der Ubertragung der Starteinheit auf das Acyl-Carrier-Protein (ACP) wird das
polyketidische Kohlenstoff-Grundgeriist in sieben Verlangerungsschritten durch den Einbau
von einem Acetat-, vier Propionat- und zwei ungewohnlichen Glycolat-Einheiten aufgebaut.
Die Amidsynthase GdmF Kkatalysiert die Abspaltung der Polyketid-Kette und die
Makrolactambildung zum Progeldanamycin (17). Das biologisch aktive Geldanamycin wird
nach finf post-PKS-Modifikationen gebildet: Oxidation an C-17 (GdmL), Oxidation an C-21
(GdmM), Dehydrogenierung an C4-C5 (GdmP), Carbamoylierung an C-7 (GdmN) und
O-Methylierung an C-17 (noch unbekanntes Enzym).*

Die Abfolge der post-PKS-Schritte wurde in mehreren Forschungsgruppen untersucht. In der
Arbeitsgruppe HoNG wurde die folgende Reihenfolge postuliert. Zuerst findet die Oxidation
an C-17 mit anschlieRender O-Methylierung statt, dann erfolgt die Oxidation an C-21, wobeli
die spontane Oxidation zum Chinon ablduft. Im néachsten Schritt soll die Carbamoylierung an
C-7 stattfinden und als letztes wird die C4-C5 Bindung dehydrogeniert. Diese Hypothese
konnte durch Experimente mit den Mutanten Streptomyces hygroscopicus subsp.
duamyceticus JCM4427, welche unféhig ist die Carbamoylierung an C-7 durchzufiihren,
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nachgewiesen werden. Aus der Fermentation dieser Blockmutante konnten zweli
Geldanamycin-Derivate 18, 19 isoliert werden, welche anschlieBend an den Bakterien, deren
post-PKS-Enzyme vollstandig aktiv waren, verfittert wurden. Geldanamycin (1) und
4,5-Hydrogeldanamycin (20) konnten isoliert werden. Damit wurde postuliert, dass die
Carbamoylierung nach der Oxidation des Benzolrings zum Chinon stattfindet.*® Ahnliche
Ergebnisse lieferte auch die Arbeitsgruppe Ni. Allerdings wurde bei der Verfutterung der
Derivaten 18 und 19, nur Derivat 19 von den Bakterien angenommen und zum
Geldanamycin (1) prozessiert. Dies bedeutet, dass die Carbamoylierung vor der Oxidation der
C4-C5-Bindung stattfinden muss, da das Derivat 18, welches schon die Doppelbindung

enthalt, nicht carbamoyliert wurde (Schema 2).%

MeO

Mutante mit aktiven
post-PKS-Enzymen

0—/%
H,

20,C, ;= DB
1

Schema 2: Untersuchung der post-PKS-Modifikationen durch mutasynthetische Experimente.

Jedoch zeigten mutasynthetische Experimente mit dem Bakterienstamm Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus K390-61-1, welcher in der Biosynthese des Startbausteins
AHBA 15 blockiert ist, dass die Carbamoylierung an C-7 als erster post-PKS-Schritt
stattfindet, da bei der Verfltterung von unterschiedlichen AHBA-Analoga kein Produkt ohne
Carbamatfunktion detektiert wurde. Zusétzlich konnte in dem Fitterungsexperiment mit
Benzylalkohol 21 die Reinfolge aller post-PKS-Enzyme festgestellt werden. Nach der
Carbamoylierung erfolgt die Oxidation an C-17. Anschliefend wird die C4-C5 Bindung
oxidiert. Des Weiteren findet die Methylierung der Hydroxygruppe an C-17 statt und
abschlieRend erfolgt die Oxidation an C-21 (Schema 3).%

%32) 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. H. Lee, W. C. Kim, K. Lee, 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, J. Antibiot. 2010,63, 623-625.

%3, Eichner, T. Eichner, H.G. Floss, J. Fohrer, E. Hofer, F. Sasse, C. Zeilinger, A. Kirschning, J. Am. Chem.
Soc.2012, 134, 1673-1679.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hong%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeong%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sohng%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paik%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15355082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18600054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18600054
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HO
K390-61-1 c-17
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J C4-C5
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Schema 3: Fiitterung von Benzylalkohol 21.

2.2.3. Struktur-Aktivitats-Beziehungen des Geldanamycins

Fur die rationale Erzeugung modifizierter Verbindungen mit verbessertem Wirkprofil sind
Kenntnisse des Einflusses der Struktur auf die zytotoxische Aktivitat von grolem Interesse.
Die Struktur-Aktivitats-Studien wurden an insgesamt mehr als 500 synthetisch und
mutasynthetisch dargestellten Geldanamycin-Derivaten durchgefiihrt.>® Einen Uberblick tiber

die gesammelten Erkenntnisse ist in Abbildung 9 dargestellt.

%2)J. Franke, S. Eichner, C. Zeilinger, A. Kirschning, Nat. Prod. Rep. 2013, 10, 1299-1323; b) J. L. Janin, J.
Med. Chem. 2005, 48, 7503-7510.


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJana%20Franke
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASimone%20Eichner
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ACarsten%20Zeilinger
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AAndreas%20Kirschning
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Chinon/Hydrochinon System
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Abbildung 9: Struktur-Aktivitats-Beziehungen im Geldanamycin (1).

Es konnte festgestellt werden, dass Geldanamycin eine Vielzahl an Struktur-Modifizierungen
toleriert. Das Vorhandensein des Carbamats an C-7 stellte sich als entscheidend heraus, da
dieses mit dem Asp79-Carboxylrest in der Bindungstasche des Hsp90 wechselwirkt.?>?
Variationen im C15-C8-Teil der Struktur haben keinen bedeutenden Einfluss auf die
biologische Aktivitat, ebenso das Substitutionsmuster am aromatischen Ring. Hingehen fuhrte
die Alkylierung des Lactam-Stickstoffatoms sowie die Entfernung des Substituentes an C-6
zu einem Verlust an Zytotoxizitat.

Trotz der intensiven Forschung an diesen Substanzen ist es bislang nicht gelungen, einen der
Naturstoffe erfolgreich durch die verschiedenen klinischen Phasen der Medikamentzulassung
zu bringen. Es erscheint also sinnvoll, durch weitere Modifizierungen mdégliche neue Analoga
herzustellen, die Struktur-Aktivitats-Studien ermdoglichen und zu neuen Strukturen mit

besseren pharmakologischen Eigenschaften fiihren.
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2.3. Mutasynthese

Waéhrend die Naturstoffe eine wichtige Rolle bei der Medikamententwicklung spielen, wiesen
die Derivate dieser Wirkstoffe haufig bessere pharmakologische Eigenschaften und weniger
Nebenwirkungen auf. Deswegen ist die Herstellung neuer Naturstoff-Analoga nach wie vor
hocht aktuell.

Fur die Darstellung von neuen Derivaten werden verschiedene Verfahren angewendet.
Totalsynthetisch  dargestellte Naturstoffe konnen durch kleine Veranderungen der
Syntheseroute zu Derivaten fihren. Ein gutes Beispiel ist das Epothilon-Derivat
ZK-EPO 27. *° Allerdings bleibt die klassische Totalsynthese wegen der strukturellen
Komplexitat der Naturstoffe eine Herausforderung und fiihrt selten zur Herstellung
ausreichender Mengen des Wirkstoffes fir klinische Anwendungen und zum Erzeugen von
Naturstoff-Bibliotheken fur die Struktur-Aktivitats-Studien. Auch die haufig fir die
Derivatisierung von Naturstoffen angewendete Semisynthese ist durch die vielen
funktionellen Gruppen des Naturstoffes beschrénkt. Eine alternative Methode stellt die
Verwendung von Mikroorganismen, die sekunddre Metaboliten produzieren dar. Ein
berihmtes und klassisches Beispiel ist das Antibiotikum Erythromycin A (28), welches von
Streptomyces  erythreus (heute  Saccharopolyspora erythraea) produziert  wird
(Abbildung 10).*

OH

ZK-EPO, 27

Erythromycin A, 28

Abbildung 10: Strukturen des Epothilon-Derivates ZK-EPO (27) und Erythromycins A (28).

Eine der altesten Strategien, um neue sekundére Metaboliten fermentativ zu erzeugen, ist die
vorlauferdirigierte Biosynthese. Hier wird die Biosynthesemaschinerie eines natlrlich

vorkommenden Produzenten (Wildtyp) genutzt. Die Verfutterung der Analoga des natiirlichen

“OU. Klar, B. Buchmann, W. Schwede, W. Skuballa, J. Hoffmann, R. B. Lichtner, Angew. Chem. Int. Ed. 2006,
45, 7942-7948; Angew. Chem. 2006, 118, 8110-8116.

*1a) S. Donadio, L. Katz, Gene 1992, 111, 51-60; b) J. Hamedi, F. Malekzadeh, A. E. Saghafi-nia, J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. 2004, 31, 447-756.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/037811199290602L
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/037811199290602L
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Vorldufers zu den Kulturen fihrt zu einem Gemisch aus naturlichen und unnattrlichen
Naturstoffderivaten. Allerdings wird das gewilnschte neue Naturstoffderivat wegen
Vorlauferkonkurrenz nur in geringer Ausbeute produziert, wodurch eine aufwendige
Reinigung und Isolierung nétig wird.*

Eine weitere Methode zur Gewinnung bioaktiver Substanzen ist die Mutasynthese.*® Hier
werden statt Wildtyp-Produzenten genetisch verdnderte Organismen, die in der Biosynthese
an einer bestimmten Stelle blockiert sind, verwendet. In diesem Fall werden nur synthetische
Analoga des Vorlaufers von den Biosynthese-Enzymen akzeptiert und zu den neuen

Naturstoffderivaten umgesetzt (Abbildung 11).

I Biosynthese VON Naturstoffen Il Mutasynthese

mutierter Organismus
b

a c d
A * * *
AaBchDdE #»_rc_»D_»E
B'k

Wildtyp-Organismus

) N . i von rli 4 *
Il vorlauferdirigierte Biosynthese Zuftitterung unnatiiriichem Vorlaufer B

Wildtyp-Organismus

AL Lo S o4 E

B* C* D* E*

Zufutterung VON unnaturlichem Vorlaufer B*

Abbildung 11: Biosynthetische Konzepte zur Darstellung von Naturstoffderivaten.

Mittlerweile hat sich die Mutasynthese zu einem eleganten Ansatz fir die Herstellung von
Bibliotheken struktureller Derivate pharmakologisch interessanter Naturstoffe entwickelt.**
Im Falle des Geldanamycins (1) konnten bereits diverse Derivate auf diesem Weg erzeugt
werden, wobei die Blockmutante, welche in der Biosynthese des Startbausteins AHBA 15

blockiert ist, verwendet wurde.*> 3

“23) R. Traber, H. Hofmann, H. Kobel, J. Antibiot. 1989, 42, 591-597; b) H. Kobel, R. Traber, J. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 1982, 14, 237-240. ¢) P. A. S. Lowden, G. A. Béhm, S. Metcalfe, J. Staunton, P. F.
Leadly, ChemBioChem 2004, 5, 535-538.

“*K. L. Rinehardt, Pure Appl. Chem. 1977, 49, 1361-1384.

*a) S. Weist, R. D. Siissmuth, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2005, 68, 141-150; b) A. Kirschning, F. Taft, T.
Knobloch, Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 3245-3259; ¢) K. Weissman, Trends Biotechnol. 2007, 25, 139-142.

®2) 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. C. Hong,
ChemBioChem 2007, 8, 1491-1494; b) 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. Timmermans, S. Murli, G. W. Ashley, J. Med. Chem.
2009, 52, 1518-1521; ¢) S. Eichner, H. G. Floss, F. Sasse, A. Kirschning, ChemBioChem 2009, 10, 1801-1805.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Menzella%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tran%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carney%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau-Wee%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galazzo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reeves%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carreras%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mukadam%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhong%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Timmermans%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ashley%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19231864
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Eine erweiterte Variante der Mutasynthese stellt die Chemobiosynthese dar. Hier werden die
chemisch synthetisierten fortgeschrittenen Biosyntheseintermediate zu den Kulturen
supplementiert, so dass Derivatisierungen des Naturstoffes in vielféltigen Positionen méglich
sind. “® Alternativ konnten die Enzyme aus Biosynthesewegen heterolog Uberexprimiert
werden und mit Vorlaufer-Molekdlen in vitro zum Naturstoffderivate umgesetzt werden.

Die Verwendung von Enzymen in der Synthese ermdglicht die Reaktionen unter milden
Reaktionsbedingungen, bei Atmosphérendruck und in wassrigen Medien bei neutralem
pH-Wert durchzufuhren. Die besondere Stdarke von Biotransformationen liegt jedoch in der
meist hohen Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat der katalysierten Reaktionen, wodurch die
Verwendung von Schutzgruppen Uberflissig und damit die Herstellung neuer komplexer
Naturstoffderivate vereinfacht wird.*” Deswegen wurde die unmittelbare Nutzung solcher
Enzyme als ,chemische Werkzeuge* fir anspruchsvolle Transformationen, wie
Makrocyclisierungen, in letzter Zeit vielfach untersucht.*®

Im Jahr 2005 berichtete SCHERMAN Uber die Anwendung einer Thioesterase CrpTE fir die
Makrolactonisierung in der Synthese neuer Derivate des Anti-Tumor-Wirkstoffes
Cryptophycin.*® Um eine Akzeptanz der synthetisierten seco-Vorlaufer zu erhéhen, wurden
diese als N-Acetylcysteamin-Thioester (SNAC-Ester) synthetisiert. Der SNAC-Rest stellt ein
Mimetikum fur die Phosphopantetheinyl-Gruppe eines ACP dar, wodurch eine hohere
Akzeptanz dieser Substrate bei den Enzymen sowohl in vitro als auch in vivo erreicht werden
kann.*® Die Inkubation der SNAC-Ester 29a-d mit der Thioesterase CrpTE zeigte die hohe
Effizienz des Enzyms fir Makrocyclisierung im Vergleich zur einfachen Hydrolyse. Neben
kinetischen Studien wurde auch die Substratspezifitdt der Thioesterase untersucht. Diese
zeigte eine Flexibilitdt in der seco-Cryptophycin [-Alanin-Einheit, aber strenge
Strukturvoraussetzungen der Phenylgruppe im Westfragment des Molekiils (Schema 4).°!
Spéter wurde gezeigt, dass die Cryptophycin-Thioesterase auch viele andere Variationen in

seco-Cryptophycin Grundgertst toleriert, wobei die interessanteste Modifikation die

“3)J. R. Jacobsen, C. R. Hutchinson, D. E. Cane, K. Khosla, Science, 1997, 277, 367-369; b) K. Harmrolfs, M.
Brinjes, G. Dréager, H. G. Floss, F. Sasse, F. Taft, A. Kirschning, ChemBioChem 2010, 11, 2517-2520; c) C. J.
B. Harvey, J. D. Puglisi,V. S. Pande, D. E. Cane, C. Khosla, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 12259-12265.

“"B. G. Davis, V. Boyer, Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 618-640.

“®2) M. Wang, H. Zhou, M. Wirz, Y. Tang, C. N. Boddy, Biochemistry 2009, 48, 6288-6290; b) A. Pinto, M.
Wang, M. Horsman, C. N. Boddy, Org. Lett. 2012, 14, 2278-2281.

*D. Panda, R. H. Himes, R. E. Moore, L. Wilson, M. A. Jordan, Biochemistry 1997, 36, 12948-12953.

%S, Yue, J. S. Duncan, Y. Yamamoto, C. R. Hutchinson, J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 1253-1255.

17, Q. Beck, C. C. Aldrich, N. A. Magarvey, G. I. Georg, H. D. Sherman, Biochemistry 2005, 44, 13457-
13466.
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Schema 4: Die von der Thioesterase CprTE katalysierte Makrocyclisierung.

Verwendung von mobilisierten Substraten statt SNAC-Ester war. Damit konnte die
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Zusammenfassend wird deutlich, dass mit einem tieferen Verstandnis der Biosynthese von
komplexen, sekundaren Metaboliten und der Entwicklung von Werkzeugen der Gen-
Sequenzierung und Manipulation eine neue Epoche in der Synthese der Naturstoffderivate,

er6ffnet wurde. >

2\W. Seufert, Z. Q. Beck, D. H. Sherman, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 9298-9300; Angew. Chem. 2007,
119, 9458-9460; b) N. A. Magarvey, Z. Q. Beck, T. Golakati, Y. Ding, U. Huber, T. K. Hemscheidt, D. Abelson,
R. E. Moore, D. H. Sherman, ACS Chem. Biol. 2006, 1, 766-779.

*%3) A. Kirschning, F. Hahn, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 4012-4022; Angew. Chem. 2012, 124, 4086-4096:

b) F. Taft, S. Eichner, T. Knobloch, K. Harmrolfs, J. Hermane, A. Kirschning, Synlett 2012, 23, 1416-1426.
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3. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Darstellung von neuen Geldanamycin-Derivaten, die zum einen
Derivatisierungen im aromatischen System und zum anderen Derivatisierungen in den
aliphatische Kette haben. Dabei soll die Kombination von chemischer Synthese mit
Mutasynthese verwendet werden. Die so erhaltene Geldanamycin-Derivate werden zur
Bestimmung von Struktur-Aktivitats-Beziehungen dienen, auf deren Grundlage eine
Entwicklung von neuen Hsp90-Inhibitoren mit verbessertem Wirkpotenzial ermdglicht

werden kann.

3.1. Synthese der SNAC-Ester von den seco-Progeldanamycin-Derivate

Der erste Teil der Arbeit soll sich mit der Untersuchung der Substratflexibilitdt der
Amidsynthase GdmF, die die Makrolactamisierung in der Biosynthese von Geldanamycin
katalysiert, befassen. Dafur sollen die SNAC-Ester der seco-Progeldanamycinséure-
Derivate 32 totalsynthetisch hergestellt und in die mutasynthetischen Experimente mit der
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus Block-Mutante K390-61-1 eingesetzt werden,
wobei neue Geldanamycin-Derivate 33 gebildet werden sollen. Zusétzlich sollen die
Enzymtests mit der heterolog exprimierten und isolierten Amidsynthase GdmF durchgefihrt

werden, wobei neue Progeldanamycin-Derivate 34 gebildet werden sollen (Schema 5).

K390-61-1

Schema 5: Geplante Untersuchung der Substratflexibilitat der Amidsynthase GdmF.
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In Zukunft soll die Amidsynthase GdmF als komplementierendes Werkzeug zur

Makrolactamisierung in der Totalsynthese anderer Naturstoffe verwendet werden.

3.2.  Mutasynthese von AHBA-Analoga.

In dem zweiten Teil der Arbeit sollen verschiedene Analoga des natirlichen Startbausteines
AHBA 15 hergestellt und an die Bakterien verfuttert werden, um einerseits eine Information
Uber die Substratflexibilitat der Streptomyces hygroscopicus var. geldanus Block-Mutante
K390-61-1 zu bekommen und andererseits neue Geldanamycin-Derivate zu isolieren. Der
Fokus soll dabei auf den fluorierten und heterocyclischen Mutasynthonen liegen (Schema 6).

Schema 6: Geplante Futterungsexperimente mit AHBA-Analoga.

Zusétzlich sollte die Akzeptanz und biologische Transformationen von unterschiedlichen
Hydroxylaminen und Hydrazin-Derivaten untersucht werden, wodurch ein Zugang zu neuen
20-gliedrigen Geldanamycin-Derivaten mit veranderter biologischer Aktivitat ermdglicht

werden kann (Schema 7).

X -61-
@%\ “YH K390-61-1

P >
OOH

X, Y =N oder O

Schema 7: Geplante Fiitterungsexperimente mit Hydroxylamin- und Hydrazin-Derivaten.
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4. Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse

4.1. Synthese von seco-Progeldanamycinsaure Derivaten

4.1.1. Vorarbeiten

Fur die Synthese der SNAC-Ester von seco-Progeldanamycinséure-Derivate sollte auf die
vorherigen Arbeiten von MONIKA VOGT und SASCHA CEYLAN zurlickgegriffen werden, die
die Synthese des stark vereinfachten SNAC-Esters von seco-Progeldanamycinsdaure 35
entwickelt haben (Abbildung 12).>*

OTBDPS

NHBoc ©Os__SNAC

) T

OH Wittig-Olefinierun
MeO 171 9 g

Umpolung /w’%

Metathese
Abbildung 12: Strukturen der seco-Progeldanamycinsaure-Derivate 35.

Die Schlusselschritte der Synthese waren eine WITTIG-Reaktion zur Einfihrung des SNAC-
Esters und eine Olefin-Metathese zur Verknupfung der West- und Ostfragmente. Fir den
Aufbau der Stereochemie an C-10 und C-11 wurde eine Bor-vermittelte Umpolungsstrategie™
verwendet. Es konnte allerdings nur ein Diastereomerentiberschuss von 1.4:1 erreicht werden,
wobei die Diastereomere nicht getrennt werden konnten. Wegen der Instabilitat des Substrates

konnte die Synthese nicht abgeschlossen werden.

4.1.2. Retrosynthese

Bei der Auswahl der Zielstrukturen, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt werden sollen,

sollten schon bekannte Struktur-Aktivitats-Beziehungen bertcksichtigt werden, da die

*a) M. Vogt, Dissertation, Umpolung von Allyl-Paladium-Komplexen und Anwendung in der Synthese von
Naturstoff-Fragmenten, Leibniz Universitdt Hannover, Hannover 2010; b) S. V. Ceylan, Dissertation,
Entwicklung eines Induktionsheizkonzepts fiir Durchflussreaktoren und Untersuchungen zur Palladium-
katalysierte Umpolungsallylierung, Leibniz Universitat Hannover, Hannover 2011.

**M. Vogt, S. Ceylan, A. Kirschning, Tetrahedron 2010, 66, 6450-6456.
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synthetisierten  Zielverbindungen Informationen (ber die Substratflexibilitdt der
Amidsynthase und neue Kenntnisse in Struktur-Aktivitats-Beziehungen liefern sollen.

Da die Carbamoyl-Funktion wichtig fur die Bindung an Hsp90 ist, sollte die Hydroxyfunktion
an C-7 nicht verandert werden. Ebenfalls, wie in Kapitel 2.2.3. beschrieben, spielt der
Substituent an C-6 eine wichtige Rolle, allerdings ist die Natur des Substituenten nicht
relevant. Im Gegensatz dazu, ist die Methylgruppe an C-8 fur die Anti-Krebs-Aktivitat nicht
notwendig.

Unter Betrachtung von diesen Kenntnissen wurden die drei seco-Progeldanamycinséure-
Derivate 36, 37 und 38 als Zielsubstrate ausgewahlt (Abbildung 13). Die biologischen
Experimente mit diesen Derivaten sollten Informationen zum einen tber den Einfluss der
Methylgruppen an C-2 und C-8 auf die Akzeptanz der Amidsynthase und zum anderen Uber

den Einfluss des Substituenten an C-6 auf die biologische Aktivitat liefern.

R =Me, R* = OMe, R®= H, 36
R'=H, R?=H, R®= OMe, 37
Rl=H R?>=H,R®=0QH, 38

Abbildung 13: Strukturen der seco-Progeldanamycinséure-Derivate.

Um eine Aufladung der synthetisierten seco-Progeldanamycinséure-Derivate auf das PKS-
Modul zu ermdglichen, sollten diese als N-Acetylcysteamin-Thioester (SNAC-Ester)
synthetisiert werden.*®

Die Synthese der seco-Saure-Derivate sollte zum einem konvergent und modular aufgebaut
sein, um einen spateren Zugang zu Derivaten zu erleichtern, zum anderem auf die vorherigen
Arbeiten in der Arbeitsgruppe KIRSCHNING und auf schon bekannte Methoden basieren, um
einen schnellen Zugang zu Substraten fiir die weiteren biologischen Transformationen zu
ermaglichen.

Im Schema 8 ist die geplante Synthesestrategie dargestellt. Analog zu vorherigen Arbeiten
wurde der SNAC-Ester der seco-Progeldanamycinsdure retrosynthetisch in zwei
Hauptfragmente geteilt, welche mittels Olefin-Metathese verknupft werden sollten. Die

Einflhrung des SNAC-Esters sollte durch eine WiTTIG-Reaktion realisiert werden.
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Eine selektive RousH-Crotylierung sollte den Zugang zum Westfragment 39 ausgehend von
Aldehyd 41 ermdglichen. Die Synthese von Aldehyd 41 wurde bereits von MONIKA VOGT
entwickelt und optimiert und wurde in der vorliegenden Arbeit analog durchgefihrt. Die
Schliusselschritte der Synthese des Aldehyds 41 sind SHARPLESS-Expoxidierung mit
anschlieBender Epoxiddffnung zum Aufbau des Stereozentrums an C-12 und EVANS-
Alkylierung zum Aufbau des Stereozentrums an C-14.

Die Einfuhrung der terminalen Doppelbindung in Ostfragment 40 sollte durch syn- oder
anti-selektive GRIGNARD-Addition zum Aldehyd 44 realisiert werden. Die Synthese von
Aldehyd 44 sollte ausgehend von kommerziell erhaltlicher Glutaminsdure 45 durchgefiihrt
werden, wobei die Konfiguration der Glutaminsdaure 45 abhangig von der Stereochemie, die

in Endprodukt vorgesehen war, ausgewahlt werden sollte.

X “R1

Wittig Olefinierung
.1R2

R3

ll

oH Crotylierung :

36, 37, 38

PGO

NHPG

PGO

< : / . X Y\/\ope
: Y R
- OMe = Ostfragment 40
41 Westfragment 39 ﬂ
Sharpless Epoxidirung o
Epoxid6ffnung | .
OPG
R
PGO NHPG PGO NHPG ﬂ 44
. :> Evans
\/W'tt'g / Alkylierung o o
a2 43 ~ NH,

D- oder L-Glutaminsaure 45

Schema 8: Retrosynthese des SNAC-Esters von seco-Progeldanamycinséure.
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4.1.3. Synthese des Westfragments 39

Die Synthese von Westfragment 39 startet mit TBDPS und Boc-geschitzten
Benzylalkohol 46, welcher von MONIKA VOGT ausgehend von 3,5-Dihydroxybenzoesdure in

2 Zunachst wurde

funf Stufen synthetisiert und zur Verfligung gestellt wurde.
Benzylalkohol 46 in APPEL-Reaktion mit anschlieBender FINKELSTEIN-Reaktion in das
lodid 47 Uberfuhrt (Schema 9). Die darauf folgende Evans-Alkylierung lieferte das
gewunschte Produkt in guter Ausbeute, wobei nur das gewtnschte Diastereomer NMR-
spektroskopisch nachweisbar war. Nach der Entfernung des Auxiliars durch Reduktion mit
Lithiumborhydrid erfolgte eine DMP-Oxidation zum Aldehyd 43 mit anschlieBender WITTIG-
Reaktion mit Phosphorylid 52. Der so erhaltene a,p-ungesattigte Ester 49 wurde zum
Allylalkohol  reduziert und anschlieBend per  SHARPLESS-Epoxidierung  zum
korrespondierenden Epoxid 50 umgesetzt, wobei ein Diastereomereniberschuss von mehr als

10:1 erreicht werden konnte.

TBDPSO NHBoc
TBDPSO NHBoc TBDPSO NHBoc
a, b ¢
_ I O o
| . N%O
47 48 - B R

HO

46 0

e

TBDPSO NHBoc TBDPSO NHBoc TBDPSO NHBoc
re Vo O
-~ |
N N Ot -
T 49 43

42

h
N & Y
TBDPSO NHBoc : & o o
10 Ph,P |
5 3 \)J\OEt.

O 1

1 n 1
OH | |
: - 51 52 .
50

Schema 9: Synthese des Epoxids 50; Reaktionsbedingungen: a) PPhs, CBr4, CH,Cl,, RT, 30 min, 93 %; b) Nal,
Aceton, RT, 2 h, 98 %; c) Oxazolidinon (S)-51, LDA, THF, -35°C, 13 h, 81 %, d.r. > 10:1; d) LiBH,, Et,0,
0°C, 1.5 h, 78 %; ) DMP, NaHCO3, CH,Cl,, RT, 1.5 h, 99 %; f) 52, CHClj;, 50 °C, 12 h, 97 %; g) DIBAL-H,
CH,Cl,, -78 °C, 5 h, 76 %,; h) Ti(Oi-Pr),, t-BuOOH, b-(-)-DET, Molsieb 4 A, CH,Cl,, -20 °C, 95 %, d.r. > 10:1.
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Durch die Umsetzung des Epoxids 50 mit DIBAL-H konnte Diol 53 in 85 % Ausbeute
generiert werden (Schema 10). Nach der TBS-Schiitzung des primaren Alkohols konnte die
selektive Methylierung der Hydroxygruppe in guter Ausbeute realisiert werden. Im ndchsten
Schritt erfolgte die selektive TBS-Entschitzung mit anschlielender DMP-Oxidation. Der so
erhaltene Aldehyd 41 konnte als nachstes im Schlisselschritt der Synthese des Westfragments
erprobt werden. Fir die stereoselektive Crotylierung wurde in der Totalsynthese des
Reblastatins beschriebene *® RousH-Crotylierung mit dem Boronat 57 vorgesehen. Das
Boronat wurde in zwei Stufen ausgehend von cis-Buten und (S,S)-Di-iso-propyltartrat
synthetisiert. Die Umsetzung des Aldehyds 41 mit Boronat 57 lieferte das gewinschte
Westfragment 39 in fast quantitativer Ausbeute, wobei nur Spuren von dem ungewtnschten
Diastereomer detektiert wurden, die mittels Flash-Chromatographie abgetrennt werden

konnten.
TBDPSO NHBoc TBDPSO NHBoc TBDPSO NHBoc
a b
—_— OH — OTBS
(o)
T OH ; :
© 50 53 - OH 54 = OH

Schema 10: Synthese des Westfragments 39; Reaktionsbedingungen: a) DIBAL-H, Et,O, RT, 5h, 85 %;
b) TBSOTHT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, 0 °C, 20 min, 74 %; c) Protonenschwamm, Me;OBF,, CH,Cl,, RT, 1 h, 89 %;
d) LiBF4, MeCN, CH,Cl,, RT, 2d, 75 %; ) DMP, NaHCO;, CH,Cl,, RT, 1.5 h, quant.; f) 57, Molsieb 4 A,
Toluol, -78 °C, 20 h, 97 %, d.r. > 10:1.

. E. Wrona, A. E. Gabarda, G. Evano, J. S. Panek, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 15026-15027.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Wrona%2C+I+E&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Gabarda%2C+A+E&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Evano%2C+G&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Panek%2C+J+S&qsSearchArea=author
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Insgesamt konnte das Westfragment 39 in 14 Stufen und einer Gesamtausbeute von 16 %

synthetisiert werden.

4.1.4. Synthese der Ostfragmente 58, 59 und 60.

4.1.4.1.  Synthese des Ostfragments 58

Die Synthese des Ostfragments 58 beginnt mit der Diazotierung von kommerziell erhaltlicher
D-Glutaminsaure (D-45) (Schema 11). Als nachstes sollte die S&urefunktion in Anwesenheit
vom Ester selektiv reduziert werden. Dieses gelang mit dem Boran Dimethylsulfid
Komplex. °" AnschlieRend wurde die freie Hydroxygruppe unter Verwendung von
p-Methoxybenzyltrichloacetimidat PMB geschiitzt. Im néchsten Schritt erfolgte die Reduktion
des Lactons zum Diol 64a, welche unter Verwendung von Lithiumaluminiumhydrid in guter
Ausbeute verlief. Nach Silyl-Schitzung des priméren Alkohols konnte die selektive
Methylierung der Hydroxygruppe an C-4 durchgefuhrt werden. Die Entfernung der PMB-
Schutzgruppe verlief ohne Probleme und lieferte Alkohol 67a in 89 % Ausbeute, welcher

anschlielend mit Hilfe vom DMP-Reagenz zum Aldehyd 44a oxidiert wurde.

O (0] a (@) o b (0] o OH
HO o —= \]\;>—COOH . \|\;>4
H
2 p-45 6la 62a
lc
OTBS OH 0. o " opuB
e d
WOPMB -~ WOPMB -~ \]\;)4
OH OH
65a 64a 63a
f
OTBS l A OTBS ~ OTBS
|
WOPMB — WOH — K/\:AO
OMe OMe OMe
66a 67a 44a

Schema 11: Synthese des Aldehyds 44a; Reaktionsbedingungen: a) NaNO,, HCI, H,O, 0°C, 2 h, RT, 12 h,
67 %; b) BH3*SMe,, THF, RT, 3h, 93 %; c) PMB-Trichloracetimidat, CSA, CH,Cl,, RT, 24 h, 81 %;
d) LiAlH4, THF, 0 °C, 30 min, 79 %; e) TBSCI, Imidazol, CH,Cl,, RT, 1 h, 90 %; f) NaH, Mel, THF, RT, 24 h,
76 %; h) DDQ, CH,Cl,, Phosphatpuffer (pH 7), RT, 1.5 h, 89 %; i) DMP, NaHCO;, CH,Cl,, RT, 1 h, quant.

> C. Herdeis, Synth. Commun. 1986, 232-233.
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Der Schlisselschritt in der Synthese des Ostfragments ist die GRIGNARD-Addition zum
o-chiralen Aldehyd, wobei die Stereoselektivitat der Reaktion durch die a-Methoxygruppe
kontrolliert werden sollte. Unter Standard-GRIGNARD-Reaktionsbedingungen lie3 sich nur ein
Diastereomereniiberschuss von 3:1 erreichen, wobei statt des gewiinschten anti-Produkts 58a
das syn-Produkt58b als Hauptdiastereomer gebildet wurde (Schema 12). Der
Diastereomereniiberschuss wurde mittels *H-NMR-Spektroskopie bestimmt, wobei die
Signale von H-5 integriert wurden.

OTBS . OTBS  OH
OMe OMe
44a 58b

Schema 12: Synthese des Ostfragments 58b; Reaktionsbedingungen: a) VinylMgBr, Et,0, -78 °C, 35 min,
62 %, d.r. 3:1 = syn:anti.

Zur Uberpriifung der absoluten Konfiguration an C-5 wurde der sekundare Alkohol in guter
Ausbeute in die entsprechenden MosSHER-Ester 68a, 68b Uberfihrt und NMR-spektroskopisch
untersucht (Schema 13, Tabelle 2).

Ph M
= _CFs3 eQ—, CF3
MeO OH OTBS Ph
o0 OTBS a “ b 0 X0 OTBS
\ 4 \ 4
7 3 1 OMe 7 3 1
6 OMe 6 OMe
68a 58b 68b

Schema 13: Synthese der MOSHER-Esters 68a, 68b; Reaktionsbedingungen: a) (S)-MOSHER Sdurechloride,
NEts, DMAP, CH,Cl,, RT, 20 h, 96 %; b) (R)-MosHER Saurechloride, NEt;, DMAP, CH,Cl,, RT, 20 h, 91 %.

Die MosHER-Ester Analyse basiert auf dem Befund, dass die Protonen der beiden
Diastereomeren  der  a-Methoxy-a-trifluoromethylphenylessigsaure ~ (MTPA)  Ester
verschiedene Anderungen der chemischen Verschiebungen (8) in ihren *H-NMR Spektren
zeigen. Aufgrund des Ringstromeffekts des Phenylrings werden die *H,c-NMR-Signale des
(R)-MTPA-Esters im Vergleich zu denen des (S)-Esters diamagnetisch verschoben. Fir die
1Hx,y,z-NMR-SignaIe gilt dies entsprechend entgegengesetzt. Wie in Abbildung 14 dargestellt

ist, haben die Protonen auf der linken Seite negative, die auf den rechten Seite positive
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Ad - Werte, wobei Ad = ds — or die Differenz der chemischen Verschiebungen eines NMR-

Signals des (S)- und (R)-Esters ist.*®

Ph oM
a,b,cC/, O 3 E ©
' 3
HnyYZC i (S) OMTPA
HyyCr .X...(:H‘,mC
MeO Bh H
Ha,b,cC/, (o) ‘\\CF
< 3
ol I ® AS<0  A3>0

Abbildung 14: MOSHER-Ester Analyse.

Tabelle 2: Auswertung von *H-NMR von MosHER-Esters 68a und 68b.

0 S-MOSHER-Ester 0 R-MOSHER-Ester

Signal [ppm] [ppm] 050w
H-6 5.84 5.74 0.10
H-7a 5.43 5.32 0.11
H-7b 5.34 5.28 0.06
H-4 3.27 3.34 0.07
OMe 3.24 3.38 0.14

Im diesem Fall konnte durch die Analyse von ‘*H-NMR-Daten von den beiden MOSHER-

Estern 68a und 68b die gezeigte syn-Konfiguration bestatigt werden.

Da statt des gewinschten anti-Produktes 58a das syn-Produkt 58b als Hauptdiastereomer

gebildet wurde, wurden die Reaktionsbedingungen der GRIGNARD-Reaktion modifiziert. Trotz

einer Erniedrigung der Reaktionstemperatur sowie Wechsel des Losungsmittels konnte jedoch

keine wesentliche Verbesserung der Diastereoselektivitat erreicht werden (Tabelle 3).

Tabelle 3: Optimierung der GRIGNARD-Reaktion.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ausbeute, % (d.r. = anti:syn)

1 Et,0, -78 °C, 35 min 62 %, (1:3.3)
2 Et,0, -90 °C, 35 min 57 % (1:3)
3 THF, -90 °C, 35 min 50 % (L:4)

®T.R. Hoye, C. S. Jeffrey, F. Shao, Nat. Protoc. 2007, 2451-2458.
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Da die Versuche zur anti-stereoselektiven GRIGNARD-Addition erfolglos verliefen und nicht
trennbare Diastereomerengemische im Verhéltnis 3:1 (syn:anti) lieferten, sollte das
Diastereomerengemisch vollstandig in das gewinschte anti-Diastereomer berfiihrt werden.
Dies sollte durch Oxidation des Alkohols mit darauffolgender selektiver Reduktion gelingen.
Das Keton 69 wurde dazu in guter Ausbeute durch Oxidation mit DMP-Reagenz generiert.
Zur diastereoselektiven Reduktion wurde das Keton 69 unter Verwendung von (S)-Methyl-
CBS-oxazaborolidin (70)*° zum Alkohol 58 umgesetzt (Schema 14). Allerdings konnte nur
ein Diastereomerenuberschuss von 3:1 (anti:syn) erhalten werden, wobei anzumerken ist, dass
fur grolle Ansétze langere Komplexierungszeiten zwischen Substrat und CBS-Reagenz 70

erforderlich waren (Tabelle 4).

OTBS  OH OTBS O OTBS  OH W

W _a> wv b W E%phi
: b > Y N |
OMe OMe OMe ‘B :
58 69 58a P ME 7

Schema 14: Synthese des Ostfragments 58b; Reaktionsbedingungen: a) DMP, NaHCO3, CH,Cl,, RT, 1 h, 99 %;
b) BH;*SMe,, siehe Tabelle 4.

Tabelle 4: Bedingungen flr die CBS-Reduktion.

Eintrag Einsatz Reaktionsbedingungen Ausbeute (anti:syn)
18 10mg  (S)-CBS (6.0 Ag.), BH3*SMe;y, -78 °C, 2 h 70 % (3:1)
28 500 mg  (S)-CBS (1.5 Ag.), BH3*SMe,, -78 °C, 4 h 81 % (1:1)
3aP 300mg  (S)-CBS (2.0 Ag.), BH3*SMe,, -78 °C, 4 h 77 % (1:1)
4°%°¢ 45mg  (S)-CBS (6.0 Ag.), BHs*SMe,, -78 °C, 4 h 75 % (2:1)
5 ad 2*60mg (S)-CBS (6.0 Ag.), BH3*SMe,, -78 °C, 4 h 78 % (3:1)

2 (S)-CBS wurde bei -78 °C zugegeben; ° (S)-CBS wurde vorher in THF geldst; © 1.5 h
Lewissaure-Substrat Komplexierungszeit, ¢ 3 h Lewissaure-Substrat Komplexierungszeit.

Da die CBS-Reduktion ebenfalls nicht zum gewinschten Erfolg fuhrte, was auf die geringen
sterischen Unterschiede zwischen beiden Substituenten des Ketons zuriickgefuhrt werden
kann, wurde zu einer anderen Strategie gewechselt. Die falsche Diastereoselektivitat aus der

GRIGNARD-Reaktion mit Vinylmagnesiumbromid konnte mit der Bildung eines CRAM-

*E. J. Corey, C. J. Helal, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1986-2012; Angew. Chem.1998, 110, 2092-2118.



Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse 33

Chelatkomplexes mit der Methoxygruppe erklart werden (Abbildung 15). Um diese

Chelatisierung zu vermeiden, kdnnen Organolithium-Verbindungen verwendet werden.

Mg+2
| o
MeO OH R OH
R H
H @— YN OMe — R\/LNU
OMe OMe
AN #
H
AN NU"

Abbildung 15: Stereoselektivitat der GRIGNARD-Reaktion.

Vinyllithium ist nicht kommerziell erhdltlich, aber kann in einer Stufe, ausgehend von
Tetravinylzinn, hergestellt werden.®® Zunachst wurde Alkohol 67a unter SWerN-Bedingungen
in den Aldehyd 44a Uberfihrt (Schema 15). Die anschlieRende Vinyllithium Addition lieferte
das Ostfragment 58a in guter Ausbeute. Allerdings konnte nur eine Diastereoselektivitat von

4:1 (anti:syn) erreicht werden.

OTBS OH OTBS (0] OTBS OH
2 | b K/\/'\/
OMe OMe OMe
67a 44a 58a

Schema 15: Synthese des Ostfragments 58a; Reaktionsbedingungen: a) (CICO),, DMSO, DIPEA,
CH,ClI,, -60 °C, 1.5 h; b).Vinyllithium, Et,0, -78 °C, 3 h, 67 % Uber 2 Stufen, d.r. 4:1 = anti:syn.

Insgesamt konnte das Ostfragment 58 erfolgreich in neun Stufen und einer Gesamtausbeute
von 17.8 % als Diasteremerengemisch im Verhéltnis 4:1 (anti:syn) synthetisiert werden. Um
eine bessere Diastereoselektivitdat zu erreichen, sollte zundchst die Kupplung von
Westfragment 39 und Ostfragment 58 durchgefiihrt und dann das Diastereomerengemisch
vollstandig in das gewunschte anti-Diastereomer Uberfiihrt werden. Diese Strategie ist im

Kapitel 4.1.5.3. beschrieben.

p. A Bartlett, J. D. Meadows, E. Ottow, J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 5304-5311.
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4.1.4.2.  Synthese des Ostfragments 59

Die Synthese des Ostfragments 59 gelang ausgehend von Diol 64a (Schema 16). Zun&chst
wurden die beide Hydroxygruppen TBS-geschitzt. Anschliefend wurde die PMB-
Schutzgruppe abgespalten und freie Hydroxygruppe unter Verwendung von DMP-Reagenz
oxidiert. Der so erhaltene Aldehyd konnte direkt in der GRIGNARD-Reaktion erprobt werden.

OH oTBS oTBS OTBS  OH
W a W b W < d
~SoPMB —* ~NoPMB —> ~NOH —= N
OH OTBS oTBS oTBS
64a 71 72 59

Schema 16: Synthese des Ostfragments 59; Reaktionsbedingungen: a) TBSOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, RT, 2.5 h,
86 %; b) DDQ, CH,Cl,, Phosphatpuffer (pH 7), RT, 1.5 h, 85 %; ¢) DMP, NaHCO3, CH,Cl,, RT, 1 h, 95 %;
j) VinylMgBr, siehe Tabelle 5.

Tabelle 5: Optimierung der GRIGNARD-Reaktion.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ausbeute, % (anti:syn)
1 Et,0, -78 °C, 35 min 65 % (4:1)
2 Et,0, -90 °C, 35 min 60 % (7:1)
3 THF, -90 °C, 35 min 56 % (4:1)

Unter Standard-GRIGNARD-Reaktionsbedingungen konnte das gewinschte Ostfragment in
guter Ausbeute als Diastereomerengemisch von 4:1 (anti:syn) erhalten werden (Tabelle 5,
Eintrag 1). Die Diastereoselektivitait der Reaktion konnte durch eine Absenkung der
Reaktionstemperatur auf 7:1 (anti:syn) erhoht werden (Eintrag 2). Beim Wechsel des
Losungsmittels auf THF konnte allerdings keine Verbesserung der Stereoselektivitét erreicht
werden (Eintrag 3).

Weitere Optimierungen der Reaktion wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt, da
ein Diastereomerentiberschuss von 7:1 fiir die Zielsetzung der Arbeit ausreichend war. Die
Diastereomere konnten allerdings weder mittels Sdulen-Chromatographie noch mittels
praparativer-HPLC getrennt werden und wurden zunéchst als Gemisch weiter verwendet.
Insgesamt konnte die Synthese des Ostfragments 59 in acht Stufen und einer Gesamtausbeute

von 17 % realisiert werden.
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4.1.43.  Synthese des Ostfragments 60

Fur die Synthese von Ostfragment 60 mit naturlicher Stereochemie wurde die im Kapitel
4.1.4.1. beschriebene Strategie verwendet. Die Diazotierung von L-Glutaminséure (L-45) und
anschlieBende Reduktion der Saurefunktion lieferte Alkohol 62b in guter Ausbeute
(Schema 17). Die darauf folgende PMB-Schiitzung verlief unter Verwendung von
p-Methoxybenzyltrichloacetimidat in geringer Ausbeute, wurde aber nicht weiter optimiert,
da geniigend Substanz fir die weitere Synthese vorhanden war. Das so erhaltene Lacton 63b
wurde durch Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid in das korrespondierende Diol 64b
umgesetzt, welches anschliefend in zwei Stufen in den geschiitzten Alkohol 66b Uberfihrt
wurde. Nach PMB-Entschitzung und nachfolgende Oxidation der Hydroxygruppe zum
Aldehyd 44b konnte die syn-selektive GRIGNARD-Reaktion getestet werden.

(0]

o OH . O_o0 oPwvB
\]\;)'III/ [ \I\;)””/
62b

O (0] a (e} o b
HO)J\/\/“\OH E— \I\;)"'COOH _—
NH,

L-45 61b 63b
d
OTBS OTBS OTBS OH
h f e
K/\‘/\OH -~ WOPMB -~ K/Y\OPMB - K/Y\OPMB
OMe OMe OH OH
67b 66b 65b 64b
l i
OTBS OTBS  OH
K/\‘/§O J—» =
OMe OMe
44b 60

Schema 17: Synthese des Ostfragments 60; Reaktionsbedingungen: a) NaNO,, HCI, H,0, 0 °C, 2 h, RT, 12 h,
51 %; b) BH3;*SMe,, THF, RT, 3h, 97 %; c) PMB-Trichloracetimidat, CSA, CH,Cl,, RT, 24 h, 30 %;
d) LiAlH4, THF, 0 °C, 30 min, 79 %; e) TBSCI, Imidazol, CH,Cl,, RT, 1 h, 99 %; f) NaH, Mel, THF, RT, 24 h,
88 %; h) DDQ, CH,CI,, Phosphatpuffer (pH 7), RT, 1.5 h, 92 %; i) DMP, NaHCO3, CH,Cl,, RT, 1 h, quant.;
j) VinylMgBr, siehe Tabelle 6.

Wie im  Kapitel 4.1.4.1. beschrieben, konnte unter  Standard-GRIGNARD-
Reaktionsbedingungen nur ein Diastereomerentiberschuss von 3:1 (syn:anti) erreicht werden.
Es ist bekannt, dass das Lésungsmittel und die Reaktionstemperatur die Stereoselektivitat der

Addition auch in Richtung syn-Selektivitat beeinflussen konnen, wobei Toluol als bestes
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Losungsmittel fiir die syn-selektive Addition beschrieben wurde. ®* Die Umsetzung des
Aldehyds 44b mit Vinylmagnesiumbromid in Toluol bei -20 °C lieferte einere bessere
Diastereoselektivitat von 6.5:1 (syn:anti) (Tabelle 6, Eintrag 1). Die andere Mdglichkeit fur
die syn-selektive Addition besteht in der Verwendung von Lewis Sauren. ¢ Unter
Verwendung von Magnesiumbromid konnte das gewilnschte Ostfragment 60 in guter
Ausbeute und mit gutem Diastereomerenuberschuss von 7.2:1 (syn:anti) generiert werden
(Eintrag 2).

Tabelle 6: Bedingungen flr syn-selektive GRIGNARD Reaktion.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ausbeute (syn:anti)
1 Toluol, -20 °C, 2 h »RT 46 % (6.5:1)
2 MgBr,*OEt,, CH,Cl,, -78 °C, 3 h—RT 51 % (7.2:1)

Auch in diesem Fall konnten die beiden Diastereomeren nicht voneinander getrennt werden
und wurden als Gemisch weiter umgesetzt. Insgesamt konnte das Ostfragment 60 erfolgreich
in neun Stufen und einer Gesamtausbeute von 4.8 % als 7:1 (syn:anti) Diasteremerengemisch

synthetisiert werden.

4.1.5. Abschluss der Totalsynthese

In den folgenden Unterkapiteln werden nun die abschlieBenden Synthesestufen zu den

geplanten seco-Saure-Derivaten beschrieben.

4.15.1.  Optimierung der Olefin-Metathese

Die Verknupfung der Fragmente sollte mittels Olefin-Metathese geschehen. Das
grundsatzliche Problem hierbei ist, dass die Olefine auch Homodimerisierung eingehen
kdnnen. Um diese unerwiinschte Reaktion zu verhindern, sollte eines der beiden Fragmente
im Uberschuss eingesetzt werden. Da sich die Synthese des Westfragments als wesentlich
aufwendiger erwies, wurde entschieden, das Ostfragment im Uberschuss einzusetzen.

Da zu dem Zeitpunkt nur die Synthese der Ostfragmente 58b und 59 abgeschlosen war, sollte

die Metathese mit diesen Fragmenten erprobt und optimiert werden (Schema 18). Zunéachst

®1J. Luo, X. Yu, Tetrahedron Lett. 2011, 52, 2450-2453.
%2D. C. Ebner, J. T. Bagdanoff, E. M. Ferreira, R. M. McFadden, D. D. Caspi, R. M. Trend, B. M. Stoltz, Chem.
Eur. J. 2009, 15, 12978-12992.
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wurde die Olefin-Metathese unter Verwendung der von SASCHA CEYLAN optimierten
Bedingungen®*® untersucht (Tabelle 7, Eintrage 1 und 2). Die gewiinschten Produkte konnten
in moderaten Ausbeuten von 43 % und 33 % isoliert werden. Die Kopplungskonstanten von
H-6 zu H-7 von 155 Hz bzw. 15.2 Hz deuteten auf eine E-Doppelbindung in den
hergestellten Produkten 74 und 73b hin. Um bessere Ausbeuten zu erhalten wurden die
Reaktionsbedingungen beziiglich Temperatur, Losungsmittel und Katalysator modifiziert. Bei
dem Wechsel des Katalysators von GRUBBS-HOVEYDA Il (75) zu M51 (76) und M2 (77)
konnte das gewiinschte Produkt 74 nur in Spuren identifiziert werden (Eintrage 3 und 4). Bei
der Erhohung der Temperatur stieg die Homodimerisierungsgrad, wobei auch die
Verwendung von 2.5 statt 1.7 Aquivalenten des Ostfragments nicht zur Verbesserung der
Ausbeute fihrte (Eintrdge 5 und 6). Ebenfalls lieferte die Erniedrigung der Temperatur auf
Raumtemperatur und Verlangerung der Reaktionszeit nur die geringen Menge des Produktes
74 (Eintrag 7). Beim Wechsel des Losungsmittels auf Toluol konnte nur 16 % des Produktes
isoliert werden. Jedoch konnte die Verbesserung der Ausbeuten durch zusétzliche Zugabe von
Katalysator alle 10 h erreicht werden, wobei das Produkt 73b in 47 % und das Produkt 74 in

51 % Ausbeute isoliert werden konnten (Eintrdge 8 und 9).

OTBDPS

OR
R:Me, Rl:OH, R2:H’ 58b
39 R =TBS, R'=H, R?=0H, 59

R =Me, Rt =0H, R2=H, 73b
R=TBS, R =H, R2=0H, 74

Schema 18: Optimierung der Olefin-Metathese Reaktion; Reaktionsbedingungen: siehe Tabelle 7.
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Tabelle 7: Optimierung der Olefin-Metathese Reaktion.

Reaktionsbedingungen

Eintrag R _ Ergebnis
Katalysator Ldsungsmittel t,°C  Zeit, h 58b, 59, Aq.

1 TBS 75 (CH.CI), 40 48 1.7 43 %
2 Me 75 (CH,CI), 40 48 1.7 33%
3 TBS 76 (CH,CI), 40 48 3.0 Spuren
4 TBS 77 (CH.CI), 40 48 3.0 Spuren
5 Me 75 (CH.CI), 80 16 1.7 29 %
6 TBS 75 (CH,CI), 60 48 2.5 24 %
7 TBS 75 (CH,CI), RT 144 1.7 wenig
8 TBS 75 Toluol 80 24 3.0 16 %

9* TBS 75 (CH.CI), 40 48 3.0 51 %

10*  Me 75 (CH,CI), 40 48 3.0 47 %

* Zugabe von Katalysator alle 10 h

Im Fall von Produkt 74 konnte das unerwiinschte C-5-epi Diastereomer mittels préparativer-

HPLC abgetrennt werden.

4.1.5.2.  Synthese des SNAC-Esters von 2,8-desdi-Methyl-6,7-epi-seco-
Progeldanamycin (37b)

Aus den vorherigen Arbeiten war bekannt, dass die offenkettigen seco-S&ure-Derivate sehr
labil sind und die Handhabung dieser Derivate sehr schwierig sein kann. Wéhrend der
Entschiitzung der Boc- oder Silylschutzgruppen kdénnten diverse Eliminierungen auftreten.
Zusétzlich wurde die Instabilitat der Thioester gegentber Hydrolyse mehrfach in der Literatur
beschrieben. Deswegen sollen fur die letzten Stufen der Totalsynthese zundchst moglichst
milde Reaktionsbedingungen erprobt werden. Die Testreaktionen sollen in einem sehr kleinen
Malstab durchgefuhrt werden, wobei der Ablauf der Reaktionen massenspektrometrisch
verfolgt werden soll, um die Reaktion im richtigen Moment zu stoppen und die Zersetzung
des Eduktes oder Produktes zu verhindern.

Fur die Optimierung des Abschlusses der Totalsynthese wurde zundchst das Produkt 73b als
Diastereomerengemisch im Verhaltnis 4:1 (5R:5S) verwendet. Zundchst sollte die primére
Hydroxygruppe zum Aldehyd oxidiert und in einer WITTIG-Reaktion zum SNAC-Ester
umgesetzt werden. Die selektive Entschitzung der TBS-Gruppe erfolgte unter Verwendung
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von a-Camphorsulfonsaure® und lieferte Alkohol 78b in guter Ausbeute (Schema 19). Fiir
die selektive Oxidation der primdren Hydroxygruppe in Anwesenheit von Sekundéren war die
TEMPO-Oxidation®** vorgesehen. Allerdings lieferte die Reaktion ein komplexes Gemisch,
wobei der gewiinschte Aldehyd 79b mittels Massenspektrometrie nicht identifiziert werden

konnte.

OTBDPS OTBDPS OTBDPS

Schema 19: Synthese des Aldehyds 79b; Reaktionsbedingungen: a) CSA, CH,Cl,/MeOH (3:2), 0 °C, 4 h, 88 %;
b) TEMPO, PhI(OAc),, CH,Cl,, RT, 5 h.

Um  Nebenreaktionen wéhrend der Oxidation zu vermeiden, sollten andere
Oxidationsmethoden erprobt werden. Dafur sollte zunéchst die freien Hydroxygruppen TBS-
geschutzt werden. Die Schutzung verlief glatt und lieferte das gewtinschte Polyol 80b in guter
Ausbeute von 88 % (Schema 20). Nach der selektiven Entfernung der primdren TBS-Gruppe
konnte die DMP-Oxidation durchgefiihrt werden und der gewiinschte Aldehyd 82b erhalten
werden. Im ndchsten Schritt erfolgte die WITTIG-Reaktion mit dem SNAC-Ester von
Phosphorylid 84, wobei das gewinschte (E)-Isomer (Jw.-1; = 15.7 Hz) in sehr guter Ausbeute
gebildet wurde. Der SNAC-Ester von Phosphorylid 84 wurde von GERRIT JURJENS hergestellt

und zur Verfiigung gestellt.®

®*R. D. Crouch, Tetrahedron 2004, 60, 5833-5871.

%3, Barriga, Synlett 2001, 563.

% G. Jirjens, Masterarbeit, Synthese von (R/S)-S-2-Acetamidoethyl-3-(3-amino-5-hydroxyphenyl) butanthioat als
Mutasynthon in der Ansamitocin Mutasynthese. Leibniz Universitat Hannover, Hannover 2010.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040402004005927
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OTBDPS OTBDPS OTBDPS

OTBDPS

Schema 20: Synthese des SNAC-Esters 83b; Reaktionsbedingungen: a) TBSOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, RT, 3 h,
88 %; b) CSA, CH,CI,/MeOH (3:2), 0 °C, 4 h, 83 %; c) DMP, NaHCO;, CH,Cl,, RT, 1 h, 70 %; d) 84, CHCls,
40 °C, 24 h, 83 %, E/Z > 10:1.

Zunéchst sollten die Schutzgruppen abgespalten werden. Die ersten Versuche zur
Boc-Enschitzung mit Trifluoressigsédure schlugen fehl. Allerdings konnte nach der
Modifizierung der Reaktionsbedingungen beziiglich Konzentration und Aquivalenten der
Séure das gewdinschte Anilin 85b in guter Ausbeute von 80 % erhalten werden (Schema 21,
Tabelle 8).
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OTBDPS OTBDPS
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Schema 21: Versuche zur Synthese des SNAC-Esters 37b; a) TFA, CH,CI, siehe Tabelle 8;
b) Reaktionsbedingungen: siehe Tabelle 9.

Tabelle 8: Boc-Entschiitzung.

Reaktionsbedingungen

Eintrag = Ergebnis
Cequkt, Mg/mL  TFA, Ag. Zeit,h t, °C
1 1 60 3 0 keine Reaktion
2 5 300 2 0 Zersetzung, TBS Entschiitzung
3 2 300 2 0 66 %
4 2 300 3 0 80 %

Zunédchst wurde die TBS- und TBDPS-Entschiitzung untersucht (Tabelle 9). Unter
Verwendung von TBAF bei -78 °C konnte nur die Entfernung der TBDPS-Gruppe festgestellt
werden (Eintrag 1). Beim Erwdrmen des Reaktionsgemisches auf Raumtemperatur konnte
schon nach 5 Minuten weder Produkt noch Edukt massenspektrometrisch identifiziert werden
(Eintrag 2). Um die Zersetzungsreaktion zu unterdriicken, wurde zundchst die Strategie
verfolgt, die Basizitdt von TBAF durch Zusatz von Essigsaure zu verringern.®® Allerdings
fand in diesem Fall auch nach 20 Stunden keine Reaktion statt (Eintrag 3). Die Verlangerung
der Reaktionszeit fuhrte lediglich zur Zersetzung des Eduktes (Eintrag 4). Ebenfalls lieferten

% A. B. Smith, G. R. Ott, J. Am. Chem.Soc. 1996, 118, 13095-13098.
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die Umsetzungen mit Flusssaure, entweder als Pyridin Komplex®' oder als 48 %-ige wassrige
Losung,®® kein gewiinschtes Produkt. Stattdessen konnten nur diverse Zersetzungsprodukte
detektiert werden (Eintrége 5-8). Eine weitere Moglichkeit, Silyl-Schutzgruppen zu entfernen,
ist die Verwendung von Lewis-Sauren wie zum Beispiel BFs*OEt,.®° Allerdings konnte mit
dieser Methode nur die Entschitzung der TBS-Gruppen beobachtet werden. Dabei ist
anzumerken, dass sich Acetonitril als Lodsungsmittel fir diese Reaktion besser als

Dichlomethan eignete (Eintrage 9 und 10).

Tabelle 9: TBS und TBDPS Entschiitzung.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ergebnis
1 TBAF, THF, -78 °C, 2 h nur TBDPS Entschiitzung
2 TBAF, THF, -78 °C—RT, 5 min Zersetzung
3 TBAF, AcOH, THF, RT, 20 h keine Reaktion
4 TBAF, AcOH, THF, Molsieb 4A, RT, 7 Tage Zersetzung
5 HF*Py, THF, RT, 4 h keine Reaktion
6 HF*Py, THF, RT, 20 h Produkt (Spuren), Zersetzung
7 HF*Py, Py, THF, RT, 20 h Zersetzung
8 HF (48 %), THF, 48 h Zersetzung
9 BF3*OEt,, CH,Cl,, -5 °C, 15 min Zersetzung
10 BF;*OEt,, MeCN, -45 °C —RT, 48 h nur TBS Entschiitzung

Da die Versuche zur gleichzeitigen TBS- und TBDPS-Entschiitzung nicht zum gewd(inschten
Erfolg flhrten, wurde zu einer schrittweisen VVorangehensweise gewechselt. Zunéchst sollte
die TBDPS-Schutzgruppe unter Verwendung von TBAF bei -78 °C entfernt werden.
AnschlielRend sollten die TBS-Gruppen durch die Umsetzung mit BF;*OEt, abspalten werden
(Schema 22). Die TBAF-Entschutzung verlief ohne Probleme und das gewinschte
Phenol 86b konnte in guter Ausbeute von 83 % erhalten werden. Allerdings lieferte die TBS-
Entschiitzung unter Verwendung von BF3;*OEt, nur geringe Menge des gewiinschten
Produktes, welches auch nicht in reiner Form isoliert werden konnte (Tabelle 10, Eintrage 1
und 2). Um die Zersetzungsreaktionen zu unterdriicken und hohere Ausbeute zu erreichen,

wurde in der Literatur explizit nach der TBS-Entschiitzungsmethoden fir die labilen SNAC-

" A. Toro, P. Nowak, P. Deslongchamps, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 4526-4527.
®8J. M. Harris, G. A. O'Doherty, Org. Lett. 2000, 2, 2983-2986.
T, Hanadatea, K. Takaia, N. Abe,T. Yamada, S. Kuwahara, H. Kiyota, Heterocycl. Commun. 2011, 17, 93-98.
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Ester gesucht. Die Recherche zeigte, dass eine Essig- “oder Ameisensaure '* katalysierte

Entschitzung zum gewiinschten Produkt fuhren konnte. Allerdings konnte unter diesen

Bedingungen nur Spuren des Produktes 37b detektiert werden, wobei die Zerseztung des

Eduktes auch feststellbar war (Eintrage 3 und 4).

Schema 22: Versuche zur TBDPS- und TBS-Entschitzung;

OTBDPS

THF, -78 °C, 3 h, 83 %,; b) siehe Tabelle 10.

Tabelle 10: TBS-Entschiitzung.

OMe

37b OH

Reaktionsbedingungen: a) TBAF*3H,0,

Eintrag Reaktionsbedingungen Ergebnis
1 BF;*OEt,, MeCN, RT, 2 Tage Produkt (Spuren), Zersetzung
2 BFs*OEt,, MeCN, -30 °C, 4 h Produkt (Spuren), Zersetzung
3 AcOH, THF, H,0, 30 h, 40 °C Produkt (Spuren), Zersetzung
4 Ameisensaure, THF, H,0O, 24 h, RT, 24 h, 40 °C  Produkt (Spuren), Zersetzung

Weitere Versuche zur Entschitzung schienen aufgrund dieser Resultate nicht sinnvoll. Es

musste also eine alternative Strategie entworfen werden. So sollten die TBS-Gruppen durch

TES-Schutzgruppen ersetzt werden. Diese sollten sich wesentlich leichter unter milden

Reaktionsbedingungen entfernen lassen. Die Umsetzung von Polyol 78b mit TESOTf und
2,6-Lutidin lieferte den TES-geschutzten Alkohol 87b in moderater Ausbeute (Schema 23).

7. Gao, J. Wang, A. K. Norquay, K. Qiao, Y. Tang, J. C. Vederas, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 1735 - 1738
™ E. Hahh, N. Kanziora, S. Friedrich, P. F. Leadlay, Beilstein J. Org. Chem. 2013, submited.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Gao%2C+Zhizeng&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Wang%2C+Jingjing&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Norquay%2C+Amy+K.&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Qiao%2C+Kangjian&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Tang%2C+Yi&qsSearchArea=author
http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Vederas%2C+John+C.&qsSearchArea=author
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Als Nebenprodukt wurde das zusatzlich am Stickstoffatom silylierte Produkt 88b erhalten,
welches sich trotzdem in der ndchsten Stufe einsetzen lie3 und dann auch zum gewdnschten
Produkt fuhrte. Die Strukturaufklarung dieses Derivates 88b gelang mittels NMR-
Spektroskopie, wobei die paramagnetische Verschiebung der Signale des Aromaten und H-13
festgestellt wurde. Als nédchstes sollte die geschitzte primédre Hydroxygruppe direkt zu dem
Aldehyd 89b oxidiert werden. Dieses gelang unter SWerN-Bedingungen, > wobei anzumerken
ist, dass die Reaktion bei -60 °C durchgefiihrt werden musste, da eine hohere Temperatur zur
zusétzlichen Oxidation vom allylischen Alkohol an C-5 fiihrte (Tabelle 11).

OTBDPS OTBDPS OTBDPS

R=H, 87b
R = TES, 88b

Schema 23: Synthese des Aldehyds 89b; Reaktionsbedingungen: a) TESOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, RT, 1h,
60 % (87b), 38 % (88Db); b) (CICO),, DMSO, DIPEA, CH,Cl,, siehe Tabelle 11.

Tabelle 11: SWERN-Oxidation.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ergebnis
1 20 min -78 °C — 1.5 h,-40 °C 37 % + C-5-oxidierte Produkt (63 %)
2 20 min -78 °C — 1.5 h, -50 °C 78 % + C-5-oxidierte Produkt
3 20 min -78 °C — 1.5 h, -60 °C 85 %

Im néchsten Schritt erfolgte die Umsetzung des Aldehyds 89b mit dem SNAC-Ester von
Phosphorylid 84, was den a,B-ungesattigten Ester 90b in guter Ausbeute und als gewinschte
(E)-Isomer lieferte (Schema 24). Wéhrend der anschliefenden Boc-Entschutzung wurden
auch TES-Schutzgruppen entfernt und das Amin 91b konnte in 71 % Ausbeute erhalten
werden. Nun sollte die letzte Schutzgruppe abgespalten werden. Dieses wurde unter

Verwendung von TBAF bei -78 °C getestet. Allerdings konnte kein gewiinschtes Produkt

"2 A. Firstner, L. C. Bouchez, J.-A. Funel, V. Liepins, F.-H. Porée, R. Gilmour, F. Beaufils, D. Laurich, M.
Tamiya, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 9265-9270; Angew. Chem. 2007, 119, 9425-9430.
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isoliert werden; stattdessen wurden diverse Zersetzungsprodukte massenspekrometrisch
detektiert.

OTBDPS OTBDPS

Schema 24: Versuche zur Synthese der SNAC-Ester 37b; Reaktionsbedingungen: a) 84, CHCl;, 40 °C, 24 h,
87 %, E/Z > 10:1; b) TFA, 0 °C, 6 h, 71 %; c) TBAF*3H,0, THF, -78 °C, 3 h.

Das Misslingen beider Entschitzungsstrategien kann wahrscheinlich auf die geringe Stabilitét
des SNAC-Esters zurtickgefihrt werden. Deswegen sollte die Einfuhrung des labilen SNAC-
Esters erst nach dem Entfernen der Silyl-Schutzgruppen durchgefiihrt werden. Dafiir sollten
zundchst die TBDPS- und die TES-Schutzgruppen von Aldehyd 89b abgespalten werden.
Dieses gelang unter Verwendung des Flusssdure-Pyridin Komplexes, wobei anzumerken ist,
dass die zusatzliche Zugabe von Pyridin erforderlich war, um Zersetzung des Produktes zu
vermeiden (Schema 25). Das so erhaltene Lactol 92b wurde anschliefend in der
Olefinierungsreaktion eingesetzt. Unter Standard-WITTIG-Bedingungen (40 °C) konnte kein
gewunschtes Produkt isoliert werden, stattdessen wurde die intramolekulare MICHAEL-
Addition der Hydroxygruppe an C-7 auf das Enon-System beobachtet. Um diese
Nebenreaktion zu verhindern, wurde die Reaktion bei Raumtemperatur durchfiihrt und der
gewiinschte SNAC-Ester 93b konnte in 60 % Ausbeute isoliert werden. Abschlie3end erfolgte
die Boc-Entschutzung mit Trifluoressigsdure, die das gewiinschte seco-Progeldanamycin-
Derivat 37D lieferte.
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OTBDPS OTBDPS

Y OMe
37p OH

Schema 25: Synthese der SNAC-Ester 37b; Reaktionsbedingungen: a) HF*Py, Py, THF, RT, 4 Tage, 85 %;
b) 84, CHCl3, RT, 7 Tage, 60 %, E/Z > 10:1; b) TFA, 0 °C, 3 h, 80 %.

Damit wurde die Totalsynthese abgeschlossen und diese optimierte Entschitzungstrategie

konnte auf die Synthese anderer seco-Progeldanamycinsaure-Derivate Ubertragen werden.

4.15.3.  Synthese des SNAC-Esters von 2,8-desdi-Methyl-6-epi-seco

Progeldanamycin (37a)

Da die Versuche zur diastereoselektiven Synthese des Ostfragments 58a sowohl fiir die
Addition von Vinyllithium, als auch fur die selektive Reduktion des entsprechendes
Ketons 69 fehlschlugen und nicht trennbare Diastereomerengemische im Verhéltnis anti:syn
von etwa 4:1 lieferten, wurde zunéchst die CBS-Reduktion von Keton 94 geprift. Das
Keton 94 koénnte durch Kupplung des Westfragments 39 mit Enon 69 synthetisiert werden
(Schema 26). Allerdings verlief die Olefin-Metathese unter den in Kapitel 4.1.5.1. optimierten
Reaktionsbedingungen mit geringerer Ausbeute, was auf die Epimerisierung des Enons 69

zurlickgefihrt werden kénnte.



Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse 47

OTBDPS
OH
BocHN _ SN . o OTBS
z OMe = \)J\‘/\) o
OMe
TBDPS MeO

Schema 26: Synthese des Ketons 94; Reaktionsbedingungen: a) GRuBBS-HOVEYDA Il, (CH,CI),, 40 °C, 48 h,
24 %, E/Z < 10:1.

Die selektive Oxidation der Hydroxygruppe an C-5 des Metathese-Produktes 73b lieferte das
gewinschte Keton 94 in moderater Ausbeute (Schema 27). Um die Hydroxyfunktionen an
C-5 und C-9 zu differenzieren, wurde Mangandioxid als Oxidationsmittel verwendet, das
selektiv allylische Alkohole oxidiert. Unter Verwendung des (R)-CBS-Reagenzes wurde das
syn-Produkt als Hauptdiastereomer generiert (Tabelle 12, Eintrag 1). Unter gleichen
Reaktionsbedingungen lieferte das (S)-CBS-Reagenz das gewinschte anti-Diastereomer in
einem anti:syn Verhéltnis von 3:1 (Eintrag 2). Variationen der Reaktionstemperaturen fiihrten
zu keinen verbesserten Diastereoselektivitaten (Eintrdge 2-5). Jedoch konnte durch die
Zugabe des CBS-Reagenzes bei -78 °C und langeren Komplexierungszeiten der gew(inschte
Alkohol in 70 % Ausbeute bei einer anti:syn Diastereoselektivitat von 10:1 erhalten werden
(Eintrag 7).

OTBDPS OTBDPS OTBDPS

73b 94 73a

Schema 27: Synthese des Alkohols 73a; Reaktionsbedingungen: a) MnO,, CH,Cl,, RT, 4h, 56 %;
b) BH;*SMe,, siehe Tabelle 12.
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Tabelle 12: Bedingungen fir die CBS-Reduktion des Ketons 94.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ausbeute (anti:syn)
18 (R)-CBS, -78°C — -40 °C, 2 h 83 % (1:20)
2° (S)-CBS, -78 °C — -40°C, 2 h 80 % (3.3:1)
e (S)-CBS, -78°C — -20°C, 2h 85 % (3.5:1)
4° (S)-CBS, 0 °C — RT, 30 min 79 % (2.2:1)
58 (S)-CBS, -78 °C, 2 h, (Umsatz: 40 %) — 0°C, 1 h 75 % (1.5:1)
6" (S)-CBS, -78 °C, 1 h,-50 °C, 2 h 67 % (3.8:1), 30 % (Edukt)
7 (S)-CBS, -78 °C, 1 h,-50 °C, 2 h 70 % (10:1)

é (S)-CBS wurde bei RT zugegeben;  (S)-CBS wurde bei -78 °C zugegeben; ¢ 1.5 h Lewissaure-Substrat

Komplexierungszeit.

Der Diastereomerentiberschuss wurde 73a 73b

mittels 'H-NMR-Spektroskopie 5-Hanti 5-Hsyn

bestimmt, wobei die Signale von H-5

integriert wurden (Abbildung 16). 6 Hsyn >Hant
Da die Oxidation mit nachfolgender
Reduktion  nur in  moderaten gi» Wgr H gh jgr jgr

Ausbeuten verlief, wodurch 60 % des < e e Al T AT

Abbildung 16. Bestimmung vom Diastereomereniiberschuss

Substrates verloren ging, wurde von 73a und 73b mittels 1H-NMR.

entschieden, das Produkt 73a (ber

Metathese mit dem Ostfragment 58a als 4:1 (anti:syn) Diastereomerengemisch zu
synthetisieren. Mittels der im Kapitel 4.1.5.1. optimierten Metathese Bedingungen konnte der
Alkohol 73a in 39 % Ausbeute erhalten werden, wobei nach der Optimierung der HPLC-
Bedingungen bezlglich mobiler Phase und Gradient die Diastereomere getrennt werden
konnten (Schema 28). AnschlieBend wurde Alkohol 73a nach optimierter Strategie in den
SNAC-Ester tberfuihrt. Nach der Abspaltung der TBS-Schutzgruppe, die unter Verwendung
von a-Campher-Sulfonsdure unproblematisch verlief, wurde das so erhaltene Polyol in das
TES-geschiitzte Produkt 87a uberfuhrt, wobei zusétzlich N-silyliertes Produkt 88a in 49 %
Ausbeute erhalten wurde. Im néchsten Schritt erfolgte die Oxidation der primaren
Hydroxygruppe unter optimierten SweRN-Bedingungen, wobei Aldehyd 89a in 67 %
Ausbeute erhalten wurde. Die darauf folgende Entfernung der Silylschutzgruppen lieferte
Lactol 92a, welches anschlielend mit dem Phosphorylid 84 zum SNAC-Ester umgesetzt

wurde. Das gewinschte Produkt wurde in 59 % Ausbeute erhalten. Allerdings konnte die
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Olefinierung in dieser Ausbeute nicht reproduziert werden, stattdessen wurden viele
Nebenprodukte isoliert. Die Strukturen der Nebenprodukte konnten allerdings wegen der
geringen Menge nicht festgestellt werden. Abschliel(end erfolgte die Boc-Entschutzung mit

Trifluoressigsaure, die das gewtinschte seco-Progeldanamycin-Derivat 37a lieferte.

OTBDPS OTBDPS

OoTBS OH
K/\/'\/ 2
—_—
C:)Me
58a

87a: R=H
88a: R=TES l d

OTBDPS

Schema 28: Synthese der seco-Progeldanamycinsdure 37a; Reaktionsbedingungen: a) 39, GRUBBS-HOVEYDA I,
(CH,CI),, 40 °C, 48 h, 39 %,; b) CSA, CH,Cl,/MeOH (3:2), 0 °C, 4 h, 80 %,; c) TESOTHf, 2,6-Lutidin, CH,Cl,,
0°C — RT, 1 h, 87a (50 %), 88a (49%); d) (CICO),, DMSO, DIPEA, CH,Cl,, -60 °C, 1.5 h, 67 %; e) HF*Py,
Py, THF, RT, 4 Tage, 67 %,; f) 84, CHCl;, RT, 7 Tage, 59 %, E/Z > 10:1; g) TFA, 0 °C, 3 h, 79 %.

Aufgrund mangelnder Reproduzierbarkeit und schlechter Ausbeute der WITTIG-Reaktion
wurde nach einer alternativen Entschiitzungsstrategie gesucht. Um Nebenreaktionen zu
vermeiden, sollte die Olefinierung mit dem geschutzten Aldehyd untersucht werden. Da die
Versuche zur TBDPS-Entschitzung vom SNAC-Ester erfolglos verliefen und nur zur
Zersetzung des Eduktes flhrten, sollte die TBDPS-Gruppe durch die TES-Schutzgruppe
ersetzt werden. Unter Verwendung von Flusssdure in Pyridin konnte beide Silyl-
Schutzgruppen in 73a abgespalten werden (Schema?29). Um die Silylierung des
Stickstoffatoms, welche in Kapitel 4.1.5.2. beschrieben wurde, zu vermeiden, wurde die TES-
Schiitzung bei -78 °C durchgefiihrt, wobei das Produkt 96 in 89 % Ausbeute erhalten wurde.
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Die darauf folgende SwerN-Oxidation lieferte Aldehyd 97, welcher mittels Umsetzung mit
Phosphorylid 84 in den SNAC-Ester 98 Uberflhrt wurde. In diesem Fall konnte eine bessere
Ausbeute erhalten werden. Die Reaktion verlief reproduzierbar und ohne Nebenreaktionen.
Wahrend der Boc-Entschiitzung mit Trifluoressigsdaure konnten auch die Silyl-Schutzgruppen

abgespalten und schlie3lich das seco-Progeldanamycinsaure-Derivat 37a isoliert werden.

OTBDPS

gg OTES

Schema 29: Synthese des seco-Progeldanamycinsdure-Derivates 37a; Reaktionsbedingungen: a) HF*Py,
Py, THF, RT, 4 Tage, 98 %; b). TESOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, -78 °C — RT, 1 h, 89 %; c) (CICO),, DMSO,
DIPEA, CH,Cl,, -60 °C, 1.5 h, 62 %; d) 84, CHCl;, RT, 7 Tage, 86 %, E/Z > 10:1; e) TFA, 0 °C, 3 h, 79 %.

Der SNAC-Ester der seco-Progeldanamycinsdure 37a wurde damit ber 20 Stufen (langste

lineare Sequenz) in einer Gesamtausbeute von 2.3 % synthetisiert.

4.15.4.  Synthese des SNAC-Esters  von 2,8,6-desdi-Methyl-6-epi-seco-
Progeldanamycin (38)

Da zu dem Zeitpunkt die mangelnde Reproduzierbarkeit und schlechte Ausbeute flr die
WITTIG-Reaktion noch nicht bekannt war, wurde fur die Synthese des SNAC-Esters 38 die in
Kapitel 4.1.5.2. entwickelte Entschutzungsstrategie verwendet. In diesem Fall sollte allerdings

auf die Umschutzung von TBS-Gruppen verzichtet werden, um die Probleme zu vermeiden,
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welche bei der selektiven Entfernung der TBS-Gruppe an C-4 in Anwesenheit der TBDPS-
Gruppe auftreten kdnnen.

Zunachst wurde ausgehend von dem Metathese-Produkt 74 das TBS-geschitzte Polyol 99
synthetisiert, welches nach der Entschitzung der primaren Hydroxygruppe mittels
anschlieBender DMP-Oxidation zum Aldehyd 100 umgesetzt wurde (Schema 30). Im
néchsten Schritt erfolgte die Abspaltung der Silyl-Schutzgruppen unter Verwendung von
Flusssaure in Pyridin, wobei diese Umsetzung wesentlich mehr Aquivalente der Flusssaure
verlangte als im Fall vom TES-geschiitztem Aldehyd 89b beschrieben; auch dauerte sie
langer. Die anschliefende WiTTIG-Olefinierung lieferte den gewinschten a,B-ungesattigten
Ester 102 in guter Ausbeute, allerdings konnte in diesem Fall ebenfalls die Reaktion nicht
reproduziert werden. Die Umsetzung mit Trifluoressigsdure lieferte das seco-
Progeldanamycinséure-Derivat 38 in geringen Mengen, die leider nicht ausreichend fir die

Enzymtests und Futterungsexperimente waren.

OTBDPS OTBDPS OTBDPS

Schema 30: Synthese des SNAC-Esters 38; Reaktionsbedingungen: a) TBSOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, RT, 3 h,
81 %; b) CSA, CH,CI,/MeOH (3:2), 0 °C, 4 h, 93 %; c) DMP, NaHCO3;, CH,Cl,, RT, 1 h, 99 %; d) HF*Py,
Py, THF, RT, 7 Tage, 86 %; e) 84, CHCI;, RT, 7 Tage, 68 %, E/Z > 10:1; f) TFA, 0 °C, 3 h, 59 %.

Um ausreichende Mengen des seco-Sdure-Derivates flir weitere Tests zu erhalten, sollte die
neue Entschitzungsstrategie, die im Kapitel 4.1.5.3. beschrieben wurde, erprobt werden. Der
Austausch von TBS- und TBDPS-Gruppen gegen TES fiihrte auch in diesem Fall zur
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Verbesserung der Ausbeute der WITTIG-Reaktion (Schema 31). Somit konnte nach der
Entschitzung mit Trifluoressigsdure das seco-Progeldanamycinsdure-Derivat 38 in
ausreichender Menge hergestellt werden.

OTBDPS

Schema 31: Synthese des seco-Progeldanamycsdure-Derivates 38; Reaktionsbedingungen: a) HF*Py, Py, THF,
RT, 4 Tage, 90 %; b). TESOTf, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, RT, 1h, 80 %; c) (CICO),, DMSO, DIPEA,
CH,Cl,, -60 °C, 1.5 h, 85 %); d) 84, CHCl3, RT, 7 Tage, 88 %, E/Z > 10:1; €) TFA, 0 °C, 3 h, 86 %.

Der SNAC-Ester der seco-Progeldanamycinsaure 38 wurde damit Gber 20 Stufen (langste

lineare Sequenz) in einer Gesamtausbeute von 3.3 % synthetisiert.

4.15.5.  Synthese des SNAC-Esters von 8-des-Methyl-seco-Progeldanamycin (36)

Fur die Synthese des SNAC-Esters mit der natlrlichen Stereochemie wurde zundchst das
Ostfragment 60 mit dem Westfragment 39 unter optimierten Metathese-Bedingungen
gekoppelt (Schema 32). Die Versuche, an dieser Stelle das ungewinschte C-5-epi-Isomer
mittels HPLC abzutrennen, schlugen fehl. Deswegen wurde der Alkohol 107 als
Diastereomerengemisch im Verhaltnis 7:1 (5S:5R) direkt weiter verwendet. Zunéchst wurde
das Metathese-Produkt 107 gemald der vorher beschriebenen Entschiitzungsstrategie in vier
Stufen in das Lactol 111 tberfuhrt. AnschlieBende WiTTIG-Reaktion mit Phosphorylid 113
lieferte den SNAC-Ester 112 in 54 % Ausbeute, wobei das ungewinschte C-7-epi-lsomer
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mittels praparativer HPLC abgetrennt werden konnte. In diesem Fall wurden geringere
Mengen von Nebenprodukten detektiert und die Reaktion konnte mehrfach reproduziert
werden. Wahrscheinlich behindert die zusatzliche Methylgruppe am a-Kohlenstoffatom des
Olefinierungsproduktes die intramolekulare MICHAEL-Addition. Eine abschlieRende Boc-

Entschitzung lieferte den SNAC-Ester 36 in guter Ausbeute.

OTBDPS OTBDPS

OTBDPS

Schema 32: Synthese des SNAC-Esters 36; Reaktionsbedingungen: a) 39, GRUBBS-HOVEYDA I, (CH,CI),,
40 °C, 48 h, 39 %; b) CSA, CH,Cl,/MeOH (3:2), 0 °C, 4 h, 92 %; c) TESOTf, 2,6-Lutidin, CH,CI,, RT, 1h,
81 %; d) (CICO),, DMSO, DIPEA, CH,Cl,, -60 °C, 1.5 h, 73 %; e) HF*Py, Py, THF, RT, 4 Tage, 91 %; f) 113,
CHCI3, RT, 5 Tage, 54 %, E/Z > 10:1; g) TFA, 0 °C, 3 h, 78 %.

Der SNAC-Ester der seco-Progeldanamycinsdure 36 wurde damit tUber 21 Stufen (langste

lineare Sequenz) in einer Gesamtausbeute von 1.3 % synthetisiert.
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4.2. Studien zur Flexibilitat der Amidsynthase GdmF

4.2.1. Supplementierungsexperimente

Mit dem erfolgreichen Abschluss der Synthesen der thioaktivierten seco-Progeldanamycin-
séure-Derivate 36, 37 und 38 konnte mit den Supplementierungsexperimenten begonnen
werden. Dabei sollte Uberprift werden, ob die hochkomplexen Biosyntheseintermediate vom
PKS-Modul erkannt und zu neuen Geldanamycin-Derivaten weiter prozessiert werden.

Die Fitterung der seco-Sdure-Derivate erfolgte an der Block-Mutante K390-61-1 von
S. hygroscopicus, die in der Biosynthese des Startbausteins AHBA 15 geblockt ist. Um die
Aktivitat des Stammes zu Uberprifen, wurde parallel der natirliche Startbaustein AHBA 15
zu den Bakterien supplementiert.

Zunachst wurde das Futterungsexperiment mit dem seco-Sdure-Derivat 36 gefiihrt, der
gegentber dem natirlich Geldanamycinvorldufer nur eine strukturelle Varianz enthalt,
namlich die fehlende Methylgruppe an C-8. Nach der Ftterung tber einen Zeitraum von drei
Tage wurden die Rohextrakte der Fermentation massenspektrometrisch untersucht. Wie
erwartet, konnte in der Fermentation mit AHBA 15 Geldanamycin (1) detektiert werden,
wobei die Signalintensitiat des gebildeten Naturstoffes auf sehr gute Produktion hinwies.
Allerdings konnten in der Fermentation mit dem seco-Saure-Derivat 36 nur Spuren des
Geldanamycin-Derivates 114 massenspektrometrisch nachgewiesen werden, wobei das
[M+Na] und [M-H] Signale hochaufgeldst werden konnten (Schema 33). Das erwartete
komplett prozessierte Geldanamycin-Derivat 115 wurde nicht identifiziert, was auf die

geringe Stabilitat solcher Derivate zuriickgefuhrt werden kann.

OH OH
MeO

SNAC

K390-61-1 )
—_—

30ml

MeO

| [M+Na] i
! berechnet: 557.2839 |

36 ! gefunden: 557.2827 114 115

1 [M-H

]
| berechnet: 533.2863

| gefunden: 533.2872 |

Schema 33: Futterungsexperiment mit dem SNAC-Ester 36.
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Nach der HPLC-Reinigung des Rohextrakts konnte allerdings das neue Geldanamycin-
Derivat 114 nicht isoliert werden, stattdessen konnten 35 % des Eduktes zurlickgewonnen
werden. Die nicht vollstandige Umsetzung der seco-Saure mit der Amidsynthase kdénnte mit
dem geringen Membrangéngigkeit des Substrates erklart werden.

Um die Struktur des Geldanamycin-Derivates 114 zu (berpriufen, wurde MS/MS-
Fragmentierungsexperiment durchgefuhrt. Das erhaltene MS-Spektrum ist in der
Abbildung 17 dargestellt. Es konnten die erwarteten Verluste von Carbamat, Methanol und
Wasser detektiert werden, allerdings ist die Intensitat der Signale sehr gering, was auf eine

nur geringe Menge des Produktes zurlickgefuhrt wurde.

Hermane
HK547b-MSMS3 251 (2.349) Cm (246:256) 1: TOF MSMS 557.20ES+
11

1004 496.2637

M-HOCONH,+Na

496.2965

. M+Na
o
496.2390, 497.3078 557.0390
657.2999
M-2H,0-2MeOH+H
498.2624 5/58.31 04
M-HOCONH,-MeOH+Na
433.2137 77'2391481.2521 4/99.2343 513.3176 538.4027 559.3045
N 445‘2025\452 2500 473.1388| 496.0830 511 2637 529.1141 538.2742 557.186§
420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560

Abbildung 17: Fragmentierungsexperiment des Geldanamycin-Derivates 114.

Die Futterungsexperimente mit zwei weiteren seco-Progeldanamycinsdure-Derivaten 37 und
38 zeigten, dass die Substrate unter Fermentationsbedingungen nicht stabil sind, da in den
Rohextrakten der Fermentationen weder Geldanamycin-Derivate noch  Edukte
massenspektrometrisch identifiziert werden konnten (Schema 34). Wie schon bei den
Synthesen zu diesen seco-Sduren festgestellt wurde ist die Methyl-Gruppe in der a-Position

fur die Stabilitat der Substrate notwendig.
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SNAC  (K390-61-1

e
30ml

R = Me, 37 33
R=H, 38

Schema 34: Fitterungsexperiment mit dem SNAC-Ester 37 und 38.

Um die maogliche geringere Membrangéangigkeit und die Gefahr von schnellen Zersetzungen
der Substrate zu umgehen, wurden fur die Makrolactamisierung zellfreie Extrakte von
S. hygroscopicus K390-61-1 verwendet, die durch den Aufschluss der Zellen im Tris-Puffer
(50 mM, pH-7.4) mittels Ultraschall oder French-Press hergestellt wurden. Allerdings konnte
keines des erwarteten cyclisierten Derivate erhalten werden, wobei im Fall der seco-Saure 36
nur das Edukt und im Fall der seco-Saure 37 nur die Zersetzung detektiert werden konnten.

Da mittels Fitterungsexperimente keine genaue Aussage Uber die Substratspezifitat der
Amidsynthase GdmF gemacht werden konnte, sollte anschlieBend die Amidsynthase GdmF
heterolog exprimiert werden und in Enzymassays mit den seco-Progeldanamycinséure-

Derivate 36, 37 und 38 getestet werden.

4.2.2. Enzym-Tests

Die Herstellung der Amidsynthase GdmF wurde in Kooperation mit ANJA HEUTLING und
Dr. CARSTEN ZEILINGER durchgefuhrt, wofir zwei unterschiedliche Verfahren verwendet
wurden.

Zunéchst wurde das gewtinschte Gen gdmf aus dem Organismus Streptomyces hygroscopicus
var. geldanus mittels PCR isoliert und in den Expressionsvektor pRSET-B (siehe
Anhang 7.1.) kloniert. ® Im nachsten Schritt wurden E. coli-Zellen mit der erhaltenen
Plasmid-DNA transformiert. Dies erfolgte nach dem Hitzeschock-Prinzip unter Verwendung
von kommerziell erhdltlichen kompetenten E. coli BL21(DE3)pLysP-Zellen. Im Anschluss
wurden Ampicillin und Chloramphenicol-resistente Kolonien ausgewéhlt, wobei Ampicillin
fur die Selektion der E. coli, die das gew(nschte Gen enthalten, und Chloramphenicol fir die

" Diese Experimente wurden von Anja Heutling durchgefiihrt und werden in ihre Dissertation verdffentlicht:
A. Heutling, Dissertation, Leibniz Universitat Hannover, Hannover 2014.
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Selektion der Bakterien, die das pLysS-Plasmid enthalten, verwendet wurde. Das
Vorhandensein des PLysS-Plasmids ist fir die Unterdriickung der Expression toxischer
Proteine vor Induktion mit IPTG notwendig, die das Wachstum der Bakterien beeinflussen
konnen. Die ersten Expressionsversuche sowie die Optimierungsversuche flhrten allerdings
nur zu einer schwachen Expression des gewinschten Proteins, welches hauptséchlich in

unléslicher Form vorlag (Abbildung 18, Tabelle 13).

170 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

40 kDa
35 kDa

25 kDa

Abbildung 18: SDS-Polyacrylamidgel (15%) der Expression der GdmF. M: Protein-Grofienstandard
PageRuler™ Presatined Broad Range Protein Ladder (FERMENTAS), L: lésliche Fraktion nach Zellaufschluss, P:
nicht-16sliche Fraktion nach Zellaufschluss. Theoretisches Molekulargewicht der Amidsynthase GdmF: 34 kDa.

Tabelle 13: Optimierungsversuche der Proteinexpression.

# Kultivierung Expression Ergebnis

1 SOB-Medium, 3.5 h, (bis ODsgs = 1.0) 16 °C,20h Protein im Pellet
2 SOB-Medium, tber Nacht 16 °C, 20 h Protein im Pellet
3 SOB-Medium, 3.5 h (bis ODsgs = 1.0) 28°C,20h Protein im Pellet
4 SOB-Medium, tber Nacht 28°C,20h Protein im Pellet

Die weiteren Optimierungen der Expressionsbedingungen und der Reinigung des Enzyms
wurden von Dr. CARSTEN ZEILINGER im Institut fur Biophysik durchgefiihrt. Letztendlich
konnte das Protein in I&slicher Form erhalten werden.” Die Umsetzung der so erhaltenen
Amidsynthase GdmF-1 mit dem seco-Progeldanamycinsaure-Derivat 36 fiihrte allerdings
nicht zum gewinschten = Makrolactam, stattdessen konnte nur das Edukt
massenspektrometrisch detektiert werden. Um die Reaktionsbedingungen zu optimieren
wurde die Aktivitdt des Enzymes mit den Testsubstraten 117-119 untersucht. Es wurde

festgestellt, dass das Enzym die Ubertragung der Acetylgruppe von Acetyl-CoA 117 auf

™. Zeilinger, unverbdffentliche Ergebnisse, 2014.
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Aminophenol (116) katalysiert (Schema 35). Allerdings wurde Crotonyl-CoA 118 oder
SNAC-Ester 119 nicht von dem Enzym prozessiert, was vermutlich auf die inkorrekte Faltung
der exprimierten Amidsynthase zurtickzufuhren war. Versuche, die Bedingungen durch die

Zugabe von ATP oder Magnesium zu optimieren, schlugen ebenfalls fehl.

OH OH

o]
GdimiF-1
+ )j\ —_— (o]
CL Con i
NH, u
116 117 120
OH
/\j\ GamE-l OH
Rt oW U
=
NH,
116 118 121 u
OH
o GaimiF-1 OH
* NSNAC —F— ©\ o
NH, u)J\/\(
1i6 119 122

Schema 35: Enzymreaktionen mit den Testsubstraten 117-119. Reaktionsbedingungen: ATP, MgCl,, Tris Puffer
(pH 7.4) (10 mM), 37 °C, 24 h.

Weitere Versuche zur Makrolactamisierung mit GdmF-1 schienen aufgrund dieser Ergebnisse
nicht sinnvoll. Es musste also eine alternative Strategie zur Herstellung des Enzyms
entworfen werden.

Heterologe Expression flhrt sehr oft zu geringen Mengen des gewinschten Proteins.
Allerdings l&sst sich die Genexpression in vielen Fallen durch die Anpassung der Gene fir
bestimmten Organismus um den Faktor 2 bis 10 verbessern.””> Um eine bessere Expression
der Amidsynthase zu erreichen, wurde ein modifiziertes, synthetisches Gen eingesetzt. Das
iiber dieses Gen auf obigem Wege erhaltene Protein GdmF-2° wurde mit den
seco-Progeldanamycinsdure-Derivat 36 in Hepes-Puffer (25 mM Hepes, 150 nM NaCl,
pH 6.8) inkubiert, wobei das gewiinschte Makrolactam 123 in Spuren massenspektrometrisch
nachgewiesen wurde. Die Optimierungen der Reaktionsbedingungen fiihrten zur
Verbesserung des Umsatzes (Schema 36, Abbildung 19). Als Nebenreaktion wurde die
Hydrolyse des SNAC-Esters zu der Saure 124 festgestellt.

> M. Welch, S. Govindarajan, J. E. Ness, A. Villalobos, A. Gurney, J. Minshull, C. Gustafsson, PLoS One 2009,
4, e7002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Welch%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Govindarajan%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ness%20JE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Villalobos%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gurney%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minshull%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gustafsson%20C%5Bauth%5D
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Schema 36: Enzymreaktionen mit dem SNAC-Ester 36. Reaktionsbedingungen: Hepes-Puffer (25 mM Hepes,

150 nM NaCl, pH 6.8), 37 °C, 24 h.
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Abbildung 19: Massenspuren der enzymatischen Umsetzung mit seco-Progeldanamycinsaure-Derivat 36;
a: Negativkontrolle, b: Progeldanamycin 123 [M+Na], c: seco-Séaure 124 [M+H], d: SNAC-Ester 36 [M+H].

Die Struktur des so erhaltenen Progeldanamycins 123 konnte durch ein MS/MS-

Fragmentierungsexperiment belegt werden. Das erhaltene Spektrum ist in der Abbildung 20

dargestellt. Es konnten die im Massenspektrum erwarteten Verluste von Methanol und

Wasser nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Fragmentierungsexperiment des Progeldanamycin-Derivates 123.

Weitere Optimierungen der Reaktion, sowie weitere Studien zur Substratflexibilitat dieses
Enzyms konnten im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht mehr durchgefiihrt werden. In
Zukunft sollen einzelne Reaktionsbedingungen wie Puffer, pH-Wert, Temperatur sowie
Cofaktoren getestet werden, um die Hydrolyse des SNAC-Esters zu unterdriicken, einen
vollstandigen Umsatz zu erreichen und die neuen Progeldanamycin-Derivate auch NMR-
spektroskopisch zu untersuchen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Amidsynthase GdmF fortgeschrittene,
verénderte, komplexe Biosyntheseintermediate akzeptiert und in die Makrolactame
transformiert. Diese Ergebnisse bereiten den Weg fiir detaillierte Untersuchungen zur
Substratflexibilitat der Amidsynthase GdmF und kénnen langfristig dazu dienen, diese Klasse

von Enzymen als Synthesewerkzeug fir Makrolactamisierungen zu entwickeln.
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4.3. Synthese des Progeldanamycin-Derivates 125

Wie in Kapitel 4.2.1. beschrieben, fuhrten die Fltterungsexperimente mit den seco-S&ure-
Derivaten 36-38 nicht zu neuen gewiinschten Geldanamycin-Derivaten. Des Weiteren lag zu
dem  Zeitpunkt die  Amidsynthase  fur  Untersuchungen zu  enzymatischen
Makrolactamisierungen nicht vor, sodass die Makrolactamisierungen zundchst chemisch
durchgefuhrt werden sollte. Die so erhaltenen Progeldanamycin-Derivate sollten anschlieRend
an die S. hygroscopicus Bakterien-Mutante K390-61-1 verfttert werden.

Die Synthese des Progeldanamyecin-Derivates 125 sollte auf die bereits entwickelte Synthese
der seco-Sdure-Derivate, die im Kapitel 4.1.5.3. beschrieben ist, basieren. Als Vorlaufer fir
die chemische Makrolactamisierung wurde der Thioethylester 126 ausgewahlt, da vorherige
Arbeiten in der Arbeitsgruppe KIRSCHNING zeigten, dass seco-Sdure-Derivate sehr instabil
und sich nur eingeschrankt fir Kupplungsreaktionen eignen (Schema 37). Die Einfuhrung des
Thioesters sollte analog zur Synthese des SNAC-Esters mittels einer WITTIG-Reaktion

realisiert werden.

OPG
Makro- NH, N SE
laktamisierung ) j/
o — - i
Wittig
e Olefinierung
OMe

Schema 37: Geplante Synthese des Progeldanamycin-Derivates 124.

Die Synthese startet mit dem Metathese-Produkt 73a. Zun&chst sollten die freien
Hydroxygruppen geschutzt werden wobei die TBS-Schutzgruppe ausgewahlt wurde, da diese
unter sauren Bedingungen stabiler als die TES-Gruppe ist. Dieser Aspekt ist entscheidend, da
die Boc-Schutzgruppe unter sauren Bedingungen entfernt wird. Das so erhaltene Triol konnte
anschliel’end in zwei Stufen zu dem Aldehyd 82a umgesetzt werden (Schema 38). Die darauf
folgende WiTTIG-Reaktion mit dem Phosphorylid 129 lieferte den Thioester 127 in guter
Ausbeute und mit der gewiinschten (E)-Konfiguration. Das Phosphorylid 129 wurde von
GERRIT JURJENS hergestellt und zur Verfiigung gestellt.® Fir die Boc-Entschiitzung wurden
die im Kapitel 4.1.2.2. optimierten Bedingungen verwendet. Allerdings konnte das

gewilnschte Anilin 126 nur in 40 % Ausbeute erhalten werden. Alle weiteren
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Optimierungsversuche bezlglich Aquivalente der Saure und Reaktionszeit, schlugen fehl,
wobei als Nebenreaktionen diverse Eliminierungen massenspektrometrisch identifiziert
werden konnten (Tabelle 14). Trotzdem konnte ausreichende Mengen des Produktes fir die
néchsten Stufen erhalten werden. Die ersten Versuche zur Makrolactamisierung unter
Verwendung von DIPEA bei Raumtemperatur scheiterten. Auch bei der Erhdhung der
Temperatur auf 80 °C fand keine Reaktion statt (Tabelle 15, Eintrag 1). Die Deprotonierung
des Anilins mit LDA lieferte ebenfalls kein gewiinschtes Produkt. Es wurde lediglich das
Edukt reisoliert (Eintrag 2). Das Makrolactam 128 konnte schlieBlich unter Verwendung von
Silbernitrat, welches zur Aktivierung des Thioesters dient, ® in 53 % Ausbeute erhalten
werden (Eintrag 3). Die abschliefende Entschutzung mit Flusssdure in Pyridin lieferte das

gewunschte Progeldanamycin-Derivat 125.

OTBDPS OTBDPS OTBDPS

SEt

OMe

124 OH g2 OTBS 127 OTBS

e

OTBDPS

T

‘PhP? 129!
Schema 38: Synthese des Progeldanamycin-Derivates 125; Reaktionsbedingungen: a) TBSOTf, 2,6-Lutidin,
CH,Cl,, -78 °C — RT, 3 h, 93 %; b) CSA, CH,CIl,/MeOH (3:2), 0 °C, 4 h, 88 %; c) DMP, NaHCO3, CH,Cl,,
RT, 1 h, 94 %; d) 129, CHCls, 40 °C, 24 h, 86 %, E/Z > 10:1; €) TFA, CH,Cl,, siehe Tabelle 14; f) siehe
Tabelle 15; g) HF*Py, Py, THF, RT, 4 Tage, 60 %.

"®G. E. Keck, J. A. Murry, J. Org. Chem. 1991, 56, 6606-6611.
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Tabelle 14: Boc-Entschitzung.

Reaktionsbedingungen

Eintrag — Ergebnis
Cequkt Mg/mL  TFA, Ag. Zeit,h ¢t °C
1 2 500 3 0 28 %, 20 % (Edukt)
2 2 500 5 0 28 %
3 2 500 4 0 40 %
4 0.7 300 10 0 30 %,
Tabelle 15: Bedingungen fir die Makrolactamisierung.
Eintrag Reaktionsbedingungen Ergebnis
1 DIPEA, DMF, RT,20h —-40°C3h,—80°C,2h keine Reaktion
2 LDA, THF, -78 °C —» RT keine Reaktion
3 AgNOQOg, 2,6-Lutidin, THF, 55 °C, 32 h 53 %

Insgesamt konnte der Progeldanamycin 125 tiber 22 Stufen (langste lineare Sequenz) in einer
Gesamtausbeute von 0.5 % synthetisiert werden. Es dient nun als Vergleichsubstanz fir die
oben beschriebenen enzymatischen Untersuchungen zu Makrolactamisierungen.

Das so erhaltene Progeldanamycin-Derivat konnte im Rahmen dieser Arbeit an der
S. hygroscopicus Bakterien-Mutante K390-61-1 wegen Probleme der Stammkultivierung von

S. hygroscopicus noch nicht verfuttert werden.
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4.4. Synthesen von AHBA-Analoga

4.4.1. Synthese des SNAC-Esters der Benzotriazolcarbonséaure 132

Die Benzotriazolcarbonsaure 131 wurde ausgehend von kommerziell erhéltlicher
3,4-Diaminobenzoesdure 130 in eine Stufe nach der von LENA MANcCUSO entwickelten
Methode hergestellt. ”” Um die Akzeptanz dieses Mutasynthons bei den Bakterien zu
verbessern, sollte ebenfalls der korrespondierende SNAC-Ester 132 synthetisiert werden.
Dieses gelang durch die Umsetzung der S&ure 131 mit EDC*HCI und
N-(2-Mercaptoethyl)acetamid (Schema 39). Allerdings konnte das gewunschte Produkt nur in
15 % Ausbeute isoliert werden, wobei bei groReren Ansatzen die Ausbeute noch wesentlich
geringer war. Dies konnte auf die schlechte Loslichkeit des SNAC-Esters in MeOH und

EtOAc, welche die Isolierung verkomplizierte, zurtickgefiihrt werden.

NH,
NHZ N N
a \\N b (¢] \\N
- Ho\g/@u - )l\g/\/g u’
OOH
130 31 132

Schema 39: Synthese des Triazols 132; Reaktionsbedingungen: a) NaNO,, HCI, NaN3, H,0, -5 °C, 7 h, RT,
12 h, 88 %; b) EDC*HCI, HSCH,CH,NHAc, DMAP, DMF, RT, 24 h, 15 %.

4.4.2. Synthese der Cyclopropylaminobenzoesaure 136

Die Synthese der Cyclopropylaminobenzoeséure 136 wurde zum ersten Mal im Rahmen der
Diplomarbeit von LENA MAaNcuso durchgefiihrt.” Der Schliisselschritt der Reaktion war die
Suzuki-Kupplung zwischen dem aromatischen Bromid 133 und der Cyclopropylboronsdure
(Schema 40). Die Kupplung lieferte nur 53 % Ausbeute und keinen vollstandigen Umsatz
(Tabelle 16, Eintrag 1). Da Produkt und Edukt eine ahnliche Polaritat aufweisen und dadurch
die Isolierung verkompliziert wurde, sollten die Kupplungsbedingungen im Rahmen dieser
Arbeit optimiert werden. Unter Verwendung der Mikrowelle bei 150 °C konnte die Ausbeute
auf 80 % erhoht werden, wobei ein Umsatz von 90 % erreicht werden konnte (Eintrag 3). Bei

der Verlangerung der Reaktionszeit auf 1.5 Stunden konnte der Umsatz auf 100 % erhoht

"L, Mancuso, Diplomarbeit, Mutasynthesen von Tumor-adressierenden Ansamitocinen, Leibniz Universitat
Hannover, Hannover 2010.
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werden. Allerdings stieg dabei der Zersetzungsgrad und das Produkt konnte nur in 51 %

Ausbeute isoliert werden (Eintrag 4).

Br NO; NO;

OOMe OOMe
133 134

Schema 40: Suzuki-Kupplung; Reaktionsbedingungen: a) Cyclopropylboronséure, Pd(PPhs),, K,COs, Toluol
(siehe Tabelle 16).

Tabelle 16: Optimierung der Suzuki-Kupplung.

Eintrag Reaktionsbedingungen  Umsatz, %  Ausbeute, %

1 48 h, 95 °C 62 53
2 1 h, 130 °C (Mikrowelle) 50 40
3 1 h, 150 °C (Mikrowelle) 90 80
4 1.5 h, 150 °C (Mikrowelle) 100 51

Im néchsten Schritt erfolgte die Reduktion der Nitrogruppe unter Verwendung von
Zinnchlorid. Dies lieferte das Amin 135 in sehr guter Ausbeute von 91 % (Schema 41).
AbschlieRend wurde der Methylester unter basischen Bedingungen gespalten, wobei als
Nebenreaktion die Cyclopropylring6ffnung detektiert wurde. Das gewtinschte Produkt 136

konnte nach der Reinigung mittels praparativer HPLC in 45 % Ausbeute isoliert werden.

NO, NH, NH>
a b

R —— _—

COOMe COOMe COOCH

134 135 136

Schema 41: Synthese der 3-Amino-5-cyclopropylbenzoesdure 136; Reaktionsbedingungen: a) SnCl,*2H,0,
EtOAC, 70 °C, 24 h, 91 %,; b) LiOH (1 M), MeOH, RT, 15 h, 45 %.
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4.4.3. Synthese der 3-Azido-5-aminobenzoesaure 145

Die Synthese der 3-Azido-5-aminobenzoesaure 145 wurde bereits von ToBIAS KNOBLOCH®
und LENA MANCUsO” entwickelt und optimiert und sollte in der vorliegenden Arbeit analog
durchgefuhrt werden. Die Ausgangsverbindung fur die Synthese war der
3,5-Dinitrobenzoesauremethylester 137. Zunachst sollte selektiv eine der beiden Nitrogruppen
reduziert werden. Dieses gelang unter Verwendung von Ameisensaure und Palladium auf
Kohle, wobei das Produkt allerdings nur in 26 % Ausbeute isoliert werden konnte
(Schema 42). Viele Nebenreaktionen, einschlieBlich der Uberreduktion, konnten detektiert
werden. Im néchsten Schritt wurde die Aminogruppe als Acetat geschiitzt und die zweite
Nitrogruppe zum Amin umgesetzt.

Da die erste Stufe der Synthese zu aufwendig war und ein komplexes Gemisch und schlechte
Ausbeuten lieferte, sollte eine alternative Strategie zur Herstellung des Amins 140 entwickelt
werden. Das Amin 140 sollte durch die selektive Schiitzung einer Aminogruppe ausgehend
von 3,5-Diaminobenzoesduremethylester 142 synthetisiert werden. Zun&chst wurde die
kommerziell erhdltliche Diaminobenzoesdure 141 zum Methylester umgesetzt. Anschliel3end
konnte unter Verwendung von einem Aquivalent Acetanhydrid das gewiinschte Produkt 140

in guter Ausbeute erhalten werden (Schema 42).

H
O,N NO, H,N NO, N NO,
a b \g/
— = —_—

C

iOOMe iOOMe iOOMe \
H
139 \g/N

137 138 NH,
€ OOMe
HoN NH, g N NH, /
(;r o (;r
OOH OOMe
141 142

Schema 42: Synthese des Amins 140; Reaktionsbedingungen: a) Pd/C, HCOOH, NEt;, 90 °C, 1h, 26 %;
b) Ac,0, Py, 1,4-Dioxan, RT, 48 h, 72 %; c) SnCl,*2H,0, EtOAc, 70 °C, 24 h, 91 %; d) MeOH, H,SO,, 60 °C,
10 h, 64 %,; e) Ac,0, Py, 1,4-Dioxan, RT, 24 h, 62 %.

T, Knobloch, Dissertation, Studien zur Flexibilitat der Ansamitocin-Biosynthese in Actinosynnema pretiosum,
Leibniz Universitat Hannover, Hannover 2010.



Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse 67

Im néachsten Schritt erfolgte die Einfuhrung der Azidofunktion, welche ohne Probleme verlief
und das Produkt 143 in guter Ausbeute lieferte (Schema 43). Die anschlieBende Abspaltung
der Schutzgruppen beendete die Synthese des gewiinschten Mutasynthons 145.

H H H
N NH2 N N3 N N3 H2N N3
T L L (;F -
OOMe OOMe OOH OOH
140 143 144 145

Schema 43: Synthese des Azids 145; Reaktionsbedingungen: a) NaNO,, HCI, NaNs, H,0, -5 °C, 6 h, RT, 10 h,
81 %; b) LiOH (1 M), MeOH, 55 °C, 1 h, 95 %; c) konz. HCI, H,0, 120 °C, 10 h, 96 %.

4.4.4. Synthese der Hydroxylamin- und Hydrazin-Derivate.

Die neuen Hydroxylamine 146, 147 und 148 sollten Uber eine Kupfer-vermittelte Kupplung
zwischen der aromatischen Boronsdure 150 und dem N-Hydroxyphthalimid 151 hergestellt

werden (Schema 44).

OH
R \NHZ \9/ cu" oder cu' gé\OH o
C @
n N
0 07 ™SOPG ©

R = NH,, 146
R = OH, 147
R = OMe, 148

Schema 44: Geplante Synthese der Hydroxylamine 146-148.

Die Kupfer-vermittelte Kreuz-Kupplung zur Herstellung von Aryloxyaminen wurde 2001 in
der Arbeitsgruppe KELLY entwickelt. ° Das N-Hydroxyphthalimid 151 wurde als
Hydroxylamin-Donor verwendet, welches anschliefend durch die Umsetzung mit Hydrazin in
das freie Hydroxylamin umgesetzt werden kann. Die Reaktion wird durch Cu® oder cu®™
Salze katalysiert, wobei die besten Ergebnisse mit Kupfer®®-Chlorid und Kupfer-Acetat
beschrieben sind. Es ist interessant, dass die Reaktion unter Argon-Atmosphédre nur eine
geringe Menge des Kupplungsproduktes lieferte. Die mogliche Erklarung dieses Phdanomens,
welches auch in anderen Kupfer-vermittelten Kreuz-Kupplungen beschrieben wurde, wurde

"H. M. Pertassi, K. B. Sharpless, J. W. Kelly, Org. Lett. 2001, 3, 139-142.
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bei Lam postuliert.® Nach dem vorgeschlagenen Mechanismus koordiniert der Kupfer-
Komplex zun&chst das N-Hydroxyphthalimid 151, die anschlielende Transmetallierung der
Boronsdure setzt Borsaure frei. Im n&chsten Schritt kann der molekulare Sauerstoff den
Pyridin-koordinierten Kupfer-Komplex zu Cu™ oxidieren, wodurch die reduktive
Eliminierung  des  N-Aryloxyphthalimides  mdglich  wird.  Die  oxidierenden
Reaktionsbedingungen fddern die Bildung von Peroxiden, welche zur Zersetzung der
Bononséaure fiihren kann. Deswegen muss die Boronsaure im Uberschuss eingesetzt werden.

Wie im Schema 45 gezeigt, beginnt die Synthese des Hydroxylamins 146 mit der Veresterung
von kommerziell erhéltlicher Boronséure 152, welche unter Schwefelsdure-Katalyse in
Methanol problemlos erfolgte. Die darauf folgende Reduktion der Nitrogruppe lieferte das
Amin 153 in guter Ausbeute. Anschlieend sollte die freie Aminogruppe geschitzt werden,
um eine Nebenreaktion der Aminogruppe mit der Boronsaure zu vermeiden. Die Umsetzung
des Anilins 153 mit Acetanhydrid lieferte das geschitzte Amin 154 in 94 % Ausbeute,
welches direkt fir die Kupplung mit N-Hydroxyphthalimid getestet werden konnte. Unter
Verwendung von Kupfer(')-ChIorid konnte das gewinschte Produkt 155 nicht erhalten
werden, stattdessen wurde das protodeboronylierte Produkt 156 detektiert (Tabelle 17,
Eintrag 1). Der Wechsel der Kupferquelle zu Kupfer!-Acetat lieferte ein komplexes
Gemisch, wobei das gewilnschte Kupplungsprodukt 155 massenspektrometrisch nicht
nachgewiesen werden konnte (Eintrag 2). Da der Sauerstoff eine entscheidende Rolle in
dieser Reaktion spielt, wurde diese unter Sauerstoff-Atmosphére durchgefihrt. Allerdings

lieferte diese Methode ebenfalls nicht das gewinschte Produkt (Eintrag 3).

OH OH OH (0]
O,N B AcHN B AcHN o.
2 \OH H2N é\OH c \OH d N
a,b
N . z 5
O OH O OMe O OMe O OMe
152 153 154 155

Schema 45: Versuche zur Synthese des Hydroxylamins 155; Reaktionsbedingungen: a) MeOH, H,SO,, 65 °C,
24 h, 96 %; b) SnCl,*2H,0, EtOAc, 90 °C, 2 h, 92%; c) Ac,0, Py, 1,4-Dioxan, RT, 24 h, 94 %; d) 151, Py,
(CH,CI),, siehe Tabelle 17.

®p vy, C. Lam, C. G. Clark, S. Saubern, J. Adams, k. M. Averill, D. M. T. Chan, A. Combs, Synlett 2000, 5,
674-676.
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Tabelle 17: Kupfer-Katalysierte C-O Kupplung.

Eintrag Reaktionsbedingungen Ergebnis
H
N
1 CuCl, Molsieb (4A), 72 h, RT — 40 °C, 24 h, Luft R
156 O”OMe
2 Cu(OAc),, Molsieb (4A), 24 h, 40 °C, Luft komplexes Gemisch
3 Cu(OAc),, Molsieb (4A), 48 h, RT, O, komplexes Gemisch

Das Misslingen der Kupplung kénnte auf die Nukleophilie der Amidfunktion zuriickgefihrt
werden. Es musste also eine andere Schutzgruppe fir die Aminofunktion gesucht werden. Als
Schutzgruppe wurde die Phthalimid-Gruppe ausgewahlt, weil hier die Nukleophilie des
Amidstickstoffatoms gegenuber Amiden reduziert sein sollte. Aullerdem l&sst sich die Gruppe
relativ leicht unter milden Reaktionsbedingungen mit Hydrazin entfernen. Die Umsetzung des
Amins 153 mit Phthalanhydrid lieferte das geschiitzte Produkt 157 in 48 % Ausbeute, wobei
anzumerken ist, dass die Reaktion bei 80 °C durchgefihrt werden sollte, da hohere
Temperaturen zu Bildung eines unbekannten Nebenproduktes fihrte (Schema 46). Die
anschlieBende Kreuz-Kupplung erfolgte unter Verwendung von Kupfer!"-Acetat und lieferte
das Hydroxylamin 158 in 88 % Ausbeute, und zwar berechnet auf die eingesetzte Menge des
N-Hydroxyphthalimides. Als n&chstes wurden die Phthalimid-Schutzgruppen durch die
Umsetzung mit Hydrazin entfernt. Das so erhaltene freie Amin 159 sollte direkt in der
néchsten Stufe eingesetzt werden, da schnelle Zersetzung des Produktes schon wahrend der
NMR-analytischen Untersuchungen festgestellt wurde. Abschlieend wurde der Methylester
unter basischen Bedingungen gespalten. Die Isolierung des Produktes 146 sollte mittels
praparativer HPLC durchgefuhrt werden, da die Standard-S&ure-Base-Extraktion nur zu
Zersetzungsprodukten fiihrte. Daher wurde das Amin durch Zugabe von Essigséure in das
Acetat Uberfuhrt und anschlielend mittels HPLC gereinigt und das Hydroxylamin 146 konnte
in 50 % Ausbeute erhalten werden.
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OH OH o)
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Schema 46: Synthese des Hydroxylamins 146; Reaktionsbedingungen: a) Phthalanhydrid, AcOH, 80 °C, 2 h,
48 %; b) 151, Py, (CH.CI);, Cu(OACc),, Molsieb 4 A, 48 h, RT, O,, 88 %; c) NH,NH,, CHCIs, THF, RT, 20 h,
63 %; b) LiOH*H,0, MeOH/THF/H,0 (1:3:1), 50 %.

Fur die Synthese der Hydroxylamine 147 und 148 sollte eine analoge Strategie verwendet
werden. Daflr wurde zunéchst das Amin 153 in den Alkohol 160 Uberfuhrt (Schema 47).
Dieses gelang unter Diazotierungsbedingungen und lieferte das Phenol 160 in 32 % Ausbeute.
Nach der Schiitzung als Acetat oder als Methylether konnten die Boronsdauren 161 und 162 in
Kupfer-vermittelten Kupplungen getestet werden. Allerdings wurde nur im Fall des
Methylethers 161 das gewinschte Kupplungsprodukt 163 erhalten. Im Fall der Acetat-
geschutzten Boronsdure 162 wurden nur Zersetzungsprodukte massenspektrometrisch
nachgewiesen. AnschlieBend wurden die Schutzgruppen geméaR der oben beschriebenen
Strategie entfernt. So wurde schlielich das Hydroxylamin 148 in 73 % Ausbeute isoliert,
wobei die Uberfihrung in das Acetat-Salz mit anschlieRender HPLC-Reinigung nicht

notwendig waren, da das Produkt mittels Sdure-Base-Extraktion gereinigt werden konnte.
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H
\OH
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Schema 47: Synthese des Hydroxylamins 147, 148; Reaktionsbedingungen: a) NaNO,, HCI, H,0, -5 °C, 3 h,
60 °C, 30 min, 32 %; b) Ac,0, Py, 1,4-Dioxan, RT, 48 h, 96 % (R = Ac); ¢) Mel, K,COs, Aceton, 70 °C, 20 h,
88 % (R = Me); d) 151, Py, (CH,Cl),, Cu(OAc),, Molsieb (4A), 48 h, RT, O,, 39 %:; €) NH,NH,, CHCl;, THF,
RT, 20 h, 85 %; f) LIOH*H,0, MeOH/THF/H,0 (1:3:1), 73 %.

Das Hydroxylamin 147 konnte durch Abspalten der Methylgruppe ausgehend von
Hydroxylamin 148 hergestellt werden, allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit dieser
Strategie auf Grund der Instabilitdt des Eduktes nicht untersucht. Stattdessen wurde eine
alternative Maglichkeit zur Synthese der Hydroxylamine verfolgt. Die Palladium-katalysierte
HARTWIG-BUCHWALD Kupplung®! mit dem Ethyl-N-hydroxy-acetimidat 167 kdnnte ebenfalls
zum gewunschten Produkt 147 fihren (Schema 48).

EtO
O\NHZ EtO

Pd (0)
+  HO- N

165

Schema 48: Geplante Synthese des Hydroxylamins 147.

Da das TBDPS-geschiitzte Bromid 166 von friiheren Arbeiten schon vorhanden war, konnte
es direkt in der Palladium-katalysierten Kupplung erprobt werden. Das gewinschte
Kupplungsprodukt 168 wurde in sehr guter Ausbeute von 82 % isoliert (Schema 49). Die

anschlielende TBDPS-Enschitzung verlief ohne Probleme und lieferte Phenol 169 in nahezu

8.7 J. Maimone, S. L. Buchwald, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 9990-9991.
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quantitativer Ausbeute. Durch die Umsetzung mit Salzsdure konnte das Oxim hydrolysiert
werden. Das so erhaltene Hydroxylamin wurde ohne Reinigung direkt weiter verwendet.
Nach dem Abspalten des Ethylesters wurde das gewilnschte Mutasynthon 147
massenspektrometrisch detektiert, welches allerdings per Extraktion nicht isolieren liel3. Die
Uberfithrung des Produktes in die Salzform, analog zur oben beschriebenen Strategie, gefolgt

von der Reinigung mittels HPLC lieferte schliellich das Hydroxylamin 147 in 11 %

Ausbeute.

OEt OEt

TBDPSO o} HO o}
TBDPSO Br W i N

—_— —_—
OOEt OOEt OOEt
166 168 169
l c,d
H
© O‘NHZ
OOH
147

Schema 49: Synthese des Hydroxylamins 147; Reaktionsbedingungen: a) 167, (allylPdCl),, t-BuXPhos,
Cs,CO;3, Toluol, 65 °C, 10 h, 82 %; b) TBAF*3H,0, THF, 0 °C, 20 min, 99 %; c) HCI (6.0 M), 1,4-Dioxan,
0 °C, RT, 1 h; d) LiOH*H,0, THF/MeOH/H,0 (3:1:1), RT, 10 h, 11 % (tiber 2 Stufen).

Das Hydrazin-Derivat 170 wurde in einer Stufe ausgehend von AHBA 15 hergestellt.
Zunéchst wurde die Aminobenzoeséure durch die Umsetzung mit Natriumnitrit in
Anwesenheit von Salzsdure in das Diazoniumsalz uberfiihrt, welches anschlieBend mit
Zinnchlorid zum Hydrazin reduziert wurde (Schema 50). Das Hydrazin-Derivat 170 konnte in
93 % Ausbeute erhalten werden.

N H

HO NH; ~© o
—
OOH OOH
15 170

Schema 50: Synthese des Hydrazins 170; Reaktionsbedingungen: a) (i) NaNO,, konz. HCI, H,0, -10 °C,
30 min, (ii) SnCl,*2H,0, -10 °C, 3 h, 93%.
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4.5. FUtterungsexperimente

4.5.1. Analytik der Geldanamycin-Derivate

In diesem Absatz wird die prinzipielle VVorgehensweise bei der Analyse der Geldanamycin-
Derivate mittels Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie erldutert.

Bei der massenspektroskopischen Analyse der Geldanamycin-Derivate soll zum einen die
Retentionszeit der Derivate, die bei einer Analyse mit der UPLC-MS in einem Bereich von
1.5 bis 2.6 Minuten liegen sollen, und zum anderem die charakteristische Fragmentierung in
den Massenspektren, zum Beispiel Verluste von Carbamat, Methanol und Wasser,
berucksichtigt werden. Zusétzlich kann die Bildung von doppelt ionisierten Addukten bei der
Feststellung des Molekularions niitzlich sein.

Aus der Arbeit von SIMONE EICHNER ist bekannt, dass die NMR-Analytik der Geldanamycin-

Derivate oft Schwierigkeiten bereitet haben,

o
welche sich auf Grund der vorhandenen Amid- HO;@\ o H O;@\ OH
@/ ®/

Resonanz in breiten Signalen sowohl in den *H- %

als auch in den 'C-Spektren &uRert. Bei

zusatzlichen Oxidationen am Aromaten sind  Schema 51: Zwitterionische System
Signalverbreiterungen noch deutlicher zu erkennen. Dies wurde mit der Bildung eines
zwitterionischen Systemes erklart (Schema 51). 8 Um die Signalverbreiterung zu umgehen,
sollte die NMR-Analytik der Geldanamycin-Derivate in Tetrahydrofuran bei 323 K

durchgefihrt werden.

4.5.2. Mutasynthese mit fluorierten Aminobenzoesauren

Kohlenstoff-Fluor-Bindungen sind in der Natur kaum verbreitet.®® Allerdings enthalten viele
Pharmawirkstoffe mindestens eine C-F-Bindung.* Der Grund dafiir ist, dass Fluoratome
wegen ihrer extremen Elektronegativitit und ihrer Kkleinen GroRe stark polare
Wechselwirkungen ausbilden kénnen und damit wichtige pharmakologische Eigenschaften
des Wirkstoffes beeinflussen konnen.® Zum Beispiel ist die Kohlenstoff-Fluor-Bindung

8 3. Eichner. Dissertation, Darstellung neuer Ansamycin-Derivate iiber Mutasynthese in Kombination mit
Semisynthese, Leibniz Universitat Hannover, Hannover 2011.

83a) D. O’Hagan, J. T. G. Hamilton, C. D. Murphy, Nature 2002, 416, 279; b) C. Dong, F. Huang, H. Deng, C.
Schaffrath, J. B. Spencer, D. O'Hagan & J. H. Naismith, Nature 2004, 427, 561-565.

83a) S. Purser, P. R. Moore, S. Swallow, V. Gouverneur, Chem. Soc. Rev. 2008, 37, 320-330.

83a) T. Furuya, A. S. KamLet, T. Ritter, Nature 2011, 473, 470-477. b) T. Furuya, A. S. KamLet, T. Ritter,
Nature, 2011, 473, 470-477. ¢) K. Mller, C. Faeh, F. Diederich, Science 2007, 317, 1881-1886.


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASophie%20Purser
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3APeter%20R.%20Moore
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASteve%20Swallow
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AV%C3%A9ronique%20Gouverneur
https://www.sciencemag.org/search?author1=Klaus+M%C3%BCller&sortspec=date&submit=Submit
https://www.sciencemag.org/search?author1=Christoph+Faeh&sortspec=date&submit=Submit
https://www.sciencemag.org/search?author1=Fran%C3%A7ois+Diederich&sortspec=date&submit=Submit
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(485 kJ/mol) viel starker als die Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindung (416 kJ/mol). Deswegen
sind die fluorierten Wirkstoffe meistens resistenter gegentiber metabolischer Degradierung
verglichen mit nicht-fluorierten Analoga.®® Zusatzlich fiihrt die Einfiihrung des Fluoratoms in
Arzneimittel zur verbesserten Bioverfligbarkeit, Lipophilie und zu verstérkten
Wechselwirkungen mit dem Zielprotein.®” So ist es nicht erstaunlich, dass ungefahr ein
Funftel aller kommerziell vertriebenen Pharmawirkstoffe mindestens eine C-F-Bindung
enthalten. Bekannte Beispiele hierfiir sind das Antidepressivum Fluoexetin (Prozac) 171%
oder das Antitumor-Medikament Fluoruracil 172% (Abbildung 21).

H H
o N_ N O
[T
FsC F NH

171 172

Abbildung 21: Die Strukturen von Fluoexetin 171, Fluoruracil 172 und Fluorgeldanamycin 173.

Das erste Fluor-Derivat des Geldanamycins wurde von SIMONE EICHNER wahrend ihrer
Doktorarbeit beschrieben. Die Verbindung 173 zeigte eine sehr gute antiproliferierende
Aktivitat gegentiber unterschiedliche Krebs Zellen (ICso = 18-73 nmol, Abbildung 21).%° Um
die Auswirkung von Fluoratomen an anderen Positionen des aromatischen Kerns auf die
biologische Aktivitat dieser Naturstoffklasse zu untersuchen, sollten weitere Mutasynthesen
mit positionsverdanderten Fluor-substituierten Aminobenzoesduren durchgefiihrt werden. Die
Fluor-Aminobenzoesauren 174, 175 und 176 wurden hierfiir von ILONA BuLYSzKO hergestellt
und zur Verfiigung gestellt (Abbildung 22).%

#3) S. B. Rosenblum, T. Huynh, A. Afonso, H. R. Davis, J. N. Yumibe, J. W. Clader, D. A. Burnett, J. Med.
Chem.1998, 41, 973-980; b) K. Bannai, T. Toru, T. Oba, T. Tanaka, N. Okamura, K. Watanabe, A. Hazato and
S. Kurozumi, Tetrahedron 1983, 39, 3807-3819.

872) J. A. Olsen, D. W. Banner, P. Seiler, B. Wagner, T. Tschopp, U. Obst-Sander, M. Kansy, K. Miller, F.
Diederich, ChemBioChem 2004, 5, 666-675; b) B. E. Smart, J. Fluorine Chem. 2001, 109, 3-11; c) N. Muller, J.
Pharm. Sci. 1986, 75, 987-991.

®D. T. Wong, J. S. Horng, F. P. Bymaster, K. L. Hauser, B. B. Molloy, Life Sci. 1974, 15, 471-479.

¥ D, B. Longley, D. P. Harkin, P. G. Johnston, Nat. Rev. Cancer 2003, 3, 330-338.

% |, Bulyszko, Dissertation, Leibniz Universitat Hannover, Hannover 2015.
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NH, NH, NH,

174 175 176

Abbildung 22: Fluor-Amonibenzoeséuren 174-176.

Die Testfermentationsexperimente zeigten, dass alle drei Aminobenzoesauren von der Block-
Mutante K390-61-1 angenommen, auf die PKS geladen und zu Geldanamycin-Derivaten
prozessiert wurden. Deswegen wurden die Fermentationen im groBen MafRstab (1.2 L
Fermentationsmedium) wiederholt. Die Futterung der Fluorbenzoesdure 174 lieferte das
cyclisierte und an C-7 carbamoylierte Geldanamycin-Derivat 177 in sehr guter Ausbeute von
6.7 mg/L. Die NMR-Analytik des Derivates wurde in Methanol-d, durchgefihrt, wobei die im
Kapitel 4.5.1. beschriebene Signalverbreiterung festgestellt wurde. Dennoch konnten mit
Hilfe von COSY-, HSQC- und HMBC-Spektren alle Signale zugeordnet werden. Im Fall der
3,5-substituierten Benzoeséure 175 konnten zwei Geldanamycin-Derivate
massenspektrometrisch  nachgewiesen werden. Allerdings konnte nur das an C-7
carbamoylierte und an C-17 oxidierte Derivat 178 isoliert werden. Zusétzlich wurde das an
C-17 methylierte Derivat 179 in Spuren gebildet, das aber nicht isoliert werden konnte. Die
Mutasynthese mit der Aminobenzoesaure 176 resultierte in zwei neuen Derivaten, zum einen
in dem an C-7 carbamoylierten Geldanamycin-Derivat 180 und zum anderen in dem an C-7
carbamoylierten und an C-17 oxidierten Derivat 181. Die beiden Geldanamycin-Derivate
konnten in guten Ausbeuten von jeweils 3.5 mg/L erhalten werden (Abbildung 23).

RZ

MeO
o)
0—/%
H,
177 (6.7 mg/L) 178: R = OH (4.2 mg/L) 180: R?=H (3.5 mg/L)
179: R? = OMe (Spuren) 181: R? = OH (3.5 mg/L)

Abbildung 23: Fluor-Geldanamycin-Derivate.
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4.5.3. Mutasynthese mit meta-substituierten Aminobenzoesauren

Die Test-Fltterungen mit den Aminobenzoesduren 145, 136 und 182 wurden von SIMONE
EICHNER im Rahmen ihre Doktorarbeit durchgefiihrt (Abbildung 24).2 Alle drei
Mutasynthone wurden von der Bakterien-Mutante akzeptiert und zu verschiedenen
Geldanamycin-Derivaten umgesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Fermentationen im
grollen Malstab wiederholt werden, um die Geldanamycin-Derivate zu isolieren und zu

charakterisieren.

NH, NH, NH,
H H H
145 136 182

Abbildung 24: meta-substituierte Aminobenzoeséuren 145, 136 und 182.

Das Azido-Geldanamycin-Derivat stellt ein interessantes Substrat fiir  weitere
Modifizierungen mittels ,,Click“-Chemie dar, so zum Beispiel fur die Herstellung von
Biokonjugaten, die die selektive Bekampfung von Krebszellen erméglichen.®* Allerdings
erwies sich die Produktion des gewinschten Geldanamycin-Derivates 183 als zu gering, um
eine ausreichende Menge fur weitere Semisynthesen zu isolieren. Aus dem insgesamt 2 L
Fermentationsmedium konnten nur 0.6 mg des Mutaproduktes 183 isoliert werden, was einer
Ausbeute von 0.3 mg/L entspricht (Abbildung 25). Es ist interessant, dass die Reduktion der
Azidogruppe, die in der Mutasynthese mit der AHBA-(-)-Block-Mutante von Actinosynnema
pretiosum HGF073 beschrieben wurde, in diesem Fall nicht erfolgt.

Die Mutasynthese mit der 3-Amino-5-cyclopropylbenzoeséure 136 lieferte zwei neue
Geldanamycin-Derivate 184 und 185 (Abbildung 25). Das an C-7 carbamoylierte Derivat 184
konnte dabei in guter Ausbeute isoliert werden. Zusatzlich wurde das an C-17 oxidierte

Derivat 185 allerdings nur in geringer Menge produziert; es wurde aus einem

°13) Y. V. Kovtun, C. A. Audette, M. F. Mayo, G. E. Jones, H. Doherty, E. K. Maloney, H. K. Erickson, X. Sun,
S. Wilhelm, O. Ab, K. C. Lai, W. C. Widdison, B. Kellogg, H. Johnson, J. Pinkas, R. J. Lutz, R. Singh, V. S.
Goldmacher, R. V.J. Chari, Cancer Res. 2010, 70, 2528-2537. b) R. V. J. Chari, Acc. Chem. Res. 2008, 41,
98-107; c) H. K. Erickson, P. U. Park, W. C. Widdison, Y. V. Kovtun, L. M. Garrett, K. Hoffman, R. J. Lutz, V.
S. G.,and W. A. Blattler, Cancer Res. 2006, 66, 4426-4433.

%2 . Mancuso, G. Jiirjens, J. Hermane, S. Eichner, K. Harmrolfs, J. Fohrer, F. Sasse, W. Collisi, A. Kirschning,
Org. Lett. 2013, 17, 4442-4445,
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Fermentationsansatz von 1.2 L lediglich 0.4 mg isoliert. Die Menge reichte nicht aus, um

detaillierte NMR-Analysen durchzufthren.

Rl

0—/%
H,

184: R =H (1.0 mg/L)
185: R? = OH (0.3 mg/L)

183 (0.3 mg/L)

Abbildung 25: Isolierte Geldanamycin-Derivate 183-185.

Im Fall der Mutasynthese mit der Diaminobenzoesdure 182 konnten insgesamt acht
Geldanamycin-Derivate massenspektrometrisch identifiziert werden, von denen acht Derivate
auch isolierbar waren (Abbildung 26). Alle Derivate enthalten die Carbamat-Funktion an C-7.
Als weitere post-PKS Modifizierungen wurden die Oxidation an C-17 und die Dehydrierung
an C-4 und C-5 festgestellt. Zusatzlich konnten zwei am Stickstoffatom acetylierte
Produkte 189 und 190 isoliert werden. Die Acetylierung, als Detoxifizierungsprozess, wurde
bereits mehrfach in der Literatur beschrieben.?* % Das Geldanamycin-Derivat 190 stellt ein
seltenes Produktbeispiel dar, weil die Oxidase hier eine Oxidation von C-21 bewirkt, ohne
dass eine O-Methylierung an C-17 vorliegt. Die Strukturaufklarung dieses Derivates gelang
mittels NMR-Spektroskopie, wobei nur ein Signal im aromatischen Bereich auftrat. Dies
weist auf einen funffach-substituierten Aromaten hin. Das Vorhandensein der Acetylgruppe

konnte sowohl im *H- als auch im **C-Spektrum nachgewiesen werden.

NHR?

186: R' = H, R?=H, R3=H (1.7 mg/L)
187:R'=H,R?=H, R®=H, C,5 = DB (0-3 Mg/L)
188:R1=H, R?=0OH, R®=H, C, 5 = DB HRMS
189: R! = Ac, R? = OH, R®=H, C,;5 = DB (1.3 Mg/l
190: R! = Ac, R? = OH, R® = OH (1.3 mg/L,

Abbildung 26: Amino-Geldanamycin-Derivate.
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Zusétzlich konnten Geldanamycin (1), Dihydrogeldanamycin (1b) und das Phenol-
Derivat 191 isoliert werden, wobei Geldanamycin als Hauptprodukt in dieser Fermentation
gebildet wurde (Abbildung 27). Um Fehler auszuschlieRen, wurde das Mutasynthon 182 auf
maogliche Verunreinigungen massenspektrometrisch untersucht. Es wurden keine Spuren von

AHBA 15, die zur Bildung von Geldanamycin (1) fihren kdnnten, nachgewiesen.

Hy Ha

1 (3.3 mglL) 1b (14.2 mg/L) 191 (0.6 mg/L)

Abbildung 27: Geldanamycin-Derivate 1, 1b und 191.

Die Bildung von Geldanamycin bei Einsatz des Mutasynthons 182 l&sst sich gemé&R des in
Schema 52 dargestellten Hydrolyse-Mechanismus des Aza-Geldanamycin-Derivates 192
erklaren. Um diese Hypothese zu tberprifen, wurde das Amino-Geldanamycin-Derivat 186
an die Block-Mutante K390-61-1 verfuttert. Allerdings wurde die Bildung von
Geldanamycin (1) massenspektrometrisch nicht nachgewiesen. Auch konnte keine
Acetylierung der Aminogruppe nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass das Geldanamycin-
Derivat 186 nicht in der Zelle aufgenommen wurde. Der Vergleich der Konzentrationen von
wéhrend der Produktion gebildetem Geldanamycin (1) und dem Aza-Geldanamycin-
Derivat 186 abhédngig von der Zeit lieferte ebenfalls keinen Beweis fur den vorgeschlagenen
Mechanismus. Dafiir wurde die Produktion der beiden Verbindungen nach jeweils 24 Stunden
innerhalb von vier Tagen massenspektrometrisch untersucht. Es wurde erwartet, dass die
Menge des Geldanamycins (1) mit der Zeit steigen und die Menge des Derivates 186 zuerst
steigen und dann wegen der Hydrolyse sinken wird. Allerdings konnte nur eine Steigerung

der Konzentrationen von beiden Naturstoffen mit der Zeit detektiert werden.
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Enzyme
—_—

Schema 52: Vorgeschlagener Mechanismus zur Bildung von Geldanamycins (1) aus Anilin 186.

4.5.4. Mutasynthese mit heterocyclischen Mutasynthonen

Heterocyclen sind weitverbreitete Strukturmotive in vielen kommerziellen Medikamenten.
Die Einfihrung von Heterocyclen kann als nitzliches Werkzeug dienen, um Lipophilie,
Polaritat und Wasserstoffbriicken-Kapazitat von Molekiilen zu manipulieren.*® Deswegen soll
die Mutasynthese mit heteroaromatischen Aminosauren untersucht werden, um neue
Geldanamycin-Derivate mit verbesserten oder neuen biologischen Eigenschaften zu erzeugen.
Hierfiir wurden flnf unterschiedliche Heterocyclen an die Block-Mutante S. hydroscopicus
verfiittert, und zwar Benzotriazol (als Sdure 131 oder als SNAC-Ester 132), die beiden
Thiazole 193 und 194, das Triazol 195 und das Thiophen 196 (Abbildung 28). Thiazole 193,
194 und Triazol 195 sind kauflich erhaltlich. Das Thiophen 196 wurde von LENA MANCUSO

synthetisiert und zur Verfiigung gestellt. **

X = OH, 131 193 194
X = SNAC, 132

N

N—NH, —

Ofr b
H H

195 196

Abbildung 28: Heteroaromatische Aminoséuren.

% A. Gomtsyan Chem. Heterocycl. Compd. 2012, 48, 7-10.
% L. Mancuso, Dissertation, Mutasynthesen von Tumor-adressierenden Ansamitocinen, Leibniz Universitat
Hannover, Hannover 2013.


http://link.springer.com/journal/10593

Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse 80

Das Ftterungsexperiment mit dem Benzotriazol 131 lieferte ausschlieRlich das offenkettige
seco-Progeldanamycin-Derivat 197 (Abbildung 29). Da die Testfermentation eine geringe
Ausbeute vorhersagte, wurde erst der SNAC-Ester des Mutasynthons 132 hergestellt, welcher
die Aufladung der Séaure auf die PKS vereinfachen sollte. Allerdings zeigte die Verfiitterung
des SNAC-Esters 132 nur eine sehr geringe Verbesserung der Produktion. Zuséatzlich
verkomplizierte die schlechte Loslichkeit des Thioesters in DMSO das Futterungsverfahren.
Deswegen wurde die Fermentation im groRen Malstab mit der Sdure 131 durchgefihrt. Aus
dem insgesamt 1.2 L grofRen Fermentationsansatz konnten 0.5 mg des Produktes 197 isoliert
werden, was einer Ausbeute von 0.4 mg/L entspricht. Die NMR-spektroskopische Analyse
zeigte, dass die Saure 197 als Gemisch von zwei strukturell ahnlichen Verbindungen vorliegt.
Dabei konnte es sich um zwei Isomere des Triazols handeln. Versuche die Isomere mittels
HPLC zu trennen, flihrten zur Zersetzung des Produktes. Die Instabilitat der offenkettigen
Derivate wurde auch in anderen Mutasyntheseexperimenten beobachtet.

Im Fall der Mutasynhese der Thiazole 193 und 194 wurde nur ersteres von der Block-Mutante
K390-61-1 angenommen, auf die PKS geladen und zu den neuen Geldanamycin-
Derivaten 198 und 199 prozessiert (Abbildung 28). Allerdings war die Produktion dieser
Geldanamycin-Derivate zu gering, um ausreichende Mengen fir detaillierte NMR-analytische
Untersuchungen zu erhalten. Das Mutasynthon 195 wurde in noch geringerem Male von den
Bakterien prozessiert, sodass nur Spuren von dem N-acetyliertem und an C-7

carbamoyliertem Derivat 200 massenspektrometrisch identifiziert werden konnten.

NH .
2 198: (spuren)

197 (0.4 mg/L) 199: C, ¢ = DB (Spuren) 200 (HRMS)

Abbildung 29: Heterocyclische Geldanamycin-Derivate.

Die Fitterung vom Thiophen 196 lieferte das cyclisierte und an C-7 carbamoylierte
Geldanamycin-Derivat 201 in sehr guter Ausbeute von 6.9 mg/L (Schema 53). Somit konnte

das erste heterocycliche Thio-Geldanamycin-Derivat erhalten werden.
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S
| NH, ( K390-61-1
HO % ———
196

201 (6.9 mg/L)

Schema 53: Mutasynthese mit Thiophen-Derivat 196.

4.5.5. Mutasynthese mit Hydroxylamin und Hydrazin-Derivaten

Die friheren Arbeiten von SIMONE EICHNER zeigten, dass die Amidsynthase die Bildung von
den 19-gliedrigen Makrolactamen sowie die Bildung von den 20-gliedrigen Makrolactonen
katalysieren kann (Schema 54). Die Molekulardynamikrechnungen zeigten, dass die
Orientierung des Aromaten bei Eintritt in die Bindungstasche der Amidsynthase eine
entscheidende Rolle spielt, wobei im Fall der Hydroxymethyl-Substituenten die sterische
Hinderung der Prolingruppe des Enzyms den Konformationswechsel verhindert und somit

statt zur Bildung des Lactams zur Bildung des Lactons fiihrt.*®

HoN on ( K390-61-1

OOH
21

Schema 54: Mutasynthese mit Hydroxymethyl-substituiertem Mutasynthon 21.

Dadurch konnte die Mutasynthese mit Hydroxylamin- und Hydrazin-Derivaten auch zur
Bildung neuer 20-gliedrieger Geldanamycin-Derivate mit neuer biologischer Aktivitét fihren.
Um dieses zu untersuchen, wurden das N-Arylhydroxylamin 203, drei
O-Arylhydroxylamine 146-148 und das Hydrazin-Derivat 170 an die Block-Mutante von
S. hygroscopicus verfuttert (Abbildung 30). Das N-Arylhydroxylamin 203 wurde von LENA
MANCUSO synthetisiert und zur Verfiigung gestellt. %
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OH OH OMe
(0] OH (0] NH 0] NH

H H H

203 147 148
NH, OH
NH NH
O o M2 0 N 2
H H
146 170

Abbildung 30: Hydroxylamin- und Hydrazin-Derivate 146-148, 170 und 203.

Das Testfermentationsexperiment mit dem N-Arylhydroxylamin 203 zeigte, dass das
Mutasynthon von den Bakterien angenommen, auf die PKS geladen und zu Geldanamycin-
Derivaten prozessiert wurde. Als Hauptprodukt in der Fermentation wurde allerdings
Geldanamycin (1) identifiziert, was wahrscheinlich durch die Reduktion der Hydroxylamino-
Gruppe gebildet wurden (Abbildung 31, a).

Hermane
JH TG NHOH-conc 1: TOF MS ES+ HEK 437

1. TOF M: +
100 259 583.30.500a OFMSES

100 254 5833 0.500a
7.06e3 C | 351e3
. . 256
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293
o 208 154 "-3..‘5
100 200 300 400 | 500 | 600 700 800 100 200 300 400 500 600 7.00 8.00
HIAHBA 1: TOF MS ES+ JH 548 1 TOF MS ES+
100 258 583.30.5008 10 262 563.30.5008
b 56463 I 250 17303
Ea L=
PN I N L . S N
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Abbildung 31: Geldanamycin Massenspuren in a: Verfutterung von Hydroxylamin 203; b: Verfitterung von
AHBA 15; c: Verfiitterung von Hydroxylamin 146; d: Verfitterung von Hydrazin 170.

Zusétzlich konnten zwei weitere Geldanamycin-Derivate 204 und 205 in Spuren
nachgewiesen werden. Die Retentionszeiten der Derivate 204 und 205 deuteten auf die
Entstehung von polaren Verbindungen hin, wobei die Retentionszeit des Derivates 204
ahnlich der Retentionszeit von Geldanamycin (tz = 2.5 min) und die Retentionszeit des
Derivates 205 ahnlich der von Dihydrogeldanamycin (tz = 1.96 min) ist. Die mdglichen
Strukturen, die unter Berucksichtigung der Retentionszeiten ermittelt wurden, sind in der

Abbildung 32 gezeigt. Aufgrund der geringen Produktion wurde in diesem Fall auf die
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Fermentation im groRen Malistab verzichtet und somit konnten die Strukturen der Derivate
204 und 205 nicht abschlielend aufgeklart werden.

MeO

Ca9H42N2010Na
[M+Na] Y
berechnet: 601.2737
gefunden: 601.2734| SO
te = 2.24

MeO

C29H44N200Na

[M+Na] ‘
berechnet: 603.2894| v
gefunden: 603.2884

tg = 1.77

Abbildung 32: Strukturvorschldge fur die Geldanamycin-Derivate 204 und 205.

Die beiden Hydroxylamin-Derivate 147 und 148 wurden von den Bakterien nicht akzeptiert
bzw. prozessiert. Da auch keinerlei seco-Produkte in der Fermentationsbriihe gefunden
wurden, ist davon auszugehen, dass diese Startbausteine nicht auf die PKS geladen wurden.
Dies weist auf die Reduktion der N-O-Bindung vor der Aufladung auf die PKS hin, da in
diesem Fall die Phenol-Derivate entstehen, die, wie von vorherigen Arbeiten bekannt ist, von
den Bakterien nicht weiter prozessiert werden.

Um die Reduktion der O-Arylhydroxylamine zu beweisen, wurde das Hydroxylamin-
Derivat 146 an die Bakterien verfiittert, welches im Fall der Reduktion zum Geldanamycin (1)
fuhren sollte. Die Testverfutterung zeigte tatsachlich die Bildung von Geldanamycin (1)
(Abbildung 31, c). Zusatzlich wurden drei weitere Geldanamycin-Derivate 206, 207 und 208
massenspektrometrisch nachgewiesen. Um die Strukturen dieser Derivate aufzukléaren, wurde
die Fermentation im grof’en MaRstab wiederholt. Aus insgesamt 1.2 L Fermentationsmedium
konnten 3.0 mg von Geldanamycin (1) und 4.0 mg des Dihydroderivates (1b) isoliert werden,
was Ausbeuten von 2.5 mg/L bzw. 3.3 mg/L entspricht. Das Derivat 206 wurde in geringer
Menge erhalten, die nur fiir die *H-NMR nicht fiir die **C-NMR-Analytik ausreichte. Zwei
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weitere Derivate konnten wegen geringer Stabilitat nicht isoliert werden. Die Polaritat und
Instabilitdt der Verbindungen 207 und 208 weist auf eine offenkettige Struktur hin
(Abbildung 33).

OH

MeO

0—/%
Hy

206 (0.3 mg/L)

0
Y 208 (HRMS)\I//

207 (HRMS) NH, NH,

Abbildung 33: Geldanamycin-Derivate.

Um die Reduktion weiter zu untersuchen, wurde das Hydrazin-Derivat 170, das eine stabilere
Stickstoff-Stickstoff-Bindung enthalt, an die Bakterien verflttert. In diesem Fall wurde
ebenfalls die Reduktion, dieses Mal der N-N Bindung festgestellt, wobei Geldanamycin (1)
als einziger Metabolit in der Fermentationsbriihe per massenspektrometrischer Analyse

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 31, d).
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4.5.6. Biologische Aktivitaten der Geldanamycin-Derivate

Die in Kapitel 4.5 hergestellten Geldanamycin-Derivate wurden am Institut fur Biophysik in
der Arbeitsgruppe ZEILINGER auf ihre inhibitorische Wirkung auf Hsp90a untersucht. Hierflr
wurde ein Verdrangungsassay mit humanen Hsp90a und bakteriellen HtpG aus H. pylori,
welches ein interessantes Target in infektiosen Krankheiten darstellt, entwickelt. Diese
Assays basieren auf der Verdrangung von fluoreszenzmarkiertem Cy3-ATP aus der ATP-
Bindungstasche des Hitzeschockproteins durch potenzielle Inhibitoren.*® Um die Qualitat der
Assays zu beurteilen, wurde jeweils der Z-Faktor gemaR der Arbeit von ZHANG® berechnet.
Der Z-Faktor ist ein Parameter ohne Dimension mit Werten zwischen -0 < Z < 1, der von
positiven und negativen Kontrolexperimenten abhangig ist (Abbildung 34). In diesem Fall
wurde der Bindepuffer als negative Kontrolle und der gut akzeptierte Standard 17-AAG 9 (in
einer Konzentration von 5 uM) als positive Kontrolle verwendet.

Z-Faktor =1 - 3(op + 6n)/|Hp - Hnl
Mit: 6 = Standardabweichung, u = Mittelwert, n = negativ, p = positiv.

Abbildung 34: Die Berechnung des Z-Faktors.

Die Qualitat der Assays ist ideal, wenn der Z-Faktor den Wert von 1 hat. Wenn der Z-Faktor
zwischen 0.5 und 1 liegt, ist der Assay sehr zuverlassig, wahrend ein Wert zwischen 0 und 0.5
einen schlecht reproduzierbaren Assay darstellt.

Wie in Tabelle 18 zu sehen ist, zeigen vor allem die fluorienierten Derivate 178-181 eine
starke Bindung zu Hsp90, wobei eine hohere Affinitat zu den humanen Hsp90a als zur den
bakteriellen HtpG festzustellen ist. Die Einfihrung der Aminogruppe fuhrte zur Verstarkung
der Bindungsselektivitidt an humanem Hsp90a mit einem ICso-Wert von 17 nM. Jedoch zeigte
das acylierte Derivat 190 nur eine sehr schwache Bindung, was auf die geringe
Wasserstoffbriickenbildung und die Konformationsanderung wegen der groRBen Acetyl-
Gruppe zurtickgefihrt werden kann. Im Fall des Cyclopropyl-Derivates 184 konnte keine
Bindung zu den beiden Proteinen festgestellt werden. Dieses kann mit den fehlenden
Wasserstoffbriickenakzeptoren, welche fur die Bindung an Hsp90 notwendig sind, erklart

werden. Das neue Thiophen-Derivat 201 zeigte nur eine mittelmaRige Bindungsaffinitét.

% E. Schax, J.-G. Walter, H. Marzh4user, F. Stahl, T. Scheper, D. A. Agard, S. Eichner, A. Kirschning, C.
Zeilinger, in Vorbereitung
% J.H. Zhang, T. D. Y. Chung, K. R. Oldenburg, J. Biomol. Screen. 1999, 4, 67-73.
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Tabelle 18: 1Cso-Werte von Hsp90a aus H. sapiens und von HtpG aus H. pylori.

ICso (NM)
Hsp90 Z HtpG Z
Eﬁi% 57.0 + 15,51 0.78 163.26 + 31.77 0.69
g@a 1042.7 0.68 64.0+2.34 0.78
zz@u’”‘“ 39.05 + 11.39 0.76 103.38 + 29.47 0.53
J?U 18.22 + 4.11 0.77 38.48 + 7.48 0.55
. /Qm 17.01 + 23.75 0.81 nb 0.62
gé;u 608.0 + 305.27 0.56 154,12 + 75.04 0.8
Ll nb 0.72 nb 0.53
A 12749 +42.18 0.45 56.63 + 24.96 0.77

Um weitere Aussage Uber Struktur-Aktivitats-Beziehungen dieser Verbindungen machen zu
konnen, wurden von FLORENZ SASSE am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in
Braunschweig (HZI) Untersuchungen zu antiproliferienden Wirkungen auf verschiedene
humane Krebszelllinien mittels MTT-Test®" durchgefihrt. Die ersten Ergebnisse sind in
Tabelle 19 zusammengefasst. Als Referenzen sind die 1Csp-Werte von Geldanamycin (1) und

19-Fluor-Geldanamycin 173 angegeben.

9T Mosmann, J. Immunol. Methods. 1983, 65, 55-63.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6606682?dopt=Abstract
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Tabelle 19: Antiproliferative Aktivitat ICs, [nM] der Geldanamycin-Derivate.

ICs0 (NM)
Zelllinie weo_I | el ; "
EJ?N}‘” E/@H% gﬁm}‘ E;Q\H% Y@\H}L %’“J?LH%
(Ursprung) N 173 _— 177 180 161
KB-3-1
) ) 53 73 49 54 46 131
(Cervix-Karzinom)
PC-3
_ 18 42 121 60 67 187
(Prostata-Karzinom)
SK-OV-3
_ _ 125 54 187 77 79 350
(Ovarial-Karzinom)
A-431
_ ) ) 18 62 45 37 37 101
(Epidermoid-Karzinom)

Aus den Zytotoxizitatstests ist ersichtlich, dass alle fluorierten Geldanamycin-Derivate eine
hohe antiproliferierende Wirkung auf die Krebszelllinien besitzen. Vor allem zeigten die
Verbindungen 177 und 180 eine Aktivitat ahnlich der von 19-Fluor-Geldanamycin, welche im
Fall vom Eierstock-Adenokarzinom sogar besser als bei Geldanamycin (1) ist.
Zusammenfassend lasst sich die Aussage treffen, dass die Position von Fluor wenig Einfluss
auf die Zytotoxizitat hat, wobei das Vorhandensein der Hydroxylgruppe an C-17 zur starken
Reduktion der biologischen Aktivitadt fuhrt. Es scheint, dass fur die hohe Aktivitat der
fluorienierte Geldanamycin-Derivate die veranderte Konformation verantwortlich ist. Um
diese Hypothese zu Uberprufen, soll in Zukunft Kristalstrukturanalysen von Hsp90 mit den

fluorierten Inhibitoren angefertigt werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die vorliegende Promotionsarbeit beschaftigt sich mit chemisch-mutasynthetischen Studien
zur Bereitstellung von neuen Geldanamycin-Derivaten und ihre biologische Prifung als
Hsp90 Inhibitoren. Hierbei verfolgt die Arbeit zwei Hauptrichtungen. Zum einen sollte ein
Schlisselenzym der Geldanamycin Biosynthese, die Amidsynthase GdmF im Geldanamycin
Produzenten Streptomyces hygroscopicus, die fur die Makrolactamisierung verantwortlich ist,
eingehend auf Substratflexibilitat untersucht werden. Zum andern sollten per Mutasynthese
weitere Geldanamycin-Derivate, vor allem heterocyclische, erzeugt werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte die Totalsynthese von drei seco-Progeldanamycinséure-
Derivaten realisiert werden, welche als Substrate fur Studien zur Flexibilitdt der
Amidsynthase GdmF des Geldanamycin Produzenten Streptomyces hygroscopicus eingesetzt
wurden. Schlusselschritte der Synthese stellten zum einen die Olefin-Metathese zur
Verknipfung der West- und Ostfragmente zum anderen die WITTIG-Reaktion zur Einfiihrung
des SNAC-Esters dar. Auf Basis der vorherigen Arbeiten wurde das Westfragment 39
ausgehend vom Benzylalkohol 46 in 14 Stufen synthetisiert. Fir den Aufbau der
Stereozentren an C-10 und C-11 wurde die RousH-Crotylierung angewendet. Die Synthese
der Ostfragmente wurde ausgehend von D- oder L-Glutaminséure 45 in neun Stufen realisiert,
wobei der Einbau der terminalen Doppelbindung durch eine Substrat-kontrollierte syn- bzw.

anti-selektive GRIGNARD-Addition erfolgte (Schema 55).

OH
BeeHN BocHN
14 Stufen
16.3 %
BDPS
26
i i 9 Stuf OH
ufen :
HOJ\*(\)I\OH . \/Yz\)
NH, RtR
45 58: R = OMe, RZ=H, 17.8 % 86: R* = Me, R= OMe, R®= H, 8.0 %
§9: R} = OTBS, R2=H, 16.6 % 37:R'=H,R?=H, R® = OMe, 14.1 %
60: R1=H, RZ= OMe, 4.8 % 38:R'=H,RZ=H,R®=OH, 20.3 %

Schema 55: Synthese der seco-Progeldanamycinsaure-Derivate 36, 37, 38.
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Die entwickelte Synthese gelangte auch fir die préparativen Zugang des Progeldanamycin-
Derivates 125 zum Einsatz, wobei die Makrolactamisierung durch die nur selten genutzte
Kupplung des Thioesters 126, welcher durch Silber aktiviert wurde, realisiert werden konnte
(Schema 56).

OH

OTBS 8 Stufen

B E——

3.7 %

W

MeO

Schema 56: Synthese des Progeldanamycin-Derivates 125.

Die Supplementierungsexperinemte mit den seco-Progeldanamycinséure-Derivaten 36, 37
und 38 an die S. hygroscopicus Block-Mutante K390-61-1 lieferten allerdings keine
Information Uber die Flexibilitat der Amidsynthase GdmF, was auf die geringe Stabilitat und
die schlechte Membrangéangigkeit der Substrate zuriickgefuhrt werden kann. Es konnte
festgestellt werden, dass die Methylgruppe an C-2 fur die Stabilitdt der seco-Derivate
notwendig ist.

Hingegen zeigte die Umsetzung der seco-Progeldanamycinsiure-Derivate mit der heterolog
exprimierter Amidsynthase GdmF einen guten Umsatz, wobei die Bildung der
Progeldanamycin-Derivate 123 massenspektrometrisch nachgewiesen werden konnten
(Schema 57). Die Isolierung des Progeldanamycin-Derivates, sowie die weiteren Studien zur
Substratflexibilitdt der Amidsynthase konnte allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht

durchgefuhrt werden.

CdmE

Schema 57: Enzymreaktionen mit den SNAC-Ester 36.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Amidsynthase GdmF fortgeschrittene, veranderte,
komplexe Biosyntheseintermediate akzeptiert und zu Makrolactamen transformiert. Diese
Ergebnisse bereiten den Weg zur Verwendung der Amidsynthase als komplementierendes
Werkzeug zur Makrolactamisierung.

Im zweiten Teil dieser Arbeit, die die mutasynthetischen Arbeiten beinhalten, konnten 17
aromatische Mutasynthone an die Block-Mutante K390-61-1 von S. hygroscopicus verfittert
werden. Es zeigte sich eine breite Substratflexibilitdt der PKS-Maschinerie, wobei von 17
Mutasynthonen lediglich drei AHBA-Analoga 147, 148 und 194 von den Bakterien nicht
angenommen und in entsprechenden fortgeschrittenen Metaboliten transformiert wurden
(Abbildung 35).

Ny NH,
NH2 N\\
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Abbildung 35: Verfltterte Mutasynthone.

In diesem Zusammenhang sind die fluorierten Mutasynthone und das Thiophen 196
herauszustellen, die in sehr guten Ausbeuten zu neuen Geldanamycin-Derivate prozessiert
wurden. Alle Versuche, 20-gliedrige Geldanamycin-Derivate durch die Mutasynthese mit
Hydroxylamin- oder Hydrazin-Derivaten herzustellen, scheiterten bislang, wobei stattdessen
die Reduktion von Stickstoff-Sauerstoff- oder Stickstoff-Stickstoff-Bindungen festgestellt

wurden.
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Insgesamt konnten 13 neue Geldnamycin-Derivate isoliert werden. Vorlaufige biologische
Tests zeigten, dass besonders die fluorierten Geldanamycin-Derivate ausgesprochen hohe
Hsp90-inhibitorische Wirkung und antiproliferierende Wirkung auf verschiedenen
Krebszelllinien besitzen. Um die Auswirkung des Substitutionsmusters am Aromaten auf die
biologische Aktivitat zu bestimmen, sollen weitere biologische Tests mit unterschiedlichen

Krebs-Zelllinien durchgefihrt werden.

5.2. Ausblick

Fur die zuklnftigen Studien zur Substratspezifitdt der Amidsynthase GdmF sollen weitere
seco-Progeldanamycin-Derivate hergestellt werden. Hierbei sollen die Schwerpunkte zum
einem auf vereinfachten Substraten liegen und zum anderen auch Substrate, die die
Herstellung von 20-gliedrigen oder 18-gliedrigen Makrolactamen ermdglichen koénnen,
beinhalten. Die so erhaltenen Progeldanamycin-Derivate 209 sollen an die S. hygroscopicus
Block-Mutante K390-61-1 verfittert werden, um neue Geldanamycin-Derivate 210 zu
erhalten. Zusatzlich soll die Carbamoyl-Transferase GdmN heterolog exprimiert werden,
sodass die Carbamoylierung der Progeldanamycin-Derivate untersucht werden kann, wobei
biologisch aktive phenolische Ansamycin-Derivate 211 entstehen kdnnten (Schema 58). Die
biologischen Aktivitaten dieser Verbindungen kdnnten einen tieferen Einblick in Struktur-
Aktivitats-Beziehungen liefern.

o

o
211 \ng

Schema 58: Mdglichkeiten flir weitere Untersuchungen zur Substratspezifitdt der Amidsynthase GdmF.
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Aufbauend auf den erfolgreichen Mutasyntheseexperimenten mit fluorierten und
heterocyclischen AHBA-Analoga konnten zukunftig weitere Mutasynthone synthetisiert und
verflttert werden. Dabei bieten sich vor allem difluorierte Benzoesauren, Thiophen-Derivate
und andere funf- oder sechsgliedrige Heteroaromaten, wie Oxazole, Imidazole und
Pyrimidine, an (Abbildung 36).

NH2

NH2
e - \ NH
ZNH, 0 o { Oi)\%NHZ

Abbildung 36: Interessante Mutasynthone.

Des Weiteren ware es interessant, das Konzept der Semisynthese flr die neuen
Geldanamycin-Derivate zu erweitern, welche die Herstellung von Biokonjugaten erméglichen
kann. Hierfur soll die Mutasynthese mit Aromaten, die semisynthetisch derivatisierbare
Funktionen (wie Br, I, NH,, Vinyl, thinyl, Azido) enthalten, untersucht werden.

Die daraus ableitbaren Struktur-Aktivitats-Beziehungen wirden einen tieferen Einblick in die
strukturellen Voraussetzungen fur die biologische Aktivitat der Geldanamycin-Derivate

erlauben.
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6. Experimenteller Teil

6.1. Allgemeine Hinweise zu chemisch-synthetischen Arbeiten

Geratschaften
Alle Reaktionen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagenzien wurden in
ausgeheizten Glasgefalen unter Inertgasatmosphére (Argon) durchgefiihrt. Spritzen und

Kanulen wurden bei 80 °C getrocknet und mit Inertgas gespult.

Losungsmittel und Reagenzien

Losungsmittel fir den Einsatz in feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden nach
Standardverfahren getrocknet und unter Inertgasatmosphére aufbewahrt bzw. frisch destilliert
eingesetzt: Diethylether (Et,O) und Tetrahydrofuran (THF) wurden Uber Natriumdraht unter
Rickfluss mit Benzophenon als Indikator gekocht, Dichlormethan (CH,Cl,) wurde Uber
Calciumhydrid unter Ruckfluss gekocht. Alle weiteren absoluten Losungsmittel wurden
kéauflich erworben (FLukA, AcR0S). Bei sauerstoffsensiblen Reaktionen wurde das
Losungsmittel vor Gebrauch durch Spilen mit Inertgas oder nach Gefrieren im Vakuum
(freeze-pump-thraw 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 gesattigte Losungen, sofern nicht anders angegeben.
Saulenchromatographie

Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firma Acros (KorngroRe 40-63 um) bei
leichtem Uberdruck durchgefiihrt. Das verwendete Losungsmittel ist jeweils angegeben.

Dunnschichtchromatographie

Dunnschichtchromatographie wurde mit DC Aluminiumfolien Kieselgel 60 der Firma MERCK
durchgefuhrt. Die Indikation erfolgt mit Hilfe einer UV Lampe (A = 254 nm) und
Anisaldehyd, Kaliumpermanganat oder 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) als Tauchreagenz

mit anschlieRender Wéarmebehandlung.
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Sephadex-Chromatographie

GroBenausschluss-Chomatographie wurde mit Sephadex® LH-20 als stationarer Phase
(Abmessungen: 500 mm * @ 20 mm) und unter Verwendung von einfach destilliertem

Methanol als Eluenten durchgefihrt.

HPLC

Fur reversed phase-HPLC-Anwendungen wurden grundsétzlich membran-filtriertes und
danach bidestilliertes Wasser, sowie kommerziell verfligbare HPLC-Qualitat-Losungsmittel
(Methanol oder Acetonitril) verwendet, die zuvor im Ultraschallbad entgast wurden.

Préparative HPLC wurde an einer HPLC-Anlage der Firma Merck HITACHI (Pumpe L-7150,
Interface D-7000, Diode Array Detector L-7450) durchgefihrt. Hierfir kommen folgende
stationdre Phasen zur Anwendung: (C18-SP) TRENTEC Reprosil-Pur 120 C18 AQ 5 um,
250 mm * @ 8 mm, mit entsprechender Vorséulenkartusche, 40 mm * @ 8 mm; (CN-SP)
TRENTEC Reprosil 100 CN 5 um, 250 mm * @ 8 mm, mit entsprechender Vorséulenkartusche,
40mm * @ 8 mm; (C18-ISIS-SP) TRENTEC Reprosil-Pur 120 C18-ISIS AQ 5 um,
250 mm * @ 8 mm, mit entsprechender Vorsaulenkartusche, 40 mm * @ 8 mm. Alternativ
wurde préparative HPLC an einer VARIAN HPLC-Anlage (Pumpen Prepstar Model 218,
Variabler Wellenldngendetektor Prostar {A = 248 nm}) mit paralleler Massendetektion
(MicromAss Typ ZMD ESI-Quad-Spektrometer) unter Verwendung der stationdren Phasen
C18-P (TRENTEC Reprosil-Pur 120 C18 AQ 5 um, 250 mm * @ 25 mm, mit entsprechender
Vorséulenkartusche, 30 mm * @ 20 mm) oder C18-I1SIS-P (TRENTEC Reprosil-Pur 120
C18-ISIS AQ 5 um, 250 mm * @ 21 mm, mit entsprechender VVorsdulenkartusche, 30 mm * @
20 mm) durchgefihrt. Die verwendeten Elutionsprogramme und Retentionszeiten (tg) sind in

den jeweiligen Versuchsvorschriften angegeben.

NMR-Spektroskopie

'H-NMR Spektren wurden mit den Geraten DPX-200, DPX-400, Avance 400 und DRX-500
der Firma BRUKER aufgenommen. Als Solvens wurden Deuteromethanol, Deuterobenzol,
Deuterochloroform oder Deuterotetrahydrofuran verwendet. Die Kalibrierung wurde jeweils
zusammen mit den experimentellen Daten der Substanz angegeben. Die Angabe der
chemischen Verschiebung 6 erfolgt in ppm, die der Kopplungskonstante J in Hz. Fir die
Signale wurden folgende Abkirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett,
g = Quartett, m = Multiplett, p = pseudo, br = breit.
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13C-NMR Spektren wurden mit den Geraten DPX-400, Avance 400 und DRX-500 der Firma
BRUKER aufgenommen. Als Solvens wurden Deuteromethanol, Deuterobenzol oder
Deuterotetrahydrofuran verwendet. Die Kalibrierung wurde jeweils zusammen mit den
experimentellen Daten der Substanz angegeben.*® Die Angabe der chemischen Verschiebung
o erfolgt in ppm. Fir den Substitutionsgrad wurden folgende Abklrzungen verwendet:
s = Singulett (entspricht quartdarem Kohlenstoff), d = Dublett (tertidrer Kohlenstoff),
t = Triplett (sekundarer Kohlenstoff), g = Quartett (primarer Kohlenstoff). Wenn nétig
wurden  zur  vollstandigen  Interpretation  ‘H-'H-Korrelationsspektren ~ (COSY),
'H-BC-Korrelationspektren (HSQC, HMBC) oder NOE-Experimente durchgefiihrt.

Bei der Diastereomerengemischen wurde die Signalen des Hauptdiastereomers eingegeben.

Massenspektren

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit einem MICROMASS LCT mit Lock-
Spray-Einheit gemessen. Die Injektion erfolgt 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). MS/MS-
Fragmentierungsexperimente wurden mit Argon als Kollisionsgas bei einer Kollisionsenergie

von 15 bis 35 eV durchgefiihrt. Angegeben sind berechnete und gefundene Masse.

Drehwerte

Die spezifische optische Rotation [a] wurde mit Polarimetern der Firma PERKIN-ELMER des
Typs 341 oder 241 in einer Quarzglaskivette (Ld&nge 10 cm) bei A = 589 nm (Natrium
D-Linie) gemessen. Die Angabe der Drehwerte erfolgt in [© mL/(g*dm)]. Dabei ist die
Koncentration ¢ = 1 definitionsgemaR in 10 mg/mL Ldsung amgegeben. Das jeweilige

Lésungsmittel ist angegeben.

% H. E. Gottlieb, V. Kotlyar, A. Nudelman, J. Org. Chem. 1997, 62, 7512-7515.
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6.2. Darstellung der Reagenzien und Ausgangsverbindungen

4-Methoxybenzyl-2,2,2-trichloracetimidat

T

Die Darstellung erfolgt wie bei YONEMITSU beschrieben®

Cl,C

Z-Crotylboronat 57
¢}

/:\_BO/, OI'Pr
o Oi-Pr

Die Darstellung erfolgt wie bei WHITE beschrieben®

(4S)-4-Benzyl-3-propionyl-2-oxazolidinon (S-51)
0

0
OJ<N4<;
=,
Die Darstellung erfolgt wie bei OrRGAN beschrieben'®*

Phosphorylid (113)

0 H

Die Darstellung erfolgt wie bei HAHN beschrieben™

% N. Nakajima, K. Horita, R. Abe, O. Yonemitsu, Tetrahedron Lett. 1988, 29, 4139-4142.

1993, D. White, R. Hanselmann, R. W. Jackson, W. J. Porter, Y. Ohba, T. Tiller, S. Wang, J. Org. Chem. 2001,
66, 5217-5231.

1M, G. Organ, Y. V. Bilokin, S. Bratovanov, J. Org. Chem. 2002, 67, 5176-5183.
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6.3. Synthese des SNAC-Esters von Geldanamycin

6.3.1. Synhese des Westfragments
3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-benzylbromid (46a)

oc
BOCHN Br

TBDPS

Der Benzylalkohol 46 (7.00 g, 14.7 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in
CH.Cl, (120 mL) gelést und mit Triphenylphosphan (4.61 g, 17.6 mmol, 1.2 Ag.) und
Tetrabrommethan (5.83 g, 17.6 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir
30 min bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das
Rohprodukt per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 5:1) gereinigt und das Bromid
46a (7.40 g, 13.7 mol, 93 %) als braun-roter Schaum erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI;3 = 7.26 ppm): 6 7.73-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.46-7.35 (m,
6H, SiPh), 7.16 (s, 1H, Ph), 6.58 (s, 1H, Ph), 6.44 (s, 1H, Ph), 6.28 (s, 1H, NH), 4.23 (s, 2H,
CH.Br), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.10 (s, 9H, Sit-Bu) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl; =77.16 ppm) & 156.3 (s, C-Ar), 152.5 (s, NCOOt-Bu), 139.6 (s, C-Ar), 139.5 (s,
C-Ar), 135.6 (d, C-Ar), 132.7 (s, C-Ar), 130.1 (d, C-Ar), 128.0 (d, C-Ar), 115.3 (d, C-Ar),
111.9 (d, C-Ar), 109.9 (d, C-Ar), 80.8 (s, t-Bu), 33.4 (t, CH,Br), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q,
Sit-Bu), 19.6 (s, Sit-Bu) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CosH34BrNOsSiNa [M+Na]™: berechnet:
562.1389, gefunden: 562.1385.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.'%?

3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-benzyliodid (47)

BOCHN

TBDPS

Das Benzylbromid 46a (10.0 g, 18.5 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphéare in
Aceton (80 mL) geldst und mit Natriumiodid (4.16 g, 27.8 mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Nach 2 h

1927 Frenzel, M. Bruenjes, M. Quitschalle, A. Kirschning, Org. Lett. 2006, 8, 135-138.



Experimenteller Teil 98

wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Die wassrige Phase wurde dreimal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-
Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
lodid 47 (10.7 g, 18.2 mmol, 98 %) wurde als braun-roter Schaum erhalten; R = 0.4
(PE:EtOAC =5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDClz, CHCI;3 = 7.26 ppm): 6 7.70-7.68 (m, 4H, SiPh), 7.45-7.35 (m,
6H, SiPh), 7.11 (s, 1H, Ph), 6.53-6.52 (m, 1H, Ph), 6.39-6.38 (m, 1H, Ph), 6.22 (s, 1H, NH),
4.18 (s, 2H, CHal), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl; = 77.16 ppm) & 156.2 (s, NCOOt-Bu), 140.9 (s, C-Ar), 139.5 (s, C-Ar), 135.6 (d,
C-Ar), 132.6 (s, C-Ar), 130.1 (d, C-Ar), 128.0 (d, C-Ar), 115.1 (d, C-Ar), 111.5 (d, C-Ar),
109.9 (d, C-Ar), 80.6 (s, t-Bu), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.5 (s, Sit-Bu), 5.5 (t,
CHyl) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CogH34INOsSiNa [M+Na]*: berechnet: 610.1250, gefunden:
610.1249.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.®

(4S, 2R)-3-{3-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-2-
methylpropanoyl}-4-benzyloxazolidin-2-on (48)

TBDPSO NHBoOC

O o
A
: Bm\,\\/
Diisopropylamin (4.30 mL, 30.8 mmol, 1.7 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(150 mL) geldst und auf -78 °C gekdihlt. Dann wurde n-BuLi (2.2 M Lésung in Cyclohexan)
(12.3 mL, 30.8 mmol, 1.7 Ag.) langsam zugegeben und der Reaktionsansatz fir 10 min
bei -78 °C geriihrt. Oxazolidinon S-51 (6.90 g, 29.6 mmol, 1.63 Aqg.) wurde in THF (100 mL)
geldst und zur Reaktion langsam getropft. Das Reaktionsgemisch wurde fir 5 min auf -40 °C
erwarmt, dann wieder auf -78 °C gekiihlt. Das Benzyliodid 47 (10.7 g, 18.1 mmol, 1.0 Aq.)
wurde in THF (100 mL) gel6st und zur Reaktion langsam gegeben. Der Reaktionsansatz
wurde innerhalb von 2 h auf -35 °C erwdrmt und bei -35 °C fiir weitere 13 h gerihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe einer wassrigen NH4CIl-Losung beenden. Das
Reaktionsgemisch wurde auf RT erwé&rmt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung
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gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 4:1) gereinigt und der
Oxazolidinon 48 (10.2 g, 14.7 mmol, 81 %) als farbloser Schaum erhalten; R;=0.1
(PE:EtOAC = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): 6 7.70-7.67 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.30 (m,
6H, SiPh), 7.11-7.09 (m, 2H, Ph), 6.85 (bs, 1H, Ph), 6.71 (bs, 1H, Ph), 6.27 (bs, 1H, Ph), 6.22
(bs, 1H, NH), 4.70-4.60 (m, 1H, CHBn), 4.20-4.09 (m, 2H, CH,CHBn), 3.87-3.78 (m, 1H,
CHCHg), 3.15 (dd, J = 13.4, 3.0 Hz, 1H, CH,Ph), 2.93 (dd, J = 13.1, 6.1 Hz, 1H,
CH,CHCHg), 2.59 (dd, J = 13.4, 9.5 Hz, 1H, CH.Ph), 2.32 (dd, J =13.1, 8.3 Hz, 1H,
CH,CHCHSs), 1.44 (s, 9H, t-Bu), 1.06 (s, 9H, Sit-Bu), 0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3) ppm;
C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 176.5 (s, NCOCH), 156.0 (s, C-Ar),
153.0 (s, NCOOt-Bu), 152.5 (s, NCOO), 140.9 (s, C-Ar), 139.3 (s, C-Ar), 135.6 (d, C-Ar),
135.4 (s, C-Ar), 132.9 (s, C-Ar), 132.8 (s, C-Ar), 129.9 (d, C-Ar), 129.5 (d, C-Ar), 129.0 (d,
C-Ar), 127.9 (d, C-Ar), 127.5 (d, C-Ar), 127.3 (d, C-Ar), 115.8 (d, C-Ar), 112.1 (d, C-Ar),
108.2 (d, C-Ar), 83.0 (s, t-Bu), 66.1 (t, CH,0), 55.3 (d, CHN), 39.6 (t, CH,Ph), 39.5 (d,
CHCHg), 38.0 (d, CH,CH), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.5 (s, Sit-Bu), 16.2 (q,
CHs) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C41HgN2O6SiNa [M+Na]™: berechnet: 715.3179, gefunden:
715.3180; [a]®p = -3.4° (¢ = 1.5, CHCl5).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein, [o]*°> = -3.4° (c = 1.5,
CHCI5).*3

(2R)-3-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-2-methyl-
propan-1-ol (48a)
TBDPSO NHBoc

OH

Der Oxazolidinon 48 (10.2 g, 14.7 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in Et,O
(70 mL) gelost, mit Wasser (0.23 mL, 14.7 mmol, 1.0 Aq.) versetzt und auf 0 °C gekuhlt.
Dann wurde Lithiumborhydrid (2 M Losung in THF) (16.2 mL, 32.4 mmol, 2.2 Ag.) langsam
zugetropft und das Reaktionsgemisch fir 1.5 h bei 0 °C gerthrt. Die Reaktion wurde durch

193 F Taft, M. Briinjes, T. Knobloch, H. G. Floss, A. Kirschning, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 3812-3813.
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Zugabe einer wassrigen NH4CI-Losung beendet und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1) gereinigt und der
Alkohol 48a (5.95 g, 11.5mmol, 78%) als farbloser Schaum erhalten; Ry = 0.4
(PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDClz, CHCI3 = 7.26 ppm) & 7.71-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.43-7.37 (m,
6H, SiPh), 6.80 (bs, 1H, Ph), 6.68 (dd, J = 2.1, 2.1 Hz, 1H, Ph), 6.25 (bs, 1H, NH), 6.09 (dd,
J=1.7,1.7 Hz, 1H, Ph), 3.26 (dd, J = 10.5, 5.6 Hz, 1H, CH,0OH), 3.17 (dd, J = 10.5, 5.9 Hz,
1H, CH,OH), 2.39 (dd, J = 13.3, 6.9 Hz, 1H, ArCH,), 2.15 (dd, J = 13.3, 7.7 Hz, 1H, ArCH)),
1.66-1.58 (m, 1H, CHCH3), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.25 (bs, CH,0OH), 1.07 (s, 9H, t-SiBu), 0.70
(d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.16 ppm) & 155.8
(s, C-Ar), 152.5 (s, NCOO), 142.3 (s, C-Ar), 139.1 (s, C-Ar), 1355 (d, C-Ar), 132.9 (s,
C-Ar), 129.8 (d, C-Ar), 127.7 (d, C-Ar), 115.3 (d, C-Ar), 111.9 (d, C-Ar), 107.5 (d, C-Ar),
80.3 (s, t-Bu), 67.1 (t, CHy), 39.4 (t, CH,), 37.3 (d, CH), 28.3 (q, t-Bu), 26.4 (q, Sit-Bu), 19.4
(s, Sit-Bu), 16.4 (g, CH3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Ca;H41NO,SiNa [M+Na]": berechnet:
542.2703, gefunden: 542.2699; [0]*% = +4.9° (c = 1.0, CHCl5).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein. [a]*’p = +3.9° (c = 1.2,
CHCl5).”’

(2R)-3-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-2-methyl-
propanal (43)

TBDPSO NHBoc
O
I

Der Alkohol 48a (5.90 g, 11.4 mmol, 1.0 Aq.) wurde in CH,Cl, (170 mL) geldst, auf 0 °C
gekiihlt und mit NaHCOs (1.16 g, 13.6 mmol, 1.2 Ag.) und anschlieRend mit DMP-Reagenz
(5.76 g, 13.6 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Nach 1 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer
wassrigen Na,SO3-Ldsung beendet und die wéssrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tiber MgSO,4

getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Aldehyd 43 (5.80 g, 11.2 mmol,
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99 %) wurde als farbloser Schaum erhalten; R; = 0.6 (PE:EtOAc = 2:1). Der Aldehyd 43

wurde ohne Charakterisierung direkt weiterverwendet.

(4R)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-2-methyl-
pent-2-ensdureethylester (15)

TBDPSO NHBoc

O

X" OEt

Der Aldehyd 43 (5.80 g, 11.2 mmol, 1.0 Ag.) wurde in CHCI3 (35 mL) gelost und mit dem
Phosphorylid 52 (5.85 g, 16.8 mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 50 °C
erhitzt und fur weitere 15 h bei 50 °C gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt, das Rohprodukt per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 15:1 — 4:1)
gereinigt und der Ester 49 (6.40 g, 10.9 mmol, 97 %) als farbloser Schaum erhalten; Ry = 0.3
(PE:EtOAC = 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCIl; = 7.26 ppm) & 7.72-7.68 (m, 4H, SiPh), 7.44-7.34 (m,
6H, SiPh), 6.81 (dd, J = 15.7, 7.0 Hz, 1H, 3-H), 6.79 (bs, 1H, NH), 6.64 (s, 1H, Ph), 6.27 (bs,
1H, Ph), 6.09 (s, 1H, Ph), 5.63 (dd, J = 15.7, 0.6 Hz, 1H, 2-H), 4.16 (q, J = 7.1 Hz, 2H,
OCHy,), 2.52-2.48 (m, 1H, 5-Ha), 2.27 (dg, J = 6.8, 6.7 Hz, 1H, 4-H), 2.23-2.17 (m, 1H,
5-Hb), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH,CHj3), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 0.78 (d,
J=6.7 Hz, 3H, 6-H) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 166.9 (s,
COOEt), 156.1 (s, C- Ar), 153.6 (d, C-3), 152.6 (s, NHCOO), 141.5 (s, C-Ar), 139.2 (s,
C-Ar), 133.0 (d, C-Ar), 133.0 (s, C-Ar), 130.0 (d, C-Ar), 130.0 (d, C- Ar), 128.7 (d, C-Ar),
119.8 (d, C-2), 115.3 (d, C-Ar), 112.0 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 80.5 (s, t-Bu), 60.2 (t,
OCH,), 42.2 (t, C-5), 37.9 (d, C-4), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.5 (s, Sit-Bu), 18.5 (q,
C-6), 14.4 (q, OCH,CHs) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C3sH4sNOsSiNa [M+Na]™: berechnet:
610.2965, gefunden: 610.2962; [a]*%5 = -19.1° (c = 1.2, CHCly).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [o]*%5 = -18.9° (¢ = 1.3,
CH,Cl,).>*
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(4R)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-methyl-
pent-2-enol (42)

TBDPSO NHBoC

OH
AN

Der Ester 49 (6.35 g, 10.8 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(100 mL) gelost, auf -78 °C gekuhlt und mit DIBAL-H (1.2 M Losung in Toluol) (22.5 mL,
27.0 mmol, 2.5 Ag.) langsam versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 5 h bei -78 °C geriihrt
und anschlieBend auf RT erwdrmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wassrigen Na-K-
Tartrat-Losung beendet und das Reaktionsgemisch Uber Nacht bei RT geriihrt. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit
wassriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1)
gereinigt und der Alkohol 42 (4.50 g, 8.25 mmol, 76 %) als farbloser Schaum erhalten;
Ri= 0.4 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm) & 7.71-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.43-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.91 (s, 1H, Ph), 6.46 (m, 1H, Ph), 6.23 (bs, 1H, NH), 6.14 (m, 1H, Ph), 5.50 (dd,
J =155, 7.0 Hz, 1H, 3-H), 5.39 (dt, J = 15.5, 5.5 Hz, 1H, 2-H), 3.99 (t, J = 5.5 Hz, 2H, 1-H),
2.39 (dd, J = 13.1, 7.3 Hz, 1H, 5-Ha), 2.28 (dd, J = 13.1, 6.7 Hz, 1H, 5-Hb), 2.16 (m, 1H,
4-H), 1.73 (bs, 1H, CH,0OH), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.09 (s, 9H, Sit-Bu), 0.80 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
5-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 155.8 (s, C-Ar), 152.9 (s,
NHCOO), 142.4 (s, C-Ar), 138.7 (s, C-Ar), 138.0 (d, C-3), 135.6 (d, C-Ar), 133.0 (s, C-Ar),
130.0 (d, C-Ar), 127.8 (d, C-2), 115.7 (d, C-Ar), 112.9 (d, C-Ar), 107.7 (d, C-Ar), 80.6 (s,
t-Bu), 63.9 (t, C-1), 43.4 (t, C-5), 37.8 (d, C-4), 28.5 (q, t-Bu), 26.6 (g, Sit-Bu), 19.7 (q,
5-Me), 19.6 (s, Sit-Bu) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CssHaNO,Si [M+H]": berechnet:
546.3040, gefunden: 546.3031; [a]*’5 = -10.7° (c = 1.0, CHCl5).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur iiberein. [a]*p = -1.1° (c = 1.0,
CH.Cl,).>*
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(4R, 2R, 3R)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-
methyl-2,3-oxiranylpentan-2-ol (50)

TBDPSO NHBocC

OH

Molsieb 4A (20.0 g) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl, (400 mL) suspendiert,
auf -20 °C gekiihlt und mit D-(-)-Diethyltartrat (1.80 mL, 10.5 mmol, 1.2 Ag.) und Titan-tetra-
iso-propoxid (2.70 mL, 8.77 mmol, 1.0 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min
bei -20 °C geruhrt und anschliefend mit tert-Butylhydroperoxid (2.30 mL, 11.4 mmol,
1.3 Aq.) versetzt. Nach 30 min wurde der Alkohol 42 (4.78 g, 8.77 mmol, 1.0 Aqg.) in CH,Cl,
(50 mL) geldst, zum Reaktionsgemisch gegeben und das Reaktionsgemisch fur 20 h
bei -20 °C geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen NaOH-Ldsung (2.0 M)
beendet. Nach 3 h Rihren wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite™ filtriert und die
wassrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 —
2:1) gereinigt und das Epoxid 50 (4.66 g, 8.29 mmol, 95 %) als farbloser Schaum erhalten;
Ri = 0.2 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm) & 7.70-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.41-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.85 (s, 1H, Ph), 6.61 (m, 1H, Ph), 6.25 (bs, 1H, NH), 6.12 (m, 1H, Ph), 3.80 (ddd,
J =123, 5.9, 2.6 Hz, 1H, 1-Ha), 3.56 (ddd, J = 12.3, 6.9, 4.3 Hz, 1H, 1-Hb), 2.84 (ddd,
J=4.3,2.6, 2.4 Hz, 1H, 2-H), 2.69 (dd, J = 6.8, 2.4 Hz, 1H, 3-H), 2.61 (dd, J = 13.3, 5.1 Hz,
1H, 5-Ha), 2.22 (dd, J = 13.3, 8.5 Hz, 1H, 5-Hb), 1.72 (dd, J = 6.9, 5.9 Hz, 1H, OH), 1.53-
1.49 (m, 1H, 4-H), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 0.59 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
5-Me) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl3 = 77.16 ppm) & 156.0 (s, C-Ar), 152.7 (s,
NHCOO), 141.4 (s, C-Ar), 139.1 (s, C-Ar), 135.6 (d, C-Ar), 135.5 (d, C-Ar), 133.0 (s, C-Ar),
132.9 (s, C-Ar), 130.0 (d, C-Ar), 129.9 (d, C-Ar), 127.9 (d, C-Ar), 127.8 (d, C-Ar), 115.6 (d,
C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 80.5 (s, t-Bu), 61.8 (t, C-1), 59.8 (d, C-3), 57.0 (d,
C-2), 40.1 (t, C-5), 36.4 (d, C-4), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.5 (s, Sit-Bu), 14.7 (q,
5-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C33H43NOsSiNa [M+Na]™: berechnet: 584.2808, gefunden:
584.2809; [a]*’p = +9.3° (c = 1.0, CHCIs).
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Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein. [a]*’p = +2.2° (c = 0.9,
CH,Cly).>*

(4R, 2S)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-methyl-
1,2-pentandiol (53)

TBDPSO NHBoOC

Das Epoxid 50 (7.16 g, 12.8 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in Et,O
(450 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit DIBAL-H (1.2 M Lo6sung in Toluol) (53.1 mL,
63.7 mmol, 5.0 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fiir weitere 5 h
bei RT gerlhrt. Es wurde Na-K-Tartrat-Losung zugegeben und das Reaktionsgemisch tber
Nacht bei RT geruhrt Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, iber MgSQO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 1:1 — 1:4) gereinigt und das Diol 53 (6.09 g, 10.8 mmol,
85 %) als farbloser Schaum erhalten; R¢ = 0.5 (PE:EtOAC = 1:4).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCIl; = 7.26 ppm) & 7.71-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.41-7.34 (m,
6H, SiPh), 6.80 (s, 1H, Ph), 6.63 (m, 1H, Ph), 6.26 (bs, 1H, NH), 6.11 (m, 1H, Ph), 3.72-3.65
(m, 1H, 2-H), 3.52 (ddd, J = 10.8, 5.8, 3.3 Hz, 1H, 1-Ha), 3.30 (ddd, J = 10.8, 7.3, 4.0 Hz, 1H,
1-Hb), 2.31 (dd, J = 13.3, 6.6 Hz, 1H, 5-Ha), 2.19 (dd, J = 13.3, 7.8 Hz, 1H, 5-Hb), 1.86 (dd,
J =538, 4.0Hz 1H, 1-OH), 1.77 (d, J = 4.4 Hz, 1H, 2-OH), 1.73-1.64 (m, 1H, 4-H), 1.47 (s,
9H, t-Bu), 1.31 (ddd, J = 13.8, 9.3, 4.6 Hz, 1H, 3-Ha), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 0.97 (ddd,
J=13.8, 9.7, 3.9 Hz, 1H, 3-Hb), 0.69 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 5-Me) ppm; “*C-NMR (100 MHz,
CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) 6 155.9 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 142.6 (s,C-Ar), 139.0 (s,
C-Ar), 135.6 (d, C-Ar), 133.0 (s, C-Ar), 129.9 (d, C-Ar), 127.8 (d, C-Ar), 115.5 (d, C-Ar),
112.3 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 80.5 (s, t-Bu), 70.1 (d, C-2), 67.5 (t, C-1), 44.0 (t, C-5), 39.7
(t, C-3), 30.8 (d, C-4), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.5 (s, Sit-Bu), 14.7 (g, 5-Me) ppm;
HRMS (ESI) m/z filr C33HssNOsSiNa [M+Na]™: berechnet: 586.2965, gefunden: 586.2964;
[0]*°5 = -10.1° (c = 1.0, CHClIs).
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Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]®p = -11.0° (c = 0.6,
CH,Cly).>*

(4R, 2S)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-methyl-
1-(tert-butyldemethylsiloxy)-pentan-2-ol (54)

TBDPSO NHBoC

Der Alkohol 53 (5.50 g, 9.76 mmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(400 mL) gelost, auf 0 °C gekdhlt und mit 2,6-Lutidin (1.12 mL, 9.76 mmol, 1.0 Aq.) und
anschlieRend mit TBSOTf (2.24 mL, 9.76 mmol, 1.0 Aq.) versetzt. Nach 20 min wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NH4CI-Ldsung beendet. Die Phasen wurden getrennt
und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen
wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAC = 15:1 — 4:1) gereinigt und der geschitzte Alkohol 54 (4.91 g, 7.25 mmol, 74 %)
als farbloser Schaum erhalten; R; = 0.4 (PE:EtOAcC = 4:1);

'H-NMR (400 MHz, CDClz, CHCI; = 7.26 ppm) & 7.71-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.40-7.34 (m,
6H, SiPh), 6.77 (s, 1H, Ph), 6.63 (m, 1H, Ph), 6.23 (bs, 1H, NH), 6.14 (m, 1H, Ph), 3.75-3.60
(m, 1H, 2-H), 3.51 (dd, J = 9.8, 3.4 Hz, 1H, 1-Ha), 3.30 (dd, J = 9.8, 7.4 Hz, 1H, 1-Hb), 2.39
(dd, J = 13.2, 5.9 Hz, 1H, 5-Ha), 2.23 (d, J = 3.4 Hz, 1H, 2-OH), 2.12 (dd, J = 13.3, 8.5 Hz,
1H, 5-Hb), 1.81-1.72 (m, 1H, 4-H), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.36-1.29 (m, 1H, 3-Ha), 1.07 (s, 9H,
Sit-Bu), 0.98-0.93 (m, 1H, 3-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.66 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 5-Me), 0.06
(s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 155.9 (s, C-Ar),
152.7 (s, NHCOO), 142.6 (s,C-Ar), 139.0 (s, C-Ar), 135.6 (d, C-Ar), 133.1 (s, C-Ar), 129.9
(d, C-Ar), 127.8 (d, C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.2 (d, C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 80.4 (s, t-Bu),
79.7 (d, C-2), 67.9 (t, C-1), 44.2 (t, C-5), 39.7 (t, C-3), 31.0 (d, C-4), 28.4 (q, t-Bu), 26.6 (q,
Sit-Bu), 26.0 (g, Sit-Bu) 19.5 (s, Sit-Bu), 18.9 (q, 5-Me), 18.4 (s, Sit-Bu), -5.2 (g, SiMe) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir C3gHsoNOsSi,Na [M+Na]™: berechnet: 700.3830, gefunden: 700.3838;
[@]?° = -2.5° (c = 1.0, CHCl5).
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Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein. [o]*5 = -4.7° (c = 1.8,
CH,Cly).>*

(4R, 2S)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-methyl-
1-(tert-butyldemethylsiloxy)-2-methoxypentan (55)

TBDPSO NHBoC

[N
®)
<
@

Der Alkohol 54 (4.40 g, 6.49 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphéare in CH,Cl,
(120 mL) gelost und mit 1,8-Bis(dimethylamino)-naphtalin (4.87 g, 22.7 mmol, 3.5 Ag.) und
MesOBF4 (3.08 g, 16.2 mmol, 2.5 Aq.) versetzt. Nach 1 h wurde die Reaktion durch Zugabe
von Wasser beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 15:1 — 4:1) gereinigt und der
methylierte Alkohol 55 (3.98 g, 5.76 mmol, 89 %) als farbloser Schaum erhalten; Ry=0.5
(PE:EtOAC = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm) & 7.72-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.43-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.75 (s, 1H, Ph), 6.67 (m, 1H, Ph), 6.24 (bs, 1H, NH), 6.15 (m, 1H, Ph), 3.58 (dd,
J=10.5, 5.8 Hz, 1H, 1-Ha), 3.46 (dd, J = 10.5, 4.6 Hz, 1H, 1-Hb), 3.36 (s, 3H, OMe), 3.25-
3.19 (m, 1H, 2-H), 2.42 (dd, J = 13.2, 5.5 Hz, 1H, 5-Ha), 2.06 (dd, J = 13.2, 9.0 Hz, 1H,
5-Hb), 1.75-1.66 (m, 1H, 4-H), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.38-1.31 (m, 1H, 3-Ha), 1.08 (s, 9H,
Sit-Bu), 0.98-0.93 (m, 1H, 3-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.62 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 5-Me), 0.05
(s, 6H, SiMe) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 155.9 (s, C-Ar),
152.6 (s, NHCOO), 143.1 (s,C-Ar), 139.0 (s, C-Ar), 135.7 (d, C-Ar), 133.1 (s, C-Ar), 129.9
(d, C-Ar), 127.8 (d, C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 80.4 (s, t-Bu),
80.0 (d, C-2), 66.1 (t, C-1), 58.2 (g, OMe), 44.4 (t, C-5), 39.2 (t, C-3), 31.2 (d, C-4), 28.5 (q,
t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 26.1 (g, Sit-Bu) 19.6 (s, Sit-Bu), 19.0 (q, 5-Me), 18.4 (s, Sit-Bu), -5.2
(9, SiMe) ppm; [0]*°5 = -7.4° (c = 1.0, CHCIs).
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(4R, 2S5)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-methyl-
2-methoxypentan (56)

TBDPSO NHBoc

Der Alkohol 55 (3.98 g, 5.76 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(40 mL) gelost und mit Acetonitril (40 mL) und LiBF,4 (1.62 g, 17.3 mmol, 3.0 Aq.) versetzt.
Nach 48 h wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOACc = 10:1 — 2:1), gefolgt von praparativer HPLC (C18-P) (H,O:MeOH = 80:20
{5 min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 — 0:100 {85 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min},
15 mL/min) (tzr = 85.0 min) gereinigt und der methylierte Alkohol 56 (2.50 g, 4.32 mmol,
75 %) als farbloser Schaum erhalten; R; = 0.3 (PE:EtOAc = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm) & 7.71-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.41-7.34 (m,
6H, SiPh), 6.77 (s, 1H, Ph), 6.66 (m, 1H, Ph), 6.26 (bs, 1H, NH), 6.11 (m, 1H, Ph), 3.61-3.58
(m, 1H, 1-Ha), 3.40-3.35 (m, 1H, 1-Hb), 3.30 (s, 3H, OMe), 3.28-3.22 (m, 1H, 2-H), 2.38 (dd,
J =13.2, 5.8 Hz, 1H, 5-Ha), 2.07 (dd, J = 13.2, 8.7 Hz, 1H, 5-Hb), 1.85 (br. s, 1H, 1-OH),
1.66-1.59 (m, 1H, 4-H), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.50-1.46 (m, 1H, 3-Ha), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu),
1.10-1.05 (m, 1H, 3-Hb), 0.69 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 5-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.16 ppm) 6 155.9 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 142.6 (s, C-Ar), 139.0 (s, C-Ar),
135.6 (d, C-Ar), 133.0 (s, C-Ar), 129.9 (d, C-Ar), 127.8 (d, C-Ar), 115.5 (d, C-Ar), 112.3 (d,
C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 80.5 (s, t-Bu), 79.6 (d, C-2), 64.3 (t, C-1), 57.0 (g, OMe), 44.0 (t,
C-5), 37.9 (t, C-3), 31.4 (d, C-4), 28.4 (g, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.5 (s, Sit-Bu), 19.5 (q,
5-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Cs7HisNOsSi [M+H]": berechnet: 578.3454, gefunden:
578.3467; [a]®b = +6.1° (c = 1.0, CH,Cl,).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein. [a]*’p = +5.0° (c = 1.1,
CH.Cl,).>*
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(4R, 2S)-5-[3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-methyl-
2-methoxy-1-pentanal (41)

TBDPSO NHBoC

(RN
®)
<
(]

Der Alkohol 56 (0.15 g, 0.25 mmol, 1.0 Ag.) wurde in CH,Cl, (20 mL) gelost, auf 0 °C
gekihlt und mit NaHCO; (0.03g, 0.30 mmol, 1.2 Ag.) und DMP-Reagenz (0.13g,
0.30 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Nach 1 h bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe einer
waéssrigen Na,SOs-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Lésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet, unter vermindertem Druck eingeengt und
der Aldehyd 41 (0.15 g, 0.25mmol, 99 %) als farbloser Schaum erhalten; R; = 0.8
(PE:EtOAC = 2:1). Der Aldehyd 41 wurde ohne Charakterisierung direkt weiterverwendet.

(3S, 4R, 5S, 7R)-8-[3-tert-Butoxycarbonylamino-5-(tert-butyldiphenylsiloxy)-phenyl]-4-
hydroxy-5-methoxy-3,7-dimethyl-oct-2-en (39)

TBDPSO NHBocC

: OMe :

Z-Crotylboronat 57 (0.18 g, 0.61 mmol, 2.5 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphéare in Toluol
(2.0 mL) gelést. Dann wurde Molsieb 4A (0.10 g) zugegeben, der Reaktionsansatz fiir 20 min
bei RT geriihrt und dann auf -78 °C gekiihlt. Der Aldehyd 41 (0.14 g, 0.24 mmol, 1.0 Aq.)
wurde in Toluol (1.0 mL) gel6st und langsam zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach 20 h
wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaOH-Losung (1.0 M) beendet. Der
Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fur 1 h bei RT gerthrt. Das Molsieb wurde tber
Celite™ abfiltriert und die wéssrige Phase dreimal mit Et,O extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOACc = 10:1 — 4:1) gereinigt und das Alken 39 (0.15 g, 0.24 mmol, 97 %) als farbloser
Schaum erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAC = 5:1).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm) & 7.72-7.69 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.34 (m,
6H, SiPh), 6.77 (s, 1H, Ph), 6.66 (m, 1H, Ph), 6.28 (bs, 1H, NH), 6.16 (m, 1H, Ph), 5.61 (ddd,
J=17.2,10.2, 8.6 Hz, 1H, 2-H), 5.03 (d, J = 10.2 Hz, 1-Ha), 4.99 (d, J = 3.1 Hz, 1H, 1-Hb),
3.58 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 4-H), 3.29 (s, 3H, OMe), 3.21-3.19 (m, 1H, 5-H), 2.42 (dd, J = 13.3,
5.5 Hz, 1H, 8-Ha), 2.26-2.16 (m, 1H, 3-H), 2.09 (br. s, 1H, 4-OH), 2.09-2.03 (m, 1H, 8-Hb),
1.76-1.63 (m, 1H, 7-H), 1.57-1.51 (m, 1H, 6-Ha), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.13 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
3-Me), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu), 1.07-1.02 (m, 1H, 6-Hb), 0.58 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 7-Me) ppm,;
C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 155.9 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO),
143.1 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-2), 139.0 (s, C-Ar), 135.6 (d, C-Ar), 133.1 (s, C-Ar), 129.9 (d,
C-Ar), 115.6 (t, C-1), 115.3 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 80.5 (s, t-Bu), 80.2
(d, C-5), 73.5 (d, C-4), 57.1 (g, OMe), 44.7 (t, C-8), 40.5 (d, C-3), 34.7 (t, C-6), 30.9 (d, C-7),
28.5 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 19.6 (s, Sit-Bu), 18.5 (g, 7-Me), 17.5 (q, 3-Me) ppm; HRMS
(ESI) m/z fur CagHs3sNOsSiNa [M+Na]™: berechnet: 654.3591, gefunden: 654.3577;
[0]°5 = -17.8° (c = 1.0, CHClIs).

6.3.2. Synthese der Ostfragmente 58, 59, und 60.

(R)-5-Oxotetrahydrofuran-2-carbonsaure (61a)

ol o 5
UCOOH
2 4
3

D-Glutaminsaure 45 (21.0 g, 143 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in Wasser (143 mL) gel6st, mit
Salzsaure (2 M, 85 mL) versetzt und auf -10 °C gekiihlt. NaNO, (11.8 g, 171 mmol, 1.2 Aq.)
wurde in Wasser (85 mL) gel6st und zum Reaktionsgemisch innerhalb von 3 h langsam
gegeben. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwdrmt und fur 12 h bei RT gerlhrt. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen
wurden uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die Sdure 6la
(12.4 g, 95.3 mmol, 67 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,, MeOH = 3.31 ppm): & 5.00 (dd, J = 7.8, 4.9 Hz, 1H, H-4),
2.70-2.55 (m, 2H, H-2), 2.55-2.40 (m, 1H, H-3a), 2.38-2.25 (m, 1H, H-3b) ppm; HRMS
(ESI) m/z fur CsHsO4 [M-H]": berechnet: 129.0188, gefunden: 129.0190; Tsm = 71 °C;
[@]?°0= -13.1° (c = 1.0, MeOH).
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Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]*% = -16.0° (c = 2.0,
EtOH) '

(R)-5-(Hydroxymethyl)-2-oxotetrahydrofuran (62a)

Die Séure 61a (12.2 g, 93.8 mmol, 1.0 Aq) wurde unter Argon-Atmosphére in THF (200 mL)
gelost, auf 0 °C gekihlt und mit BHs;*SMe; (13.4 mL, 140 mmol, 1.5 Aqg.) langsam versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwarmt und fir weitere 3 h bei RT gerlhrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von MeOH beendet. Das Ldsungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Lacton 62a (10.1 g, 87.0 mmol, 93 %) als farbloses Ol

erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-ds, MeOH = 3.31 ppm): & 4.72-4.56 (m, 1H, 4-H), 3.91 (dd,
J=1.9, 3.4 Hz, 1H, 5-Ha), 3.66 (dd, J = 11.9, 4.4 Hz, 1H, 5-Hb), 2.68-2.53 (m, 2H, 2-H),
2.35-2.05 (m, 2H, 3-H) ppm; [e]*° = -44.5° (c = 1.0, CHCIs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]* = -33.0° (c = 3.0,
EtOH).*

(R)-5-[(4-Methoxybenzyl)oxymethyl]-2-oxotetrahydrofuran (63a)

O o OPMB
1\|\;>_/
4 5

2
3

Der Alkohol 62a (1.00 g, 8.61 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(50 mL) gelost und mit PMB-trichloracetimidat (9.73 g, 34.5 mmol, 4.0 Ag.) und CSA
(0.80 g, 3.45 mmol, 0.4 Aq.) versetzt. Nach 24 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer
waéssrigen NaHCOg3-Losung beenden. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden tber MgSO,

getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-

104 ¢, Herdeis, Synth. Commun. 1986, 232-233.
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Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1) gereinigt und der PMB-geschitzte Alkohol 63a
(1.65 g, 6.98 mmol, 81 %) als farbloses Ol erhalten; R¢= 0.3 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.26 (d, J = 8.7 Hz, 2H, PMB), 6.89 (d,
J =8.7 Hz, 2H, PMB), 4.69-4.64 (m, 1H, 4-H), 4.55-4.49 (m, 2H, PMB), 3.82 (s, 3H, PMB),
3.66 (dd, J = 10.8, 3.4 Hz, 1H, 5-Ha), 3.57 (dd, J = 10.8, 4.3 Hz, 1H, 5-Hb), 2.67-2.58 (m,
1H, 2-Ha), 2.53-2.44 (m, 1H, 2-Hb), 2.34-2.24 (m, 1H, 3-Ha), 2.18-2.08 (m, 1H, 3-Hb) ppm;
3C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.16 ppm) & 177.7 (s, C-1), 159.6 (s, PMB), 129.6 (d,
PMB), 114.1 (d, PMB), 79.3 (d, C-4), 73.5 (t, PMB), 71.5 (t, C-5), 55.6 (g, PMB), 28.7 (t,
C-2), 24.4 (t, C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C13H1604Na [M+Na]™: berechnet: 259.0946,
gefunden: 259.0958; [a]*p = -9.6° (c = 1.0, CHCIs5).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]®p = -9.8° (c = 0.43,
CHCI3). *®

(R)-5-[(4-Methoxybenzyl)oxy]pentan-1,4-diol (64a)
OH

3 4 5
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Das Lacton 63a (1.50 g, 6.35 mmol, 1.0 Aqg) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(150 mL) gel6st, auf 0°C gekihlt und mit LiAlIH; (0.27 g, 6.98 mmol, 1.1 Aqg.)
portionsweise versetzt. Nach 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet.
Nach weiteren 10 min wurde der Niederschlag tber Celite™ abfiltriert, das Filtrat mit Wasser
verdunnt und dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden Uber
MgSOQO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per
Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 1:1 — 1:5) gereinigt und das Diol 64a (1.20 g,
4.99 mmol, 79 %) als farbloses Ol erhalten; R; = 0.2 (PE:EtOAc = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H, PMB), 6.91 (d,
J=8.5 Hz, 2H, PMB), 4.51 (s, 2H, PMB), 3.89-3.85 (m, 1H, 4-H), 3.83 (s, 3H, PMB), 3.73-
3.63 (m, 2H, 1-H), 3.49 (dd, J = 9.2, 3.4 Hz, 1H, 5-Ha), 3.35 (dd, J = 8.7, 8.4 Hz, 5-Hb), 2.85
(br. s, 1H, 4-OH), 2.43 (br. s, 1H, 1-OH), 1.75-1.69 (m, 2H, 2-H), 1.66-1.58 (m, 1H, 3-Ha),
1.56-1.47 (m, 1H, 3-Hb) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDClz = 77.16 ppm) & 159.5 (s,

%D, L. Boger, S. Ichikawa, W. Zhong, J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 4161-4167.
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PMB), 129.6 (d, PMB), 114.0 (d, PMB), 74.3 (d, C-4), 73.2 (t, PMB), 70.5 (t, C-5), 63.0 (t,
C-1), 55.4 (q, PMB), 30.3 (t, C-2), 29.3 (t, C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fir Cy3H,04Na
[M +Na]": berechnet: 263.1259, gefunden: 263.1266; [a]*°5 = -2.0° (c = 1.0, CHCI5).

(R)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-1-[(4-methoxybenzyl)oxy]pentan-2-ol (65a)

OTBS
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Das Diol 64a (0.50 g, 2.08 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(20 mL) gel6st, auf 0°C gekihlt und mit Imidazol (0.28 g, 4.16 mmol, 2.0 Ag.) und
anschlieRend mit TBSCI (0.35 g, 2.29 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwdarmt und fur 1 h bei RT gerthrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH,CI-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1) gereinigt und
der geschiitzte Alkohol 65a (0.66 g, 1.86 mmol, 90 %) als farbloses Ol erhalten; R;=0.7
(PE:EtOAC = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.30 (d, J = 8.4 Hz, 2H, PMB), 6.92 (d,
J=8.4 Hz, 2H, PMB), 4.53 (s, 2H, PMB), 3.90-3.81 (m, 1H, 4-H), 3.85 (s, 3H, PMB), 3.73-
3.63 (m, 2H, 1-H), 3.51 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H, 5-Ha), 3.38 (dd, J = 9.3, 7.4 Hz, 5-Hb), 2.86
(br. s, 1H, 4-OH), 1.75-1.50 (m, 2H, 2-H), 1.75-1.50 (m, 2H, 3-H), 0.93 (s, 9H, Sit-Bu), 0.09
(s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.16 ppm) & 159.4 (s, PMB),
130.4 (s, PMB), 129.5 (d, PMB), 114.0 (d, PMB), 74.4 (d, C-4), 73.1 (t, PMB), 70.4 (t, C-5),
63.4 (t, C-1), 55.4 (g, PMB), 30.4 (t, C-2), 29.1 (t, C-3), 26.1 (q, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.2
(q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C19H3504Si [M+H]": berechnet: 355.2305, gefunden:
355.2305; [a]*°b = +2.4° (c = 1.0, CHClIs).
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(R)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-1-[ (4-methoxybenzyl)oxy]-4-(methoxy)pentan (66a)

OTBS
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Der Alkohol 65a (0.56 g, 1.58 mmol, 1.0 Ag) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(20 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit NaH (60 % Suspension in Mineral6l) (0.10 g,
2.37 mmol, 1.5 Aq.) und anschlieBend mit Mel (0.1 mL, 1.74 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf RT erwérmt und flr weitere 24 h bei RT geruhrt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Wasser beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige
Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit
waéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1)
gereinigt und der geschiitzte Alkohol 66a (0.44 g, 1.20 mmol, 76 %) als farbloses Ol erhalten;
Ri=0.7 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 2H, PMB), 6.87 (d,
J =85 Hz, 2H, PMB), 4.48 (s, 2H, PMB), 3.80 (s, 3H, PMB), 3.63-3.57 (m, 2H, 1-H), 3.45
(d, J = 4.8 Hz, 2H, 5-H), 3.04 (s, 3H, OMe), 3.38-3.34 (m, 1H, 4-H), 1.61-1.48 (m, 2H, 2-H),
1.61-1.48 (m, 2H, 3-H), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; “*C-NMR (100 MHz,
CDCl;, CDCl3 = 77.16 ppm) & 159.3 (s, PMB), 130.6 (s, PMB), 129.4 (d, PMB), 113.9 (d,
PMB), 80.1 (d, C-4), 73.1 (t, PMB), 71.9 (t, C-5), 63.3 (t, C-1), 57.6 (q, OMe), 55.4 (q,
PMB), 28.8 (t, C-2), 27.9 (t, C-3), 26.1 (q, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.1 (q, SiMe) ppm;
HRMS (ESI) m/z filr CyoH304SiNa [M+Na]™: berechnet: 391.2281, gefunden: 391.2290;
[0]?% = +6.3° (c = 1.0, CHClIs).

(R)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methoxypentan-1-ol (67a)

OTBS

Der Alkohol 66a (0.40 g, 1.09 mmol, 1.0 Aqg) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(30 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit Phosphatpuffer (pH 7, 3 mL) und DDQ (0.30 g,
1.30 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwarmt und fiir 1.5 h bei

RT gerlhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-L6sung beendet. Die
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Phasen wurden getrennt und die waéssrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-L6sung gewaschen, tiber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1) gereinigt und der entschutzte Alkohol 67a (0.24 g,
0.97 mmol, 89 %) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 3.71-3.65 (m, 1H, 5-Ha), 3.63-3.60 (m,
2H, 1-H), 3.52-3.47 (m, 1H, 5-Ha), 3.04 (s, 3H, OMe), 3.32-3.27 (m, 1H, 4-H), 1.98-1.95 (m,
1H, OH), 1.65-1.47 (m, 2H, 3-H), 1.65-1.47 (m, 2H, 2-H), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.05 (s, 6H,
SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.16 ppm) & 81.5 (d, C-4), 64.1 (t, C-5),
63.2 (t, C-1), 57.2 (g, OMe), 28.6 (t, C-2), 26.7 (t, C-3), 26.1 (q, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.2
(q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Cy,Hs03SiNa [M+Na]™: berechnet: 271.1705,
gefunden: 271.1704; [a]*°5 = -20.8° (c = 1.0, CHCIs).

(R)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methoxypentan-1-al (44a)

OTBS o
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Der Alkohol 67a (0.16 g, 0.65 mmol, 1.0 Ag.) wurde in CH,Cl, (30 mL) gel6st, auf 0 °C
gekihlt und mit NaHCO; (0.07 g, 0.77 mmol, 1.2 Ag.) und anschlieRend mit DMP-Reagenz
(0.33 g, 0.77 mmol, 1.2 Aqg.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwarmt und fr
1h bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SOs-Ldsung
beendet. Die wassrige Phase wurde dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt und der Aldehyd 44a (0.16 g, 0.65 mmol, 99 %) als
farbloser Schaum erhalten; R; = 0.7 (PE:EtOACc = 2:1).

Der Aldehyd 44a wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.
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(3S,4R)-7-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methoxyhept-1-en-3-ol (58b)
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Der Aldehyd 44a (0.25 g, 1.02 mmol, 1.0 Aqg) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(50 mL) gelost, auf -90 °C gekihlt und mit Vinylmagnesiumbromid (0.7 M Lésung in THF)
(1.7 mL, 1.22 mmol, 1.2 Ag.) langsam versetzt. Nach 35 min wurde die Reaktion durch
Zugabe einer wassrigen NH;Cl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 —
2:1) gereinigt und das Alken 58b (0.14 g, 0.51 mmol, 50 %, anti:syn d.r. = 1:4) als farbloses
Ol erhalten; R = 0.5 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls;, CHCl3 = 7.26 ppm) &; 5.91-5.81 (m, 1H, 6-H), 5.36 (d,
J=17.1Hz, 1H, 7-Ha), 5.21 (d, J = 10.2 Hz, 1H, 7-Hb), 4.04-4.01 (m, 1H, 5-H), 3.70-3.63
(m, 2H, 1-H), 3.42 (s, 3H, OMe), 3.15-3.10 (m, 1H, 4-H), 2.53 (d, J = 3.8 Hz, 1H, 5-OH),
1.70-1.48 (m, 2H, 3-H), 1.70-1.48 (m, 2H, 2-H), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm;
3C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl;3 = 77.16 ppm) & 137.6 (d, C-6), 117.1 (t, C-7), 83.9 (d,
C-4), 74.5 (t, C-5), 63.2 (t, C-1), 58.1 (q, OMe), 28.3 (t, C-2), 28.3 (t, C-3), 26.1 (q, Sit-Bu),
18.5 (s, Sit-Bu), -5.2 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fir Cy;H03SiNa [M+Na]":
berechnet: 271.1705, gefunden: 271.1704.

(R)-Mosher Ester (68a)
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Der Alkohol 58a (5.0 mg, 18 pumol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(1.0 mL) gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit NEts (10 pL, 7.0 pmol, 4.0 Ag.), DMAP (0.2 mg,
1.8 umol, 0.1 Ag.) und anschlieBend mit (S)-Mosher Saurechlorid (6.0 mg, 22 umol, 1.2 Aq.)

versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwérmt und fir weitere 20 h bei RT geruhrt.
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Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen NH,Cl-Losung beendet. Die waéssrige
Phase wurde dreimal mit CH,ClI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit
wassriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flasch-Chromatographie (PE:EtOAc = 20:1 — 4:1)
gereinigt und der Ester 68a (8.5 mg, 17 umol, 96 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.5
(PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm) &; 7.56-7.54 (m, 2H, Ph), 7.40-7.39 (m, 3H,
Ph), 5.78-5.70 (m, 1H, 6-H), 5.52-5.48 (m, 1H, 5-H), 5.32 (d, J = 17.4 Hz, 1H, 7-Ha), 5.28 (d,
J = 10.6 Hz, 1H, 7-Hb), 3.61-3.56 (m, 2H, 1-H), 3.57 (s, 3H, 2"-OMe), 3.38 (s, 3H, 4-OMe),
3.36-3.32 (m, 1H, 4-H), 3.28 (s, 1H, 2°-H), 1.66-1.55 (m, 2H, 3-H), 1.66-1.55 (m, 2H, 2-H),
0.88 (s, 9H, Sit-Bu), 0.03 (s, 6H, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fur CyH3;05SiF3Na
[M+Na]": berechnet: 513.2260, gefunden: 513.2261.

(S)-Mosher Ester (68b)
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Der Alkohol 58b (5.0 mg, 18 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(1.0 mL) gel6st, auf 0 °C gekiihlt und mit NEt; (10 pL, 7.0 umol, 4.0 Ag.), DMAP (0.2 mg,
1.8 umol, 0.1 Ag.) und (R)-Mosher Saurechlorid (6.0 mg, 22 umol, 1.2 Aq.) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf RT erwérmt und flr weitere 20 h bei RT geruhrt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe einer wassrigen NH,Cl-Lésung beendet. Die waéssrige Phase wurde
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde per Flasch-Chromatographie (PE:EtOAc = 20:1 — 4:1) gereinigt und
der Ester 68b (8.0 mg, 16 umol, 91 %) als farbloses Ol erhalten; R¢= 0.5 (PE:EtOAc = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm) 8 7.59-7.53 (m, 2H, Ph), 7.40-7.38 (m, 3H,
Ph), 5.88-5.79 (m, 1H, 6-H), 5.56-5.51 (m, 1H, 5-H), 5.43 (d, J = 17.1 Hz, 1H, 7-Ha), 5.34 (d,
J = 10.6 Hz, 1H, 7-Hb), 3.58-3.53 (m, 2H, 1-H), 3.56 (s, 3H, 2’-OMe), 3.40 (s, 1H, 2-H),
3.29-3.26 (M, 1H, 4-H), 3.25 (s, 3H, 4-OMe), 1.61-1.45 (m, 2H, 3-H), 1.61-1.45 (m, 2H,
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2-H), 0.88 (s, 9H, Sit-Bu), 0.02 (s, 6H, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fur Cy4H3;05SiFsNa
[M+Na]": berechnet: 513.2260, gefunden: 513.2260.

(R)-7-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-4-methoxyhept-1-en-3-on (69)
OTBS, O 7
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Der Alkohol 58 (0.05 g, 0.18 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in CH,Cl, (10 mL) gelost, auf 0 °C
gekihlt und mit NaHCO3 (0.02 g, 0.22 mmol, 1.2 Ag.) und anschlieBend mit DMP-Reagenz
(0.09 g, 0.22 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fur 1 h
bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SO3-Ldsung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1) gereinigt und das Keton 69 (0.05 g, 0.18 mmol,
99 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.6 (PE:EtOACc = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm) &: 6.71 (dd, J = 17.5, 10.5 Hz, 1H, 6-H),
6.43 (dd, J = 17.5, 1.7 Hz, 1H, 7-Ha), 5.79 (dd, J = 10.5, 1.7 Hz, 1H, 7-Hb), 3.79 (dd, J = 7.5,
5.5 Hz, 1H, 4-H), 3.64-3.58 (m, 2H, 1-H), 3.33 (s, 3H, OMe), 1.76-1.51 (m, 2H, 3-H), 1.76-
1.51 (m, 2H, 2-H), 0.87 (s, 9H, Sit-Bu), 0.03 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz,
CDCl;, CDCl; = 77.16 ppm) & 201.6 (s, C-5), 131.4 (d, C-6), 129.8 (t, C-7), 86.2 (d, C-4),
62.7 (t, C-1), 58.1 (g, OMe), 28.7 (t, C-2), 28.4 (t, C-3), 26.1 (q, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.2
(q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fir Ci4H,30sSiNa [M+Na]": berechnet: 295.1705,
gefunden: 295.1703; [a]*°p = +41.1° (c =1, CH,Cl,).

(3S,4R)-7-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-4-methoxyhept-1-en-3-ol (58a)
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Methode 1
Das Keton 69 (10.0 mg, 0.04 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(4.0 mL) gelost, auf -78 °C gekiihlt und mit (S)-CBS (0.06 g, 0.22 mmol, 6.0 Aq.) versetzt.
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Nach weiteren 10 min wurde BH3*SMe, (0.1 mL, 0.93 mmol, 25.0 Aq.) zugegeben und der
Reaktionsansatz fir 2 h bei -78 °C gerlhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von MeOH
beendet. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwarmt und mit Wasser verdunnt. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAc = 10:1 — 2:1) gereinigt und der Alkohol 58a (7.00 mg, 0.03 mmol, 70 %,
anti:syn d.r. = 3:1) als farbloses Ol erhalten; R; = 0.5 (PE:EtOAc = 2:1).

Methode 2

Herstellung von Vinyllithium

n-BuLi (13.0 mL, 32.5 mmol, 2.0 Ag.) (2.5 M L6sung in Hexan) wurde unter Argon-
Atmosphire in Hexan (10 mL) gel6st und mit Tetravinylzinn (3.00 mL, 16.4 mmol, 1.0 Aq.)
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir 2 h bei RT gerthrt, wobei ein weiBer Feststoff
ausfiel. Der Feststoff wurde unter Argon-Atmosphare abfiltriert, mit Hexan gewaschen und
im Vakuum getrocknet. Vinyllithium wurde in Et;O (13 mL) geldst und direkt weiter

verwendet.

Vinyllithium (3.30 mL, 8.12 mmol, 2.0 Ag.) (2.5 M L6sung in Et,0) wurde unter Argon-
Atmosphére in Et,0 (200 mL) gel6st, auf -78 °C gekuhlt und mit dem Aldehyd 44a (1.00 g,
4.06 mmol, 1.0 Ag.) versetzt. Nach 3 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen
NH4CI-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit
Et,O extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1) gereinigt und das
Alken 58a (0.75 g, 2.73 mmol, 67 %, anti:syn d.r. =4:1) als farbloses Ol erhalten; R¢= 0.5
(PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm) &; 5.90-5.80 (m, 1H, 6-H), 5.32 (d,
J=17.1Hz, 1H, 7-Ha), 5.21 (d, J = 10.2 Hz, 1H, 7-Hb), 4.29-4.25 (m, 1H, 5-H), 3.66-3.56
(m, 2H, 1-H), 3.43 (s, 3H, OMe), 3.25-3.20 (m, 1H, 4-H), 1.70-1.48 (m, 2H, 3-H), 1.70-1.48
(m, 2H, 2-H), 0.90 (s, 9H, Sit-Bu), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDClz =77.16 ppm) & 136.7 (d, C-6), 116.6 (t, C-7), 84.1 (d, C-4), 73.1 (t, C-5), 63.2 (t, C-1),
58.1 (g, OMe), 29.0 (t, C-2), 26.1 (q, Sit-Bu), 25.4 (t, C-3), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.2 (q,
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SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C1,H,303SiNa [M+Na]": berechnet: 271.1705, gefunden:
271.1704.

(R)-2,5-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-1-(4-methoxybenzyl)oxypentan (71)
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Der Alkohol 64a (2.50 g, 10.4 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(60 mL) geldst, auf 0 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (4.20 mL, 36.4 mmol, 3.5 Ag.) und
anschlieBend mit TBSOTf (5.30 mL, 22.9 mmol, 2.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde auf RT erwédrmt und fur weitere 2.5 h bei RT gerthrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe einer wassrigen NH,;Cl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
waéssrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 —
10:1) gereinigt und der geschutzte Alkohol 71 (4.21 g, 8.98 mmol, 86 %) als farbloser
Schaum erhalten; Ry = 0.5 (PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.25 (d, J = 8.9 Hz, 2H, PMB), 6.87 (d,
J=8.9 Hz, 2H, PMB), 4.45 (s, 2H, PMB), 3.90-3.81 (m, 1H, 4-H), 3.81 (s, 3H, PMB), 3.61-
3.58 (m, 1H, 1-H), 3.39-3.31 (m, 2H, 5-H), 1.62-1.41 (m, 2H, 2-H), 1.62-1.41 (m, 2H, 3-H),
0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.88 (s, 9H, Sit-Bu), 0.05 (s, 6H, SiMe), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm;
3C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl;3 = 77.16 ppm) & 159.2 (s, PMB), 130.8 (s, PMB), 129.3
(d, PMB), 113.8 (d, PMB), 74.6 (d, C-5), 73.1 (t, PMB), 71.5 (t, C-4), 63.5 (t, C-1), 55.4 (q,
PMB), 31.2 (t, C-3), 28.8 (t, C-2), 26.1 (g, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), 18.3 (s, Sit-Bu), -4.2 (q,
SiMe), -4.6 (g, SiMe), -5.1 (g, SiMe); HRMS (ESI) m/z fir CusH404Si;Na [M+Na]":
berechnet: 491.2989, gefunden: 491.2981; [a]*°o = +10.3° (c = 1.0, CHCls).
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(R)-2,5-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)pentan-1-ol (72)

OTBS

Der Alkohol 71 (3.73 g, 7.96 mmol, 1.0 Ag) wurde unter Argon-Atmosphéare in CH,Cl,
(240 mL) gelost, auf 0 °C gekuhlt und mit Phosphatpuffer (pH 7, 24 mL) und DDQ (2.17 g,
9.55 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fiir 1.5 h bei
RT gerlhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-L6sung beendet. Die
Phasen wurden getrennt und die waéssrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 15:1 — 5:1) gereinigt und der entschiitzte Alkohol 72 (2.35 g,
6.74 mmol, 85 %) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm) & 3.79-3.74 (m, 1H, 4-H), 3.64-3.54 (m, 2H,
1-H), 3.64-3.54 (m, 1H, 5-Ha), 3.48-3.41 (m, 1H, 5-Hb), 1.90-1.85 (m, 1H, OH), 1.58-1.47
(m, 2H, 3-H), 1.58-1.47 (m, 2H, 2-H), 0.90 (s, 9H, Sit-Bu), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.09 (s, 6H,
SiMe), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl3 = 77.16 ppm) & 72.9
(d, C-4), 66.4 (t, C-5), 63.3 (t, C-1), 30.5 (t, C-3), 28.7 (t, C-2), 26.1 (q, Sit-Bu), 26.0 (q,
Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), 18.2 (s, Sit-Bu), -4.3 (q, SiMe), -4.3 (g, SiMe), -5.2 (g, SiMe) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir C17H400,Si;Na [M+Na]™: berechnet: 371.2414, gefunden: 371.2422;
[0]°5 = -12.0° (c = 1.0, CHClIs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]®p = -13.3° (c = 2.0,
CHClIg). *®

(R)-2,5-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)pentan-1-al (72a)

OTBS @)
NN

TBS

(o

Der Alkohol 72 (0.10 g, 0.29 mmol, 1.0 Ag.) wurde in CH,Cl, (10 mL) gelost, auf 0 °C
gekihlt und mit NaHCO3 (0.03 g, 0.34 mmol, 1.2 Ag.) und anschlieBend mit DMP-Reagenz

1% T Hirose, T. Sunazuka, S. Tsuchiya, T. Tanaka, Y. Kojima, R. Mori, M. Iwatsuki, S. Omura. Chem. Eur. J.
2008, 14, 8220-8238.
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(0.15 g, 0.34 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fir 1 h
bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SO3-LOsung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Aldehyd 72a (0.09 g, 0.27 mmol,
95 %) wurde als farbloser Schaum erhalten; Ry = 0.7 (PE:EtOAc = 9:1). Der Aldehyd 72a

wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

(3S,4R)-4,7-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)hept-1-en-3-ol (59)

OTBS_ OH
3
1W
2 B 6

OTBS

Der Aldehyd 72a (0.50 g, 1.44 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in Et,O
(150 mL) gelost, auf -90 °C gekuhlt und mit Vinylmagnesiumbromid (0.7 M Lésung in THF)
(2.5 mL, 1.73 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Nach 35 min wurde die Reaktion durch Zugabe einer
wassrigen NH,CIl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 20:1 — 10:1) gereinigt und
das Alken 59 (0.32 g, 0.87 mmol, 60 %, anti:syn d.r. = 7:1) als farbloses Ol erhalten; Rt = 0.5
(PE:EtOAC = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) &; 5.89-5.79 (m, 1H, 6-H), 5.30 (dd,
J=15.1, 8.2 Hz, 1H, 7-Ha), 5.18 (dd, J = 15.1, 4.4 Hz, 1H, 7-Hb), 4.11-4.06 (m, 1H, 5-H),
3.73-3.69 (m, 1H, 4-H), 3.63-3.56 (m, 2H, 1-H), 2.27 (d, J = 3.1 Hz, 1H, 5-OH), 1.67-1.43
(m, 2H, 3-H), 1.67-1.43 (m, 2H, 2-H), 0.90 (s, 9H, Sit-Bu), 0.88 (s, 9H, Sit-Bu), 0.09 (s, 6H,
SiMe), 0.03 (s, 6H, SiMe) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 136.6
(d, C-6), 116.6 (t, C-7), 75.9 (d, C-5), 75.4 (t, C-4), 63.3 (t, C-1), 29.0 (t, C-2), 28.2 (t, C-3),
26.1 (q, Sit-Bu), 26.0 (g, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), 18.2 (s, Sit-Bu), -4.1 (g, SiMe), -4.3 (q,
SiMe), -5.2 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fir Ci9H403Si,Na [M+Na]*: berechnet:
397.2570, gefunden: 397.2571.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.**
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(S)-5-Oxotetrahydrofuran-2-carbonséaure (61b)

L-Glutaminsaure 45 (19.0 g, 129 mmol, 1.0 Ag.) wurde in Wasser (140 mL) geldst, mit
Salzsdure (2 M, 85 mL) versetzt und der Reaktionsansatz auf -10 °C gekuhlt. NaNO, (10.7 g,
155 mmol, 1.2 Aqg.) wurde in Wasser (85 mL) gel6st und innerhalb von 3 h langsam zum
Reaktionsgemisch gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT erwarmt und fir 12 h bei
RT gerlhrt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck

eingeengt. Die Séure 61b (8.57 g, 65.9 mmol, 51 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-ds, MeOH = 3.31 ppm): & 5.00 (dd, J = 7.8, 4.9 Hz, 1H, H-4),
2.70-2.55 (m, 2H, H-2), 2.55-2.40 (m, 1H, H-3a), 2.38-2.25 (m, 1H, H-3b) ppm; HRMS
(ESI) m/z fur CsHsO4 [M-H]: berechnet: 129.0188, gefunden: 129.0190; Tsy, = 69 °C;
[@]?°0 = +14.5° (c = 1.0, MeOH).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]*°p = +15.6° (c = 2.0,
EtOH).*"’

(S)-5-(Hydroxymethyl)-2-oxotetrahydrofuran (62b)

otlo OH
\I\;)-ul/
2 4 ®

3

Die Saure 61b (7.50 g, 57.7 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF (200 mL)
gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit BH3*SMe; (8.20 mL, 86.5 mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fir 3 h bei RT gerihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von MeOH beendet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt
und das Lacton 62b (6.5 g, 56.0 mmol, 97 %) als farbloses Ol erhalten.

07y, Ravid, R. M. Silverstein, L. R. Smith, Tetrahedron 1978, 34, 1449-1452.
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'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,;, MeOH = 3.31 ppm): & 4.72-4.56 (m, 1H, 4-H), 3.91 (dd,
J=1.9, 3.4 Hz, 1H, 5-Ha), 3.66 (dd, J = 11.9, 4.4 Hz, 1H, 5-Hb), 2.68-2.53 (m, 2H, 2-H),
2.35-2.05 (m, 2H, 3-H) ppm; [a]®b = +44.6° (c = 1.0, CHCl5).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur iiberein. [o]*5 = +31.3° (c = 2.92,
EtOH).**”

(S)-5-[(4-Methoxybenzyl)oxymethyl]-2-oxotetrahydrofuran (63b)

O o OPMB
T}..../
4 5

Der Alkohol 62b (6.50 g, 56.0 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(300 mL) gel6st und mit PMB-Trichloracetimidat (63.3 g, 224 mmol, 4.0 Ag.) und CSA
(5.20 g, 22.4 mmol, 0.4 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 48 h bei RT geriihrt, mit
gesattigter NaHCOs3-Losung versetzt und dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden (ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1)
gereinigt und der PMB-geschiitzte Alkohol 63b (3.93 g, 16.8 mmol, 30 %) als farbloses Ol
erhalten; R; = 0.3 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDClsz, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.26 (d, J = 8.7 Hz, 2H, PMB), 6.89 (d,
J=8.7 Hz, 2H, PMB), 4.69-4.64 (m, 1H, 4-H), 4.55-4.49 (m, 2H, PMB), 3.82 (s, 3H, PMB),
3.66 (dd, J = 10.8, 3.4 Hz, 1H, 5-Ha), 3.57 (dd, J = 10.8, 4.3 Hz, 1H, 5-Hb), 2.67-2.58 (m,
1H, 2-Ha), 2.53-2.44 (m, 1H, 2-Hb), 2.34-2.24 (m, 1H, 3-Ha), 2.18-2.08 (m, 1H, 3-Hb) ppm;
3C-NMR (100 MHz, CDCl;, CDCl; = 77.16 ppm) & 177.7 (s, C-1), 159.6 (s, PMB), 129.6 (d,
PMB), 114.1 (d, PMB), 79.3 (d, C-4), 73.5 (t, PMB), 71.5 (t, C-5), 55.6 (g, PMB), 28.7 (t,
C-2), 24.4 (t, C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Ci3H1604Na [M+Na]™: berechnet: 259.0946,
gefunden: 259.0958; [a]*°p = +9.0° (c = 1.0, CHClIs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tberein. [a]*°5 = +10.6° (c = 1.0,
CHCls).1%®

% R. A. Pilli, M. M. Victor, A. de Meijere, J. Org. Chem. 2000, 65, 5910-5916.
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(S)-5-[(4-Methoxybenzyl)oxy]pentane-1,4-diol (64b)

OH

3 5
4
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Das Lacton 63b (1.30 g, 5.50 mmol, 1.0 Aq) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(150 mL) gel6st, auf 0 °C gekiihlt und mit LiAIH, (0.23 g, 6.05 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Nach
30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Nach weiteren 10 min wurde
der Niederschlag tber Celite™ abfiltriert, das Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt und dreimal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAC = 1:1 — 1:5) gereinigt und das Diol 64b (1.04 g, 4.34 mmol, 79 %) als farbloses
Ol erhalten; Ry = 0.2 (PE:EtOAC = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H, PMB), 6.91 (d,
J =85 Hz, 2H, PMB), 4.51 (s, 2H, PMB), 3.89-3.85 (m, 1H, 4-H), 3.83 (s, 3H, PMB), 3.73-
3.63 (m, 2H, 1-H), 3.49 (dd, J = 9.2, 3.4 Hz, 1H, 5-Ha), 3.35 (dd, J = 8.7, 8.4 Hz, 5-Hb), 2.85
(br. s, 1H, 4-OH), 2.43 (br. s, 1H, 1-OH), 1.75-1.69 (m, 2H, 2-H), 1.66-1.58 (m, 1H, 3-Ha),
1.56-1.47 (m, 1H, 3-Hb) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 159.6 (s,
PMB), 129.8 (d, PMB), 114.2 (d, PMB), 74.4 (d, C-4), 73.4 (t, PMB), 70.7 (t, C-5), 63.2 (t,
C-1), 55.6 (g, PMB), 30.5 (t, C-2), 29.5 (t, C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fir C13H,004Na
[M+Na]*: berechnet: 263.1259, gefunden: 263.1266; [a]*5 = +1.9° (¢ = 1.0, CHCIs).

(S)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-1-[(4-methoxybenzyl)oxy]pentan-2-ol (65b)

OTBS
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4
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Das Diol 64b (0.85 g, 3.54 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(25 mL) gel6st, auf 0°C gekiihlt und mit Imidazol (0.48 g, 7.08 mmol, 2.0 Ag.) und
anschlieBend mit TBSCI (0.59 g, 3.90 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwarmt und fur 1 h bei RT gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH,CI-Lésung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die waéssrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger

NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
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Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1) gereinigt und
der geschitzte Alkohol 65b (1.25 g, 3.53 mmol, 99 %) als farbloses Ol erhalten; R¢=0.7
(PE:EtOAC = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.30 (d, J = 8.4 Hz, 2H, PMB), 6.92 (d,
J=8.4 Hz, 2H, PMB), 4.53 (s, 2H, PMB), 3.90-3.81 (m, 1H, 4-H), 3.85 (s, 3H, PMB), 3.73-
3.63 (m, 2H, 1-H), 3.51 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H, 5-Ha), 3.38 (dd, J = 9.3, 7.4 Hz, 5-Hb), 2.86
(br. s, 1H, 4-OH), 1.75-1.50 (m, 2H, 2-H), 1.75-1.50 (m, 2H, 3-H), 0.93 (s, 9H, Sit-Bu), 0.09
(s, 6H, SiMe) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 159.6 (s, PMB),
129.7 (d, PMB), 114.2 (d, PMB), 74.6 (d, C-4), 73.3 (t, PMB), 70.6 (t, C-5), 63.6 (t, C-1),
55.6 (g, PMB), 30.6 (t, C-2), 29.3 (t, C-3), 26.3 (g, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.00 (q,
SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CyoH3504Si [M+H]": berechnet: 355.2305, gefunden:
355.2305; [a]*°p = -2.3° (¢ = 1.0, CHCIs).

(S)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-1-[(4-methoxybenzyl)oxy]-4-(methoxy)pentan (66b)

OTBS
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4
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Der Alkohol 65b (1.20 g, 3.39 mmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphéare in Et,O
(20 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit NaH (60 % Suspension in Mineraldl) (0.20 g,
5.08 mmol, 1.5 Ag.) und anschlieBend mit Mel (0.21 mL, 0.53 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fiir 72 h bei RT gerlhrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Wasser beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1) gereinigt und
der geschiitzte Alkohol 66b (1.09 g, 2.96 mmol, 88 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.5
(PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 2H, PMB), 6.87 (d,
J =85 Hz, 2H, PMB), 4.48 (s, 2H, PMB), 3.80 (s, 3H, PMB), 3.63-3.57 (m, 2H, 1-H), 3.45
(d, J = 4.8 Hz, 2H, 5-H), 3.04 (s, 3H, OMe), 3.38-3.34 (m, 1H, 4-H), 1.61-1.48 (m, 2H, 2-H),
1.61-1.48 (m, 2H, 3-H), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz,
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CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 159.5 (s, PMB), 130.8 (s, PMB), 129.6 (d, PMB), 114.1 (d,
PMB), 80.3 (d, C-4), 73.3 (t, PMB), 72.1 (t, C-5), 63.5 (t, C-1), 57.8 (q, OMe), 55.6 (q,
PMB), 29.0 (t, C-2), 28.1 (t, C-3), 26.3 (q, Sit-Bu), 18.7 (s, Sit-Bu), -4.9 (g, SiMe) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir CyoH304SiNa [M+Na]™: berechnet: 391.2281, gefunden: 391.2290;
[@]*° = -6.0° (c = 1.0, CHCl5)

(S)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methoxypentan-1-ol (67b)

OTBS
3, 5
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Der Alkohol 66b (1.05 g, 2.85 mmol, 1.0 Ag.) wurde in CH,Cl, (80 mL) gel6st, auf 0 °C
gekiihlt und mit Phosphatpuffer (pH 7, 8 mL) und DDQ (0.78 g, 3.42 mmol, 1.2 Aq.) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fur 1.5 h bei RT geruhrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe einer wassrigen NaHCOj3-Ldsung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
waéssrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 —
2:1) gereinigt und der entschiitzte Alkohol 67b (0.65 g, 2.62 mmol, 92 %) als farbloses Ol
erhalten; R; = 0.4 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl; = 7.26 ppm) & 3.71-3.65 (m, 1H, 5-Ha), 3.63-3.60 (m,
2H, 1-H), 3.52-3.47 (m, 1H, 5-Ha), 3.04 (s, 3H, OMe), 3.32-3.27 (m, 1H, 4-H), 1.98-1.95 (m,
1H, OH), 1.65-1.47 (m, 2H, 3-H), 1.65-1.47 (m, 2H, 2-H), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.05 (s, 6H,
SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 81.5 (d, C-4), 64.1 (t, C-5),
63.2 (t, C-1), 57.2 (g, OMe), 28.6 (t, C-2), 26.7 (t, C-3), 26.1 (q, Sit-Bu), 18.5 (s, Sit-Bu), -5.2
(q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Cy,Hg03SiNa [M+Na]™: berechnet: 271.1705,
gefunden: 271.1704; [a]®5 = +20.0° (c = 1.0, CHCl5).
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(S)-5-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methoxypentan-1-al (44b)

OTBS @)
I
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Der Alkohol 67b (0.10 g, 0.40 mmol, 1.0 Ag.) wurde in CH,Cl, (30 mL) gel6st, auf 0 °C
gekihlt und mit NaHCO3 (0.04 g, 0.48 mmol, 1.2 Aq.) und anschlieBend mit DMP-Reagenz
(0.21 g, 0.48 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fir 1 h
bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SO3-Ldsung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Aldehyd 44b (0.10 g, 0.39 mmol,
99 %) wurde als farbloser Schaum erhalten; Ry = 0.7 (PE:EtOAc = 2:1). Der Aldehyd 44b

wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

(3S,4R)-7-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-4-methoxyhept-1-en-3-ol (60)

OTBS_, OH 7
4

Der Aldehyd 44b (0.05 g, 0.20 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(3.0 mL) gelést, auf 0 °C gekiihlt und mit MgBr,*Et,0 (0.13 g, 0.49 mmol, 2.4 Aq.) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde ftir 30 min bei 0 °C gerihrt, anschliel3end auf -78 °C gekihlt und
mit Vinylmagnesiumbromid (0.72 mL, 0.51 mmol, 2.5 Aqg.) (0.7 M Losung in THF) langsam
versetzt. Nach 3 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NH,CI-Ldsung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-L6sung gewaschen, tiber MgSQO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 2:1) gereinigt und das Alken 60 (0.03 g, 0.10 mmol,
51 %, syn:anti d.r. = 7:1) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.5 (PE:EtOAc = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm) & 5.89-5.80 (m, 1H, 6-H), 5.35 (d,
J=17.1 Hz, 1H, 7-Ha), 5.21 (d, J = 10.2 Hz, 1H, 7-Hb), 4.05-4.00 (m, 1H, 5-H), 3.63-3.57
(m, 2H, 1-H), 3.42 (s, 3H, OMe), 3.14-3.10 (m, 1H, 4-H), 2.55 (s, 1H, 5-OH), 1.70-1.48 (m,
2H, 3-H), 1.70-1.48 (m, 2H, 2-H), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR
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(100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) 6 137.5 (d, C-6), 117.2 (t, C-7), 83.9 (d, C-4), 745 (t,
C-5), 63.2 (t, C-1), 58.1 (g, OMe), 28.2 (t, C-2), 26.2 (t, C-3), 26.1 (g, Sit-Bu), 18.5 (s,
Sit-Bu), -5.2 (g, SiMe; HRMS (ESI) m/z fiir C1,H2503SiNa [M+Na]™: berechnet: 271.1705,
gefunden: 271.1704.

6.3.3. Synthese des SNAC-Esters von 2,8-desdi-Methyl-6,7-epi-seco-
Progeldanamycin 37b

Methathese Produkt 73b

OTBDPS

Das Alken 39 (0.10 g, 0.16 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphire in (CH,Cl),
(6.0 mL) gel6st und mit dem Alken 58b (0.13g, 0.47 mmol, 3.0 Ag.) und GRUBBS-
HovEYDA Il Katalysator (9.90 mg, 15.8 umol, 0.1 Aqg.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf 40 °C erhitzt. Nach jeweils 10 h wurde portionsweise eine weitere Menge des GRUBBS-
HoveYDA Il Katalysators (9.90 mg, 15.8 umol, 0.1 Aqg.) zugegeben. Nach 48 h wurde das
Reaktionsgemisch auf RT gekihlt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1), gefolgt von
praparativer HPLC (C18-P) (H.0:MeOH = 80:20 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 —
0:100 {85 min}, H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15 mL/min) (tg = 83.0 min) gereinigt und der
Alkohol 73b (0.07 g, 0.07 mmol, 47 %, 5R:5S d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; R¢= 0.1
(PE:EtOAC = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CeDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.84 (m, 4H, SiPh), 7.25 (s, 1H,
17-H), 7.21-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.73 (s, 1H, 15-H), 6.46 (s, 1H, 19-H), 6.24 (s, 1H, NH), 5.60
(dd, J = 15.2, 8.5 Hz, 1H, 7-H), 5.60 (dd, J = 15.2, 6.5 Hz, 6-H), 4.04-4.01 (m, 1H, 5-H),
3.59-3.54 (m, 1H, 9-H), 3.59-3.54 (m, 2H, 1-H), 3.26-3.24 (m, 1H, 10-H), 3.16 (s, 3H,
4-OMe), 3.04 (s, 3H, 10-OMe), 3.01-2.97 (m, 1H, 4-H), 2.45-2.33 (m, 1H, 13-Ha), 2.45-2.33
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(m, 1H, 8H), 2.12-2.05 (m, 1H, 13-Hb), 1.98-1.87 (m, 1H, 12-H), 1.75-1.50 (m, 2H, 2-H),
1.75-1.50 (m, 2H, 3-H), 1.75-1.65 (m, 1H, 11-Ha), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.28 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
8-Me), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.18-1.13 (m, 1H, 11-Hb), 0.99 (s, 9H, Sit-Bu), 0.78 (d,
J=65Hz, 3H, 12-Me), 0.08 (s, 6H, SiMe) ppm; “C-NMR (100 MHz, CgDs,
CeDs = 128.06 ppm) 8 156.4 (s, C-Ar), 152.5 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.2 (d, C-Ar),
136.0 (s, C-Ar), 135.3 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.4 (d, C-6), 130.1 (s, C-Ar), 115.7 (d,
C-19), 112.5 (d, C-15), 108.0 (d, C-17), 84.5 (d, C-4), 80.7 (d, C-10), 79.6 (s, t-Bu), 74.3 (d,
C-9), 74.1 (d, C-5), 63.4 (t, C-1), 56.6 (g, 4-OMe), 56.6 (g, 10-OMe), 44.7 (t, C-13), 39.4 (d,
C-8), 35.3 (t, C-11), 31.6 (d, C-12), 29.4 (t, C-2), 28.3 (t, C-3), 28.4 (q, t-Bu), 26.8 (q,
Sit-Bu), 26.2 (g, Sit-Bu), 19.8 (g, 12-Me), 19.3 (s, Sit-Bu), 18.6 (g, 8-Me), 17.8 (s,
Sit-Bu), -5.1 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CsgH79NOgSi,Na [M+Na]": berechnet:
900.5242, gefunden: 900.5239.

Triol 78b

OTBDPS

Der Alkohol 73b (10.0 mg, 11.4 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(3.0 mL) geldst, auf 0 °C gekihlt und mit MeOH (2.0 mL) und CSA (0.80 mg, 3.40 pmol,
0.3 Aqg.) versetzt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-
Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit waéssriger NaCl-L6ésung
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 1:1) gereinigt und der
Alkohol 78b (7.00 mg, 9.20 umol, 88 %, 5R:5S d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.1
(PE:EtOAC = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CeDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.85 (m, 4H, SiPh), 7.21-7.19 (m,
6H, SiPh), 7.12 (s, 1H, 17-H), 6.82 (s, 1H, 15-H), 6.48 (s, 1H, 19-H), 6.18 (s, 1H, NH), 5.62
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(dd, J = 15.5, 8.4 Hz, 1H, 7-H), 5.44 (dd, J = 15.5, 6.7 Hz, 6-H), 4.04-4.00 (m, 1H, 5-H),
3.57-3.54 (m, 1H, 9-H), 3.41-3.37 (m, 2H, 1-H), 3.24-3.20 (m, 1H, 10-H), 3.11 (s, 3H,
4-OMe), 3.03 (s, 3H, 10-OMe), 2.96-2.93 (m, 1H, 4-H), 2.44 (dd, J = 13.0, 5.8 Hz, 1H,
13-Ha), 2.40-2.35 (m, 1H, 8H), 2.10-2.05 (m, 1H, 13-Hb), 1.99-1.91 (m, 1H, 12-H), 1.69-1.45
(m, 2H, 2-H), 1.69-1.45 (m, 2H, 3-H), 1.69-1.55 (m, 1H, 11-Ha), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.26 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.18-1.13 (m, 1H, 11-Hb), 0.77 (d, J = 6.5 Hz,
3H, 12-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, C¢Dg, CsDs = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.7
(s, NHCOO), 143.5 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.5 (d, C-7), 133.5 (d,
C-Ar), 130.2 (s, C-Ar), 129.5 (d, C-6), 115.8 (d, C-19), 112.7 (d, C-15), 108.0 (d, C-17), 84.7
(d, C-4), 80.6 (d, C-10), 79.8 (s, t-Bu), 74.1 (d, C-5), 72.7 (d, C-9), 62.7 (t, C-1), 57.7 (q,
4-OMe), 56.6 (g, 10-OMe), 50.2 (t, C-13), 44.8 (d, C-8), 39.1 (t, C-11), 35.5 (d, C-12), 31.6
(t, C-3), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (q, Sit-Bu), 26.5 (t, C-2), 19.7 (q, 12-Me), 19.3 (s, Sit-Bu), 17.0
(q, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C44HssNOgSi [M+H]": berechnet: 764.4558, gefunden:
764.4536.

Silyliertes Polyol 80b

OTBDPS

Der Alkohol 73b (40.0 mg, 45.5 umol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(10 mL) gel6st, auf 0 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (26.0 pL, 228 pmol, 5.0 Ag.) und
anschlieRend mit TBSOTf (31.0 uL, 137 umol, 3.0 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwdrmt und fir weitere 3 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH4Cl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 20:1) gereinigt
und der geschiitzte Alkohol 80b (45.0 mg, 40.7 umol, 88 %, 5R:5S d.r. = 4:1) als farbloses Ol
erhalten; Ry = 0.5 (PE:EtOAc = 10:1).
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'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, C¢DsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.85 (m, 4H, SiPh), 7.21-7.19 (m, 6H,
SiPh), 7.19 (s, 1H, 17-H), 6.60 (s, 1H, 15-H), 6.46 (s, 1H, 19-H), 5.95 (s, 1H, NH), 5.66-5.62
(m, 1H, 7-H), 5.66-5.62 (m, 1H, 6-H), 4.32-4.30 (m, 1H, 5-H), 3.69-3.61 (m, 1H, 9-H), 3.69-
3.61 (m, 2H, 1-H), 3.35-3.32 (m, 1H, 10-H), 3.30 (s, 3H, 4-OMe), 3.22 (s, 3H, 10-OMe),
3.17-3.11 (m, 1H, H-4), 2.45 (dd, J = 12.8, 6.0 Hz, 1H, 13-Ha), 2.36-2.25 (m, 1H, 8-H), 2.15-
2.09 (m, 1H, 13-Hb), 2.02-1.93 (m, 1H, 12-H), 1.85-1.80 (m, 2H, 2-H), 1.85-1.80 (m, 1H,
11-Ha), 1.73-1.67 (m, 1H, 3-Ha), 1.55-1.47 (m, 1H, 3-Hb), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.22 (d,
J=6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.22-1.24 (m, 1H, 11-Hb), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu),
1.03 (s, 9H, Sit-Bu), 1.00 (s, 9H, Sit-Bu), 0.78 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.21 (s, 3H, SiMe),
0.15 (s, 9H, SiMe), 0.08 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, C¢Ds, CsDs = 128.06 ppm)
5 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 134.7
(d, C-7), 133.7 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar), 130.0 (d, C-6), 115.7 (d, C-19), 112.5 (d, C-15),
107.9 (d, C-17), 85.5 (d, C-4), 81.5 (d, C-10), 79.5 (s, t-Bu), 76.8 (d, C-9), 74.0 (d, C-5), 63.6
(t, C-1), 58.3 (g, 4-OMe), 57.0 (g, 10-OMe), 45.1 (t, C-13), 40.7 (d, C-8), 36.3 (t, C-11), 31.8
(d, C-12), 29.9 (t, C-2), 29.9 (t, C-3), 28.4 (g, t-Bu), 26.8 (g, Sit-Bu), 26.5 (q, Sit-Bu), 26.2 (q,
Sit-Bu), 19.8 (q, 12-Me), 19.5 (s, Sit-Bu), 18.9 (q, 8-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), -3.5 (g, SiMe), -4.1
(g, SiMe), -45 (q, SiMe), -51 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz

massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Alkohol 81b

OTBDPS

OTBS

Der Alkohol 80b (40.0 mg, 36.1 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(8.0 mL) geldst, auf 0 °C gekihlt und mit MeOH (5.0 mL) und CSA (2.50 mg, 10.8 pmol,
0.3 Ag.) versetzt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCO:-
Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung

gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
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Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 5:1) gereinigt und der
Alkohol 81b (30.0 mg, 30.2 umol, 83 %, 5R:5S d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; R = 0.1
(PE:EtOAC =9:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.84 (m, 4H, SiPh), 7.20-7.19 (m,
6H, SiPh), 7.19 (s, 1H, 17-H), 6.70 (s, 1H, 15-H), 6.45 (s, 1H, 19-H), 6.10 (s, 1H, NH), 5.67
(dd, J = 15.5, 8.5 Hz, 1H, 7-H), 5.56 (dd, J = 15.5, 5.1 Hz, 1H, 6-H), 4.30-4.28 (m, 1H, 5-H),
3.67 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 9-H), 3.50-3.48 (m, 2H, 1-H), 3.33-3.30 (m, 1H, 10-H), 3.26 (s, 3H,
4-OMe), 3.20 (s, 3H, 10-OMe), 3.11-3.07 (m, 1H, H-4), 2.52 (dd, J = 13.0, 6.0 Hz, 1H,
13-Ha), 2.33-2.22 (m, 1H, 8-H), 2.11 (dd, J = 13.0, 9.2 Hz, 1H, 13-Hb), 2.01-1.96 (m, 1H,
12-H), 1.85-1.72 (m, 1H, 11-Ha), 1.85-1.72 (m, 1H, 3-Ha), 1.69-1.56 (m, 2H, 2-H), 1.69-1.56
(m, 1H, 3-Hb), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.16 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.19-
1.16 (m, 1H, 11-Hb), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.02 (s, 9H, Sit-Bu), 0.77 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
12-Me), 0.21 (s, 3H, SiMe), 0.15 (s, 6H, SiMe), 0.13 (s, 3H, SiMe) ppm; “C-NMR
(100 MHz, CgDg, CsDg = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.5 (s, NHCOO), 143.6 (s, C-Ar),
140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 134.7 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar), 129.7 (d,
C-6), 115.8 (d, C-19), 112.5 (d, C-15), 107.9 (d, C-17), 85.6 (d, C-4), 81.7 (d, C-10), 79.6 (s,
t-Bu), 76.7 (d, C-9), 73.7 (d, C-5), 62.8 (t, C-1), 58.3 (q, 4-OMe), 56.9 (g, 10-OMe), 45.0 (t,
C-13), 40.9 (d, C-8), 36.3 (t, C-11), 31.9 (d, C-12), 29.7 (t, C-2), 29.7 (t, C-3), 28.3 (q, t-Bu),
26.9 (g, Sit-Bu), 26.5 (q, Sit-Bu), 26.2 (q, Sit-Bu), 19.8 (q, 12-Me), 19.5 (s, Sit-Bu), 18.9 (q,
8-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), -3.5 (q, SiMe), -4.2 (g, SiMe), -4.5 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI):

Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Aldehyd 82b

OTBDPS

Der Alkohol 81b (30.0 mg, 30.2 pumol, 1.0 Aq.) wurde in CH,Cl, (8.0 mL) gel6st, auf 0 °C
gekiihlt und mit NaHCO3 (3.00 mg, 36.3 umol, 1.2 Ag.) und anschlieBend mit DMP-Reagenz
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(15.4 mg, 36.3 pmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fir
1 h gerlhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SOs-LAsung beendet. Die
Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-L6sung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 — 10:1) gereinigt und der Aldehyd 82b (21.0 mg,
21.2 pmol, 70 %, 5R:5S d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 9.44 (s, 1H, 1-H), 7.86-7.84 (m, 4H,
SiPh), 7.21-7.17 (m, 6H, SiPh), 7.19 (s, 1H, 17-H), 6.65 (s, 1H, 15-H), 6.47 (s, 1H, 19-H),
5.97 (s, 1H, NH), 5.64 (dd, J = 15.5, 8.5 Hz, 1H, 7-H), 5.51 (dd, J = 15.5, 5.3 Hz, 1H, 6-H),
4.25-4.20 (m, 1H, 5-H), 3.67 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 9-H), 3.31-3.25 (m, 1H, 10-H), 3.21 (s, 3H,
4-OMe), 3.18 (s, 3H, 10-OMe), 3.03-2.99 (m, 1H, H-4), 2.48 (dd, J = 12.6, 5.5 Hz, 1H,
13-Ha), 2.35-2.24 (m, 1H, 8-H), 2.18-2.08 (m, 2H, 2-H), 2.18-2.08 (m, 1H, H-13b), 2.01-1.92
(m, 1H, 12-H), 1.89-1.75 (m, 1H, 11-Ha), 1.89-1.75 (m, 1H, 3-Ha), 1.65-1.54 (m, 1H, 3-Hb),
1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.16 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.19-1.16 (m, 1H,
11-Hb), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.01 (s, 9H, Sit-Bu), 0.75 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.21 (s,
3H, SiMe), 0.15 (s, 6H, SiMe), 0.12 (s, 3H, SiMe) ppm; “C-NMR (100 MHz, CgDs,
CsDs = 128.06 ppm) & 200.6 (d, C-1), 156.5 (s, C-Ar), 152.4 (s, NHCOO), 143.5 (s, C-Ar),
140.2 (d, C-Ar), 136.1 (s, C-Ar), 135.2 (d, C-7), 133.7 (d, C-Ar), 130.2 (s, C-Ar), 129.5 (d,
C-6), 115.8 (d, C-19), 112.6 (d, C-15), 108.0 (d, C-17), 84.6 (d, C-4), 81.6 (d, C-10), 79.7 (s,
t-Bu), 76.8 (d, C-9), 73.9 (d, C-5), 58.5 (q, 4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 45.1 (t, C-13), 40.9 (d,
C-8), 40.7 (t, C-2), 36.4 (t, C-11), 31.8 (d, C-12), 28.4 (q, t-Bu), 26.9 (q, Sit-Bu), 26.6 (q,
Sit-Bu), 26.3 (q, Sit-Bu), 23.3 (t, C-3), 19.9 (g, 12-Me), 19.5 (s, Sit-Bu), 19.0 (q, 8-Me), 18.6
(s, Sit-Bu), -3.4 (g, SiMe), -4.1 (g, SiMe), -4.5 (q, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz

massenspektrometrisch nicht nachweisbar.
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Silylierter SNAC-Ester 83b

OTBDPS

Der Aldehyd 82b (21.0 mg, 21.2 pmol, 1.0 Aq.) wurde in CHCl; (0.5 mL) gel6st und mit dem
Phosphorylid 84 (10.7 mg, 25.4 umol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 40 °C
erhitzt und flr weitere 24 h gerthrt. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 15:1 — 1:1) gereinigt.
Der SNAC-Ester 83b (20.0 mg, 17.6 umol, 83 %, 7R:7S d.r. = 4:1) wurde als farbloses Ol
erhalten; Ry = 0.2 (PE:EtOAc = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CéDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.85 (m, 4H, SiPh), 7.29 (s, 1H,
21-H), 7.21-7.20 (m, 6H, SiPh), 7.04-6.96 (m, 1H, 3-H), 6.72 (s, 1H, 17-H), 6.48 (s, 1H,
19-H), 6.36 (s, 1H, Ar-NH), 6.11 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-2), 5.65 (dd, J = 15.5, 8.7 Hz, 1H,
9-H), 5.53 (dd, J = 15.5, 5.0 Hz, 8-H), 4.89 (br. s., 1H, NH), 4.27-4.25 (m, 1H, 7-H), 3.67 (d,
J = 85 Hz, 1H, 11-H), 3.30-3.19 (m, 1H, 12-H), 3.30-3.19 (m, 2H, 2’-H), 3.21 (s, 3H,
6-OMe), 3.19 (s, 3H, 12-OMe), 3.03-2.99 (m, 1H, 6-H), 2.91-2.87 (m, 2H, 1’-H), 2.49 ( dd,
J=13.1, 6.0 Hz, 1H, 15-Ha), 2.35-2.24 (m, 1H, 10-H), 2.18-1.97 (m, 1H, 15-Hb), 2.18-1.97
(m, 2H, 4-H), 2.02-1.95 (m, 1H, 14-H), 1.85-1.79 (m, 1H, 13-Ha), 1.74-1.63 (m, 1H, 5-Ha),
1.51 (s, 3H, 4’-H), 1.45-1.39 (m, 1H, 5-Hb), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.20 (s, 9H, Sit-Bu), 1.17 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, 10-Me), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.01 (s, 9H, Sit-Bu), 1.03-1.00 (m, 1H, 13-Hb),
0.77 (d, J= 6.5Hz, 3H, 14-Me), 0.20 (s, 3H, SiMe), 0.14 (s, 6H, SiMe) 0.12 (s, 3H,
SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, C¢Ds, CsDs = 128.06 ppm) & 189.6 (s, C-1), 169.0 (s,
C-3’), 156.4 (s, C-Ar), 152.5 (s, NHCOO), 146.1 (d, C-3), 143.4 (s, C-Ar), 140.2 (d, C-Ar),
136.0 (s, C-Ar), 134.9 (d, C-9), 133.7 (d, C-Ar), 130.1 (d, C-Ar), 129.0 (d, C-8), 128.9 (d,
C-2), 115.7 (d, C-21), 112.6 (d, C-17), 108.0 (d, C-19), 84.5 (d, C-6), 81.6 (d, C-12), 79.5 (s,
t-Bu), 76.7 (d, C-11), 73.2 (d, C-7), 58.4 (g, 6-OMe), 57.1 (g, 12-OMe), 45.1 (t, C-15), 40.8
(d, C-10), 39.8 (t, C-2"), 36.5 (t, C-13), 31.8 (d, C-14), 31.8 (t, C-5), 28.9 (t, C-4), 28.5 (t,
C-17), 28.4 (q, t-Bu), 26.8 (q, Sit-Bu), 26.5 (q, Sit-Bu), 26.2 (q, Sit-Bu), 22.8 (g, C-4’), 19.8
(g, 14-Me), 19.5 (s, Sit-Bu), 18.9 (g, 10-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), -3.5 (q, SiMe), -4.3 (q,
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SiMe), -4.5 (q, SiMe), -4.6 (q, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch

nicht nachweisbar.

Silylierter SNAC-Ester 85b

OTBDPS

v~ “OMe

OTBS
Der SNAC-Ester 83b (9.0 mg, 7.9 pmol, 1.0 Aq.) wurde in CH,Cl, (4.5 mL) gel6st, auf 0 °C
gekihlt und mit TFA (184 uL, 2.4 mmol, 300 Aqg.) versetzt. Nach 3 h wurde die Reaktion
durch Zugabe einer wassrigen NaHCO3-L6sung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 —
1:1) gereinigt und das Amin 85b (6.5 mg, 6.3 pmol, 80 %, 7R:7S d.r. = 4:1) als farbloses Ol
erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.90-7.88 (m, 4H, SiPh), 7.22-7.20 (m, 6H,
SiPh), 7.04-6.98 (m, 1H, 3-H), 6.37 (s, 1H, Ph), 6.12 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 6.03 (s, 1H,
Ph), 5.94 (s, 1H, Ph), 5.66 (dd, J = 15.4, 8.7 Hz, 1H, 9-H), 5.53 (dd, J = 15.4, 5.0 Hz, 8-H),
4.75 (br. s, 1H, NH), 4.26-4.25 (m, 1H, 7-H), 3.68 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 11-H), 3.35-3.28 (m,
1H, 12-H), 3.25-3.22 (m, 2H, 2’-H), 3.21 (s, 3H, 6-OMe), 3.20 (s, 3H, 12-OMe), 3.03-2.98
(m, 1H, 6-H), 2.89-2.86 (m, 2H, 1’-H), 2.55 (dd, J = 13.0, 5.5 Hz, 1H, 15-Ha), 2.37-2.28 (m,
1H, 10-H), 2.21-2.00 (m, 1H, 15-Hb), 2.21-2.00 (m, 2H, 4-H), 2.21-2.00 (m, 1H, 14-H),
1.95-1.87 (m, 1H, 13-Ha), 1.74-1.61 (m, 1H, 5-Ha), 1.47 (s, 3H, 4’-H), 1.45-1.39 (m, 1H,
5-Hb), 1.21 (s, 9H, Sit-Bu), 1.21-1.25 (m, 3H, 10-Me), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu), 1.02 (s, 9H,
Sit-Bu), 1.03-1.00 (m, 1H, 13-Hb), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 14-Me), 0.23 (s, 3H, SiMe), 0.16
(s, 3H, SiMe) 0.13 (s, 6H, SiMe) ppm; **C-NMR (100 MHz, C¢Dg, CsDs = 128.06 ppm)
§189.5 (s, C-1), 168.9 (s, C-37), 156.8 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 148.2 (s, C-Ar), 146.1
(d, C-3), 143.7 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 134.9 (d, C-9), 133.9 (d, C-Ar), 130.1 (d, C-Ar),
129.3 (d, C-8), 129.0 (d, C-2), 111.4 (d, C-Ar), 109.6 (d, C-Ar), 104.4 (d, C-Ar), 84.5 (d,
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C-6), 81.6 (d, C-12), 79.5 (s, t-Bu), 76.7 (d, C-11), 73.3 (d, C-7), 58.4 (q, 6-OMe), 57.1 (q,
12-OMe), 45.3 (t, C-15), 40.9 (d, C-10), 39.8 (t, C-27), 36.7 (t, C-13), 31.6 (d, C-14), 29.9 (t,
C-5), 28.8 (t, C-4), 28.5 (t, C-1"), 26.8 (q, Sit-Bu), 26.5 (g, Sit-Bu), 26.2 (q, Sit-Bu), 22.8 (q,
C-4"), 19.8 (q, 14-Me), 19.6 (s, Sit-Bu), 19.0 (g, 10-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), -3.5 (g, SiMe), -4.3
(9, SiMe), -4.5 (g, SiMe), -4.6 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Cs7HgsN207SizS [M+H]":
berechnet: 1033.6011, gefunden: 1033.6002.

Silylierter SNAC-Ester 86b

OH

Y OMe

OTBS
Das Amin 85b (4.0 mg, 3.9 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF (4.0 mL)
gelost, auf -78 °C gekiihlt und mit TBAF*3H,0 (3.7 mg, 12 mmol, 3.0 Aq.) versetzt. Nach
3 h wurde die Reaktion durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSQO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per praparativer HPLC (CN-SP)
(H.O:MeCN = 80:20 {5 min}, Gradient H,O:MeCN =80:20 — 0:100 {70 min},
H,O:MeCN = 0:100 {25 min}, 2.25 mL/min) (tg = 56.0 min) gereinigt und der Alkohol 86b
(25mg, 3.1umol, 83%, 7R:7S d.r.=4:1) als farbloses Ol erhalten; Rf = 0.1
(PE:EtOAC = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CsDsH = 7.16 ppm): 8 7.03-6.97 (m, 1H, 3-H), 6.31 (s, 1H, Ph),
6.11 (s, 1H, Ph), 6.08 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 5.95 (s, 1H, Ph), 5.73 (dd, J = 15.6, 8.9 Hz,
1H, 9-H), 5.56 (dd, J = 15.6, 4.3 Hz, 8-H), 4.72 (br. s, 1H, NH), 4.26-4.24 (m, 1H, 7-H), 3.72
(d, J = 8.2 Hz, 1H, 11-H), 3.38-3.36 (m, 1H, 12-H), 3.22 (s, 3H, 6-OMe), 3.20 (s, 3H,
12-OMe), 3.19-3.14 (m, 2H, 2’-H), 3.01-2.94 (m, 1H, 6-H), 2.84-2.78 (m, 2H, 1’-H), 2.70
(dd, J= 13.0, 5.5 Hz, 1H, 15-Ha), 2.39-2.29 (m, 1H, 10-H), 2.39-2.29 (m, 1H, 15-Hb),
2.23-2.12 (m, 1H, 4-Ha), 2.23-2.12 (m, 1H, 14-H), 2.02-1.93 (m, 1H, 4-Hb), 2.02-1.93 (m,
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1H, 5-Ha), 1.74-1.56 (m, 1H, 13-Ha), 1.74-1.56 (m, 1H, 5-Hb), 1.45 (s, 3H, 4’-H), 1.39-1.36
(m, 1H, 13-Hb), 1.22 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 10-Me), 1.09 (s, 9H, Sit-Bu), 1.03 (s, 9H, Sit-Bu),
1.01 (d, J= 6.8 Hz, 3H, 14-Me), 0.30 (s, 3H, SiMe), 0.16 (s, 3H, SiMe) 0.12 (s, 6H,
SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C41H75N207Si,S [M+H]": berechnet: 795.4834, gefunden:
795.4813.

Silyliertes Polyol 87b und N-silyliertes Polyol 88b

OTBDPS OTBDPS

Der Alkohol 78b (40.0 mg, 52.4 umol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(20 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (30.0 uL, 262 pmol, 5.0 Ag.) und
anschlieRend mit TESOTT (45.0 pL, 210 pmol, 4.0 Ag.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwarmt und fir weitere 3 h bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH4CI-Lésung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die waéssrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAC = 100:1 — 20:1) gereinigt.
Der geschutzte Alkohol 87b (35.0 mg, 32.0 umol, 60 %, 5R:5S d.r. = 4:1) [Rf = 0.5
(PE:EtOAc = 10:1)] und N-silyliertes Produkt 88b (24.4 mg, 20.0 pumol, 38 %, 5R:5S
d.r. = 4:1) [R = 0.6 (PE:EtOAc = 10:1)] wurden als farblose Ole erhalten.

87b:

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.85 (m, 4H, SiPh), 7.31 (s, 1H, Ph),
7.21-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.59 (s, 1H, Ph), 6.46 (s, 1H, Ph), 5.98 (s, 1H, NH), 5.74-5.58 (m,
1H, 7-H), 5.74-5.58 (m, 1H, 6-H), 4.38-4.35 (m, 1H, 5-H), 3.74-3.64 (m, 1H, 9-H), 3.74-3.64
(m, 2H, 1-H), 3.37-3.35 (m, 1H, 10-H), 3.32 (s, 3H, 4-OMe), 3.23 (s, 3H, 10-OMe), 3.20-3.17
(m, 1H, H-4), 2.49 (dd, J = 12.8, 5.6 Hz, 1H, 13-Ha), 2.38-2.31 (m, 1H, 8-H), 2.15-2.07 (m,
1H, 13-Hb), 2.02-1.93 (m, 1H, 12-H), 1.91-1.80 (m, 1H, 2-Ha), 1.91-1.80 (m, 1H, 11-Ha),
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1.91-1.80 (m, 1H, 3-Ha), 1.78-1.73 (m, 1H, 2-Hb), 1.59-1.50 (m, 1H, 3-Hb), 1.39 (s, 9H,
t-Bu), 1.27 (d, J=6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.22-1.24 (m, 1H, 11-Hb), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu),
1.11-1.01 (m, 27H, SiCH,CH3), 0.79-0.60 (m, 18H, SiCH,CHs;), 0.79-0.60 (m, 3H,
12-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, Cg¢Dg, CsDs = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s,
NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 134.4 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar),
131.4 (d, C-6), 130.1 (s, C-Ar), 115.7 (d, C-Ar), 112.4 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 85.6 (d,
C-4), 81.3 (d, C-10), 79.5 (s, t-Bu), 77.0 (d, C-9), 73.9 (d, C-5), 63.3 (t, C-1), 58.4 (q,
4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 45.0 (t, C-13), 40.6 (d, C-8), 36.3 (t, C-11), 31.8 (d, C-12), 30.0
(t, C-2), 29.6 (t, C-3), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (q, Sit-Bu), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.3 (g, 12-Me), 18.5
(9, 8-Me), 7.5 (g, SiCH,CHs3), 7.3 (g, SiCH,CHj3), 7.2 (g, SiCH,CHs), 5.7 (t, SiCH,CHs), 5.5
(t, SICH,CH3), 4.9 (t, SICH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht

nachweisbar.

88h:

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.81 (m, 4H, SiPh), 7.22-7.20 (m, 6H,
SiPh), 6.88 (s, 1H, Ph), 6.70 (s, 1H, Ph), 6.57 (s, 1H, Ph), 5.76-5.57 (m, 1H, 7-H), 5.76-5.57
(m, 1H, 6-H), 4.37-4.35 (m, 1H, 5-H), 3.74-3.62 (m, 1H, 9-H), 3.74-3.62 (m, 2H, 1-H),
3.39-3.36 (m, 1H, 10-H), 3.33 (s, 3H, 4-OMe), 3.24 (s, 3H, 10-OMe), 3.20-3.17 (m, 1H, H-4),
2.71 (dd, J = 12.7, 4.4 Hz, 1H, 13-Ha), 2.40-2.31 (m, 1H, 8-H), 2.22 (dd, J = 12.7, 9.4 Hz,
1H, 13-Hb), 2.13-2.09 (m, 1H, 12-H), 1.95-1.85 (m, 1H, 2-Ha), 1.91-1.80 (m, 1H, 11-Ha),
1.78-1.71 (m, 1H, 3-Ha), 1.78-1.71 (m, 1H, 2-Hb), 1.62-1.50 (m, 1H, 3-Hb), 1.35 (s, 9H,
t-Bu), 1.27 (d, J=6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.22-1.24 (m, 1H, 11-Hb), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu),
1.14-1.00 (m, 27H, SiCH,CH3), 0.93-0.84 (m, 9H, SiCH,CH3), 0.72-0.61 (m, 24H,
SiCH,CHs), 0.79-0.60 (m, 3H, 12-Me) ppm; 2C-NMR (100 MHz, CeDs,
CeDg = 128.06 ppm) 8 157.1 (s, NHCOO), 156.0 (s, C-Ar), 143.2 (s, C-Ar), 142.6 (d, C-Avr),
136.0 (s, C-Ar), 134.5 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar), 129.1 (d, C-6), 124.2 (d,
C-Ar), 119.2 (d, C-Ar), 118.9 (d, C-Ar), 85.6 (d, C-4), 81.5 (d, C-10), 79.4 (s, t-Bu), 77.2 (d,
C-9), 74.1 (d, C-5), 63.3 (t, C-1), 58.4 (g, 4-OMe), 57.3 (g, 10-OMe), 44.9 (t, C-13), 40.6 (d,
C-8), 39.3 (t, C-11), 31.9 (d, C-12), 30.0 (t, C-2), 29.6 (t, C-3), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (q,
Sit-Bu), 19.7 (s, Sit-Bu), 19.1 (q, 12-Me), 18.5 (q, 8-Me), 7.5 (q, SiCH.CH3), 7.4 (q,
SiCH,CHg), 7.3 (q, SiCH,CHj3), 7.2 (q, SICH,CH3), 5.7 (t, SICH,CH3), 5.5 (t, SiCH,CH3), 5.0
(t, SICH,CH3), 4.9 (t, SICH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht

nachweisbar.
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TES-geschutzter Aldehyd 89b

OTBDPS

OTES

DMSO (5.7 pL, 81 pmol, 3.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphéare in CH,Cl, (5.0 mL)
gelost, auf -78 °C gekiihlt und mit Oxalylchloride (4.6 uL, 54 umol, 2.0 Ag.) versetzt. Nach
weiteren 10 min wurde der Alkohol 87b (30 mg, 27 umol, 1.0 Aq.) in CH,Cl, (0.6 mL) gel6st
und zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach weiteren 10 min wurde der Reaktionsansatz
auf -60 °C erwadrmt und fir 1.5 h gerthrt. Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch wieder
auf -78 °C gekdihlt, mit DIPEA (31 pL, 189 umol, 7.0 Aq.) versetzt und auf RT erwarmt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAC = 50:1 — 10:1) gereinigt und der Aldehyd 89b (23 mg, 23 umol, 85 %, 5R:5S
d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; R; = 0.4 (PE:EtOAc = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CeDsH = 7.16 ppm): & 9.44 (s, 1H, 1-H), 7.86-7.84 (m, 4H, SiPh),
7.28 (s, 1H, Ph), 7.21-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.63 (s, 1H, Ph), 6.47 (s, 1H, Ph), 5.98 (s, 1H, NH),
5.70 (dd, J = 15.5, 8.7 Hz, 1H, 7-H), 5.56 (dd, J = 15.5, 5.3 Hz, 1H, 6-H), 4.28-4.26 (m, 1H,
5-H), 3.72 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 9-H), 3.32-3.29 (m, 1H, 10-H), 3.22 (s, 3H, 4-OMe), 3.20 (s,
3H, 10-OMe), 3.06-3.00 (m, 1H, H-4), 2.53-2.46 (m, 1H, 13-Ha), 2.38-2.28 (m, 1H, 8-H),
2.21-2.06 (m, 1H, 2-Ha), 2.21-2.06 (m, 1H, H-13b), 2.21-2.06 (m, 1H, 3-Ha), 2.02-1.96 (m,
1H, 12-H), 1.92-1.78 (m, 1H, 11-Ha), 1.92-1.78 (m, 1H, 2-Hb), 1.67-1.57 (m, 1H, 3-Hb), 1.39
(s, 9H, t-Bu), 1.24 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.19-1.16 (m, 1H, 11-Hb), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu),
1.11-1.02 (m, 18H, SiCH.CHs), 0.78-0.62 (m, 12H, SiCH,CHg), 0.78-0.71 (m, 3H,
12-Me) ppm; C-NMR (100 MHz, C¢Ds, CsDs = 128.06 ppm) & 200.5 (t, C-1), 156.4 (s,
C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.1 (d, C-7),
133.6 (d, C-Ar), 130.8 (s, C-Ar), 130.1 (d, C-6), 115.7 (d, C-Ar), 112.4 (d, C-Ar), 107.9 (d,
C-Ar), 84.6 (d, C-4), 81.4 (d, C-10), 76.9 (s, t-Bu), 76.4 (d, C-9), 73.5 (d, C-5), 58.3 (q,
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4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 45.0 (t, C-13), 40.7 (d, C-8), 40.7 (t, C-2), 36.3 (t, C-11), 31.8 (d,
C-12), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (g, Sit-Bu), 23.2 (t, C-3), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.3 (g, 12-Me), 18.5 (q,
8-Me), 7.5 (g, SiCH,CHa), 6.9 (g, SICH,CHs), 6.2 (t, SICH.CH3), 5.7 (t, SICH,CHs) ppm:;

HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

TES-geschitzter SNAC-Ester 90b

OTBDPS

Der Aldehyd 89b (4.0 mg, 4.0 umol, 1.0 Aq.) wurde in CHCl3 (0.5 mL) geldst und mit dem
Phosphorylid 84 (2.6 mg, 6.1 umol, 1.5 Ag.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 40 °C
erhitzt und fur weitere 48 h bei 40 °C gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das Rohprodukt per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 15:1 — 1:1)
gereinigt. Der SNAC-Ester 90b (4.0 mg, 3.5 umol, 87 %, 7R:7S d.r. = 4:1) wurde als
farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.3 (PE:EtOAc = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, C4Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.88-7.85 (m, 4H, SiPh), 7.29 (s, 1H, Ph),
7.21-7.20 (m, 6H, SiPh), 7.02-6.98 (m, 1H, 3-H), 6.70 (s, 1H, Ph), 6.48 (s, 1H, Ph), 6.37 (s,
1H, Ar-NH), 6.11 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-2), 5.72 (dd, J = 15.8, 8.2 Hz, 1H, 9-H), 5.57 (dd,
J=15.7, 4.8 Hz, 8-H), 4.80 (br. s, 1H, NH), 4.33-4.31 (m, 1H, 7-H), 3.72 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
11-H), 3.31-3.24 (m, 1H, 12-H), 3.31-3.24 (m, 2H, 2’-H), 3.23 (s, 3H, 6-OMe), 3.21 (s, 3H,
12-OMe), 3.09-3.02 (m, 1H, 6-H), 2.89-2.86 (m, 2H, 1’-H), 2.52 ( dd, J = 13.0, 5.1 Hz, 1H,
15-Ha), 2.38-2.32 (m, 1H, 10-H), 2.20-1.94 (m, 1H, 15-Hb), 2.20-1.94 (m, 2H, 4-H),
2.20-1.94 (m, 1H, 14-H), 1.87-1.79 (m, 1H, 13-Ha), 1.79-1.69 (m, 1H, 5-Ha), 1.50 (s, 3H,
4’-H), 1.50-1.39 (m, 1H, 5-Hb), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.27-1.23 (m, 3H, 10-Me), 1.20 (s, 9H,
Sit-Bu), 1.13-1.00 (m, 1H, 13-Hb), 1.11-1.03 (m, 18H, SiCH,CHj3), 0.93-0.62 (m, 12H,
SiCH,CH3), 0.78-0.64 (m, 3H, 14-Me) ppm.; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch

nicht nachweisbar.
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TBDPS-geschitzter SNAC-Ester 91b

OTBDPS

Der SNAC-Ester 90b (2.0 mg, 1.8 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(1.0 mL) gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit TFA (42 pL, 0.5 mmol, 300 Aq.) versetzt. Nach 7 h
wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs3-L6sung beendet. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per praparativer HPLC
(C18-SP) (H,0:MeCN = 90:10 {5 min}, Gradient H,O:MeCN = 90:10 — 0:100 {70 min},
H,0:MeCN = 0:100 {25 min}, 2.25 mL/min) (tg = 60.7 min) gereinigt und das Amin 91b
(1.0mg, 1.3umol, 71%, 7R:7S d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.3
(PE:EtOAC = 1:4).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCl3 = 7.26 ppm): & 7.72- 7.69 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.95-6.88 (m, 1H, 3-H), 6.14 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-2), 6.04 (s, 1H, Ph), 6.00 (s,
1H, Ph), 5.97 (s, 1H, Ph), 5.87 (s, 1H, NH), 5.60 (dd, J = 15.1, 8.5 Hz, 1H, 9-H), 5.46 (dd,
J=15.1, 6.7 Hz, 8-H), 4.01-3.98 (m, 1H, 7-H), 3.62-3.58 (m, 1H, 11-H), 3.47-3.44 (m, 2H,
2’-H), 3.42 (s, 3H, 6-OMe), 3.31 (s, 3H, 12-OMe), 3.22-3.17 (m, 1H, 12-H), 3.10-3.07 (m,
1H, 6-H), 3.10-3.07 (m, 2H, 1’-H), 2.39 (dd, J = 12.8, 5.6 Hz, 1H, 15-Ha), 2.35-2.22 (m, 1H,
10-H), 2.35-2.22 (m, 2H, 4-H), 2.10-2.04 (m, 1H, 15-Hb), 2.01 (s, 3H, 4’-H), 1.79-1.67 (m,
1H, 14-H), 1.67-1.58 (m, 1H, 13-Ha), 1.66-1.58 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb),
1.15-1.11 (m, 1H, 13-Hb), 1.12 (d, J=6.5 Hz, 3H, 10-Me), 0.66 (d, J= 6.5Hz, 3H,
14-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C45HesN20-SiS [M+H]": berechnet: 805.4282, gefunden:
805.4285.
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Hemiacetal 92b

Der Aldehyd 89b (15.0 mg, 13.6 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(7.5 mL) gel6st und mit Pyridin (100 ul) und HF*Py (0.5 mL) versetzt. Nach 4 Tagen wurde
die Reaktion durch Zugabe einer wéssrigen NaHCOs-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wéssriger CuSOy4-L6sung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC (C18-SP)
(H20:MeOH = 90:10 {5 min}, Gradient H,O0:MeOH = 90:10 — 0:100 {55 min}, H,O:MeOH
= 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 54.9 min) gereinigt und das Lactol 92b (6.0 mg,
11.5 pmol, 85 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.1 (PE:EtOAc = 1:1). Die Verbindung 92b

wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

HRMS (ESI) m/z fiir CogHasNOgNa [M+Na]™: berechnet: 546.3043, gefunden: 546.3047.

N-Boc SNAC-Ester 93b

Das Lactol 92b (4.0 mg, 7.6 pmol, 1.0 Aq.) wurde in CHCl3 (0.5 mL) gelost, mit dem
Phosphorylid 84 (8.0 mg, 19 umol, 2.5 Aq.) versetzt und der Reaktionsansatz fiir 6 Tage bei

RT geruhrt. Das L6sungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
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Rohprodukt per Flash-Chromatographie (EtOAc) gereinigt. Der SNAC-Ester 93b (3.0 mg,
4.5 pmol, 60 %, 7R:7S d.r. = 4:1) wurde als farbloses Ol erhalten; Rt = 0.1 (EtOAC).

'H-NMR (500 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 6.95-6.88 (m, 1H, 3-H), 6.83 (s, 1H, Ph),
6.63 (s, 1H, Ph), 6.56 (s, 1H, OH), 6.34 (s, 1H, Ph), 6.15 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 5.95 (s,
1H, NH), 5.63 (dd, J = 15.2, 8.6 Hz, 1H, 9-H), 5.45 (dd, J = 15.2, 6.5 Hz, 8-H), 4.05-4.01 (m,
1H, 7-H), 3.64-3.61 (m, 1H, 11-H), 3.48-3.44 (m, 2H, 2°-H), 3.43 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s,
3H, 12-OMe), 3.24-3.17 (m, 1H, 12-H), 3.11-3.08 (m, 1H, 6-H), 3.11-3.08 (m, 2H, 1’-H),
2.60-2.53 (m, 1H, 15-Ha), 2.32-2.25 (m, 1H, 10-H), 2.32-2.25 (m, H, 4-Ha), 2.32-2.25 (m,
1H, 15-Hb), 2.20-2.15 (m, H, 4-Hb), 1.97 (s, 3H, 4’-H), 1.97-1.90 (m, 1H, 14-H), 1.76-1.70
(m, 1H, 13-Ha), 1.76-1.70 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.50 (s, 9H, t-Bu),
1.15-1.11 (m, 1H, 13-Hb), 1.13 (d, J=6.5 Hz, 3H, 10-Me), 0.87 (d, J= 6.5Hz, 3H,
14-Me) ppm; C-NMR (125 MHz, CDCls, CDCl; = 77.0 ppm) & 190.8 (s, C-1), 170.6 (s,
C-3’), 156.5 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 145.8 (d, C-3), 143.2 (s, C-Ar), 139.3 (s, C-Ar),
133.0 (d, C-9), 128.9 (d, C-8), 128.6 (d, C-2), 111.0 (d, C-Ar), 111.9 (d, C-Ar), 103.3 (d,
C-Ar), 83.4 (d, C-6), 80.1 (d, C-12), 77.5 (s, t-Bu), 73.8 (d, C-11), 73.6 (d, C-7), 58.3 (q,
6-OMe), 57.0 (q, 12-OMe), 44.2 (t, C-15), 39.7 (t, C-2°), 38.7 (d, C-10), 34.4 (t, C-13), 30.9
(d, C-14), 29.7 (t, C-1°), 28.3 (q, t-Bu), 28.1 (t, C-5), 27.6 (t, C-4), 23.2 (g, C-4’), 19.3 (q,
14-Me), 17.7 (g, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z filr C34Hs4N209SNa [M+Na]™: berechnet:
689.3448, gefunden: 689.3448.

SNAC-Ester 37b

Der SNAC-Ester 93b (3.0 mg, 4.5 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(2.5 mL) gelost, auf 0 °C gekuhlt und mit TFA (350 puL) versetzt. Nach 3 h wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-Losung beendet. Die Phasen wurden

getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
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Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC (C18-SP)
(H,O:MeOH = 80:20 {5min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 — 0:100 {85 min},
H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tz =59.0 min) gereinigt und das Amin 37b
(2.0 mg, 3.5 pmol, 80 %, 7R:7S d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): & 6.95-6.85 (m, 1H, 3-H), 6.22 (s, 2H,
NH,), 6.15 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-2), 6.07 (s, 2H, Ph), 6.04 (s, 1H, Ph), 5.91 (s, 1H, NH),
5.63 (dd, J = 15.2, 8.7 Hz, 1H, 9-H), 5.46 (dd, J = 15.2, 5.0 Hz, 8-H), 4.03 (dd, J = 8.7,
5.4 Hz, 1H, 7-H), 3.60-3.69 (m, 1H, 11-H), 3.47-3.43 (m, 2H, 2’-H), 3.44 (s, 3H, 6-OMe),
3.33 (s, 3H, 12-OMe), 3.25-3.19 (m, 1H, 12-H), 3.11-3.08 (m, 1H, 6-H), 3.11-3.08 (m, 2H,
1’-H), 2.49 (dd, J = 13.2, 5.4 Hz, 1H, 15-Ha), 2.37-2.27 (m, 1H, 10-H), 2.37-2.27 (m, 2H,
4-H), 2.23 (dd, J = 13.2, 6.8 Hz, 1H, 15-Hb), 1.97 (s, 3H, 4’-H), 1.94-1.89 (m, 1H, 14-H),
1.76-1.68 (m, 1H, 13-Ha), 1.76-1.68 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.15-1.11 (m,
1H, 13-Hb), 1.11 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.87 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR
(125 MHz, CDCls, CDClz = 77.0 ppm) & 190.8 (s, C-1), 170.6 (s, C-3’), 156.9 (s, C-Ar),
147.6 (d, C-3), 145.9 (s, C-Ar), 143.6 (s, C-Ar), 135.5 (d, C-9), 128.9 (d, C-8), 128.6 (d, C-2),
108.6 (d, C-Ar), 106.8 (d, C-Ar), 99.9 (d, C-Ar), 83.5 (d, C-6), 80.1 (d, C-12), 73.8 (d, C-11),
73.6 (d, C-7), 58.4 (q, 6-OMe), 57.0 (g, 12-OMe), 44.3 (t, C-15), 39.6 (t, C-2°), 38.7 (d,
C-10), 34.5 (t, C-13), 30.9 (d, C-14), 29.7 (t, C-1°), 28.3 (t, C-5), 27.6 (t, C-4), 23.2 (q, C-4"),
19.4 (q, 14-Me), 17.7 (q, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CooHs7N,0;S [M+H]":
berechnet: 567.3104, gefunden: 567.3105.
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6.3.4. Synthese des SNAC-Esters von 2,8-desdi-Methyl-6-epi-seco-progeldanamycin 37a

Keton 94

OTBDPS

Methode 1: Kreuz-Methathese

Das Alken 39 (15.0 mg, 0.02 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in
(CH.CI), (1.0 mL) gelést und mit dem Alken 69 (20.0 mg, 0.07 mmol, 3.0 Ag.) und GRUBBS-
HovEYDA Il Katalysator (2.50 mg, 4.00 umol, 0.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf 40 °C erhitzt. Nach jeweils 10 h wurde portionsweise eine weitere Menge des GRUBBS-
HoveYDA Il Katalysators (2.50 mg, 4.00 umol, 0.2 Aqg.) zugegeben. Nach 48 h wurde das
Reaktionsgemisch auf RT gekihlt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1) gereinigt und
das Keton 94 (5.00 mg, 6.00 umol, 24 %) als farbloses Ol erhalten; Rf = 0.4
(PE:EtOAC = 4:1).

Methode 2: MnO, Oxidation

Der Alkohol 73b (16.0 mg, 0.02 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(5.0 mL) gelést, auf 0 °C gekiihlt und mit MnO, (130 mg, 1.44 mmol, 80 Aq.) versetzt. Nach
4 h wurde MnO, iber Celite™ abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1) gereinigt und
das Keton 94 (9.00 mg, 0.01 mmol, 56 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.4
(PE:EtOAC = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCls = 7.26 ppm): § 7.72-7.66 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.90 (dd, J = 15.7, 8.9 Hz, 1H, 7-H), 6.76 (s, 1H, Ph), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.45 (d,
J=15.7 Hz, 1H, 6-H), 6.28 (s, 1H, NH), 6.14 (s, 1H, Ph), 3.73-3.66 (m, 1H, 4-H), 3.73-3.66
(m, 1H, 9-H), 3.62-3.59 (m, 2H, 1-H), 3.32 (s, 3H, 4-OMe), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 3.11-3.05
(m, 1H, 10-H), 2.44-2.33 (m, 1H, 13-Ha), 2.44-2.33 (m, 1H, 8H), 2.12-2.08 (m, 1H, 13-Hb),
1.70-1.52 (m, 1H, 12-H), 1.70-1.52 (m, 2H, 2-H), 1.70-1.52 (m, 2H, 3-H), 1.70-1.52 (m, 1H,
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11-Ha), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.18 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.02-0.96 (m,
1H, 11-Hb), 0.88 (s, 9H, Sit-Bu), 0.57 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.03 (s, 6H, SiMe) ppm;
3C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.16 ppm) & 201.2 (s, C-5), 156.0 (s, C-Ar), 152.7 (s,
NHCOO), 149.7 (s, C-Ar), 142.8 (d, C-Ar), 139.9 (s, C-Ar), 135.6 (d, C-Ar), 133.1 (s, C-Ar),
129.9 (s, C-Ar), 127.9 (s, C-Ar), 127.8 (d, C-7), 124.5 (d, C-6), 115.5 (d, C-Ar), 112.3 (d,
C-Ar), 107.7 (d, C-Ar), 86.6 (d, C-4), 80.2 (d, C-10), 73.2 (d, C-9), 62.7 (t, C-1), 58.1 (q,
4-OMe), 57.3 (g, 10-OMe), 44.6 (t, C-13), 39.6 (d, C-8), 34.9 (t, C-11), 30.7 (d, C-12), 28.8
(t, C-2), 28.5 (t, C-3), 28.5 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 26.1 (g, Sit-Bu), 19.6 (s, Sit-Bu), 18.9
(g, 12-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), 16.9 (q, 8-Me), -5.2 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fur
CsoH77NOgSi,Na [M+Na]": berechnet: 898.5085, gefunden: 898.5085; [a]®p = -2.7°
(c = 0.15, CH,Cl,).

Alkohol 73a

OTBDPS

Methode 1: CBS-Reduktion

Das Keton 94 (1.0 mg, 1.1 umol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF (0.5 mL)
gelost, auf -78 °C gekiihlt und mit (S)-CBS (1.9 mg, 6.8 umol, 6.0 Aq.) versetzt. Nach 1.5 h
wurde BH3*SMe, (3.0 pL, 29 umol, 25 Ag.) zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 1 h
bei -78 °C und fir 2 h bei -50 °C geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von MeOH
beendet. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und mit Wasser verdiinnt. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-LOsung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAC = 10:1 — 2:1) gereinigt und der Alkohol 73a (0.7 mg, 0.8 umol, 70 %, 5R:5S
d.r. = 1:10) als farbloses Ol erhalten; R = 0.1 (PE:EtOAc = 4:1).
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Methode 2: Kreuz-Methathese

Das Alken 39 (0.10 g, 0.16 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphére in (CH,CI),
(6.0 mL) gelést und mit dem Alken 58a (0.13 g, 0.47 mmol, 3.0 Ag.) und Grubbs-Hoveyda |1
Katalysator (9.90 mg, 15.8 umol, 0.1 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 40 °C
erhitzt. Nach jeweils 10 h wurde portionsweise eine weitere Menge des GRUBBS-HOVEYDA |1
Katalysators (9.90 mg, 15.8 umol, 0.1 Ag.) zugegeben. Nach 48 h wurde das
Reaktionsgemisch auf RT gekihlt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1), gefolgt von
praparativer HPLC (C18-ISIS-P) (Gradient H,O:MeOH = 50:50 — 15:85 {30 min},
H,O:MeOH = 15:85 — 14:86 {50 min}, H,O:MeOH= 14:86 — 0:100 {10 min}
H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 15 mL/min) gereinigt. Es wurden das Keton 73a (0.05 g,
0.06 mmol, 39%) (tg=57.0 min) und das Keton 73b (0.01g, 0.01 mmol, 8 %)
(tr = 59.0 min) als farblose Ole erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAC = 4:1).

73a:

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.72-7.66 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.77 (s, 1H, Ph), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.28 (s, 1H, NH), 6.16 (s, 1H, Ph), 5.58 (dd,
J=15.7,8.3 Hz, 7-H), 5.47 (dd, J = 15.7, 5.6 Hz, 1H, 6-H), 4.28-4.18 (m, 1H, 5H), 3.67-3.53
(m, 1H, 9-H), 3.67-3.53 (m, 2H, 1-H), 3.41 (s, 3H, 4-OMe), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 3.21-3.13
(m, 1H, 4-H), 3.21-3.13 (m, 1H, 10-H), 2.40 (dd, 1H, J = 13.4, 5.6 Hz, 13-Ha), 2.30-2.20 (m,
1H, 8H), 2.12-2.03 (m, 1H, 13-Hb), 1.80-1.71 (m, 1H, 12-H), 1.78-1.60 (m, 2H, 2-H), 1.78-
1.60 (m, 2H, 3-H), 1.78-1.60 (m, 1H, 11-Ha), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.12 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
8-Me), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.02-0.96 (m, 1H, 11-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.59 (d,
J=65Hz, 3H, 12-Me), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; “C-NMR (100 MHz, CDCls
CDCl3=77.16 ppm) & 155.9 (s, C-Ar), 152.6 (s, NHCOO), 143.1 (s, C-Ar), 139.0 (d, C-Ar),
135.6 (s, C-Ar), 134.0 (d, C-7), 133.1 (s, C-Ar), 129.9 (s, C-Ar), 128.9 (d, C-6), 127.9 (s,
C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 84.0 (d, C-4), 80.1 (d, C-10), 73.8
(d, C-9), 72.3 (d, C-5), 63.3 (t, C-1), 57.9 (q, 4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 44.7 (t, C-13), 38.9
(d, C-8), 34.9 (t, C-11), 30.9 (d, C-12), 29.0 (t, C-2), 28.5 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 26.1 (q,
Sit-Bu), 25.3 (t, C-3), 19.6 (s, Sit-Bu), 18.8 (g, 12-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), 17.5 (g, 8-Me), -5.1
(q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CsoH7sNOgSioNa [M+Na]™: berechnet: 900.5242,
gefunden: 900.5239; [a]*° = -12.8° (c = 0.5, CH,CL,).
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Alkohol 78a

OTBDPS

Der Alkohol 73a (6.0 mg, 6.8 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(1.5 mL) gel6st, auf 0 °C gekihlt und mit MeOH (1.0 mL) und CSA (0.5mg, 2.1 pumol,
0.3 Ag.) versetzt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-
Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung
gewaschen, uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 1:1) gereinigt und der
Alkohol 78a (4.0 mg, 5.2 umol, 80 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.1 (PE:EtOAc = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.82 (m, 4H, SiPh), 7.21-7.19 (m, 6H,
SiPh), 7.11 (s, 1H, Ph), 6.85 (s, 1H, Ph), 6.47 (s, 1H, Ph), 6.29 (s, 1H, NH), 5.63 (dd, J = 15.8,
7.8 Hz, 1H, 7-H), 5.50 (dd, J = 15.8, 6.0 Hz, 6-H), 4.20-4.14 (m, 1H, 5-H), 3.58 (dd, 1H,
J=7.9, 35 Hz, 9-H), 3.49-3.42 (m, 2H, 1-H), 3.24 (dt, 1H, J = 9.6, 3.5 Hz, 10-H), 3.14 (s,
3H, 4-OMe), 3.06 (s, 3H, 10-OMe), 3.05-2.99 (m, 1H, 4-H), 2.45 (dd, J = 13.0, 5.8 Hz, 1H,
13-Ha), 2.40-2.35 (m, 1H, 8H), 2.09 (dd, 1H, J = 13.1, 8.8 Hz, 13-Hb), 1.99-1.91 (m, 1H,
12-H), 1.69-1.45 (m, 2H, 2-H), 1.69-1.45 (m, 2H, 3-H), 1.69-1.55 (m, 1H, 11-Ha), 1.38 (s,
9H, t-Bu), 1.28 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 8-Me), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.18-1.13 (m, 1H, 11-Hb),
0.75 (d, J=6.4 Hz, 3H, 12-Me) ppm; C-NMR (100 MHz, C¢Dg, CsDs = 128.06 ppm)
§ 156.4 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 143.5 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 134.8
(d, C-7), 133.5 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar), 129.7 (d, C-6), 115.8 (d, C-19), 112.7 (d, C-15),
108.0 (d, C-17), 84.7 (d, C-4), 80.6 (d, C-10), 79.8 (s, t-Bu), 74.1 (d, C-5), 72.7 (d, C-9), 62.7
(t, C-1), 57.5 (g, 4-OMe), 56.6 (g, 10-OMe), 44.9 (t, C-13), 39.3 (d, C-8), 35.4 (t, C-11), 31.6
(d, C-12), 29.1 ( t, C-3), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (g, Sit-Bu), 26.1 (t, C-2), 19.8 (q, 12-Me), 19.2
(s, Sit-Bu), 17.3 (g, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C44sHesNOgSi [M+H]": berechnet:
764.4558, gefunden: 764.4536; [a]*5 = -11.9° (c = 1.0, CH,CL,).
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Silyliertes Polyol 87a

OTBDPS

Der Alkohol 78a (22.0 mg, 28.8 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphéare in CH,Cl,
(10 mL) gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit 2,6-Lutidin (16.5 pL, 144 pmol, 5.0 Ag.) und
anschlieBend mit TESOTf (24.8 pL, 115 umol, 4.0 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwarmt und fur weitere 3 h bei RT gerhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH4Cl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 20:1) gereinigt.
Der geschutzte Alkohol 87a (16.0 mg, 14.5 umol, 50 %) [Ry= 0.5 (PE:EtOAc = 10:1)] und
N-silyliertes Produkt 88a (17.0 mg, 14.1 umol, 49 %) [R¢= 0.6 (PE:EtOAc = 10:1)] wurden

als farblose Ole erhalten.

87a:

'H-NMR (400 MHz, C4Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.88-7.85 (m, 4H, SiPh), 7.28 (s, 1H, Ph),
7.22-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.60 (s, 1H, Ph), 6.47 (s, 1H, Ph), 5.93 (s, 1H, NH), 5.62 (dd, 1H,
J =155, 6.3 Hz, 7-H), 5.52 (dd, 1H, J = 15.5, 8.6 Hz, 6-H), 4.22 (dd, 1H, J = 6.2, 3.6 Hz,
5-H), 3.74-3.62 (m, 1H, 9-H), 3.74-3.62 (m, 2H, 1-H), 3.36 (s, 3H, 4-OMe), 3.37-3.30 (m,
1H, 10-H), 3.24 (s, 3H, 10-OMe), 3.20-3.16 (m, 1H, H-4), 2.48 (dd, J = 13.0, 5.7 Hz, 1H,
13-Ha), 2.36-2.28 (m, 1H, 8-H), 2.11 (dd, 1H, J =13.0, 9.0 Hz, 13-Hb), 2.02-1.93 (m, 1H,
12-H), 1.93-1.80 (m, 1H, 2-Ha), 1.93-1.80 (m, 1H, 11-Ha), 1.79-1.66 (m, 1H, 3-Ha),
1.79-1.66 (m, 1H, 2-Hb), 1.59-1.50 (m, 1H, 3-Hb), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.25 (d, J = 6.7 Hz, 3H,
8-Me), 1.22-1.24 (m, 1H, 11-Hb), 1.20 (s, 9H, Sit-Bu), 1.13-1.01 (m, 27H, SiCH,CHa),
0.78-0.66 (m, 18H, SiCH,CHj3), 0.78-0.66 (m, 3H, 12-Me) ppm; **C-NMR (100 MHz, C¢Ds,
CsDg = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.0 (d, C-Ar),
136.0 (s, C-Ar), 134.8 (d, C-7), 133.7 (d, C-Ar), 131.4 (d, C-6), 130.0 (s, C-Ar), 115.7 (d,



Experimenteller Teil 150

C-Ar), 112.4 (d, C-Ar), 104.9 (d, C-Ar), 85.4 (d, C-4), 81.4 (d, C-10), 79.5 (s, t-Bu), 76.5 (d,
C-9), 76.0 (d, C-5), 63.3 (t, C-1), 58.4 (g, 4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 45.1 (t, C-13), 41.2 (d,
C-8), 36.0 (t, C-11), 31.7 (d, C-12), 29.7 (t, C-2), 28.3 (t, C-3), 27.2 (q, t-Bu), 26.8 (q,
Sit-Bu), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.2 (q, 12-Me), 18.6 (q, 8-Me), 7.5 (g, SiCH,CHj3), 7.3 (q,
SiCH,CH3), 7.2 (g, SiCH,CHs), 5.7 (t, SiCH,CHgz), 5.6 (t, SIiCH,CH3), 5.0 (t,
SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar;
[0]%% = +0.7° (c = 1.0, CH,Cl,).

TES-geschitzter Aldehyd 89a

OTBDPS

OTES

DMSO (5.7 pL, 81 pmol, 3.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphire mit CH,Cl, (5.0 mL)
gemischt, auf -78 °C gekiihlt und mit Oxalylchlorid (4.6 pL, 54 umol, 2.0 Ag.) versetzt. Nach
10 min wurde der Alkohol 87a (30 mg, 27 umol, 1.0 Aq.) in CH,Cl, (0.6 mL) gelést und zum
Reaktionsgemisch gegeben. Nach weiteren 10 min wurde der Reaktionsansatz auf -60 °C
erwarmt und fur 1.5 h gerihrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz wieder auf -78 °C
gekihlt, mit DIPEA (31 pL, 189 pmol, 7.0 Ag.) versetzt und auf RT erwédrmt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 —
10:1) gereinigt und der Aldehyd 89a (18 mg, 18 umol, 67 %) als farbloses Ol erhalten;
Ri= 0.4 (PE:EtOAC = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CgDs, CsDsH = 7.16 ppm): & 9.44 (s, 1H, 1-H), 7.89-7.82 (m, 4H, SiPh),
7.24 (s, 1H, Ph), 7.21-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.48 (s, 1H, Ph), 5.95 (s, 1H, NH),
5.49-5.44 (m, 1H, 7-H), 5.49-5.44 (m, 1H, 6-H), 4.14-4.10 (m, 1H, 5-H), 3.68 (dd, J = 9.2,
1.4 Hz, 1H, 9-H), 3.29-3.25 (m, 1H, 10-H), 3.24 (s, 3H, 4-OMe), 3.22 (s, 3H, 10-OMe), 2.97
(dt, J =9.0, 3.3 Hz, 1H, H-4), 2.49 (dd, J = 13.2, 5.6 Hz, 1H, 13-Ha), 2.34-2.23 (m, 1H, 8-H),
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2.21-2.06 (M, 1H, 2-Ha), 2.21-2.06 (m, 1H, H-13b), 2.21-2.06 (m, 1H, 3-Ha), 2.03-1.96 (m,
1H, 12-H), 1.88-1.78 (m, 1H, 11-Ha), 1.88-1.78 (M, 1H, 2-Hb), 1.73-1.63 (m, 1H, 3-Hb), 1.38
(s, 9H, t-Bu), 1.22 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 8-Me), 1.19-1.16 (m, 1H, 11-Hb), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu),
1.11-1.02 (m, 18H, SiCH,CHgs), 0.78-0.62 (m, 12H, SiCH,CHj3), 0.78-0.71 (m, 3H,
12-Me) ppm; “C-NMR (100 MHz, CeDs, CsDs = 128.06 ppm) & 200.6 (t, C-1), 156.4 (s,
C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.1 (d, C-7),
133.6 (d, C-Ar), 130.8 (s, C-Ar), 130.1 (d, C-6), 115.7 (d, C-Ar), 112.4 (d, C-Ar), 107.9 (d,
C-Ar), 84.6 (d, C-4), 81.4 (d, C-10), 79.5 (s, t-Bu), 76.5 (d, C-9), 75.4 (d, C-5), 58.3 (g,
4-OMe), 57.2 (q, 10-OMe), 45.1 (t, C-13), 41.2 (d, C-8), 40.6 (t, C-2), 36.0 (t, C-11), 31.7 (d,
C-12), 28.3 (g, t-Bu), 26.8 (g, Sit-Bu), 23.2 (t, C-3), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.2 (q, 12-Me), 18.6 (g,
8-Me), 7.5 (q, SICH,CHs), 7.2 (q, SICH,CHs), 5.7 (t, SICH,CHs), 5.5 (t, SiCH,CHs) ppm:
HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar; [a]*’> = +3.6'(c = 1.0,

CH,Cl).

Hemiacetal 92a

Der Aldehyd 89a (12.0 mg, 10.9 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in THF
(5.0 mL) geldst, mit Pyridin (500 pl) und HF*Py (300 ul) versetzt. Nach 4 Tagen wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wasseriger CuSOq4-L6sung gewaschen, tber MgSQO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC
(C18-ISIS-SP) (H,0:MeOH =90:10 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 90:10 — 0:100
{55 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tx = 54.9 min) gereinigt und das
Lactol 92a (4.00 mg, 7.60 umol, 67 %) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.1 (PE:EtOAc = 1:1).
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Die Verbindung 92a wurde ohne weitere Charakterisierung direkt in der néchsten Stufe

eingesetzt.

HRMS (ESI) m/z fiir CogHssNOgNa [M+Na]*: berechnet: 546.3043, gefunden: 546.3047.

N-Boc SNAC-Ester 93a

Das Lactol 92a (2.0 mg, 3.8 umol, 1.0 Aq.) wurde in CHCls (0.2 mL) gel6st, mit dem
Phosphorylid 84 (8.0 mg, 19 umol, 5.0 Aq.) versetzt und der Reaktionsansatz 6 Tage bei RT
gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
per  Flash-Chromatographie  (EtOAc) und  préparativer HPLC  (C18-ISIS-SP)
(H,0:MeOH = 70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60 {45 min}, 40:60 —
15:85 {40 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tz = 57.7 min) gereinigt. Der
SNAC-Ester 93a (1.5 mg, 2.3 pmol, 59 %) wurde als farbloses Ol erhalten; R; = 0.1 (EtOAC).

'H-NMR (500 MHz, CDCls, CHCls = 7.26 ppm): & 6.95-6.88 (m, 1H, 3-H), 6.83 (s, 1H, Ph),
6.65 (s, 1H, Ph), 6.57 (s, 1H, OH), 6.33 (s, 1H, Ph), 6.15 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 5.96 (s,
1H, NH), 5.57 (dd, J = 15.5, 8.8 Hz, 1H, 9-H), 5.42 (dd, J = 15.5, 6.4 Hz, 8-H), 4.29 (dd,
J=5.9,2.8 Hz 1H, 7-H), 3.63 (dd, J = 9.1, 2.9 Hz, 1H, 11-H), 3.50-3.44 (m, 2H, 2’-H), 3.43
(s, 3H, 6-OMe), 3.33 (s, 3H, 12-OMe), 3.19 (dt, J = 10.2, 2.6 Hz, 1H, 12-H), 3.11-3.08 (m,
1H, 6-H), 3.11-3.08 (m, 2H, 1’-H), 2.58 (dd, J = 13.3, 5.5 Hz, 1H, 15-Ha), 2.44-2.36 (m, 1H,
10-H), 2.32-2.25 (m, H, 4-Ha), 2.32-2.25 (m, 1H, 15-Hb), 2.20-2.15 (m, H, 4-Hb), 1.97 (s,
3H, 4’-H), 1.97-1.90 (m, 1H, 14-H), 1.76-1.70 (m, 1H, 13-Ha), 1.76-1.70 (m, 1H, 5-Ha),
1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.50 (s, 9H, t-Bu), 1.15-1.11 (m, 1H, 13-Hb), 1.14 (d, J = 6.6 Hz,
3H, 10-Me), 0.77 (d, J = 65Hz, 3H, 14-Me) ppm; “C-NMR (125 MHz, CDCls,
CDCls = 77.16 ppm) & 191.4 (s, C-1), 170.9 (s, C-3°), 156.7 (s, C-Ar), 152.8 (s, NHCOO),
146.4 (d, C-3), 143.3 (s, C-Ar), 139.5 (s, C-Ar), 135.2 (d, C-9), 128.8 (d, C-8), 128.5 (d, C-2),
111.3 (d, C-Ar), 111.3 (d, C-Ar), 103.4 (d, C-Ar), 83.3 (d, C-6), 80.2 (d, C-12), 77.4 (s, t-Bu),
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73.3 (d, C-11), 71.9 (d, C-7), 58.1 (q, 6-OMe), 57.2 (g, 12-OMe), 44.6 (t, C-15), 39.8 (t,
C-2’), 39.3 (d, C-10), 34.5 (t, C-13), 30.8 (d, C-14), 28.7 (t, C-1"), 28.5 (q, t-Bu), 28.4 (t,
C-5), 27.3 (t, C-4), 23.4 (q, C-4’), 19.0 (g, 14-Me), 18.1 (g, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir C34Hs4No,09SNa [M+Na]": berechnet: 689.3448, gefunden: 689.3448.

Polyol 95

Der Alkohol 73a (20.0 mg, 23.2 umol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(8.0 mL) gel6st, mit Pyridin (1.0 mL) und HF*Py (700 uL) versetzt und 4 Tage bei RT
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wassrigen NaHCO3-Losung beendet. Die
Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger CuSO,4-LOsung gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per
praparativer HPLC  (C18-ISIS-SP) (H,O:MeOH =80:20 {5 min}, Gradient
H,0:MeOH = 80:20 — 50:50 {45 min}, 50:50 — 30:70 {40 min}, 30:70 — 0:100 {1 min},
H,O:MeOH = 0:100 {9 min}, 2.5 mL/min) (tr =61.0 min) gereinigt und der Alkohol 95
(12.0 mg, 22.8 pmol, 98 %) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): 5 6.84 (s, 1H, Ph), 6.62 (s, 1H, Ph), 6.51 (s,
1H, NH), 6.33 (s, 1H, Ph), 5.96 (s, 1H, OH), 5.60 (dd, J = 15.7, 8.2 Hz, 1H, 7-H), 5.46 (dd,
J=157, 6.2 Hz, 6-H), 4.28-4.24 (m, 1H, 5-H), 3.72-3.65 (m, 2H, 1-H), 3.65-3.59 (m, 1H,
9-H), 3.4 (s, 3H, 4-OMe), 3.34 (s, 3H, 10-OMe), 3.26-3.17 (m, 1H, 10-H), 3.26-3.17 (m, 1H,
4-H), 2.72 (s, 1H, OH), 2.66 (s, 1H, OH), 2.48 (dd, J = 13.4, 6.5 Hz, 1H, 13-Ha), 2.35-2.19
(m, 1H, 8H), 2.35-2.19 (m, 1H, 13-Hb), 2.01-1.90 (m, 1H, 12-H), 1.72-1.59 (m, 2H, 2-H),
1.72-1.59 (m, 2H, 3-H), 1.72-1.59 (m, 1H, 11-Ha), 1.50 (s, 9H, t-Bu), 1.30-1.21 (m, 1H,
11-Hb), 1.11 (d, J = 6.2 Hz, 3H, 8-Me), 0.84 (d, J=6.2 Hz, 3H, 12-Me) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCls, CDCls=77.16 ppm) & 156.7 (s, C-Ar), 153.0 (s, NHCOO), 143.4 (s,
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C-Ar), 139.3 (d, C-Ar), 135.2 (d, C-7), 128.8 (d, C-6), 111.6 (d, C-Ar), 111.2 (d, C-Ar), 103.7
(d, C-Ar), 84.3 (d, C-4), 80.4 (d, C-10), 77.4 (s, t-Bu), 74.0 (d, C-5), 72.5 (d, C-9), 62.8 (t,
C-1), 58.0 (g, 4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 44.4 (t, C-13), 38.9 (d, C-8), 34.7 (t, C-11), 30.9 (d,
C-12), 28.8 (t, C-3), 28.5 (q, t-Bu), 25.7 (t, C-2), 19.6 (g, 12-Me), 17.0 (g, 8-Me) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir CysHs7NOgNa [M+Na]": berechnet: 548.3199, gefunden: 548.3199;
[0]*° = -26.8° (c = 1.0, MeOH).

Persilyliertes Polyol 96

OTES

Der Alkohol 95 (12.0 mg, 22.8 pumol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(7.0 mL) gel6st, auf -78 °C gekiihlt und mit 2,6-Lutidin (23.0 ul, 202 pmol, 7.0 Ag.) und
anschlieBend mit TESOTT (25.0 pl, 114 pmol, 5.0 Aq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
fur 1 h bei -78 °C geriihrt und auf RT erwédrmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH4Cl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 20:1) gereinigt
und der geschitzte Alkohol 96 (20.0 mg, 20.4 umol, 89 %) als farbloses Ol erhalten; R¢= 0.5
(PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CeDsH = 7.16 ppm): & 7.49 (s, 1H, Ph), 6.63 (s, 1H, Ph), 6.39 (s,
1H, Ph), 6.09 (s, 1H, NH), 5.65 (dd, 1H, J = 15.5, 6.5 Hz, 7-H), 5.53 (dd, 1H, J = 15.5,
8.7 Hz, 6-H), 4.22 (dd, 1H, J = 5.2, 3.3 Hz, 5-H), 3.80-3.70 (m, 1H, 9-H), 3.70-3.60 (m, 2H,
1-H), 3.48-3.37 (m, 1H, 10-H), 3.33 (s, 3H, 4-OMe), 3.27 (s, 3H, 10-OMe), 3.24-3.11 (m, 1H,
H-4), 2.64 (dd, J = 13.2, 6.1 Hz, 1H, 13-Ha), 2.44-2.32 (m, 1H, 8-H), 2.44-2.32 (m, 1H,
13-Hb), 2.26-2.11 (M, 1H, 12-H), 2.02-1.92 (m, 1H, 2-Ha), 2.02-1.92 (m, 1H, 11-Ha), 2.02-
1.92 (m, 1H, 3-Ha), 1.81-1.66 (m, 1H, 2-Hb), 1.81-1.66 (m, 1H, 3-Hb), 1.43 (s, 9H, t-Bu),
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1.25-1.17 (m, 3H, 8-Me), 1.17-1.15 (m, 1H, 11-Hb), 1.15-0.94 (m, 36H, SiCH,CHs),
0.83-0.49 (m, 24H, SiCH,CHs), 0.78-0.66 (m, 3H, 12-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CgDs,
CsDg = 128.06 ppm) 6 156.7 (s, C-Ar), 152.5 (s, NHCOO), 143.5 (s, C-Ar), 140.1 (s, C-Ar),
134.8 (d, C-7), 131.4 (d, C-6), 115.9 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.7 (d, C-Ar), 85.5 (d,
C-4), 81.4 (d, C-10), 79.6 (s, t-Bu), 76.4 (d, C-9), 76.0 (d, C-5), 63.3 (t, C-1), 58.4 (q,
4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 45.3 (t, C-13), 41.3 (d, C-8), 35.9 (t, C-11), 31.8 (d, C-12), 29.7
(t, C-2), 28.4 (g, t-Bu), 27.2 (t, C-3), 19.5 (g, 12-Me), 18.7 (g, 8-Me), 7.5 (g, SiCH,CHs), 7.3
(q, SiCH,CHs), 7.2 (g, SiCH,CHs), 7.1 (q, SiCH,CH3), 7.0 (g, SiCH.CH3), 6.9 (q,
SiCH,CHs3), 5.6 (t, SICH,CHs), 5.5 (t, SICH,CHs), 4.9 (t, SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI):
Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar; [a]*°5 = +0.8° (¢ = 1.0, CH,CL,).

Silylierter Aldehyd 97

OTES

OTES

DMSO (2.4 pL, 34 pmol, 3.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare mit CH,Cl, (3.0 mL)
gemischt, auf -78 °C gekiihlt und mit Oxalylchlorid (1.9 uL, 22 pmol, 2.0 Ag.) langsam
versetzt. Nach weiteren 10 min wurde der Alkohol 96 (11 mg, 11 umol, 1.0 Aq.) in CH,Cl,
(0.5 mL) gelost und zum Reaktionsansatz gegeben. Nach 10 min wurde das
Reaktionsgemisch auf -60 °C erwdarmt und fir 1.5 h geriihrt. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz wieder auf -78 °C gekiihlt, mit DIPEA (13 uL, 78 umol, 7.0 Aq.) versetzt
und auf RT erwdrmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 — 10:1) gereinigt und der Aldehyd 97 (6.0 mg,
6.9 umol, 62 %) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.4 (PE:EtOAc = 9:1).
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'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 9.44 (s, 1H, 1-H), 7.44 (s, 1H, Ph), 6.64 (s,
1H, Ph), 6.42 (s, 1H, Ph), 6.11 (s, 1H, NH), 5.55-5.44 (m, 1H, 7-H), 5.55-5.44 (m, 1H, 6-H),
4.16-4.10 (m, 1H, 5-H), 3.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 9-H), 3.42-3.15 (m, 1H, 10-H), 3.27 (s, 3H,
4-OMe), 3.22 (s, 3H, 10-OMe), 2.97 (dt, J =9.1, 3.2 Hz, 1H, H-4), 2.66 (dd, J = 13.3, 6.0 Hz,
1H, 13-Ha), 2.45-2.28 (m, 1H, 8-H), 2.45-2.28 (m, 1H, H-13b), 2.25-2.03 (m, 2H, 2-H), 2.25-
2.03 (m, 1H, 12-H), 2.03-1.86 (m, 1H, 3-Ha), 2.03-1.86 (m, 1H, 11-Ha), 1.75-1.47 (m, 1H,
3-Hb), 1.42 (s, 9H, t-Bu), 1.22 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 8-Me), 1.19-1.16 (m, 1H, 11-Hb), 1.11-
1.02 (m, 27H, SiCH,CHj3), 0.88-0.71 (m, 3H, 12-Me), 0.82-0.45 (m, 18H, SiCH,CHz3) ppm;
B3C-NMR (100 MHz, C¢Ds, CsDs = 128.06 ppm) & 200.6 (t, C-1), 156.7 (s, C-Ar), 152.5 (s,
NHCOO), 143.5 (s, C-Ar), 140.1 (s, C-Ar), 135.0 (d, C-7), 130.8 (d, C-6), 115.9 (d, C-Ar),
112.3 (d, C-Ar), 107.8 (d, C-Ar), 84.6 (d, C-4), 81.5 (d, C-10), 79.6 (s, t-Bu), 76.4 (d, C-9),
75.4 (d, C-5), 58.3 (q, 4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 45.2 (t, C-13), 41.4 (d, C-8), 40.6 (t, C-2),
36.0 (t, C-11), 31.8 (d, C-12), 28.4 (q, t-Bu), 23.2 (t, C-3), 19.5 (q, 12-Me), 18.7 (q, 8-Me),
7.5 (g, SiCH.CHs), 7.3 (g, SiCH,CHs), 7.0 (g, SiCH,CHs), 5.7 (t, SiCH,CH3), 5.5 (t,
SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar;
[@]?°0 = +0.43° (c = 1.0, CH.CL,).

Silylierter SNAC-Ester 98

OTES

Der Aldehyd 97 (6.0 mg, 6.9 umol, 1.0 Aq.) wurde in CHCl; (0.5 mL) geldst, mit dem
Phosphorylid 84 (15 mg, 35 umol, 5.0 Aqg.) versetzt und der Reaktionsansatz zwei Tage bei
40 °C gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 1:1) gereinigt und der SNAC-Ester 98
(6.0 mg, 5.9 pmol, 86 %) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.3 (PE:EtOAc = 1:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 6.91 (dt, J = 15.5, 6.9 Hz, 1H, 3-H), 6.79
(s, 1H, Ph), 6.69 (s, 1H, Ph), 6.47 (s, 1H, NH), 6.34 (s, 1H, Ph), 6.11 (d, J = 15.5 Hz, 1H,
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H-2), 5.93 (s, 1H, NH), 5.57-5.42 (m, 1H, 9-H), 5.57-5.42 (m, 1H, 8-H), 4.13-4.08 (m, 1H,
7-H), 3.57 (dd, J = 8.8, 1.6 Hz, 1H, 11-H), 3.45-3.37 (m, 2H, 2’-H), 3.38 (s, 3H, 6-OMe),
3.25 (s, 3H, 12-OMe), 3.23-3.14 (m, 1H, 12-H), 3.11-3.04 (m, 2H, 1’-H), 3.04-2.97 (m, 1H,
6-H), 2.56 (dd, J = 13.2, 5.7 Hz, 1H, 15-Ha), 2.41-2.30 (m, H, 4-Ha), 2.30-2.14 (m, 1H,
10-H), 2.30-2.14 (m, 1H, 15-Hb), 2.30-2.14 (m, H, 4-Hb), 1.96 (s, 3H, 4’-H), 1.95-1.84 (m,
1H, 14-H), 1.70-1.57 (m, 1H, 13-Ha), 1.70-1.57 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.51
(s, 9H, t-Bu), 1.11-1.06 (m, 1H, 13-Hb), 1.06 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 10-Me), 1.06-0.90 (m, 27H,
SiCH,CHj), 0.81-0.71 (m, 3H, 14-Me), 0.82-0.53 (m, 18H, SiCH,CH3) ppm; “*C-NMR
(125 Hz, CDCls, CDCls = 77.16 ppm) & 190.5 (s, C-1), 170.4 (s, C-37), 156.0 (s, C-Ar), 146.7
(d, C-3), 143.5 (s, C-Ar), 139.2 (s, C-Ar), 135.1 (d, C-9), 130.4 (d, C-8), 128.5 (d, C-2), 115.7
(d, C-Ar), 112.5 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 84.6 (d, C-6), 81.1 (d, C-12), 77.4 (s, t-Bu), 76.1
(d, C-11), 74.9 (d, C-7), 58.6 (g, 6-OMe), 57.3 (g, 12-OMe), 44.9 (t, C-15), 40.8 (d, C-10),
40.0 (t, C-27), 36.0 (t, C-13), 31.3 (t, C-5), 28.8 (d, C-14), 28.6 (t, C-4), 28.5 (q, t-Bu), 28.4
(t, C-1°), 23.4 (g, C-4"), 19.2 (g, 14-Me), 18.1 (g, 10-Me), 7.5 (q, SiCH,CH3), 7.2 (q,
SiCH,CHs), 7.0 (q, SiCH2CHs), 5.7 (t, SICH,CHs), 5.5 (t, SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI) m/z
fir Cs,He7N20eSSis [M+H]*: berechnet: 1009.6223, gefunden: 1009.6223. [¢]*°p = -0.75°
(c = 1.0, CH,CLy).

SNAC-Ester 37

Methode 1

Der SNAC-Ester 93a (1.5 mg, 2.3 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(1.0 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit TFA (180 pL) versetzt. Nach 3 h wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSQO, getrocknet und unter

vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC
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(C18-ISIS-SP) (H,0:MeOH =70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60
{45 min}, 40:60 — 15:85 {40 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 37.9 min)
gereinigt und das Amin 37 (1.0 mg, 1.8 umol, 79 %) als farbloses Ol erhalten.

Methode 2

Der TES-geschiitzte SNAC-Ester 98 (8.0 mg, 7.9 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-
Atmosphére in CH,Cl, (4.0 mL) gel6st, auf 0 °C gekihlt und mit TFA (550 ul) versetzt. Nach
3 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wéssrigen NaHCO3-L6sung beendet. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per praparativer HPLC
(C18-ISIS-SP) (H,0:MeOH = 70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60
{45 min}, 40:60 — 15:85 {40 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 37.9 min)
gereinigt und das Amin 37 (3.5 mg, 6.2 umol, 78 %) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, CHCIl; = 7.26 ppm): & 6.99-6.88 (m, 1H, 3-H), 6.15 (d,
J=15.7 Hz, 1H, H-2), 6.16 (s, 1H, Ph), 6.07 (s, 1H, Ph), 6.04 (s, 1H, Ph), 5.89 (s, 1H, NH),
5.59 (dd, J = 15.2, 8.7 Hz, 1H, 9-H), 5.46 (dd, J = 15.2, 5.0 Hz, 8-H), 4.34-4.28 (m, 1H, 7-H),
3.60-3.69 (m, 1H, 11-H), 3.50-3.43 (m, 2H, 2’-H), 3.43 (s, 3H, 6-OMe), 3.34 (s, 3H,
12-OMe), 3.24-3.17 (m, 1H, 12-H), 3.14-3.06 (m, 1H, 6-H), 3.14-3.06 (m, 2H, 1’-H), 2.53
(dd, J = 13.2, 5.4 Hz, 1H, 15-Ha), 2.47-2.37 (m, 1H, 10-H), 2.34-2.25 (m, 1H, 15-Hb), 2.25-
2.10 (m, 2H, 4-H), 1.96 (s, 3H, 4°-H), 1.98-1.93 (m, 1H, 14-H), 1.73-1.62 (m, 1H, 13-Ha),
1.73-1.62 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.17-1.15 (m, 1H, 13-Hb), 1.15 (d,
J =6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.79 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.16 ppm) 8 191.3 (s, C-1), 170.6 (s, C-3’), 157.1 (s, C-Ar), 147.8 (d, C-3), 146.4
(s, C-Ar), 143.8 (s, C-Ar), 135.4 (d, C-9), 128.8 (d, C-8), 128.6 (d, C-2), 108.6 (d, C-Ar),
107.2 (d, C-Ar), 100.1 (d, C-Ar), 83.5 (d, C-6), 80.3 (d, C-12), 73.4 (d, C-11), 72.1 (d, C-7),
58.1 (g, 6-OMe), 57.2 (g, 12-OMe), 44.7 (t, C-15), 39.8 (t, C-2’), 39.3 (d, C-10), 34.7 (t,
C-13), 30.9 (d, C-14), 28.8 (t, C-1°), 28.5 (t, C-5), 27.4 (t, C-4), 23.4 (q, C-4°), 19.1 (q,
14-Me), 18.1 (g, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CygHsN,0;S [M+H]": berechnet:
567.3104, gefunden: 5673101; [a]*°p = -4.0° (c = 0.1, MeOH).
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6.3.5. Synthese des SNAC-Esters von 2,8,6-destri-Methyl-6-epi-seco-
Progeldanamycin 38

Methathese Produkt 74

OTBDPS

Das Alken 39 (0.05 g, 0.08 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in (CH,CI);
(3.0 mL) gelost, mit dem Alken 59 (0.09 g, 0.24 mmol, 3.0 Ag.) und GRuBBS-HOVEYDA I
Katalysator (5.0 mg, 7.98 pumol, 0.1 Aq.) versetzt und auf 40 °C erhitzt. Nach jeweils 10 h
wurde portionsweise eine weitere Menge des GRUBBS-HOVEYDA |l Katalysators (5.0 mg,
7.98 umol, 0.1 Ag.) zugegeben. Nach 48 h wurde das Reaktionsgemisch auf RT gekiihlt und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 4:1), gefolgt von préparativer HPLC (C18-P)
(H,O:MeOH = 80:20 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 — 0:100 {75 min},
H,0:MeOH = 0:100 {20 min}, 15 mL/min) (tzr = 88.0 min) gereinigt. Es wurden 34.0 mg
(34.8 umol, 44 %) des Produktes 74 und 6.0 mg (6.1 umol, 7 %) des Produktes 5-epi-74 als
farblose Ole erhalten; Ry = 0.3 (PE:EtOAc = 5:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.92-7.78 (m, 4H, SiPh), 7.35-7.20 (m,
6H, SiPh), 7.10 (s, 1H, 17-H), 6.78 (s, 1H, 15-H), 6.48 (s, 1H, 19-H), 5.94 (s, 1H, NH), 5.70
(dd, J = 15.5, 7.9 Hz, 1H, 7-H), 5.60 (dd, J = 15.5, 5.5 Hz, 6-H), 4.14 (br. s, 1H, 5-H), 3.75-
3.71 (m, 1H, 4-H), 3.61-3.56 (m, 1H, 9-H), 3.61-3.56 (M, 2H, 1-H), 3.26-3.23 (m, 1H, 10-H),
3.05 (s, 3H, 10-OMe), 2.41 ( dd, J = 13.1, 6.0 Hz, 1H, 13-Ha), 2.45-2.35 (m, 1H, 8-H), 2.12
(dd, J = 13.1, 8.7 Hz, 1H, 13-Hb), 2.03 (br. s., 1H, 5-OH), 1.96 (br. s., 1H, 9-OH), 1.99-1.90
(m, 1H, 12-H), 1.78-1.68 (m, 1H, 2-Ha), 1.78-1.68 (m, 1H, 3-Ha), 1.78-1.68 (m, 1H, 11-Ha),
1.65-1.54 (m, 1H, 2-Hb), 1.65-1.54 (m, 1H, 3-Hb), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.32 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
8-Me), 1.20 (s, 9H, Sit-Bu), 1.18-1.13 (m, 1H, 11-Hb), 1.00 (s, 9H, Sit-Bu), 0.97 (s, 9H,
Sit-Bu), 0.76 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.11 (s, 6H, SiMe), 0.09 (s, 6H, SiMe) ppm;
B3C-NMR (100 MHz, CgDs, CsDs = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.4 (s, NHCOO), 143.4
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(s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 134.2 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar),
129.4 (d, C-6), 115.7 (d, C-19), 112.6 (d, C-15), 107.9 (d, C-17), 80.5 (d, C-10), 79.6 (s,
t-Bu), 76.1 (d, C-4), 75.4 (d, C-5), 73.9 (d, C-9), 63.5 (t, C-1), 56.7 (g, 10-OMe), 45.0 (t,
C-13), 39.3 (d, C-8), 35.3 (t, C-11), 31.4 (d, C-12), 29.4 (t, C-2), 29.0 (t, C-3), 28.3 (q, t-Bu),
26.8 (q, Sit-Bu), 26.2 (q, Sit-Bu), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.2 (q, 12-Me), 18.6 (s, Sit-Bu), 18.4 (s,
Sit-Bu), 17.5 (g, 8-Me), -4.2 (q, SiMe), -4.3 (q, SiMe), -5.1 (q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z
flir CssHo1NOgSisNa [M+Na]*: berechnet: 1000.5950, gefunden: 1000.5927; [a]*p = -18.2°
(c =0.33, CHCIs).

Silyliertes Polyol 99

OTBDPS

Der Alkohol 74 (50.0 mg, 51.1 pumol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(10 mL) gel6st, auf 0 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (30.0 pL, 256 pmol, 5.0 Ag.) und
anschlieBend mit TBSOTf (35.0 uL, 153.3 pmol, 3.0 Aqg.) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde auf RT erwarmt und fur weitere 3 h bei RT geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
einer wassrigen NH,CI-Ldsung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 50:1) gereinigt
und der geschiitzte Alkohol 99 (50.0 mg, 41.4 umol, 81 %) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.7
(PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CeDsH = 7.16 ppm): & 7.92-7.78 (m, 4H, SiPh), 7.25-7.15 (m,
6H, SiPh), 7.16 (s, 1H, 17-H), 6.65 (s, 1H, 15-H), 6.49 (s, 1H, 19-H), 5.85 (s, 1H, NH), 5.64
(dd, J = 15.7, 7.2 Hz, 1H, 6-H), 5.46 (dd, J = 15.7, 8.9 Hz, 7-H), 4.13-4.11 (m, 1H, 5-H),
3.81-3.75 (m, 1H, 4-H), 3.68-3.62 (m, 1H, 9-H), 3.68-3.62 (m, 2H, 1-H), 3.35-3.29 (m, 1H,
10-H), 3.23 (s, 3H, 10-OMe), 2.43 (dd, J = 13.1, 6.5 Hz, 1H, 13-Ha), 2.35-2.25 (m, 1H, 8-H),
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2.20 (dd, J = 13.1, 8.2 Hz, 1H, 13-Hb), 2.05-1.97 (m, 1H, 12-H), 1.93-1.62 (m, 2H, 2-H),
1.93-1.62 (m, 2H, 3-H), 1.93-1.62 (m, 1H, 11-Ha), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.28 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
8-Me), 1.20 (s, 9H, Sit-Bu), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu), 1.06 (s, 9H, Sit-Bu), 1.08-1.03 (m, 1H,
11-Hb), 1.00 (s, 9H, Sit-Bu), 0.81 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.23 (s, 3H, SiMe), 0.21 (s, 3H,
SiMe), 0.19 (s, 3H, SiMe), 0.17 (s, 3H, SiMe), 0.16 (s, 6H, SiMe), 0.10 (s, 6H, SiMe) ppm;
BC-NMR (100 MHz, C¢Ds, CsDs = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4
(s, C-Ar), 140.0 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.1 (d, C-7), 133.7 (d, C-Ar), 130.7 (s, C-6),
130.0 (d, C-Ar), 115.7 (d, C-19), 112.5 (d, C-15), 107.9 (d, C-17), 81.6 (d, C-10), 79.5 (s,
t-Bu), 78.5 (d, C-5), 77.5 (d, C-4), 76.1 (d, C-9), 63.5 (t, C-1), 57.2 (q, 10-OMe), 45.3 (t,
C-13), 41.2 (d, C-8), 35.7 (t, C-11), 31.5 (d, C-12), 30.3 (t, C-3), 29.7 (t, C-2), 28.3 (q, t-Bu),
26.8 (q, Sit-Bu), 26.5 (q, Sit-Bu), 26.4 (q, Sit-Bu), 26.2 (q, Sit-Bu), 19.9 (s, Sit-Bu), 19.6 (q,
12-Me), 18.9 (q, 8-Me), 18.7 (s, Sit-Bu), 18.6 (s, Sit-Bu), -3.4 (g, SiMe), -3.6 (q, SiMe), -3.7
(g, SiMe), -4.1 (q, SiMe), -4.3 (q, SiMe), -4.5 (g, SiMe), -5.1 (q, SiMe) ppm; HRMS (ESI):

Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar; [a]*5 = +0.7° (c = 1.0, CHCl5).

Polyol 99a

OTBDPS

Der Alkohol 99 (30.0 mg, 24.9 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(6.0 mL) geldst, auf 0 °C gekihlt und mit MeOH (4.0 mL) und CSA (1.70 mg, 7.50 pumol,
0.3 Ag.) versetzt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCO:-
Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit CH,Cl,
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 5:1) gereinigt und der
Alkohol 99a (25.0 mg, 229 umol, 93 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.2
(PE:EtOAC = 10:1).
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'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.87-7.84 (m, 4H, SiPh), 7.22-7.19 (m,
6H, SiPh), 7.08 (s, 1H, 17-H), 6.75 (s, 1H, 15-H), 6.50 (s, 1H, 19-H), 5.99 (s, 1H, NH), 5.60
(dd, J =15.4, 7.4 Hz, 1H, 6-H), 5.37 (dd, J = 15.4, 9.1 Hz, 7-H), 4.07 (dd, J = 7.4, 1.9 Hz, 1H,
5-H), 3.77-3.73 (m, 1H, 4-H), 3.61 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 9-H), 3.46-3.43 (m, 2H, 1-H), 3.28 (d,
J =10.2 Hz, 1H, 10-H), 3.21 (s, 3H, 10-OMe), 2.52 (dd, J = 13.1, 5.8 Hz, 1H, 13-Ha), 2.28-
2.20 (m, 1H, 8-H), 2.16 (dd, J = 13.1, 8.9 Hz, 1H, 13-Hb), 2.04-1.95 (m, 1H, 12-H), 1.86-1.79
(m, 1H, 11-H), 1.71-1.60 (m, 1H, 2-Ha), 1.71-1.60 (m, 1H, 3-Ha), 1.58-1.46 (m, 1H, 2-Hb),
1.58-1.46 (m, 1H, 3-Hb), 1.37 (s, 9H, t-Bu), 1.20 (s, 9H, Sit-Bu), 1.18 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
8-Me), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu), 1.04 (s, 18H, Sit-Bu), 1.03-1.00 (m, 1H, 11-Hb), 0.80 (d,
J=6.5Hz, 3H, 12-Me), 0.23 (s, 6H, SiMe), 0.18 (s, 3H, SiMe), 0.15 (s, 9H, SiMe) ppm;
BC-NMR (100 MHz, C¢Ds, CsDs = 128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.4 (s, NHCOO), 143.6
(s, C-Ar), 140.0 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.3 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.5 (s, C-6),
130.1 (d, C-Ar), 115.8 (d, C-19), 112.5 (d, C-15), 107.9 (d, C-17), 81.8 (d, C-10), 79.6 (s,
t-Bu), 78.6 (d, C-5), 77.6 (d, C-4), 76.1 (d, C-9), 62.9 (t, C-1), 57.0 (g, 10-OMe), 45.1 (t,
C-13), 41.4 (d, C-8), 35.7 (t, C-11), 31.8 (d, C-12), 30.5 (t, C-3), 29.7 (t, C-2), 28.3 (q, t-Bu),
26.8 (q, Sit-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 26.4 (q, Sit-Bu), 19.8 (q, 12-Me), 19.6 (s, Sit-Bu), 19.0 (q,
8-Me), 18.9 (s, Sit-Bu), 18.6 (s, Sit-Bu), -3.4 (q, SiMe), -3.6 (g, SiMe), -3.6 (g, SiMe), -4.1 (q,
SiMe), -4.3 (q, SiMe), -4.6 (q, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch
nicht nachweisbar; [e]*°5 = +4.8° (¢ = 1.0, CH.CL,).

Silylierter Aldehyd 100

OTBDPS

Der Alkohol 99a (25.0 mg, 22.9 pmol, 1.0 Aq.) wurde in CH,CI, (5.0 mL) gel6st, auf 0 °C
gekiihlt und mit NaHCO3 (2.30 mg, 27.5 umol, 1.2 Ag.) und anschlieBend mit DMP-Reagenz
(11.7 mg, 27.5 pmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fiir
1h bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SOs-Ldsung

beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert.
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Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, ber
MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per
Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 — 10:1) gereinigt und der Aldehyd 100 (25.0 mg,
22.9 umol, 99 %) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.6 (PE:EtOAc = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 9.43 (s, 1H, 1-H), 7.87-7.85 (m, 4H,
SiPh), 7.21-7.19 (m, 6H, SiPh), 7.08 (s, 1H, 17-H), 6.67 (s, 1H, 15-H), 6.50 (s, 1H, 19-H),
5.89 (s, 1H, NH), 5.53 (dd, J = 15.0, 7.0 Hz, 1H, 6-H), 5.39 (dd, J = 15.0, 9.0 Hz, 7-H), 4.01
(d, J=7.0 Hz, 1H, 5-H), 3.68-3.65 (m, 1H, 4-H), 3.62 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 9-H), 3.28-3.24 (m,
1H, 10-H), 3.24 (s, 3H, 10-OMe), 2.45 (dd, J = 12.3, 5.8 Hz, 1H, 13-Ha), 2.29-2.09 (m, 1H,
8-H), 2.29-2.09 (m, 1H, 13-Hb), 2.29-2.09 (m, 2H, 2-H), 2.03-1.98 (m, 1H, 12-H), 1.89-1.64
(m, 1H, 11-H), 1.89-1.64 (m, 2H, 3-H), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.18 (d,
J=6.8 Hz, 3H, 8-Me), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.03 (s, 9H, Sit-Bu), 1.01 (s, 9H, Sit-Bu),
1.03-1.00 (m, 1H, 11-Hb), 0.77 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.22 (s, 3H, SiMe), 0.19 (s, 3H,
SiMe), 0.16 (s, 9H, SiMe) 0.15 (s, 3H, SiMe) ppm; “C-NMR (100 MHz, CgDs,
CeDs = 128.06 ppm) 6 200.5 (d, C-1), 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar),
140.0 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.5 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.2 (s, C-6), 130.1 (d,
C-Ar), 115.7 (d, C-19), 112.5 (d, C-15), 107.9 (d, C-17), 81.5 (d, C-10), 79.5 (s, t-Bu), 78.6
(d, C-5), 76.4 (d, C-4), 76.0 (d, C-9), 57.2 (q, 10-OMe), 45.2 (t, C-13), 41.3 (d, C-8), 40.6 (t,
C-2), 35.7 (t, C-11), 31.5 (d, C-12), 28.3 (g, t-Bu), 26.8 (q, Sit-Bu), 26.5 (q, Sit-Bu), 26.4 (q,
Sit-Bu), 26.3 (q, Sit-Bu), 25.7 (t, C-3), 19.8 (q, 12-Me), 19.4 (s, Sit-Bu), 18.9 (g, 8-Me), 18.9
(s, Sit-Bu), 18.6 (s, Sit-Bu), 18.6 (s, Sit-Bu), -3.4 (g, SiMe), -3.6 (q, SiMe), -3.7 (q,
SiMe), -4.2 (g, SiMe), -4.5 (g, SiMe), -4.6 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz

massenspektrometrisch nicht nachweisbar; [a]*%5 = +0.8° (¢ = 1.0, CH,Cl,).
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Hemiacetal 101

OH

Der Aldehyd 100 (3.0 mg, 2.8 pmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(1.5 mL) gel6st und mit Pyridin (30 puL) und HF*Py (240 uL) versetzt. Nach 7 Tagen wurde
die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCO3-Ldsung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit CuSO,4-L6sung gewaschen, uber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per praparativer HPLC (C18-SP)
(H,O:MeOH = 90:10 {5 min}, Gradient H,O0:MeOH = 90:10 — 0:100 {55 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg =53.0 min) gereinigt und das Lactol 101
(1.2mg, 2.4 pmol, 86 %) als farbloses Ol erhalten; R = 0.1 (PE:EtOAc = 1:2). Die

Verbindung 101 wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

HRMS (ESI) m/z fiir C,7H43NOgNa [M+Na]": berechnet: 532.2886, gefunden: 532.2883.

N-Boc SNAC-Ester 102

Das Lactol 101 (1.2 mg, 2.4 umol, 1.0 Aq.) wurde in CHCl; (0.5 mL) gel6st, mit dem
Phosphorylid 84 (2.5 mg, 5.9 umol, 2.5 Aq.) versetzt und 6 Tage bei RT gerihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt per préparativer
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HPLC (C18-SP) (H,O:MeOH = 70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 0:100
{85 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tr =55.6 min) gereinigt und der
SNAC-Ester 102 (1.0 mg, 1.5umol, 68 %) als farbloses Ol erhalten; R;=0.1
(EtOAC:MeOH =10:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 6.96-6.90 (m, 1H, 3-H), 6.82 (s, 1H, Ph),
6.64 (s, 1H, Ph), 6.57 (s, 1H, OH), 6.34 (s, 1H, Ph), 6.15 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 5.96 (s,
1H, NH), 5.59-5.49 (m, 1H, 9-H), 5.59-5.49 (m, 1H, 8-H), 4.03-4.00 (m, 1H, 7-H), 3.65-3.62
(m, 1H, 11-H), 3.65-3.62 (m, 1H, 6-H), 3.49-3.43 (m, 2H, 2’-H), 3.33 (s, 3H, 12-OMe),
3.20-3.17 (m, 1H, 12-H), 3.09-3.06 (m, 2H, 1’-H), 2.58 (dd, 1H, J = 13.4, 5.1 Hz, 15-Ha),
2.51-2.44 (m, 1H, 10-H), 2.34-2.24 (m, H, 4-Ha), 2.34-2.24 (m, 1H, 15-Hb), 2.34-2.24 (m, H,
4-Hb), 2.34-2.24 (m, 1H, 5-Ha), 1.97 (s, 3H, 4’-H), 1.97-1.90 (m, 1H, 14-H), 1.76-1.70 (m,
1H, 13-Ha), 1.76-1.70 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.50 (s, 9H, t-Bu), 1.15-1.11
(m, 1H, 13-Hb), 1.13 (d, J=6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.87 (d, J= 6.6 Hz, 3H, 14-Me) ppm;
3C-NMR (125 MHz, CDCl;, CDCls = 77.0 ppm) & 191.2 (s, C-1), 170.8 (s, C-3’), 156.6 (s,
C-Ar), 1525 (s, NHCOO), 146.1 (d, C-3), 143.1 (s, C-Ar), 139.3 (s, C-Ar), 136.8 (d, C-9),
128.6 (d, C-8), 128.5 (d, C-2), 111.5 (d, C-Ar), 111.3 (d, C-Ar), 103.6 (d, C-Ar), 80.2 (d,
C-12), 77.5 (s, t-Bu), 75.9 (d, C-11), 73.3 (d, C-6), 73.3 (d, C-7), 57.1 (q, 12-OMe), 44.3 (t,
C-15), 39.6 (t, C-2’), 39.2 (d, C-10), 34.3 (t, C-13), 31.9 (d, C-14), 30.7 (t, C-5), 29.4 (t,
C-17), 28.9 (t, C-4), 28.4 (g, t-Bu), 23.3 (q, C-4’), 19.0 (g, 14-Me), 18.0 (g, 10-Me) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir C33Hs,N,OgSNa [M+Na]™: berechnet: 675.3291, gefunden: 675.3287.

Polyol 103

Der Alkohol 74 (19.0 mg, 19.5 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(5.0 mL) gel6st und mit Pyridin (700 pl) und HF*Py (500 pl) versetzt. Nach 4 Tagen wurde

die Reaktion durch Zugabe einer wéssrigen NaHCOs-Losung beendet. Die Phasen wurden
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getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit CuSO4-Losung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC
(C18-ISIS-SP) (H,0:MeOH = 80:20 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 — 50:50
{45 min}, 50:50 — 30:70 {40 min}, 30:70 — 0:100 {1 min}, H,0:MeOH = 0:100 {9 min},
2.5 mL/min) (tg = 54.5 min) gereinigt und der Alkohol 103 (9.00 mg, 17.6 umol, 90 %) als

farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d;, MeOH = 3.31 ppm): & 6.78 (s, 1H, Ph), 6.59 (s, 1H, Ph),
6.26 (s, 1H, Ph), 5.62-5.48 (m, 1H, 7-H), 5.62-5.48 (m, 1H, 6-H), 3.90-3.82 (m, 1H, 5-H),
3.57-3.47 (m, 2H, 1-H), 3.57-3.47 (m, 1H, 9-H), 3.46-3.40 (m, 1H, 4-H), 3.29-3.25 (m, 1H,
10-H), 3.28 (s, 3H, 10-OMe), 2.45 (dd, J = 13.2, 6.5 Hz, 1H, 13-Ha), 2.29 (dd, J = 13.2,
7.9 Hz, 1H, 13-Hb), 2.26-2.18 (m, 1H, 8-H), 1.97-1.86 (m, 1H, 12-H), 1.76-1.51 (m, 2H,
2-H), 1.76-1.51 (m, 2H, 3-H), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.42-1.30 (m, 1H, 11-Ha), 1.24-1.10 (m,
1H, 11-Hb), 1.06 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 8-Me), 0.84 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me) ppm; *C-NMR
(100 MHz, MeOD, MeOD =49.0 ppm): & 158.6 (s, C-Ar), 155.2 (s, NHCOO), 144.2 (s,
C-Ar), 141.2 (s, C-Ar), 136.3 (d, C-7), 130.8 (d, C-6), 112.2 (d, C-Ar), 111.7 (d, C-Ar), 104.6
(d, C-Ar), 81.4 (d, C-10), 80.6 (s, t-Bu), 76.9 (d, C-4), 75.6 (d, C-5), 75.2 (d, C-9), 63.1 (t,
C-1), 57.0 (g, 10-OMe), 45.9 (t, C-13), 40.8 (d, C-8), 36.2 (t, C-11), 32.3 (d, C-12), 30.1 (t,
C-3), 30.1 (t, C-2), 28.7 (q, t-Bu), 19.7 (q, 12-Me), 17.7 (q, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir
C,7H1sNOgNa [M+Na]": berechnet: 534.3043, gefunden: 534.3040; [o]*%, = -34.1° (c = 1.0,
MeOH).

Silyliertes Polyol 104

OTES

Der Alkohol 103 (12.0 mg, 23.0 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(10 mL) gelost, auf -78 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (21.0 pL, 184 pmol, 8.0 Ag.) und
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anschlieBend mit TESOTf (30.0 uL, 141 umol, 6.0 Aqg.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
fir 1 h bei -78 °C gerlhrt und auf RT erwdrmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH4Cl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 20:1) gereinigt
und der geschiitzte Alkohol 104 (20.0 mg, 18.5 umol, 80 %) als farbloses Ol erhalten; R; = 0.7
(PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.46 (s, 1H, Ph), 6.63 (s, 1H, Ph), 6.37 (s,
1H, Ph), 6.00 (s, 1H, NH), 5.75 (dd, 1H, J= 15.5, 7.3 Hz, 6-H), 5.44 (dd, 1H, J = 15.5,
8.7 Hz, 7-H), 4.08 (dd, J = 7.3, 1.8 Hz, 1H, 5-H), 3.88-3.82 (m, 1H, 4-H), 3.75-3.62 (m, 2H,
1-H), 3.75-3.62 (m, 1H, H-9), 3.44-3.37 (m, 1H, 10-H), 3.30 (s, 3H, 10-OMe), 2.61 (dd,
J=13.2, 6.5 Hz, 1H, 13-Ha), 2.41-2.37 (m, 1H, 13-Hb), 2.37-2.29 (m, 1H, 8-H), 2.26-2.13
(m, 1H, 12-H), 2.07-1.93 (m, 1H, 11-Ha), 1.92-1.79 (m, 1H, 2-Ha), 1.77-1.57 (m, 2H, 3-H),
1.77-1.57 (m, 1H, 2-Hb), 1.42 (s, 9H, t-Bu), 1.25 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 8-Me), 1.20-1.16 (m, 1H,
11-Hb), 1.16-0.98 (m, 45H, SiCH,CHj;), 1.08-0.98 (m, 3H, 12-Me), 0.84-0.59 (m, 30H,
SiCH,CH3) ppm; *C-NMR (100 MHz, CsDs, CsDg = 128.06 ppm) & 156.7 (s, C-Ar), 152.4
(s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.1 (s, C-Ar), 135.0 (d, C-7), 130.9 (d, C-6), 115.9 (d, C-Ar),
112.2 (d, C-Ar), 107.8 (d, C-Ar), 81.4 (d, C-10), 79.6 (s, t-Bu), 78.3 (d, C-5), 77.5 (d, C-4),
76.1 (d, C-9), 63.3 (t, C-1), 57.3 (g, 10-OMe), 45.4 (t, C-13), 41.5 (d, C-8), 35.7 (t, C-11),
31.6 (d, C-12), 30.6 (t, C-2), 30.0 (t, C-3), 28.4 (q, t-Bu), 19.7 (q, 12-Me), 18.5 (q, 8-Me), 7.5
(9, SICH,CH3), 7.4 (q, SiCH,CHgs), 7.3 (g, SiCH,CH3), 7.2 (q, SiCH,CH3), 7.0 (q,
SiCH,CH3), 5.7 (t, SiCH,CHgz), 5.6 (t, SiCH,CHs), 55 (t, SiCH,CHs), 4.9 (t,
SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar;
[0]°5 = +2.5° (c = 0.1, CH,CL,).
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Silylierter Aldehyd 105

OTES

DMSO (3.9 pL, 55 umol, 3.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare mit CH,Cl, (5.0 mL)
gemischt, auf -78 °C gekiihlt und mit Oxalylchlorid (3.2 uL, 37 pmol, 2.0 Ag.) langsam
versetzt. Nach 10 min wurde der Alkohol 104 (20 mg, 18 umol, 1.0 Aq.) in CH,Cl, (0.5 mL)
geldst und zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach weiteren 10 min wurde der Reaktionsansatz
auf -60 °C erwérmt und fur 1.5 h geruhrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz wieder
auf -78 °C gekdihlt, mit DIPEA (21 pL, 129 umol, 7.0 Aq.) versetzt und auf RT erwarmt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAC = 50:1 — 10:1) gereinigt und der Aldehyd 105 (15.0 mg, 16 umol, 85 %) als
farbloses Ol erhalten; Ry = 0.6 (PE:EtOAC = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CsDsH = 7.16 ppm): & 9.46 (s, 1H, 1-H), 7.46 (s, 1H, Ph), 6.63 (s,
1H, Ph), 6.40 (s, 1H, Ph), 6.05 (s, 1H, NH), 5.64 (dd, J = 15.4, 7.5 Hz, 1H, 6-H), 5.37 (dd,
J=15.4, 9.0 Hz, 1H, 7-H), 3.88-3.94 (m, 1H, 5-H), 3.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 9-H), 3.75-3.69
(m, 1H, H-4), 3.38-3.32 (m, 1H, 10-H), 3.31 (s, 3H, 10-OMe), 2.63 (dd, J = 13.2, 6.2 Hz, 1H,
13-Ha), 2.38-2.35 (m, 1H, H-13b), 2.35-2.24 (m, 1H, 8-H), 2.35-2.24 (m, 1H, 2-Ha),
2.24-2.06 (m, 1H, 2-Hb), 2.24-2.06 (m, 1H, 12-H), 2.04-1.94 (m, 1H, 11-Ha), 1.82-1.70 (m,
1H, 3-Ha), 1.70-1.58 (m, 1H, 3-Hb), 1.42 (s, 9H, t-Bu), 1.22 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 8-Me),
1.19-1.16 (m, 1H, 11-Hb), 1.11-1.02 (m, 36H, SiCH,CHs), 0.97 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me),
0.78-0.62 (m, 24H, SiCH,CH3) ppm; *C-NMR (100 MHz, C¢Ds, C¢Ds = 128.06 ppm):
8 200.6 (t, C-1), 156.7 (s, C-Ar), 152.5 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 140.1 (s, C-Ar), 135.5
(d, C-7), 130.4 (d, C-6), 115.9 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.8 (d, C-Ar), 81.4 (d, C-10),
79.6 (s, t-Bu), 78.4 (d, C-5), 76.4 (d, C-4), 76.1 (d, C-9), 57.3 (q, 10-OMe), 45.4 (t, C-13),
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41.6 (d, C-8), 40.7 (t, C-2), 35.7 (t, C-11), 31.6 (d, C-12), 28.4 (q, t-Bu), 26.1 (t, C-3), 19.6 (q,
12-Me), 18.6 (g, 8-Me), 7.5 (g, SiCH,CHj3), 7.4 (q, SiCH,CHj3), 7.2 (q, SICH,CHj3), 7.0 (q,
SiCH,CH3), 5.7 (t, SICH,CH3), 5.6 (t, SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz

massenspektrometrisch nicht nachweisbar; [a]*%5 = +4.9° (¢ = 1.0, CH,Cl,).

Silylierter SNAC-Ester 106

OTES

Der Aldehyd 105 (5.0 mg, 5.2 umol, 1.0 Aq.) wurde in CHCIl3 (0.5 mL) gelost, mit dem
Phosphorylid 84 (10.9 mg, 25.9 umol, 5.0 Aq.) versetzt und 2 Tage bei 40 °C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt per Flash-
Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 1:1) gereinigt. Der SNAC-Ester 106 (5.0 mg,
4.5 umol, 88 %) wurde als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCls = 7.26 ppm): & 6.96-6.86 (m, 1H, 3-H), 6.80 (s, 1H, Ph),
6.69 (s, 1H, Ph), 6.46 (s, 1H, NH), 6.34 (s, 1H, Ph), 6.10 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 5.96 (s,
1H, NH), 5.48 (dd, J = 15.5, 8.8 Hz, 1H, 9-H), 5.37 (dd, J = 15.5, 6.4 Hz, 8-H), 3.94 (dd,
J=6.9, 2.6 Hz 1H, 7-H), 3.65-3.59 (m, 1H, 6-H), 3.59-3.52 (m, 1H, 11-H), 3.48-3.40 (m,
2H, 2°-H), 3.25 (s, 3H, 12-OMe), 3.21-3.15 (m, 1H, 12-H), 3.11-3.04 (m, 2H, 1’-H), 2.54 (dd,
J =133, 5.5 Hz, 1H, 15-Ha), 2.40-2.30 (m, H, 4-Ha), 2.30-2.22 (m, 1H, 15-Hb), 2.22-2.11
(m, 1H, 10-H), 2.22-2.11 (m, H, 4-Hb), 1.95 (s, 3H, 4’-H), 1.93-1.84 (m, 1H, 14-H), 1.72-
1.62 (m, 1H, 13-Ha), 1.71-1.61 (m, 1H, 5-Ha), 1.55-1.49 (m, 1H, 5-Hb), 1.51 (s, 9H, t-Bu),
1.10-1.05 (m, 1H, 13-Hb), 1.04 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 1.02-0.89 (m, 36H, SiCH,CHj),
0.79 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 14-Me) 0.79-0.53 (m, 24H, SiCH,CHs) ppm; *C-NMR (100 MHz,
CDCls, CDCl3=77.16 ppm) & 190.5 (s, C-1), 170.4 (s, C-3°), 156.0 (s, C-Ar), 152.7 (s,
NHCOO), 146.7 (d, C-3), 143.5 (s, C-Ar), 139.2 (s, C-Ar), 134.9 (d, C-9), 130.3 (d, C-8),
128.4 (d, C-2), 115.7 (d, C-Ar), 112.5 (d, C-Ar), 108.0 (d, C-Ar), 81.1 (d, C-7), 77.8 (d,
C-12), 77.4 (s, t-Bu), 76.3 (d, C-6), 75.9 (d, C-11), 57.4 (q, 12-OMe), 45.0 (t, C-15), 40.9 (d,
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C-10), 40.0 (t, C-27), 35.8 (t, C-13), 31.7 (t, C-5), 31.2 (d, C-14), 29.9 (t, C-4), 28.9 (t, C-1"),
28.5 (q, t-Bu), 23.4 (g, C-4’), 19.2 (g, 14-Me), 18.0 (q, 10-Me), 7.2 (g, SICH,CH3), 76.8 (q,
SiCH,CHg3), 5.3 (t, SiCH,CH3), 5.2 (t, SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI) m/z fir
Cs7H100N206Si,S [M+H]*: berechnet: 1109.6931, gefunden: 1109.6938; [0]*’> = +1.6°
(c=0.7, CH,CL).

SNAC-Ester 38

Methode 1

SNAC-Ester 102 (1.0 mg, 1.5 pumol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(1.0 mL) gel6st, auf 0 °C gekdhlt und mit TFA (100 uL) versetzt. Nach 3 h wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOgs-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSQO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC
(C18-ISIS-SP) (H,0:MeOH =70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60
{80 min}, 40:60 — 15:85 {5 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tz = 30.0 min)
gereinigt und das Amin 38 (0.5 mg, 0.9 umol, 59 %) wurde als farbloses Ol erhalten.

Methode 2

Der SNAC-Ester 106 (7.0 mg, 6.3 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(4.0 mL) gelost, auf 0 °C gekuhlt und mit TFA (550 ul) versetzt. Nach 3 h wurde die Reaktion
durch Zugabe einer wassrigen NaHCOj3-Ldsung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per praparativer HPLC (C18-ISIS-SP)
(H20:MeOH = 70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60 {80 min}, 40:60 —
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15:85 {5 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tr = 30.0 min) gereinigt und das
Amin 38 (3.0 mg, 5.4 pmol, 86 %) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-ds, MeOH = 3.31 ppm): & 7.00-6.89 (m, 1H, 3-H), 6.18 (d,
J=15.5Hz, 1H, H-2), 6.09 (s, 1H, Ph), 6.04 (s, 1H, Ph), 6.02 (s, 1H, Ph), 5.62-5.54 (m, 1H,
9-H), 5.62-5.54 (m, 1H, 8-H), 4.00-3.86 (m, 1H, 7-H), 3.56 (dd, J = 8.4, 3.4 Hz, 1H, 11-H),
3.50-3.43 (m, 1H, 6-H), 3.35 (s, 3H, 12-OMe), 3.35-3.27 (m, 2H, 2’-H), 3.35-3.27 (m, 1H,
12-H), 3.07-3.02 (m, 2H, 1’-H), 2.47-2.38 (m, 1H, 15-Ha), 2.47-2.38 (m, 1H, 4-Ha), 2.32-
2.19 (m, 1H, 10-H), 2.32-2.19 (m, 1H, 15-Hb), 2.32-2.19 (m, 1H, 4-Hb), 1.99-1.91 (m, 1H,
14-H), 1.92 (s, 3H, 4’-H), 1.74-1.62 (m, 1H, 13-Ha), 1.74-1.62 (m, 1H, 5-Ha), 1.61-1.47 (m,
1H, 5-Hb), 1.26-1.16 (m, 1H, 13-Hb), 1.10 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.85 (d, J = 6.5 Hz,
3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, MeOD, MeOD = 49.0 ppm): & 191.0 (s, C-1), 158.9
(s, C-3’), 157.7 (s, C-Ar), 149.4 (d, C-3), 147.3 (s, C-Ar), 144.6 (s, C-Ar), 136.5 (d, C-9),
130.8 (d, C-8), 129.6 (d, C-2), 109.8 (d, C-Ar), 107.8 (d, C-Ar), 101.5 (d, C-Ar), 81.5 (d,
C-7), 76.9 (d, C-12), 75.1 (d, C-6), 74.9 (d, C-11), 57.0 (g, 12-OMe), 46.0 (t, C-15), 40.2 (d,
C-10), 32.3 (t, C-2°), 31.9 (t, C-13), 29.6 (t, C-5), 28.9 (d, C-14), 29.9 (t, C-4), 28.9 (t, C-1),
22.5 (q, C-4’), 19.8 (q, 14-Me), 17.8 (g, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fur CygHssN,0;S
[M+H]*: berechnet: 553.2947, gefunden: 553.2947; [a]*°5 = -5.0° (c = 0.1, MeOH).

6.3.6. Synthese des SNAC-Esters von 8-Des-methyl-seco-Progeldanamycin

Alkohol 107

OTBDPS

Das Alken 39 (50.0 mg, 0.08 mmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in (CH,CI),
(3.0 mL) gel6st, mit dem Alken 60 (40.0 mg, 0.13 mmol, 1.7 Aq.) und GRuBBS-HOVEYDA I
Katalysator (4.90 mg, 8.00 umol, 0.1 Aq.) versetzt und der Reaktionsansatz auf 40 °C erhitzt.

Nach jeweils 10 h wurde portionsweise eine weitere Menge des GRuUBBS-HOVEYDA I
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Katalysators (4.90 mg, 8.00 umol, 0.1 Ag.) zugegeben. Nach 48 h wurde das
Reaktionsgemisch auf RT gekihlt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 2:1), gefolgt von
praparativer HPLC (C18-P) (H,0:MeOH = 80:20 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 80:20 —
0:100 {85 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 15 mL/min) (tzr = 83.0 min) gereinigt und der
Alkohol 107 (27.0 mg, 30.7 umol, 39 %, 5S:5R d.r. = 6:1) als farbloses Ol erhalten; Rf = 0.1
(PE:EtOAC = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.73-7.67 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.33 (m,
6H, SiPh), 6.77 (s, 1H, Ph), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.29 (s, 1H, NH), 6.16 (s, 1H, Ph), 5.60 (dd,
J=15.7,8.3 Hz, 7-H), 5.48 (dd, J = 15.7, 5.6 Hz, 1H, 6-H), 4.01-3.95 (m, 1H, 5H), 3.63-3.55
(m, 1H, 9-H), 3.63-3.55 (m, 2H, 1-H), 3.41 (s, 3H, 4-OMe), 3.29 (s, 3H, 10-OMe), 3.23-3.15
(m, 1H, 4-H), 3.11-3.06 (m, 1H, 10-H), 2.54 (s, 1H, OH), 2.41 (dd, 1H, J = 13.4, 5.6 Hz,
13-Ha), 2.28-2.20 (m, 1H, 8H), 2.10-2.02 (m, 1H, 13-Hb), 1.80-1.71 (m, 1H, 12-H), 1.78-1.60
(m, 2H, 2-H), 1.78-1.60 (m, 2H, 3-H), 1.78-1.60 (m, 1H, 11-Ha), 1.48 (s, 9H, t-Bu), 1.12 (d,
J=6.6 Hz, 3H, 8-Me), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu), 1.02-0.96 (m, 1H, 11-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu),
0.59 (d, J=6.5Hz, 3H, 12-Me), 0.05 (s, 6H, SiMe) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.16 ppm) 6 155.9 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 143.1 (s, C-Ar), 139.0 (d, C-Ar),
135.6 (s, C-Ar), 134.4 (d, C-7), 133.1 (s, C-Ar), 130.0 (s, C-Ar), 129.9 (d, C-6), 127.9 (s,
C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 84.0 (d, C-4), 80.1 (d, C-10), 73.7
(d, C-9), 73.6 (d, C-5), 63.3 (t, C-1), 58.2 (q, 4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 44.7 (t, C-13), 38.8
(d, C-8), 35.1 (t, C-11), 30.9 (d, C-12), 28.5 (t, C-2), 28.3 (q, t-Bu), 26.6 (q, Sit-Bu), 26.2 (q,
Sit-Bu), 26.1 (t, C-3), 19.6 (s, Sit-Bu), 18.8 (g, 12-Me), 18.5 (s, Sit-Bu), 17.4 (g, 8-Me), -5.1
(q, SiMe) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CsoH7gNOgSioNa [M+Na]*: berechnet: 900.5242,
gefunden: 900.5239.
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Polyol 108

OTBDPS

Der Alkohol 107 (15.0 mg, 17.1 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(3.0 mL) geldst, auf 0 °C gekihlt und mit MeOH (2.0 mL) und CSA (2.00 mg, 5.10 pmol,
0.3 Aqg.) versetzt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-
Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,CI,
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit waéssriger NaCl-L6ésung
gewaschen, uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 5:1 — 1:1) gereinigt und der
Alkohol 108 (12.0 mg, 15.7 umol, 92 %, 5S:5R d.r. = 6:1) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.1
(PE:EtOAC = 2:3).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.73-7.67 (m, 4H, SiPh), 7.43-7.32 (m,
6H, SiPh), 6.82 (s, 1H, NH), 6.59 (s, 1H, Ph), 6.35 (s, 1H, Ph), 6.16 (s, 1H, Ph), 5.61 (dd,
J=15.8, 7.8 Hz, 1H, 7-H), 5.45 (dd, J = 15.8, 6.0 Hz, 6-H), 4.04-3.97 (m, 1H, 5-H), 3.68-
3.61 (m, 2H, 1-H), 3.57 (dd, 1H, J = 7.9, 3.5 Hz, 9-H), 3.43 (s, 3H, 4-OMe), 3.29 (s, 3H,
10-OMe), 3.22-3.15 (m, 1H, 10-H), 3.13-3.08 (m, 1H, 4-H), 2.52 (s, 1H, OH), 2.43 (dd,
J=13.0, 5.8 Hz, 1H, 13-Ha), 2.30-2.20 (m, 1H, 8H), 2.07 (dd, 1H, J = 13.1, 8.8 Hz, 13-Hb),
1.80-1.58 (m, 1H, 12-H), 1.80-1.58 (m, 2H, 2-H), 1.80-1.58 (m, 2H, 3-H), 1.69-1.55 (m, 1H,
11-Ha), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.30-1.20 (m, 1H, 11-Hb), 1.11 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 8-Me), 1.08
(s, 9H, Sit-Bu), 0.60 (d, J=6.4 Hz, 3H, 12-Me) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3=77.16 ppm) 6 155.9 (s, C-Ar), 152.7 (s, NHCOO), 143.1 (s, C-Ar), 139.0 (d, C-Ar),
135.7 (s, C-Ar), 135.6 (d, C-7), 133.1 (d, C-Ar), 129.9 (s, C-Ar), 129.6 (d, C-6), 129.0 (s,
C-Ar), 127.9 (s, C-Ar), 115.7 (d, C-19), 112.3 (d, C-15), 107.6 (d, C-17), 84.1 (d, C-4), 80.2
(d, C-10), 79.8 (s, t-Bu), 73.9 (d, C-5), 73.8 (d, C-9), 62.9 (t, C-1), 58.3 (¢, 4-OMe), 57.1 (q,
10-OMe), 44.6 (t, C-13), 39.0 (d, C-8), 35.0 (t, C-11), 31.0 (d, C-12), 28.5 (q, t-Bu), 28.0 ( t,
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C-3), 26.6 (q, Sit-Bu), 26.5 (t, C-2), 19.6 (q, 12-Me), 18.8 (s, Sit-Bu), 17.3 (g, 8-Me) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir C44HesNOgSiNa [M+Na]": berechnet: 786.4377, gefunden: 786.4372.

Silyliertes Polyol 109

OTBDPS

OTES

Der Alkohol 108 (30.0 mg, 39.0 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(15 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (23.0 pL, 195 pmol, 5.0 Aq.) und
anschlieRend mit TESOTT (30.0 pL, 137 pumol, 3.5 Aqg.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwdrmt und fir weitere 3 h bei RT gerthrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH4CI-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 20:1) gereinigt
und der geschiitzte Alkohol 109 (35.0 mg, 31.6 umol, 81 %, 5S:5R d.r. = 6:1) als farbloses Ol
erhalten; Ry = 0.5 (PE:EtOAc = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg, CsDsH = 7.16 ppm): & 7.89-7.83 (m, 4H, SiPh), 7.27 (s, 1H, Ph),
7.23-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.59 (s, 1H, Ph), 6.48 (s, 1H, Ph), 5.89 (s, 1H, NH), 5.66 (dd, 1H,
J= 155, 6.3 Hz, 7-H), 5.56 (dd, 1H, J = 15.5, 8.6 Hz, 6-H), 4.38-4.34 (m, 1H, 5-H),
3.73-3.63 (m, 1H, 9-H), 3.73-3.63 (m, 2H, 1-H), 3.31 (s, 3H, 4-OMe), 3.35-3.30 (m, 1H,
10-H), 3.25 (s, 3H, 10-OMe), 3.22-3.17 (m, 1H, H-4), 2.46 (dd, J = 13.0, 5.7 Hz, 1H, 13-Ha),
2.36-2.27 (m, 1H, 8-H), 2.12 (dd, 1H, J =13.0, 9.0 Hz, 13-Hb), 2.05-1.95 (m, 1H, 12-H),
1.93-1.84 (m, 1H, 2-Ha), 1.93-1.84 (m, 1H, 11-Ha), 1.79-1.68 (m, 1H, 3-Ha), 1.79-1.68 (m,
1H, 2-Hb), 1.64-1.50 (m, 1H, 3-Hb), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.25 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 8-Me), 1.20
(s, 9H, Sit-Bu), 1.15-1.05 (m, 1H, 11-Hb), 1.12-1.03 (m, 27H, SiCH,CHjs), 0.79-0.60 (m,
18H, SiCH,CH3), 0.79-0.60 (m, 3H, 12-Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CgDs,
CsDe=128.06 ppm) & 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.5 (s, C-Ar), 140.1 (d, C-Ar),
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136.0 (s, C-Ar), 134.7 (d, C-7), 133.7 (d, C-Ar), 130.2 (d, C-6), 130.1 (s, C-Ar), 115.7 (d,
C-Ar), 112.4 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 85.4 (d, C-4), 81.4 (d, C-10), 79.5 (s, t-Bu), 76.5 (d,
C-9), 74.1 (d, C-5), 63.4 (t, C-1), 58.3 (g, 4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 45.2 (t, C-13), 41.2 (d,
C-8), 35.9 (t, C-11), 31.6 (d, C-12), 30.2 (t, C-2), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (q, Sit-Bu), 26.6 (t,
C-3), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.3 (g, 12-Me), 18.8 (q, 8-Me), 7.5 (q, SiCH,CH3), 7.3 (q,
SiCH,CHg3), 7.2 (q, SiCH.,CHj3), 5.7 (t, SiCH,CH3), 55 (t, SiCH.,CHs3), 4.9 (t,
SiCH,CHj3) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

TES-geschitzter Aldehyd 110

OTBDPS

OTES

DMSO (3.9 uL, 54 umol, 3.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl, (4.0 mL)
gelost, auf -78 °C gekiihlt und mit Oxalylchlorid (3.1 pL, 36 umol, 2.0 Ag.) versetzt. Nach
10 min wurde der Alkohol 109 (20 mg, 18 umol, 1.0 Aq.) in CH,Cl, (0.6 mL) gelést und zum
Reaktionsgemisch gegeben. Nach weiteren 10 min wurde der Reaktionsansatz auf -60 °C
erwarmt und fur 1.5 h gerthrt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch wieder auf -78 °C
gekihlt, mit DIPEA (21 pL, 126 pmol, 7.0 Aq.) versetzt und auf RT erwédrmt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7) beendet. Die wéssrige Phase wurde dreimal
mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-
Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 — 10:1) gereinigt und der
Aldehyd 110 (13 mg, 13 pmol, 73 %, 5S:5R d.r. = 6:1) als farbloses Ol erhalten; R;=0.4
(PE:EtOAC = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CgDs, CsDsH = 7.16 ppm): & 9.44 (s, 1H, 1-H), 7.90-7.81 (m, 4H, SiPh),
7.24 (s, 1H, Ph), 7.22-7.19 (m, 6H, SiPh), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.48 (s, 1H, Ph), 5.94 (s, 1H, NH),
5.51-5.46 (m, 1H, 7-H), 5.51-5.46 (m, 1H, 6-H), 4.25-4.20 (m, 1H, 5-H), 3.67 (d, J = 9.2 Hz,
1H, 9-H), 3.29-3.25 (m, 1H, 10-H), 3.23 (s, 3H, 4-OMe), 3.20 (s, 3H, 10-OMe), 3.07-3.00 (m,
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1H, H-4), 2.49 (dd, J = 13.2, 5.6 Hz, 1H, 13-Ha), 2.34-2.23 (m, 1H, 8-H), 2.21-2.06 (m, 2H,
2-H), 2.21-2.06 (m, 1H, H-13b), 2.06-1.93 (m, 1H, 12-H), 1.93-1.78 (m, 1H, 3-Ha), 1.93-1.78
(m, 1H, 11-Ha), 1.66-1.52 (m, 1H, 3-Hb), 1.39 (s, 9H, t-Bu), 1.22 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 8-Me),
1.19-1.12 (m, 1H, 11-Hb), 1.19 (s, 9H, Sit-Bu), 1.12-1.04 (m, 18H, SiCH,CHj3), 0.79-0.64 (m,
12H, SiCH,CH3), 0.79-0.71 (m, 3H, 12-Me) ppm; ®C-NMR (100 MHz, CgDs,
CeDs = 128.06 ppm) & 200.6 (t, C-1), 156.4 (s, C-Ar), 152.3 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar),
140.1 (d, C-Ar), 136.0 (s, C-Ar), 135.3 (d, C-7), 133.6 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar), 129.8 (d,
C-6), 115.7 (d, C-Ar), 112.4 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 84.3 (d, C-4), 81.4 (d, C-10), 79.6 (s,
t-Bu), 76.4 (d, C-9), 74.4 (d, C-5), 58.4 (g, 4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 45.1 (t, C-13), 41.3 (d,
C-8), 40.8 (t, C-2), 35.9 (t, C-11), 31.6 (d, C-12), 28.3 (q, t-Bu), 26.8 (g, Sit-Bu), 23.3 (t,
C-3), 19.8 (s, Sit-Bu), 19.3 (g, 12-Me), 18.8 (g, 8-Me), 7.5 (g, SICH,CH3), 7.2 (q,
SiCH,CH3), 5.7 (t, SICH,CH3), 5.4 (t, SiCH,CH3) ppm; HRMS (ESI): Substanz

massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Hemiacetal 111

OH

Der Aldehyd 110 (21 mg, 21 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphére in THF (8.0 mL)
gelost und mit Pyridin (1.0 mL) und HF*Py (700 uL) versetzt. Nach 4 Tagen wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOj3-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC
(C18-1SIS-SP) (H,0:MeOH =90:10 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 90:10 — 0:100
{55 min}, H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tz = 54.6 min) gereinigt und das
Lactol 111 (10 mg, 19 umol, 91 %) als farbloses Ol erhalten; R; = 0.1 (PE:EtOAc = 1:1). Die
Verbindung 111 wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

HRMS (ESI) m/z fiir CosHasNOgNa [M+Na]™: berechnet: 546.3043, gefunden: 546.3045.
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N-Boc SNAC-Ester 112

Das Lactol 111 (5.0 mg, 9.6 umol, 1.0 Aq.) wurde in CHCls (0.2 mL) gel6st, mit dem
Phosphorylid 113 (21 mg, 49 pmol, 5.0 Aq.) versetzt und (ber 5 Tage bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt per Flash-
Chromatographie ~ (EtOAc), gefolgt von  praparativer HPLC  (C18-ISIS-SP)
(H,0:MeOH = 70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60 {45 min}, 40:60 —
15:85 {40 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (g = 50.0 min) gereinigt. Der
SNAC-Ester 112 (3.5 mg, 5.1 pmol, 54 %) wurde als farbloses Ol erhalten; Rs = 0.1 (EtOAC).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 6.83 (s, 1H, Ph), 6.72 (t, J = 7.4 Hz, 1H,
3-H), 6.64 (s, 1H, Ph), 6.49 (s, 1H, OH), 6.41 (s, 1H, NH), 6.34 (s, 1H, Ph), 5.92 (s, 1H, NH),
5.62 (dd, J = 15.5, 8.8 Hz, 1H, 9-H), 5.46 (dd, J = 15.5, 6.4 Hz, 8-H), 4.03-3.99 (m, 1H, 7-H),
3.65-3.60 (m, 1H, 11-H), 3.51-3.41 (m, 2H, 2’-H), 3.44 (s, 3H, 6-OMe), 3.33 (s, 3H,
12-OMe), 3.26-3.20 (m, 1H, 12-H), 3.14-3.09 (m, 1H, 6-H), 3.07-3.00 (m, 2H, 1’-H), 2.58
(dd, J = 13.3, 5.5 Hz, 1H, 15-Ha), 2.45 (d, J = 3.8 Hz, 1H, 7-OH), 2.35-2.25 (m, 1H, 10-H),
2.35-2.25 (m, 2H, 4-H), 2.35-2.25 (m, 1H, 15-Hb), 2.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H, 11-OH), 1.98 (s,
3H, 4’-H), 1.97-1.90 (m, 1H, 14-H), 1.88 (s, 3H, 2-Me), 1.76-1.59 (m, 1H, 13-Ha), 1.76-1.59
(m, 1H, 5-Ha), 1.76-1.59 (m, 1H, 5-Hb), 1.50 (s, 9H, t-Bu), 1.28-1.17 (m, 1H, 13-Hb), 1.14
(d, J=6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.81 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 14-Me) ppm; **C-NMR (100 MHz,
CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) & 194.5 (s, C-1), 170.9 (s, C-3’), 156.8 (s, C-Ar), 152.8 (s,
NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 141.3 (d, C-3), 139.5 (s, C-Ar), 136.3 (d, C-2), 135.8 (d, C-9),
129.6 (d, C-8), 111.4 (d, C-Ar), 111.2 (d, C-Ar), 103.5 (d, C-Ar), 83.4 (d, C-6), 80.3 (d,
C-12), 73.9 (d, C-7), 73.6 (d, C-11), 58.6 (g, 6-OMe), 57.2 (q, 12-OMe), 44.6 (t, C-15), 40.0
(t, C-2"), 39.1 (d, C-10), 34.8 (t, C-13), 31.0 (d, C-14), 28.9 (t, C-17), 28.5 (q, t-Bu), 28.5 (t,
C-5), 24.4 (t, C-4), 23.4 (g, C-4°), 19.3 (g, 14-Me), 17.8 (g, 10-Me), 12.7 (g, 2-Me) ppm,;
HRMS (ESI) m/z fiir CssHssN,OgSNa [M+Na]™: berechnet: 703.3604, gefunden: 703.3610.
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SNAC-Ester 36

Der SNAC-Ester 112 (3.0 mg, 4.4 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphéare in CH,Cl,
(3.0 mL) gelost, auf 0 °C gekihlt und mit TFA (350.0 ul) versetzt. Nach 3 h wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOj3-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per préparativer HPLC
(C18-ISIS-SP) (H20:MeOH =70:30 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 70:30 — 40:60
{80 min}, 40:60 — 15:85 {5 min}, 15:85 — 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tzg=55.6 min)
gereinigt und der SNAC-Ester 36 (2.0 mg, 3.4 umol, 78 %) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 6.75-6.70 (m, 1H, 3-H), 6.23 (s, 1H, OH),
6.07 (s, 1H, Ph), 6.07 (s, 1H, Ph), 6.04 (s, 1H, Ph), 5.89 (s, 1H, NH), 5.62 (dd, J = 15.7,
8.2 Hz, 1H, 9-H), 5.48 (dd, J = 15.7, 6.5 Hz, 8-H), 4.05-4.00 (m, 1H, 7-H), 3.66-3.61 (m, 1H,
11-H), 3.49-3.46 (m, 2H, 2’-H), 3.44 (s, 3H, 6-OMe), 3.34 (s, 3H, 12-OMe), 3.26-3.21 (m,
1H, 12-H), 3.15-3.09 (m, 1H, 6-H), 3.09-3.06 (m, 2H, 1’-H), 2.53 (dd, J = 13.2, 5.8 Hz, 1H,
15-Ha), 2.45 (d, J = 3.8 Hz, 1H, 7-OH), 2.35-2.26 (m, 1H, 10-H), 2.35-2.26 (m, 2H, 4-H),
2.19 (dd, J = 13.2, 8.2 Hz, 1H, 15-Hb), 2.12 (d, J = 2.4 Hz, 1H, 11-OH), 1.97 (s, 3H, 4’-H),
1.98-1.88 (m, 1H, 14-H), 1.89 (s, 3H, 2-Me), 1.75-1.58 (m, 1H, 13-Ha), 1.73-1.62 (m, 2H,
5-H), 1.26-1.17 (m, 1H, 13-Hb), 1.14 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.82 (d, J = 6.4 Hz, 3H,
14-Me) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCls, CDClz = 77.16 ppm) & 194.4 (s, C-1), 170.9 (s,
C-3’), 157.2 (s, C-Ar), 147.7 (s, C-Ar), 143.8 (d, C-3), 141.3 (s, C-Ar), 136.4 (s, C-2), 135.8
(d, C-9), 129.6 (d, C-8), 108.7 (d, C-Ar), 107.1 (d, C-Ar), 100.2 (d, C-Ar), 83.4 (d, C-6), 80.4
(d, C-12), 73.9 (d, C-7), 73.6 (d, C-11), 58.6 (g, 6-OMe), 57.2 (q, 12-OMe), 44.7 (t, C-15),
40.0 (t, C-2°), 39.0 (d, C-10), 34.9 (t, C-13), 30.9 (d, C-14), 28.9 (t, C-1’), 28.5 (t, C-5), 24.4
(t, C-4), 23.4 (q, C-4’), 19.4 (q, 14-Me), 17.7 (q, 10-Me), 12.7 (g, 2-Me) ppm; HRMS (ESI)
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m/z fiir CaoHagN,0O;S [M+H]*: berechnet: 581.3260, gefunden: 581.3262; [a]*p = -9.0°
(c = 0.6, MeOH).

6.4. Synthese des Progeldanamycin-Derivates

Silyliertes Polyol 80a

OTBDPS

Der Alkohol 73a (24.0 mg, 27.3 umol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphére in CH,Cl,
(10 mL) gel6st, auf -78 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin (15.6 pL, 137 pmol, 5.0 Ag.) und
anschlieRend mit TBSOTT (19.0 uL, 82.0 umol, 3.0 Ag.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
auf RT erwdrmt und fir weitere 3 h bei RT gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NH,CIl-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase
dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde durch Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 100:1 — 20:1) gereinigt
und der geschiitzte Alkohol 80a (28.0 mg, 25.3 umol, 93 %, 5S:5R d.r. = 4:1) als farbloses Ol
erhalten; R¢= 0.5 (PE:EtOAc = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCls = 7.26 ppm): & 7.74-7.68 (m, 4H, SiPh), 7.42-7.31 (m,
6H, SiPh), 6.71 (s, 1H, Ph), 6.68 (s, 1H, Ph), 6.24 (s, 1H, NH), 6.17 (s, 1H, Ph), 5.47-5.37 (m,
1H, 7-H), 5.47-5.37 (m, 1H, 6-H), 4.10-4.03 (m, 1H, 5-H), 3.65-3.47 (m, 1H, 9-H), 3.65-3.47
(m, 2H, 1-H), 3.38 (s, 3H, 4-OMe), 3.21 (s, 3H, 10-OMe), 3.15-3.09 (m, 1H, 10-H), 3.09-3.00
(m, 1H, H-4), 2.40 (dd, J = 13.2, 5.8 Hz, 1H, 13-Ha), 2.23-2.12 (m, 1H, 8-H), 2.05-2.00 (m,
1H, 13-Hb), 1.76-1.60 (m, 1H, 12-H), 1.76-1.60 (m, 1H, 2-Ha), 1.58-1.53 (m, 1H, 11-Ha),
1.56-1.49 (m, 1H, 2-Hb), 1.48-1.36 (m, 1H, 3-Ha), 1.25-1.17 (m, 1H, 3-Hb), 1.47 (s, 9H,
t-Bu), 1.07-1.03 (m, 1H, 11-Hb), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.03 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 8-Me), 0.90 (s,
9H, Sit-Bu), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.86 (s, 9H, Sit-Bu), 0.58 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 12-Me), 0.07
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(s, 3H, SiMe), 0.06 (s, 9H, SiMe), 0.04 (s, 6H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 =77.16 ppm) 6 155.9 (s, C-Ar), 152.6 (s, NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 138.9 (s, C-Ar),
135.6 (d, C-Ar), 134.6 (d, C-7), 133.2 (s, C-Ar), 130.5 (d, C-6), 129.8 (s, C-Ar), 127.8 (d,
C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.5 (d, C-Ar), 85.3 (d, C-4), 81.3 (d, C-10), 80.3
(s, t-Bu), 75.3 (d, C-9), 73.7 (d, C-5), 63.5 (t, C-1), 58.5 (g, 4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 44.7
(t, C-13), 40.7 (d, C-8), 36.0 (t, C-11), 31.2 (d, C-12), 29.2 (t, C-2), 28.5 (q, t-Bu), 26.7 (q,
Sit-Bu), 26.3 (g, Sit-Bu), 26.1 (q, Sit-Bu), 25.8 (t, C-3), 19.6 (g, 12-Me), 19.0 (s, Sit-Bu), 18.6
(g, 8-Me), 18.3 (s, Sit-Bu), -3.8 (q, SiMe), -4.0 (q, SiMe), -4.6 (g, SiMe), -5.1 (g, SiMe) ppm;

HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Alkohol 81a

OTBDPS

OTBS

Der Alkohol 80a (10 mg, 9.0 pmol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(2.0 mL) gel6st, auf 0 °C gekihlt und mit MeOH (1.3 mL) und CSA (0.6 mg, 2.7 umol,
0.3 Ag.) versetzt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOs-
Lésung beendet. Die wassrige Phase wurde dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOACc = 10:1 — 5:1) gereinigt und der Alkohol 81a (8.0 mg, 8.1 umol, 89 %, 5S:5R
d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; R; = 0.1 (PE:EtOAc = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCls = 7.26 ppm): & 7.74-7.67 (m, 4H, SiPh), 7.45-7.30 (m,
6H, SiPh), 6.73 (s, 1H, Ph), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.30 (s, 1H, NH), 6.17 (s, 1H, Ph), 5.51-5.35 (m,
1H, 7-H), 5.51-5.35 (m, 1H, 6-H), 4.17-4.08 (m, 1H, 5-H), 3.67-3.57 (m, 2H, 1-H), 3.52 (dd,
J=87, 1.3 Hz, 1H, 9-H), 3.40 (s, 3H, 4-OMe), 3.21 (s, 3H, 10-OMe), 3.19-3.10 (m, 1H,
10-H), 3.10-3.03 (m, 1H, H-4), 2.42 (dd, J = 13.3, 5.6 Hz, 1H, 13-Ha), 2.23-2.15 (m, 1H,
8-H), 2.09-2.02 (m, 1H, 13-Hb), 1.74-1.60 (m, 1H, 12-H), 1.74-1.60 (m, 2H, 2-H), 1.60-1.46
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(m, 2H, 3-H), 1.60-1.46 (m, 1H, 11-Ha), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.03 (d,
J=6.7 Hz, 3H, 8-Me), 1.03-0.89 (m, 1H, 11-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.86 (s, 9H, Sit-Bu),
0.58 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.06 (s, 3H, SiMe), 0.03 (s, 6H, SiMe), 0.02 (s, 3H,
SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls;, CDCl3 = 77.16 ppm) & 155.9 (s, C-Ar), 152.7 (s,
NHCOO), 143.4 (s, C-Ar), 138.9 (s, C-Ar), 135.7 (d, C-Ar), 134.8 (d, C-7), 133.2 (s, C-Ar),
130.3 (d, C-6), 129.8 (s, C-Ar), 127.8 (d, C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.5 (d,
C-Ar), 85.5 (d, C-4), 81.4 (d, C-10), 80.3 (s, t-Bu), 75.9 (d, C-9), 74.9 (d, C-5), 63.1 (t, C-1),
58.4 (g, 4-OMe), 57.1 (g, 10-OMe), 44.7 (t, C-13), 40.9 (d, C-8), 36.1 (t, C-11), 31.3 (d,
C-12), 29.4 (t, C-2), 28.5 (q, t-Bu), 26.8 (t, C-3), 26.7 (q, Sit-Bu), 26.3 (q, Sit-Bu), 26.0 (q,
Sit-Bu), 19.6 (s, Sit-Bu), 19.0 (q, 12-Me), 18.6 (s, Sit-Bu), 18.3 (g, 8-Me), -3.8 (q, SiMe), -4.0
(g, SiMe), -4.6 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht

nachweisbar.

Aldehyd 82a

OTBDPS

OTBS

Der Alkohol 81a (17.0 mg, 17.1 pumol, 1.0 Ag.) wurde in CH,Cl, (8.0 mL) gelést, auf 0 °C
gekiihlt und mit NaHCO3 (1.70 mg, 20.5 umol, 1.2 Ag.) und anschlieBend mit DMP-Reagenz
(8.70 mg, 20.5 pumol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf RT erwarmt und fir
1h bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wéssrigen Na,SOs-Ldsung
beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert.
Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Lésung gewaschen, tber
MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per
Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 50:1 — 10:1) gereinigt und der Aldehyd 82a (16.0 mg,
16.2 umol, 94 %, 5S:5R d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.4 (PE:EtOAc = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCIs = 7.26 ppm): & 9.69 (s, 1H, 1-H), 7.77-7.66 (m, 4H,
SiPh), 7.45-7.31 (m, 6H, SiPh), 6.73 (s, 1H, Ph), 6.65 (s, 1H, Ph), 6.24 (s, 1H, NH), 6.17 (s,
1H, Ph), 5.60-5.30 (m, 1H, 7-H), 5.60-5.30 (m, 1H, 6-H), 4.17-4.10 (m, 1H, 5-H), 3.53 (dd,
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J=8.7, 1.4 Hz, 1H, 9-H), 3.32 (s, 3H, 4-OMe), 3.22 (s, 3H, 10-OMe), 3.16-3.10 (m, 1H,
10-H), 3.05-2.97 (m, 1H, H-4), 2.50-2.43 (m, 2H, 2-H), 2.40 (dd, J = 13.3, 5.8 Hz, 1H,
13-Ha), 2.24-2.10 (m, 1H, 8-H), 2.10-2.01 (m, 1H, H-13b), 1.87-1.75 (m, 2H, 3-Ha), 1.74-
1.63 (m, 1H, 12-H), 1.63-1.50 (m, 1H, 11-Ha), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.04
(d, J=6.7 Hz, 3H, 8-Me), 1.05-1.00 (m, 1H, 11-Hb), 0.90 (s, 9H, Sit-Bu), 0.86 (s, 9H,
Sit-Bu), 0.57 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 12-Me), 0.06 (s, 3H, SiMe), 0.03 (s, 6H, SiMe), 0.02 (s, 3H,
SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDClz = 77.16 ppm) & 202.6 (d, C-1), 155.9 (s,
C-Ar), 152.6 (s, NHCOO), 143.3 (s, C-Ar), 139.0 (d, C-Ar), 135.7 (s, C-Ar), 134.9 (d, C-7),
133.2 (d, C-Ar), 130.1 (s, C-Ar), 129.9 (d, C-6), 127.8 (d, C-Ar), 115.6 (d, C-Ar)), 112.3 (d,
C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 84,5 (d, C-4), 81.3 (d, C-10), 80.3 (s, t-Bu), 75.9 (d, C-9), 74.5 (d,
C-5), 58.3 (g, 4-OMe), 57.2 (g, 10-OMe), 44.7 (t, C-13), 40.8 (d, C-8), 40.7 (t, C-2), 36.1 (t,
C-11), 31.2 (d, C-12), 28.5 (q, t-Bu), 26.7 (q, Sit-Bu), 26.3 (q, Sit-Bu), 26.0 (g, Sit-Bu), 22.9
(t, C-3), 19.6 (s, Sit-Bu), 19.0 (g, 12-Me), 18.6 (s, Sit-Bu), 18.3 (g, 8-Me), -3.8 (g, SiMe), -4.0
(g, SiMe), -4.6 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht
nachweisbar.

Silylierter Thioester 127

OTBDPS

Der Aldehyd 82a (14.0 mg, 14.1 pmol, 1.0 Aq.) wurde in CHCl3 (2.5 mL) gelést und mit dem
Phosphorylid 129 (6.20 mg, 16.9 umol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf
40 °C erwarmt und flur weitere 24 h bei 40 °C geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 20:1
— 10:1) gereinigt und der Thioester 127 (13.0 mg, 12.1 umol, 86 %, 7S:7R d.r. = 4:1) als
farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.4 (PE:EtOAc = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 7.77-7.66 (m, 4H, SiPh), 7.45-7.29 (m,
6H, SiPh), 6.87 (ddd, J = 15.5, 9.3, 4.8 Hz, 1H, 3-H), 6.72 (s, 1H, Ph), 6.68 (s, 1H, Ph), 6.26
(s, 1H, NH), 6.16 (s, 1H, Ph), 6.09 (d, J = 15.5 Hz, 1H, H-2), 5.54-5.31 (m, 1H, 9-H), 5.54-
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5.31 (m, 1H, 8-H), 4.12-4.08 (m, 1H, 7-H), 3.52 (dd, J = 8.6, 1.3 Hz, 1H, 11-H), 3.37 (s, 3H,
6-OMe), 3.21 (s, 3H, 12-OMe), 3.16-3.10 (m, 1H, 12-H), 3.05-2.97 (m, 1H, H-6), 2.97-2.87
(m, 2H, SCH,CHs), 2.39 (dd, J = 13.3, 5.7 Hz, 1H, 15-Ha), 2.35-2.26 (m, 1H, 4-Ha), 2.26-
2.13 (m, 1H, 10-H), 2.26-2.13 (m, 1H, 4-Hb), 2.13-1.97 (m, 1H, H-15b), 1.77-1.60 (m, 1H,
14-H), 1.64-1.43 (m, 2H, 5-Ha), 1.63-1.50 (m, 1H, 13-Ha), 1.47 (s, 9H, t-Bu), 1.28-1.25 (m,
3H, SCH,CHj3), 1.08 (s, 9H, Sit-Bu), 1.04 (d, J=6.7 Hz, 3H, 10-Me), 1.05-1.00 (m, 1H,
13-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.86 (s, 9H, Sit-Bu), 0.58 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 14-Me), 0.05 (s,
3H, SiMe), 0.03 (s, 6H, SiMe), 0.02 (s, 3H, SiMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 =77.16 ppm) & 190.3 (d, C-1), 155.9 (s, C-Ar), 152.6 (s, NHCOO), 145.3 (d, C-3),
143.3 (s, C-Ar), 139.0 (s, C-Ar), 135.7 (d, C-Ar), 135.1 (d, C-9), 133.2 (s, C-Ar), 130.2 (d,
C-8), 129.9 (d, C-Ar), 129.0 (d, C-2), 127.8 (d, C-Ar), 115.6 (d, C-Ar), 112.3 (d, C-Ar), 107.6
(d, C-Ar), 84.4 (d, C-6), 81.3 (d, C-12), 80.3 (s, t-Bu), 75.9 (d, C-11), 74.7 (d, C-7), 58.5 (q,
6-OMe), 57.2 (g, 12-OMe), 44.7 (t, C-15), 40.8 (d, C-10), 36.0 (t, C-13), 31.2 (d, C-14), 28.6
(t, C-4), 28.6 (t, C-5), 28.5 (q, t-Bu), 26.7 (q, Sit-Bu), 26.3 (q, Sit-Bu), 26.0 (g, Sit-Bu), 23.2
(t, SCH,CHj3), 19.6 (s, Sit-Bu), 19.0 (g, 14-Me), 18.6 (s, Sit-Bu), 18.3 (g, 10-Me), 15.0 (g,
SCH.CHj3), -3.8 (g, SiMe), -4.0 (g, SiMe), -4.6 (g, SiMe) ppm; HRMS (ESI): Substanz

massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Silylierter Thioester 126

OTBDPS

OTBS

Der Thioester 127 (11.0 mg, 10.2 umol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in CH,Cl,
(6.0 mL) gelost, auf 0 °C gekuhlt und mit TFA (400 uL) versetzt. Nach 4 h wurde die
Reaktion durch Zugabe einer wassrigen NaHCOj3-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet und unter

vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
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(PE:EtOACc = 10:1 — 3:1) gereinigt und das Amin 126 (4.00 mg, 4.10 umol, 40 %, 7S:7R
d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; R¢ = 0.2 (PE:EtOAc = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): & 7.79-7.66 (m, 4H, SiPh), 7.45-7.29 (m,
6H, SiPh), 6.95-6.79 (m, 1H, 3-H), 6.09 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 6.05 (s, 1H, Ph), 6.01 (s,
1H, Ph), 5.94 (s, 1H, Ph), 5.54-5.34 (m, 1H, 9-H), 5.54-5.34 (m, 1H, 8-H), 4.19-4.02 (m, 1H,
7-H), 3.59-3.53 (m, 1H, 11-H), 3.37 (s, 3H, 6-OMe), 3.23 (s, 3H, 12-OMe), 3.20-3.10 (m, 1H,
12-H), 3.05-2.98 (m, 1H, H-6), 2.98-2.93 (m, 2H, SCH,CHj3), 2.40 (dd, J = 13.3, 5.7 Hz, 1H,
15-Ha), 2.35-2.26 (m, 1H, 4-Ha), 2.26-2.13 (m, 1H, 10-H), 2.26-2.13 (m, 1H, 4-Hb), 2.07-
1.97 (m, 1H, H-15b), 1.80-1.70 (m, 1H, 14-H), 1.65-1.43 (m, 2H, 5-Ha), 1.65-1.43 (m, 1H,
13-Ha), 1.31-1.22 (m, 3H, SCH,CH3), 1.07 (s, 9H, Sit-Bu), 1.04 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 10-Me),
1.05-1.00 (m, 1H, 13-Hb), 0.89 (s, 9H, Sit-Bu), 0.88 (s, 9H, Sit-Bu), 0.62 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
14-Me), 0.07 (s, 3H, SiMe), 0.05 (s, 6H, SiMe), 0.02 (s, 3H, SiMe) ppm; HRMS (ESI):
Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Das Amin 126 wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

Silyliertes Progeldanamycin-Derivat 128

OTBDPS

OTBS

Der Thioester 126 (4.0 mg, 4.1 pmol, 1.0 Aqg.) wurde unter Argon-Atmosphare in THF
(6.0 mL) gelést und mit 2,6-Lutidin (40 pL) und Silbernitrat (11 mg, 62 pmol, 15 Ag.)
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 32 h bei 55 °C gerihrt und anschlieend auf RT
gekuhlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer wassrigen CuSQO,4-LOsung beendet. Die
Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung gewaschen, tiber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-

Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 3:1) gereinigt und das Progeldanamycin-Derivat 128
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(2.0mg, 2.2umol, 53%, 7S:7R d.r. = 4:1) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.2
(PE:EtOAC = 9:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.77-7.64 (m, 4H, SiPh), 7.47-7.34 (m,
6H, SiPh), 6.97-6.84 (m, 1H, 3-H), 6.47 (s, 1H, Ph), 6.40 (s, 1H, Ph), 6.28 (s, 1H, Ph), 5.85
(d,J=15.4 Hz, 1H, H-2), 5.43 (dd, J = 15.3, 8.5 Hz, 1H, 8-H), 5.30 (dd, J = 15.3, 5.9 Hz, 1H,
9-H), 4.37-4.30 (m, 1H, 7-H), 3.58-3.53 (m, 1H, 11-H), 3.42 (s, 3H, 6-OMe), 3.28 (s, 3H,
12-OMe), 3.20-3.12 (m, 1H, 12-H), 3.12-3.07 (m, 1H, H-6), 2.91-2.81 (m, 1H, 15-Ha), 2.28-
2.15 (m, 1H, 10-H), 2.15-2.00 (m, 2H, 4-H), 2.15-2.00 (m, 1H, H-15b), 1.76-1.70 (m, 1H,
14-H), 1.65-1.43 (m, 2H, 5-H), 1.65-1.43 (m, 1H, 13-Ha), 1.13 (s, 9H, Sit-Bu), 1.09-1.00 (m,
1H, 13-Hb), 1.09 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 10-Me), 0.92 (s, 9H, Sit-Bu), 0.90 (s, 9H, Sit-Bu), 0.56
(d, J=6.2 Hz, 3H, 14-Me), 0.09 (s, 3H, SiMe), 0.06 (s, 6H, SiMe), 0.04 (s, 3H, SiMe) ppm;
HRMS (ESI): Substanz massenspektrometrisch nicht nachweisbar.

Das Progeldanamycin-Derivat 128 wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

Progeldanamycin-Derivat 125

Das Progeldanamycin-Derivat 128 (2.0 mg, 2.2 umol, 1.0 Aq.) wurde unter Argon-
Atmosphére in THF (2.0 mL) gel6st und mit Pyridin (500 L) und HF*Py (500 pL) versetzt.
Nach 7 Tagen wurde die Reaktion durch Zugabe einer wéssrigen NaHCOs-L0sung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit CuSO,-LOsung gewaschen, Uber MgSO,4
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per praparativer
HPLC (C18-ISIS-SP) (H,O:MeOH = 90:10 {5 min}, Gradient H,O:MeOH = 90:10 — 40:60
{65 min}, H,O:MeOH= 40:60 — 0:100 {20 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min},
2.5 mL/min) (tg = 36.5 min) gereinigt. Es wurden Lactam 125 (0.6 mg, 1.3 umol, 60 %) und
Lactam 125b (0.2 mg, 0.5 pmol, 20 %) als farblose Ole erhalten.
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125:

'H-NMR (500 MHz, MeOD, MeOD = 3.31 ppm): & 6.89-6.80 (m, 1H, 3-H), 6.49 (s, 1H,
Ph), 6.42 (s, 1H, Ph), 6.37 (s, 1H, Ph), 6.00 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2), 5.52-5.40 (m, 1H, 8-H),
5.52-5.40 (m, 1H, 9-H), 4.23 (d, J = 5.4 Hz, 1H, 7-H), 3.65-3.54 (m, 1H, 11-H), 3.41 (s, 3H,
6-OMe), 3.34 (s, 3H, 12-OMe), 3.34-3.20 (m, 1H, 12-H), 3.13-3.05 (m, 1H, H-6), 2.97-2.81
(m, 1H, 15-Ha), 2.46-2.34 (m, 1H, 4-Ha), 2.24-2.15 (m, 1H, 10-H), 2.15-2.10 (m, 1H, H-15b),
2.10-1.96 (m, 1H, 4-Hb), 1.80-1.70 (m, 1H, 14-H), 1.73-1.59 (m, 1H, 5-Ha), 1.73-1.59 (m,
1H, 13-Ha), 1.48-1.36 (m, 1H, 5-Hb), 1.27-1.19 (m, 1H, 13-Hb), 1.12 (d, J=6.4 Hz, 3H,
10-Me), 0.76 (d, J = 6.2 Hz, 3H, 14-Me); *C-NMR (125 MHz, MeOD, MeOD = 49.0 ppm):
0 166.4 (d, C-1), 159.4 (s, C-Ar), 146.5 (d, C-3), 139.4 (s, C-Ar), 137.2 (d, C-9), 133.8 (s,
C-Ar), 130.4 (d, C-8), 123.6 (d, C-2), 120.7 (d, C-Ar), 115.2 (d, C-Ar), 109.3 (d, C-Ar), 86.3
(d, C-6), 83.3 (d, C-12), 74.0 (d, C-11), 74.0 (d, C-7), 58.1 (g, 6-OMe), 58.1 (g, 12-OMe),
44.8 (t, C-15), 41.9 (d, C-10), 35.8 (t, C-13), 33.5 (d, C-14), 30.6 (t, C-4), 28.9 (t, C-5), 19.9
(q, 14-Me), 19.1 (g, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir Co5H3;NOgNa [M+Na]": berechnet:
470.2519, gefunden: 470.2514.

6.5. Synthese von Mutasynthonen

1H-Benzo[d][1,2,3]triazol-6-carbonsaure (131)

Das Amin 130 (1.00 g, 65.7 mmol, 1.0 Aq.) wurde in konzentrierter Salzsaure (500 mL)
gelost und auf 0 °C gekiihlt. NaNO, (6.80 g, 98.6 mmol, 1.5 Ag.) wurde in Wasser (100 mL)
geldst und innerhalb von 1.5 h langsam zum Reaktionsansatz gegeben. Nach 4 h wurde NaNj3
(6.4 g, 98.6 mmol, 1.5 Aq.) in Wasser (100 mL) gel6st und langsam zum Reaktionsgemisch
gegeben. Es wurde fir 3 h bei -5 °C gerihrt, dann auf RT erwarmt und flr weitere 12 h bei
RT geruhrt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck

eingeengt. Das Triazol 131 (9.42 g, 57.7 mmol, 88 %) wurde als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD-ds, MeOH = 3.31 ppm) & 8.62 (s, 1H, H-1), 8.16 (d, 1H,
J=8.7Hz, H-5), 7.91 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H-4) ppm; “C-NMR (100 MHz, MeOD-d.,
MeOD =49.0 ppm): 6 169.0 (s, COOH), 141.5 (s, C-Ar), 140.5 (s, C-Ar), 129.6 (s, C-Ar),
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128.4 (d, C-Ar), 119.7 (d, C-Ar), 114.5 (d, C-Ar) ppm; HRMS (ESI) m/z fir C;HgN30,
[M+H]": berechnet: 164.0460, gefunden: 164.0456; Tsm > 250 °C (Zersetzung).

S-(2-Acetamidoethyl) 1H-benzo[d][1,2,3]triazol-6-carbothioat (132)

@] . K

N
)J\N/Z\/S ’
H r 1

Iz

Das Triazol 131 (0.20 g, 1.23 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in DMF
(5.0 mL) suspendiert, mit EDC*HCI (0.28 g, 1.47 mmol, 1.2 Aq.),
N-(2-Mercaptoethyl)acetamid (0.16 mL, 1.47 mmol, 1.2 Aqg.) und DMAP (0.18 g, 1.47 mmol,
1.2 Aq.) versetzt und fiir 24 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (EtOAc:MeOH = 4:1),
gefolgt von préparativer HPLC (C18-P) (H,O:MeOH = 95:5 {10min}, Gradient
H,O:MeOH= 95:5 — 60:40 {50 min}, H,O:MeOH= 60:40 — 30:70 {30 min},
H,0:MeOH = 30:70 — 0:100 {10 min}, 15 mL/min) (tg = 73.1 min) gereinigt und der
SNAC-Ester 132 (0.05 g, 0.19 mmol, 15 %) als farbloser Feststoff erhalten; R;=0.4
(EtOAC:MeOH = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD, MeOH = 3.31 ppm) & 8.61 (s, 1H, H-1), 8.10 (d, 1H, J = 8.7 Hz,
H-5), 7.95 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H-4), 3.55-3.45 (m, 2H, H-1"), 3.29-3.25 (m, 2H, H-2"), 1.97 (s,
3H, COCHs) ppm; *C-NMR (100 MHz, MeOD, MeOD = 49.0 ppm): & 192.1 (s, COOH),
173.6 (s, COMe), 135.5 (s, C-Ar), 125.8 (s, C-Ar), 117.5 (d, C-Ar), 115.0 (d, C-Ar), 40.1 (t,
C-1%), 29.7 (t, C-2Y), 22,5 (g, Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C11H13N4O,S [M+H]":
berechnet: 265.0759, gefunden: 265.0759.

Methyl 3-cyclopropyl-5-nitrobenzoat (134)

2

NO,

OOMe

Das Bromid 133 (1.00 g, 3.86 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphare in Toluol
(20 mL) geldst, mit Pd(PPhs)s (0.22 g, 0.19 mmol, 0.05 Aq.), Cyclopropylboronséure (0.50 g,
5.79 mmol, 1.5 Ag.) und K,COs (1.76 g, 12.8 mmol, 3.3 Aq.) versetzt und fur 1 h unter
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Mikrowelleneintrag bei 150 °C geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT gekihlt und mit
EtOACc/H,O Gemisch verdinnt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-
Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 20:1 — 10:1) gereinigt und der
Ester 134 (0.68 g, 3.07mmol, 80%) als farbloser Feststoff erhalten; R;=0.4
(PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): &; 8.63 (s, 1H, Ph), 8.10 (s, 1H, Ph), 8.05
(s, 1H, Ph), 3.89 (s, 3H, COOCHg), 2.11-2.04 (m, 1H, H-1), 1.18-1.13 (m, 1H, H-2a),
1.18-1.13 (m, 1H, H-3a), 0.87-0.84 (m, 1H, H-2b), 0.87-0.84 (m, 1H, H-3b) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.0 ppm): & 165.2 (s, COOCHs), 148.4 (s, C-Ar), 147.1 (s,
C-Ar), 132.5 (d, C-Ar), 131.6 (s, C-Ar), 124.4 (d, C-Ar), 121.5 (d, C-Ar), 52.7 (g, COOCHz),
15.4 (d, C-1), 10.3 (t, C-2), 10.3 (t, C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C11H1,NO, [M+H]":
berechnet: 222.0766, gefunden: 222.0766; Tsy, = 65 °C.

Methyl 3-amino-5-cyclopropylbenzoat (135)

2

NH,

OOMe

Der Ester 134 (1.14 g, 5.15mmol, 1.0 Ag.) wurde in EtOAc (200 mL) gel6st, mit
SnCl,*2H,0 (5.80 g, 25.7 mmol, 5.0 Aqg.) versetzt und fir 24 h bei 70 °C geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf RT gekuhlt und mit EtOAc/H,O Gemisch verdinnt. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(PE:EtOAC = 5:1 — 3:1) gereinigt und das Amin 135 (0.89 g, 4.66 mmol, 91 %) als gelber
Feststoff erhalten; R; = 0.1 (PE:EtOAc = 5:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.25 (s, 1H, Ph), 7.23 (s, 1H, Ph), 6.58 (s,
1H, Ph), 3.87 (s, 3H, COOCH3), 1.91-1.84 (m, 1H, H-1), 0.99-0.94 (m, 1H, H-2a), 0.99-0.94
(m, 1H, H-3a), 0.73-0.67 (m, 1H, H-2b), 0.73-0.67 (m, 1H, H-3b) ppm; *C-NMR (100 MHz,
CDCl;, CDCl; = 77.0 ppm): & 167.4 (s, COOCHs), 146.4 (s, C-Ar), 145.6 (s, C-Ar), 131.0 (s,
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C-Ar), 117.1 (d, C-Ar), 116.9 (d, C-Ar), 113.1 (d, C-Ar), 52.0 (g, COOCH3), 15.3 (d, C-1),
9.1 (t, C-2), 9.1 (t, C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C11H14sNO, [M+H]": berechnet: 192.1025,
gefunden: 192.1023; Tsy, =67 °C

3-Amino-5-cyclopropylbenzoesaure (136)

2

NH,

OOH

Der Ester 135 (0.80 g, 4.19 mmol, 1.0 Ag.) wurde in MeOH (150 mL) geldst, mit LiOH-
Losung (1.0 M) (20.9 mL, 20.9 mmol, 5.0 Aqg.) versetzt und fir 15 h bei RT geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit einem EtOAc/H,O Gemisch verdlnnt. Die Phasen wurden
getrennt und die wéssrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die wéssrige Phase wurde auf
pH 2 mit HCI-L6sung (1.0 M) angeséuert und anschlieBend dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die S&ure 136 (0.33 g, 1.86 mmol,
45 %) wurde als gelber Feststoff erhalten; R¢ = 0.1 (CH,Cl,:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD, MeOH = 3.31 ppm) & 7.15-7.14 (m, 1H, Ph), 7.07-7.06 (s, 1H,
Ph), 6.67-6.65 (m, 1H, Ph), 1.90-1.78 (m, 1H, H-1), 0.98-0.89 (m, 1H, H-2a), 0.98-0.89 (m,
1H, H-3a), 0.70-0.62 (m, 1H, H-2b), 0.70-0.62 (m, 1H, H-3b) ppm; *C-NMR (100 MHz,
MeOD, MeOD = 49.0 ppm): & 170.6 (s, COOH), 149.0 (s, C-Ar), 146.6 (s, C-Ar), 132.5 (s,
C-Ar), 118.1 (d, C-Ar), 117.7 (d, C-Ar), 114.7 (d, C-Ar), 16.0 (d, C-1), 9.5 (t, C-2), 9.5 (t,
C-3) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CioHioNO, [M-H]: berechnet: 176.0712, gefunden:
176.0708; Tsm = 159 °C.

Methyl 3-amino-5-nitrobenzoat (138)

H,N NO,

OOMe

Der Ester 137 (25.0 g, 111 mmol, 1.0 Ag.) und Pd/C (1.22 g, 1.20 mmol, 1.1 Ag.) wurden mit
Triethylamin (70.0 mL, 498 mmol, 4.5 Aq.) versetzt und unter kraftigem Rihren unter
Riickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde Ameisensiure (97 %) (18.5 mL, 476 mmol, 4.3 Aq.)
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innerhalb von 1 h langsam hinzugetropft. Nach 1 h wurde das Reaktionsgemisch auf RT
gekuhlt, mit CH,Cl, verdinnt und tber Celite™ filtriert. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc =10:1
— 4:1) gereinigt und das Amin 138 (5.67 g, 28.9 mmol, 26 %) als gelber Feststoff erhalten;
Ri=0.7 (PE:EtOAC = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): & 8.21 (s, 1H, Ph), 7.68 (s, 1H, Ph), 7.65 (s,
1H, Ph), 3,95 (s, 3H, COOCH3) ppm; C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.0 ppm):
5 165.3 (s, COOCHa), 149.3 (s, C-Ar), 147.3 (s, C-Ar), 132.4 (s, C-Ar), 121.1 (d, C-Ar),
114.1 (d, C-Ar), 112.8 (d, C-Ar), 52.7 (q, COOCHgs) ppm; HRMS (ESI) m/z fur CgHgN,O4
[M+H]": berechnet: 197.0562, gefunden: 197.0563; Tsm = 149 °C.

Methyl-3-acetamido-5-nitrobenzoat (139)

H
\g/N NO,

OOMe

Das Amin 138 (5.67 g, 28.9 mmol, 1.0 Ag.) wurde in 1,4-Dioxan (85 mL) gel6st und mit
Pyridin (7.00 mL, 86.7 mmol, 3.0 Ag.) und Acetylanhydrid (5.45 mL, 57.8 mmol, 2.0 Aq.)
versetzt. Nach zwei Tagen wurde die Reaktion durch Zugabe von H,SO, (1.0 M) beendet. Die
Phasen wurden getrennt und die waéssrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde umkristallisiert
(PE:EtOAc) und das Amin 139 (4.99 g, 20.9 mmol, 72 %) als gelber Feststoff erhalten;
Ri = 0.4 (PE:EtOAC = 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 8.78 (s, 1H, Ph), 8.60 (s, 1H, Ph), 8.40 (s,
1H, Ph), 4.00 (s, 3H, COOCHs), 2.28 (s, 3H, NCOCHs) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.0 ppm): 6 164.7 (s, COOCHj3), 164.7 (s, NCOCHj3), 139.2 (s, C-Ar), 132.3 (s,
C-Ar), 125.6 (s, C-Ar), 119.7 (d, C-Ar), 118.3 (d, C-Ar), 52.9 (q, COOCHg), 24.6 (q,
NCOCHs3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C1oH11N,Os [M+H]": berechnet: 239.0668, gefunden:
239.0667; Tsm =170 °C.
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Methyl 3,5-diaminobenzoat (142)

HoN NH,

OzMe

Die Saure 141 (1.50 g, 9.86 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in MeOH (40 mL) gel6st und mit H,SO,4
(konz., 0.1 mL) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf 65 °C erhitzt, fiir weitere 24 h bei
65 °C geruhrt und anschlieend auf RT gekihlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer
wassrigen NaHCOs-LOsung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger
NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Der Ester 142 (1.05 g, 6.32 mmol, 64 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten; Ry=0.3
(PE:EtOAC = 1:4).

Die Verbindung 142 wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.

Methyl-3-acetamido-5-aminobenzoat (140)

H
H,N N \g/

O,Me

Methode 1

Der Ester 139 (4.99 g, 20.9 mmol, 1.0 Ag.) wurden in EtOAc (600 mL) gelést und mit
SnCl,*H,0 (23.6 g, 105 mmol, 5.0 Aqg.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde tiber Nacht bei
70 °C unter Rickfluss erhitzt und anschlielend auf RT gekihlt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe einer wassrigen NaHCOs-Ldsung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
waéssrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Amin 140 (3.84 g, 18.5 mmol, 88 %) wurde als gelber Feststoff
erhalten; Ry = 0.2 (PE:EtOAC = 1:4).

Methode 2
Der Ester 142 (0.90 g, 5.42 mmol, 1.0 Ag.) wurde in 1,4-Dioxan (100 mL) gelost und mit
Pyridin (1.3 mL, 16.3 mmol, 3.0 Ag.) und Acetylanhydrid (0.56 mL, 5.96 mmol, 1.1 Aq.)
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versetzt. Nach 24 h wurde die Reaktion durch Zugabe von H,SO, (1.0 M) beendet. Die
Phasen wurden getrennt und die waéssrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-L6sung gewaschen, tiber MgSQO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde umkristallisiert
(PE:EtOACc) und das Amin 140 (0.70 g, 3.36 mmol, 62 %) als gelber Feststoff erhalten;
Ri = 0.2 (PE:EtOAC = 1:4).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,, MeOH = 3.31 ppm): & 7.43 (s, 1H, Ph), 7.25 (s, 1H, Ph), 7.09
(s, 1H, Ph), 3.85 (s, 3H, COOCHg), 2.11 (s, 3H, NCOCHs) ppm; *C-NMR (100 MHz,
MeOD-d4, MeOD = 49.0 ppm): 6 171.7 (s, COOCHp3), 168.8 (s, NCOCHj3), 150.0 (s, C-Ar),
140.8 (s, C-Ar), 132.4 (s, C-Ar), 112.7 (d, C-Ar), 112.0 (d, C-Ar), 111.5 (d, C-Ar), 52.5 (q,
COOCHS3), 23.8 (g, NCOCHs) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C1gH13N,03 [M+H]": berechnet:
209.0926, gefunden: 209.0924; Tsm =175 °C.

Methyl 3-acetamido-5-azidobenzoat (143)

H
YO
OOMe

Das Amin 140 (0.60 g, 2.88 mmol, 1.0 Aq) wurde in HCI-Lésung (2 N, 9.0 mL) vorgelegt
und auf -5 °C gekiihlt. NaNO, (0.59 g, 8.65 mmol, 3.0 Aq.) wurde in Wasser (3.0 mL) gelost
und innerhalb von 30 min zum Reaktionsansatz gegeben. Nach 3 h wurde NaN; (0.28 g,
4.32 mmol, 1.5 Aqg.) in Wasser (1.5 mL) gelost und langsam zum Reaktionsgemisch gegeben.
Der Reaktionsansatz wurde fir 3 h bei -5 °C geruhrt, dann auf RT erwarmt und fir weitere
12 h bei RT gerthrt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten,
organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 1:1 — 1:2)
gereinigt und das Azid 143 (0.55 g, 1.06 mmol, 81 %) als gelber Feststoff erhalten; R; = 0.5
(PE:EtOAC = 1:4).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.75 (s, 1H, Ph), 7.68 (s, 1H, Ph), 7.43 (s,
1H, Ph), 3.92 (s, 3H, COOCHs), 2.20 (s, 3H, NCOCHs) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls,
CDCl3 = 77.0 ppm): 6 168.5 (s, COOCHj3), 165.8 (s, COCHg), 141.6 (s, C-Ar), 139.4 (s,
C-Ar), 132.2 (s, C-Ar), 116.7 (d, C-Ar), 115.5 (d, C-Ar), 114.6 (d, C-Ar), 52.5 (g, COOCHa),
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24.6 (g, OCCHs) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C1oH10N4O3Na [M+Na]": berechnet: 257.0651,
gefunden: 257.0651; Tsy, = 148 °C.

3-Acetamido-5-azidobenzoesaure (144)

H
YO
OOH

Das Azid 143 (0.56 g, 2.39 mmol, 1.0 Ag.) wurde in MeOH (40 mL) gelost und mit einer
LiOH-L6sung (1.0 M) (23.9 mL, 23.9 mmol, 10 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir
1 h bei 55 °C geriihrt und mit einem EtOAc/H,O Gemisch verdiinnt. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die wéassrige Phase wurde auf
pH 2 mit HCI (1.0 M) angeséuert und anschlielend dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-L6sung gewaschen, tiber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die Séure 144 (0.50 g, 2.27 mmol,
95 %) wurde als gelber Feststoff erhalten; Ry = 0.2 (CH,Cl,:MeOH = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD, MeOH = 3.31 ppm): & 7.91-7.89 (m, 1H, Ph), 7.73-7.72 (m, 1H,
Ph), 7.39-7.38 (m, 1H, Ph), 2.14 (s, 3H, NCOCHj;) ppm; *C-NMR (100 MHz, MeOD,
MeOD =49.0 ppm): & 172.0 (s, COOH), 168.4 (s, NCOCH3), 1425 (s, C-Ar), 141.8 (s,
C-Ar), 134.2 (s, C-Ar), 1183 (d, C-Ar), 116.0 (d, C-Ar), 115.1 (d, C-Ar), 23.9 (q,
NCOCH;3) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CoH7N4O3 [M-H]": berechnet: 219.0518, gefunden:
219.0516; Tsm > 200 °C (Zersetzung).

3-Amino-5-azidobenzoesaure (145)

H,N N,

OOH

Das Azid 144 (0.45 g, 2.04 mmol, 1.0 Ag.) wurde in Wasser (110 mL) suspendiert und
konzentrierte HCI (0.67 mL, 21.7 mmol, 10.6 Aq.) zugesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir
10 h bei 120 °C geruhrt, auf RT gekihlt und anschlieBend dreimal mit EtOAc extrahiert. Die

vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Ldsung gewaschen, tber MgSO,
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getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die Saure 145 (0.35 g, 1.97 mmol,
96 %) als brauner Feststoff erhalten; Rt = 0.3 (CH,Cl,:MeOH = 4:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,, MeOH = 3.31 ppm): & 7.13-7.12 (m, 1H, Ph), 6.94-6.93 (m,
1H, Ph), 6.56-6.55 (m, 1H, Ph) ppm; **C-NMR (100 MHz, MeOD-ds, MeOD = 49.0 ppm):
6 169.4 (s, COOH), 151.2 (s, C-Ar), 142.5 (s, C-Ar), 134.2 (s, C-Ar), 113.9 (d, C-Ar), 109.7
(d, C-Ar), 109.5 (d, C-Ar) ppm; HRMS (ESI) m/z fir C;HsN4O, [M-H]": berechnet:
177.0413, gefunden: 177.0412; Tsy =173 °C.

[3-(Methoxycarbonyl)-5-nitrophenyl]boronséaure (152a)

Die Boronsdure 152 (2.00 g, 9.48 mmol, 1.0 Ag.) wurde in MeOH (40 mL) geldst und
konzentrierte H,SO,4 (0.1 mL) zugesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fur 24 h bei 65 °C
gerlhrt und anschlieBend auf RT gekuhlt. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und die Saure 152a (2.05 g, 9.11 mmol, 96 %) als farbloser Feststoff erhalten;
R¢= 0.6 (CH,Cl,:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO = 2.50 ppm): & 8.84 (s, 1H, Ph), 8.76 (s, 1H, Ph),
8.65 (s, 1H, Ph), 3.93 (s, 3H, COOCH;) ppm; “C-NMR (100 MHz, DMSO-ds,
DMSO = 39.52 ppm): & 164.8 (s, COOCHj3), 147.7 (s, C-Ar), 140.5 (s, C-Ar), 132.5 (s, C-Ar),
130.5 (d, C-Ar), 125.1 (d, C-Ar), 52.8 (g, COOCHj3) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CgHyBNOg
[M+H]": berechnet: 226.0523, gefunden: 226.0521; Tsy, > 250 °C (Zersetzung).
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[3-Amino-5-(methoxycarbonyl)phenyl]boronsaure (153)

OH

H,N B.
OH

O OMe

Die Boronséure 152a (1.90 g, 8.45 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in EtOAc (200 mL) gel6st und mit
SnCl,*2H,0 (9.52 g, 42.3 mmol, 5.0 Aqg.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 90 °C
erhitzt, fir weitere 2 h bei 90 °C gerthrt und auf RT gekihlt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe einer wassrigen NaHCOs3-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, ber MgSO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Die Sdure 153 (1.51 g, 7.74 mmol, 92 %) wurde als gelber Feststoff
erhalten; R¢ = 0.5 (CH,Cl,:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,, MeOH = 3.31 ppm): & 7.56 (s, 1H, Ph), 7.39 (s, 1H, Ph), 7.18
(s, 1H, Ph), 3.87 (s, 3H, COOCH;) ppm; “C-NMR (100 MHz, MeOD-d,,
MeOD =49.0 ppm): 6 169.3 (s, COOCHj3), 141.1 (s, C-Ar), 133.1 (s, C-Ar), 131.3 (s, C-Ar),
125.8 (d, C-Ar), 124.9 (d, C-Ar), 118.0 (d, C-Ar), 52.4 (g, COOCHj3) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir CgH1:BNO4[M+H]": berechnet: 196.0781, gefunden: 196.0776; Tsm = 245 °C.

[3-Acetamido-5-(methoxycarbonyl)phenyl]boronsdure (154)

OH
HN B.
\g/ \EE/ OH
O OMe

Die Boronsaure 153 (0.10 g, 0.51 mmol, 1.0 Ag.) wurde in 1,4-Dioxan (10 mL) gelést und
mit Pyridin (0.12 mL, 1.54 mmol, 3.0 Aq.) und Acetylanhydrid (0.1 mL, 0.77 mmol, 1.5 Aq.)
versetzt. Nach 24 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wassrigen HCI-Ldsung (1.0 M)
beendet. Die waéssrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert und die vereinigten,
organischen Phasen mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Die Séure 154 (0.12 g, 0.49 mmol, 94 %) wurde als
gelber Feststoff erhalten; R¢ = 0.2 (CH,Cl,:MeOH = 10:1).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,, MeOH = 3.31 ppm): & 8.29 (s, 1H, Ph), 8.01 (s, 1H, Ph), 8.01
(s, 1H, Ph), 3.90 (s, 3H, COOCHj3), 2.14 (s, 3H, NCOCHs) ppm; ®*C-NMR (100 MHz,
MeOD-d4, MeOD =49.0 ppm): 6 171.8 (s, COCHj3), 168.5 (s, COOCHs), 139.7 (s, C-Ar),
133.1 (s, C-Ar), 131.1 (s, C-Ar), 130.3 (d, C-Ar), 123.1 (d, C-Ar), 113.9 (d, C-Ar), 52.7 (q,
COOCHS3), 23.8 (s, NCOCHa3) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C1gH13BNOs [M+H]": berechnet:
238.0887, gefunden: 238.0888; Tsy > 250 °C (Zersetzung).

[3-(1,3-Dioxoisoindolin-2-yl)-5-(methoxycarbonyl)phenyl]boronsaure (157)

0
OH
N B.
OH
0% >OMe

Das Amin 153 (0.09 g, 0.46 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in Essigsaure (5.0 mL) gelost und mit
Phthalanhydrid (0.07 mg, 0.46 mmol, 1.0 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 80 °C
erhitzt, fur weitere 2 h bei 80 °C gerthrt und auf RT gekihlt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von H,0 beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit
EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-Ldsung
gewaschen, uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (CH,Cl,:MeOH = 50:1 — 10:1) gereinigt und
das Amin 157 (0.07 g, 0.22mmol, 47 %) als gelbes Ol erhalten; R¢=0.8
(CH,Cl,:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO = 2.50 ppm): & 8.48 (s, 1H, Ph), 8.45 (s, 2H, Ph),
7.99-7.95 (m, 2H, Phth), 7.93-7.88 (m, 2H, Phth), 3.89 (s, 3H, COOCH;) ppm; *C-NMR
(100 MHz, DMSO-dg, DMSO = 39.52 ppm): & 167.0 (s, C=0 pnw), 165.9 (s, COOCHjs) 137.0
(s, C-Ar), 134.8 (s, C-Ar ppin), 134.8 (s, C-Ar), 134.3 (s, C-Ar), 131.8 (d, C-Ar), 131.6 (d,
C-Ar phin), 129.7 (d, C-Ar), 129.6 (d, C-Ar), 123.5 (d, C-Ar phn), 52.4 (s, COOCH3;) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir C15H13BNOg [M+H] *: berechnet: 326.0836, gefunden: 326.0841.
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Methyl 3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-5-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)oxy)benzoat (158)

(@)
(0]
N
O\N
(0]
O OMe

Die Boronsaure 157 (50.0 mg, 0.15 mmol, 2.0 Ag.) wurde in (CH,Cl); (2.0 mL) geldst, mit
Hydroxyphthalimid (13.0 mg, 0.08 mmol, 1.0 Ag.), Molsieb 4 A (0.10 g), Cu(OAc),
(14.0 mg, 0.08 mmol, 1.0 Ag.) und Pyridin (6.0 pL, 0.08 mmol, 1.0 Aq.) versetzt und unter
Luft-Atmosphare fir 48 h bei RT geruhrt. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem
Druck eingeengt, das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 —
1:1) gereinigt und das Hydroxylamin 158 (30.0 mg, 0.07 mmol, 88 %) als farbloses Ol
erhalten; Rs = 0.4 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): & 8.00-7.98 (m, 1H, Ph), 7.98-7.92 (m, 4H,
Phth), 7.85-7.79 (m, 4H, Phth), 7.85-7.79 (m, 1H, Ph), 7.63-7.58 (m, 1H, Ph), 3.91 (s, 3H,
COOCHs3) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.0 ppm): & 166.7 (s, COOCH3),
165.5 (s, C=0), 162.9 (s, C=0), 159.3 (s, C=0), 135.2 (d, C-Ar ppn), 134.9 (d, C-Ar ppin),
133.4 (s, C-Ar), 132.7 (s, C-Ar), 131.6 (s, C-Ar), 128.9 (s, C-Ar), 124.4 (d, C-Ar pn), 124.2
(d, C-Ar pnn), 123.6 (d, C-Ar), 117.5 (d, C-Ar), 114.4 (d, C-Ar), 52.8 (g, COOCH3) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir Co4H1sN,O7 [M+H]": berechnet: 443.0879, gefunden: 443.0881.

Methyl 3-amino-5-(aminooxy)benzoat (159)

H,N o}
2 “NH,

O OMe

Das Hydroxylamin 158 (0.50 g, 1.13 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in MeOH/CHClI; (100 mL, 1:9)
geldst und mit Hydrazin Monohydrat (0.5 mL) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fur 12 h
bei RT gerthrt, wobei ein farbloser Niederschlag ausfiel. Das Reaktionsgemisch wurde tber
Kieselgel filtriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde
per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 1:1) gereinigt und das Hydroxylamin 159
(0.13 g, 0.71 mmol, 63 %) als farbloses Ol erhalten; Rs = 0.4 (PE:EtOAc = 1:1).
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Das Amin 159 wurde ohne weitere Charakterisierung direkt verwendet.
HRMS (ESI) m/z fiir CgH1:N,O3 [M+H]": berechnet: 183.0770, gefunden: 183.0767.

3-Amino-5-(aminooxy)benzoesaure (146)

H,N o}
2 “NH,

O~ “OH

Das Hydroxylamin 159 (0.12 g, 0.66 mmol, 1.0 Ag.) wurde in THF/MeOH/H,O (25 mL,
3:1:1) gelést und mit Lithiumhydroxid Monohydrat (0.17 g, 3.96 mmol, 6.0 Aq.) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde fur 12 h bei RT gerihrt, mit EtOAc verdunnt und mit Essigsaure
(5.0 mL) versetzt. Das Losungsmittel wurde anschlieRend unter vermindertem Druck entfernt
und lieferte ein Rohprodukt, welches per praparativer HPLC (C18-P) (Gradient:
H,O:MeOH= 97:3 — 95:5 {20 min}, H,O:MeOH = 95:5 — 90:10 {60 min},
H,0:MeOH =90:10 — 0:100 {10 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 15 mL/min)
(tr = 24.5 min) gereinigt wurde. Die Sdure 146 (55.0 mg, 0.33 mmol, 50 %) wurde als

brauner Schaum erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, DMSO = 2.50 ppm): & 6.80 (s, 1H, Ph), 6.79 (br. s., 1H,
COOH), 6.72 (s, 1H, Ph), 6.51 (s, 1H, Ph), 5.24 (br. s. 2H, NH,) ppm; **C-NMR (100 MHz,
DMSO-ds, DMSO = 39.52 ppm): & 168.0 (s, COOH), 162.5 (s, C-Ar), 149.8 (s, C-Ar), 132.3
(s, C-Ar), 107.6 (d, C-Ar), 102.3 (d, C-Ar), 101.8 (d, C-Ar) ppm; HRMS (ESI) m/z fur
C;HoN,O3[M+H]": berechnet: 169.0613, gefunden: 169.0612.

[3-Hydroxy-5-(methoxycarbonyl)phenyl]boronséaure (160)

OH

H B
© ~OH

O~ ~OMe

Die Boronsaure 153 (0.50 g, 2.56 mmol, 1.0 Ag.) wurde in Wasser (16 mL) geldst, mit
konzentrierter H,SO,4 (16 mL) versetzt und auf -5 °C gekihlt. NaNO, (0.27 g, 3.85 mmol,

1.5 Aqg.) wurde in Wasser (15 mL) geldst und innerhalb von 30 min zum Reaktionsgemisch
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gegeben. Nach 3 h wurde Wasser (200 mL) zugegeben und der Reaktionsansatz auf 60 °C
erhitzt und fur weitere 30 min bei 60 °C geriihrt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit
EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden ber MgSO, getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(CH.CI;:MeOH = 50:1 — 10:1) gereinigt und das Phenol 160 (0.16 g, 0.82 mmol, 32 %) als
gelbes Ol erhalten; R = 0.2 (CH,Cl,:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d,, MeOH = 3.31 ppm): & 7.72 (s, 1H, Ph), 7.43 (s, 1H, Ph), 7.25
(s, 1H, Ph), 3.88 (s, 3H, COOCHs;) ppm; *C-NMR (100 MHz, MeOD-d,,
MeOD = 49.0 ppm): & 168.7 (s, COOCHj3), 131.9 (s, C-Ar), 126.6 (s, C-Ar), 126.0 (s, C-Ar),
118.1 (d, C-Ar), 108.8 (d, C-Ar), 108.2 (d, C-Ar), 52.6 (g, COOCHj3) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir CgH10BOs [M+H]": berechnet: 197.0621, gefunden: 197.0620.

[3-Acetoxy-5-(methoxycarbonyl)phenyl]boronsdure (162)

OH
o) B
D e WEF
O OMe

Die Boronséure 160 (0.06 g, 0.31 mmol, 1.0 Ag.) wurde in 1,4-Dioxan (10 mL) gelést und
mit Pyridin (0.08 mL, 0.92 mmol, 3.0 Agq.) und Acetylanhydrid (0.04 mL, 0.46 mmol,
1.5 Aq.) versetzt. Nach 48 h wurde die Reaktion durch Zugabe einer wissrigen HCI-Losung
(1.0 M) beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Ldsung
gewaschen, uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die S&ure 162
(0.07 g, 0.29 mmol, 96 %) wurde als gelbes Ol erhalten; Ry = 0.4 (CH,Cl»:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d;, MeOH = 3.31 ppm): & 7.82 (s, 1H, Ph), 7.42 (s, 1H, Ph), 7.33
(s, 1H, Ph), 3.85 (s, 3H, COOCHj3), 1.98 (s, 3H, OCOCHs) ppm; *C-NMR (100 MHz,
MeOD-d,;, MeOD = 49.0 ppm): & 168.7 (s, COOCHj3), 157.9 (s, COCHs), 131.6 (s, C-Ar),
126.9 (s, C-Ar), 126.2 (s, C-Ar), 118.3 (d, C-Ar), 52.4 (g, COOCHs), 20.4 (s, COCHs) ppm;
HRMS (ESI) m/z fiir C1oH1:BOgNa [M+Na]": berechnet: 261.0546, gefunden: 261.0542.
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[3-Methoxy-5-(methoxycarbonyl)phenyl]boronséaure (161)

OH

o) B

- ~OH

O OMe

Die Boronsaure 160 (0.06 g, 0.33 mmol, 1.0 Ag.) wurde in Aceton (10 mL) gelést und mit
K,CO3 (0.09 g, 0.66 mmol, 2.0 Ag.) und Methyliodid (0.03 mL, 0.50 mmol, 1.5 Aq.) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde fir 20 h unter Rickfluss erhitzt und auf RT gekihlt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe einer wassrigen HCI-Lésung (1.0 M) beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert und die vereinigten,
organischen Phasen wurden mit wassriger NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(CH,Cl2:MeOH = 50:1 — 10:1) gereinigt und die S&ure 161 (0.06 g, 0.29 mmol, 86 %) als
gelbes Ol erhalten; Ry = 0.5 (CH,Cl,:MeOH = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD-d;, MeOH = 3.31 ppm): & 7.95 (s, 1H, Ph), 7.51 (s, 2H, Ph), 3.88
(s, 3H, COOCHs), 3.81 (s, 3H, OCHs;) ppm; 2C-NMR (100 MHz, MeOD-d,,
MeOD = 49.0 ppm): & 168.6 (s, COOCHs3), 160.5 (s, C-Ar), 131.7 (d, C-Ar), 131.7 (d, C-Ar),
128.2 (s, C-Ar), 125.1 (s, C-Ar), 116.8 (d, C-Ar), 55.7 (q, OCHa), 52.6 (s, COOCH3) ppm;
HRMS (ESI) m/z fir CgH10BOs [M-H]': berechnet: 209.0621, gefunden: 209.0619.

Methyl-3-[(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)oxy]-5-methoxybenzoat (163)

Der Ester 161 (0.05 g, 0.24 mmol, 2.0 Aq.) wurde in (CH,CI), (2.0 mL) gel6st und es wurden
Hydroxyphthalimid (0.02 g, 0.12 mmol, 1.0 Aq.), Molsieb 4 A (0.10 g), Cu(OAc), (0.02 g,
0.12 mmol, 1.0 Ag.) und Pyridin (0.01 mL, 0.12 mmol, 1.0 Aq) zugesetzt. Der
Reaktionsansatz wurde unter Luft-Atmosphare fir 48 h bei RT gerlhrt und anschlieend das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde per Flash-
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Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 1:1) gereinigt und das Hydroxylamin 163 (12.0 mg,
0.04 mmol, 39 %) als farbloses Ol erhalten; Ry = 0.6 (PE:EtOAc = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): & 7.99-7.91 (m, 2H, Ph), 7.88-7.80 (m, 2H,
Ph), 7.37 (s, 1H, Ph), 7.35 (s, 1H, Ph), 6.92 (s, 1H, Ph), 3.88 (s, 3H, COOCHj3), 3.85 (s, 3H,
OCHs) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.0 ppm): & 166.0 (s, COOCHs), 162.7
(s, NCOPh), 160.7 (s, C-Ar), 159.8 (s, C-Ar), 135.0 (d, C-Ar), 135.0 (d, C-Ar), 132.5 (s,
C-Ar), 128.8 (s, C-Ar), 124.1 (d, C-Ar), 124.1 (d, C-Ar), 110.9 (d, C-Ar), 106.9 (d, C-Ar),
105.5 (d, C-Ar), 55.8 (q, OCHs), 52.4 (g, COOCHs) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C17H13NOgNa
[M+Na]": berechnet: 350.0641, gefunden: 350.0640.

Methyl 3-(aminooxy)-5-methoxybenzoat (164)

o o
- “NH,

O OMe

Das Hydroxylamin 163 (6.00 mg, 0.02 mmol, 1.0 Ag.) wurde in MeOH/CHCls (0.5 mL, 1:9)
gelost und mit Hydrazin Monohydrat (2.70 pL, 0.05mmol, 3.0 Aq.) versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde fur 12 h bei RT gerthrt, wobei sich ein weiller Niederschlag bildete.
Das Reaktionsgemisch wurde ber Kieselgel filtriert und das Filtrat unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 —
1:1) gereinigt und das Hydroxylamin 164 (3.00 mg, 0.09 mmol, 85 %) als farbloses Ol
erhalten; R; = 0.3 (PE:EtOAC = 2:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI; = 7.26 ppm): & 7.44-7.40 (m, 1H, Ph), 7.19-7.14 (m, 1H,
Ph), 6.95-6.90 (m, 1H, Ph), 3.90 (s, 3H, OMe), 3.83 (s, 3H, OMe); *C-NMR (100 MHz,
CDCl3, CDCl3=77.0 ppm): 6 167.0 (s, COOCHy), 162.5 (s, C-Ar), 160.7 (s, C-Ar), 132.0 (s,
C-Ar), 107.5 (d, C-Ar), 107.3 (d, C-Ar), 1045 (d, C-Ar), 55.8 (g, OCHs), 52.4 (q,
OCHjs) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CgH1NO4 [M+H]™: berechnet: 198.0761, gefunden:
198.0766.
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3-(Aminooxy)-5-methoxybenzoesaure (148)

o o
- “NH,

O~ ~OH

Das Hydroxylamin 164 (3.00 mg, 0.02 mmol, 1.0 Aqg.) wurde in THF/MeOH/H,0 (1.0 mL,
3:1:1) gelost und mit Lithiumhydroxid Monohydrat (3.40 mg, 0.08 mmol, 5.0 Aq.) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde fur 12 h bei RT gerihrt und dann mit EtOAc/H,O Gemisch
verdunnt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die wassrige Phase wurde
auf pH 3 mit HCI (1.0 M) angesauert und anschlieRend dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten, organischen Phasen wurden mit wéssriger NaCl-L6sung gewaschen, tiber MgSO,
getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die Sdure 148 (2.00 mg, 0.01 mmol,

73 %) wurde als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, DMSO = 2.50 ) § 7.26-7.24 (m, 1H, Ph), 7.00-6.95 (m, 1H,
Ph), 6.95-6.93 (m, 1H, Ph), 3.76 (s, 3H, OMe); “*C-NMR (100 MHz, DMSO-ds,
DMSO = 39.52 ppm): & 167.1 (s, COOH), 162.8 (s, C-Ar), 160.1 (s, C-Ar), 106.5 (s, C-Ar),
106.4 (d, C-Ar), 103.5 (d, C-Ar), 55.3 (g, OCHs) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CgHioNO,
[M+H]": berechnet: 184.0604, gefunden: 184.0610.

Methyl-3-[(tert-butyldiphenylsilyl)oxy]-5-{[(1-ethoxyethylidene)amino]oxy}benzoat (168)

OEt

TBDPSO o\N&

O~ ~OEt

Der Ester 166 (47.0 mg, 0.10 mmol, 1.0 Ag.) wurde unter Argon-Atmosphéare in entgastem
Toluol (2.0 mL) geldst und mit (AllylPdCl), (0.70 mg, 1.94 umol, 0.02 Aq.), t-BuXPhos
(3.30 mg, 7.76 umol, 0.08 Ag.), Cs,CO3 (48.0 mg, 0.15 mmol, 1.5 Ag.) und Ethyl-N-
hydroxyacetimidat (12.6 mg, 0.12 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf
65 °C erhitzt und fir weitere 24 h geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit EtOAc verdunnt
und tber Celite™ filtriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das
Rohprodukt per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 40:1 — 20:1) gereinigt und das
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Hydroxylamin 168 (40.0 mg, 0.08 mmol, 82 %) als farbloses Ol erhalten; R;=0.4
(PE:EtOAC = 20:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCI3 = 7.26 ppm): & 7.77-7.72 (m, 4H, SiPh), 7.48-7.34 (m,
6H, SiPh), 7.35 (m, 1H, Ph), 7.14 (m, 1H, Ph), 6.76 (m, 1H, Ph), 4.29 (q, J=7.1 Hz, 2H,
CH,CHs), 3.91 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CHa), 2.00 (s, 3H, CHs), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
CH,CHs), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CHs), 1.12 (s, 9H, Sit-Bu) ppm; “*C-NMR (100 MHz,
CDCl3, CDCI3 = 77.0 ppm): 6 166.4 (s, C=N), 165.8 (s, C=0), 160.3 (s, C-Ar), 156.5 (s,
C-Ar), 135.6 (d, SiPh), 132.8 (d, SiPh), 132.0 (s, C-Ar), 130.0 (s, SiPh), 127.9 (s, SiPh), 114.0
(d, C-Ar), 110.1 (d, C-Ar), 108.3 (d, C-Ar), 63.0 (q, CH,CHj3), 61.0 (g, CH,CHg), 29.8 (s,
Sit-Bu), 26.7 (q, Sit-Bu), 19.63 (q, CH,CH3), 14.3 (q, CH,CH3) ppm; HRMS (ESI) m/z fur
Ca9H3sNOsSiNa [M+Na]*: berechnet: 528.2177, gefunden: 528.2182.

Methyl-3-{[(1-ethoxyethylidene)amino]oxy}-5-hydroxybenzoat (169)

OEt

HO o\N//K

O~ ~OMe

Das Hydroxylamin 168 (11.0 mg, 22.0 umol, 1.0 Aqg.) wurde in THF (3.0 mL) gel6st, auf 0 °C
gekihlt und mit TBAF*3H,0 (10.4 mg, 33.0 pmol, 1.5 Aq.) versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde auf RT erwdrmt und fur weitere 20 min bei RT gerthrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe einer wassrigen NH,Cl-Lésung beendet. Die wassrige Phase wurde dreimal mit
EtOAc extrahiert und die vereinigten, organischen Phasen anschlieBend mit einer wéssrigen
NaCl-L6ésung gewaschen, tber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt.
Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie (PE:EtOAc = 10:1 — 5:1) gereinigt und
der Phenol 169 (6.4 mg, 22.0umol, 99 %) als farbloses Ol erhalten; Rf = 0.2
(PE:EtOAC = 10:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, CHCl; = 7.26 ppm): & 7.34 (m, 1H, Ph), 7.14 (m, 1H, Ph), 6.92
(m, 1H, Ph), 4.35 (g, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CHs), 4.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CHs3), 2.11 (s,
3H, CHa), 1.38 (t, J=7.1Hz, 3H, CH,CH3), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CHz) ppm;
3C-NMR (100 MHz, CDCls, CDCl; = 77.0 ppm): 8 166.4 (s, C=N), 166.1 (s, C=0), 160.8 (s,
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C-Ar), 156.5 (s, C-Ar), 132.2 (s, C-Ar), 109.2 (d, C-Ar), 107.9 (d, C-Ar), 105.7 (d, C-Ar),
63.1 (q, CH2CH3), 61.2 (q, CHZCHg), 14.4 (q, CH2CH3), 14.3 (q, CHZCHg) ppm.

3-(Aminooxy)-5-hydroxybenzoesaure (147)

HO o
“NH,

O~ ~OH

Das Hydroxylamin 169 (21.0 mg, 0.08 mmol, 1.0 Ag.) wurde in 1,4-Dioxan (1.0 mL) gelost,
auf 0°C gekuhlt und mit Salzsdure (6 M, 80.0 pL) versetzt. Nach 1 h wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt in THF/MeOH/H,0
(3.0 mL, 3:1:1) gelost. Lithiumhydroxid Monohydrat (17.0 mg, 0.40 mmol, 5.0 Aqg.) wurde
zugegeben, der Reaktionsansatz fir 12 h bei RT gerihrt und dann EtOAc verdlnnt.
Essigsaure (1.0 mL) wurde zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde per praparativer HPLC (C18-P) (Gradient:
H,O:MeOH =973 — 95:5 {20 min}, H,O:MeOH = 95:5 — 90:10 {60 min},
H,O:MeOH =90:10 — 0:100 {10 min}, H,O:MeOH = 0:100 {10 min}, 15 mL/min)
(tz = 76.0 min) gereinigt und die Sdure 147 (2.00 mg, 0.01 mmol, 11 %) als brauner Schaum

erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO = 2.50 ppm): & 7.06 (s, 1H, Ph), 6.88 (s, 1H, Ph),
6.85 (br. s., 1H, COOH), 6.66 (s, 1H, Ph), 3.39 (br. s., 2H, NH,), 3.39 (br. s., 1H, OH), ppm;
3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, DMSO = 39.52 ppm): & 162.5 (s, COOH) 157.9 (s, C-Ar),
134.3 (s, C-Ar), 108.4 (d, C-Ar), 104.9 (d, C-Ar), 103.4 (d, C-Ar) ppm.

2-(3-Carboxy-5-hydroxyphenyl)hydrazin-1-ium chlorid (170)

H

HO N
“NH;* CI

O~ ~OH

Das Amin 15 (0.10 g, 0.53 mmol, 1.0 Aq.) wurde in konzentrierter HCI (5.0 mL) suspendiert
und auf -10 °C gekiihlt. NaNO, (0.06 g, 0.80 mmol, 1.5 Aq.) wurde in Wasser (0.5 mL) gelost
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und zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach 30 min wurde SnCl,*2H,0 (0.36 g, 1.58 mmol,
3.0 Aq.) in konzentrierter HCI (0.5 mL) geldst und zum Reaktionsgemisch gegeben. Die
Reaktion wurde fur 3 h bei -10 °C gerlhrt. Der Feststoff wurde abfiltriert und im Vakuum

getrocknet. Die Saure 170 (0.10 mg, 0.49 mmol, 93 %) wurde als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, DMSO = 2.50 ppm): & 10.1 (br. s. 3H, NHs), 9.91 (br. s., 1H,
NH), 8.33 (br.s., 1H, OH), 7.00 (s, 1H, Ph), 6.96 (s, 1H, Ph), 6.59 (s, 1H, Ph) ppm; **C-NMR
(100 MHz, DMSO-ds, DMSO = 39.52 ppm): & 167.1 (s, COOH) 158.1 (s, C-Ar), 146.9 (s,
C-Ar), 132.6 (s, C-Ar), 109.6 (d, C-Ar), 105.9 (d, C-Ar), 105.7 (d, C-Ar) ppm; HRMS (ESI)
m/z fir C;H;N,03 [M-H]": berechnet: 167.0459, gefunden: 167.0455.
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6.6. Molekularbiologische und Mutasyntheseexperimente
6.6.1. Allgemeine Hinweise zu den mikro- und molekularbiologischen Arbeiten
Geratschaften

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden in einem S1-Labor unter keimfreien Bedingungen
durchgefuhrt. Die hierfur verwendeten Gerate und N&hrmedien wurden durch Autoklavieren
sterilisiert. Hitzempfindliche Materialien wurden durch Isopropanol- oder Ethanoleinwirkung

sterilisiert, wéahrend nicht autoklavierbare Zusétze vor der Verwendung als Lésung durch

einen Sterilfilter filtriert wurden.

Tabelle 20: Geréte.

Beschreibung Firma
Autoklav VX-95 SYSTEC
French Press R 125 AMERICAN INSTRUMENT COMPANY
Heizblock Blockthermostat tcr 100 ROTH
Inkubator VT5042EK HERAEUS
Netzteile
Power Supply E833 CONSORT
Power Supply E835 CONSORT
pH-Meter Checker HANNA
Photometer UV-1601 PC Spectrophotometer SHIMADZU
Schuttler
CH-4103 INFORS-AG
Innova 4900 Multi-Tier Environmental Shaker NEW BRONSWICK SCIENTIFIC
Thermoblock Thermostat 5320 EPPENDORF
Thermomixer comfort EPPENDORF

Vortex Genie 2

Zentrifugen
5147 R Mikrozentrifuge
Heraeus Megafuge 16R
Qikspin Mikrozentrifuge

Spritzenpumpe BS-9000-8

SCIENTIFIC INDUSTRIES

EPPENDORF

THERMO SCIENTIFIC
EDWARSS INSTRUMENTS
BRAINTREE SCIENTIFIC

Nahrmedien

Zur Herstellung der verwendeten Medien wurde ausschlieBlich bidest. Wasser benutzt.
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Tabelle 21: Zusammensetzung der Agar-Platten.
R5-Agar-Platten Spurenelement-L6sung
Saccharose 309¢ ZnCl, 40 mg
K2SO,4 0.075¢ FeCl; * 6H,0 200 mg
MgCl, * 6H,0 3.036¢ CuCl; * 2H,0 10 mg
D-Glucose*H,0 309 MnCl, * 4H,0 10 mg
Casamino acids (Difco) 0.03¢g Na,B,07 * 10H,0 10 mg
Hefe-Extrakt 15¢ (NHz)sM07024 * 4H,0 10 mg
TES Puffer 1.723 ¢ Bidest. Wasser 100 mL
Agar 6.171¢g
Spurenelement-Lésung 60 pL
Bidest. Wasser 300 mL

Zu der Losung der R5-Medium-Platten wurden

0.21 mL NaOH-L6sung (1.0 M) hinzugefugt.

Tabelle 22: Zusammensetzung verwendeter Medien.

nach dem Autoklavieren 0.30 mL KH,PO,-
Losung (0.5 %), 0.12 mL CaCl,-Lésung (5.0 M), 0.45 mL L-Prolin-Ldsung (20%) und

GYP-Medium Fermentations-Medium (GPMd)
D-Glucose*H,0 109 D-Glucose*H,0 3209
Hefeextrakt 4049 Hefeextrakt 209
Penton 409 Penton 2049
Xanthan 1.2¢ Trypton 209
Bidest. Wasser 400 mL Haferbrei (ALNATURA) 409
Xanthan 249
Bidest. Wasser 800 mL
Kryo-Medium: Glycerin (20 g), Saccharose (10 g), Bidest. Wasser (70 mL).
Tabelle 23: Zusammensetzung verwendeter Medien.

. Komponenten Beschreibung Komponenten
Beschreibung pro 1000 mL pro 1000 mL
SOB-Medium 20.0 g Trypton SOC-Medium 20.0 g Trypton

0.5 g NaCl 0.5 g NaCl
5.0 g Hefe-extrakt 5.0 g Hefe-extrakt
186 mg KClI 186 mg KClI
0.2 ml NaOH (5 M) 0.2 ml NaOH (5 M)
SOB-Agar SOB-Medium
15.0 g Agar

Zu der Losung der SOB-Medium wurden nach dem Autoklavieren 10 mL MgCl,-Ldsung

(1 M) hinzugefugt.

Zu der Losung der SOC-Medium wurden nach dem Autoklavieren 10 mL MgCl,-Ldsung
(2 M) und 10 ml Glucose-L6sung (50 %) hinzugefigt.
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Tabelle 24: Puffer fir die SDS-PAGE.

Beschreibung

Komponenten

Lower Tris-Puffer

1.5 M Tris
4% (w/v) SDS
pH 8.8

Upper Tris-Puffer

0.5M Tris
4% (w/v) SDS
pH 6.8

Ammoniumperoxodisulfat

10% (w/v)

Sammelgel (5%)

0.63 mL Lower Tris-Puffer
3.4 mLdd Hzo
0.83 mL Rotiophoresegel 30
0.005 mL TEMED
0.08 mL 10% APS
0.05 mL SDS

Trenngel (12%)

3.8 mL Upper Tris-Puffer
49 mLdd Hzo
6.0 mL Rotiophorese Gel 30
0.15 mL 10% APS
0.006 mL TEMED
0.15 mL SDS

Ladepuffer 1x Lammli-Mix
1% (w/v) SDS
100 mM DTT

10x LA&mmli-Mix 150 mM Tris pH 6.8

6% (w/v) SDS
30% (v/v) Glycerin
0.02% (w/v) Bromphenolblau

50x SDS-TAE-Laufpuffer

2 M Tris-Acetat
5mM EDTA
pH 8.0

Farbelésung

25% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsaure

1% (v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

Entfarbelosung

25% (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsaure

Kultivierung der E. coli

Die Stamme von E. coli-Bakterien wurden bei 37 °C bzw. 34 °C uber Nacht auf SOB-
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Fir die Ubernachtkultur von
E. coli-Stammen wurde eine Kolonie in 5 mL SOB-Medium mit dem entsprechendem

Antibiotikum Uberfihrt und tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.
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Transformation mit Plasmid DNA

Die Transformation wurde mit kommerziell erhédltlichen E. coli BL21(DE3)pLysS
kompetenten Zellen, die zuvor auf Eis aufgetaut wurden, durchgefihrt. Dazu wurde 1 pL
Plasmid-DNA mit 100 pL kompetenter Zellen vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fur 45 s und Inkubation auf Eis fur 2 min. Nach
der Zugabe von 1 mL SOC-Medium wurde fur 45 min bei 37 °C inkubiert und anschlief3end
1 min bei 7800 rpm zentrifugiert. 700 uL des Uberstandes wurden verworfen und das
Zellpellet im restlichen Volumen resuspendiert. Der Transformationsansatz wurde auf SOB-
Agarplatten mit Ampicillin (50 pg/mL) und Chloramphenicol (50 pg/mL) ausplattiert und
uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Expression

Die heterologe Expression erfolgte ausgehend aus einer Transformation von E. coli
BL21(DE3)pLysS-Zellen mit dem Plasmid und Selektion auf Agarplatten, die die Antibiotika
Ampicillin und Chloramphenicol enthielten. AnschlieBend wurde eine Ubernachtkultur mit
Zellmaterial einer Einzelkolonie inokuliert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Mit dieser
Flussigkultur wurde eine Hauptkultur auf einen ODsgs=0.05 angeimpft und unter
Selektionsdruck (50 pg/mL Ampicillin und 50 pg/mL Chloramphenicol) bei 37 °C und
160 rpm kultviert. Nachdem die Kultur einen ODsgs=1 erreicht hatte, wurde die Expression
mit 0.1 mM IPTG induziert und fir 20 h bei 16 °C inkubiert. Nach dem Zentrifugieren bei
4 °C und 4500 rpm fir 30 min wurde das Lysat verworfen und das Zellpellet fir den

anschlieBenden Zellaufschluss auf Eis gelagert.

Zellaufschluss mit Ultraschall

Der Zellaufschluss in Volumina von 1-5 mL wurde mit einem Ultraschall-Homogenisator
(duty cycle: 30%, output control: 20 W) unter Eiskihlung in jeweils drei Cyclen (2 min
Ultraschall, 1 min Eiskuhlung) durchgefihrt. Die Zelltrimmer wurden anschlielend bei
11000 rpm und 4 °C fir 30 min zentrifugiert.

Zellaufschluss mit FRENCH-PRESS-Verfahren

Der Zellaufschluss von Volumina zwischen 5 und 15 mL wurde nach dem FRENCH-PRESS-
Verfahren in zwei Cyclen bei 1000 psi (high) durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst das
verwendete Gerat fir 5 min bei -80 °C gelagert. Die Zelltrimmer wurden anschlieRend bei
11000 rpm und 4 °C fir 30 min zentrifugiert.
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur Analyse der Reinheit der
Proben durchgefihrt. Hierzu wurden 5%ige Sammel- und 12%ige Trenngele verwendet. Zur
Analyse der Zellproben wurden 10 pL Lysat mit 10 pL SDS-Ladepuffer sowie eine
Pipettenspitze des Zellpellets mit jeweils 10 puL SDS-Ladepuffer und 10x Lammli-Mix
vermischt und bei 95 °C fur 10 min inkubiert. Aufgetragen wurden 5 pL PageRuler™
Prestained/Unstained Protein Ladder der Firma FERMENTAS als Proteinstandard und jeweils
10 pL Proteinprobe. Die Proben wurden bei 125 V fur 10 min fokussiert und bei 175 V fur
50 min aufgetrennt. Die Gele wurden tber Nacht in Férbelosung gefarbt und anschlieRend mit

Entfarbeldsung bis zur gewlinschten Farbintensitat entfarbt.

Kultivierung der Mutante K390-61-1

Der verwendete Bakterienstamm S. hygroscopicus K390-61-1 wurde von H. G. FLOSS zur
Verfligung gestellt und wurde in Form von Kryokulturen bei -80 °C gelagert.

Die Anzucht der Mutante erfolgte auf R5-Agar-Platten, die vorher mit 250 pl Neomycin-
Losung (10 mg/mL) behandelt wurden. Die Agar-Platten wurden bei 28°C fur 7 Tage
inkubiert. AnschlieRend wurden mehrere Einzelkolonien selektiert, mit einer Impf-Ose
abgenommen und in einem sterilen Eppendorfgefal mit sterilen Glasperlen sowie 1.0 mL
Wasser zerkleinert. Die Losung wurde zum Animpfen der Vorkultur (40 mL GYP-Medium
pro Kolben) verwendet. Diese wurden fiir zwei Tage bei 28 'C und 200 rpm geschiittelt und
anschlieend zum Animpfen der Hauptkulturen verwendet.

Des Weiteren wurde aus einer gut produzierenden Vorkultur Kryokulturen hergestellt. Hierfur
wurden 200 pL. Vorkultur mit 200 uL. Kryokulturmedium gemischt und diese dann bei -80°C
gelagert. Diese Kryokulturen wurden ebenfalls zum Animpfen der Vorkultur verwendet
(100 pL von Kryokultur fiir 40 mL GYP-Medium).

Fur die Hauptkulturen wurde das GPMd-Medium verwendet. Die Testverfutterung wurde in
einem 250 mL Schikanekolben durchgefihrt, hierbei wurde 1.0 mL Vorkultur fir 30 mL
GPMd-Medium verwendet. Fir groRe Futterungsexperimente wurden 500 mL
Schikanekolben mit 75 mL GPMd-Medium und 2 mL Vorkultur verwendet. Diese wurden
fur 24 h bei 28°C und 200 rpm geschdttelt. Dann wurde das AHBA-Derivat innerhalb von 3
oder 4 Tagen zugefuttert. Hierfur wurde der entsprechende Aromat in DMSO oder
DMSO/Wasser geldst und anschlieRend steril filtriert. Nach 6-7 Tagen wurden die Kulturen
nach Zentrifugation je dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen

wurden Gber MgSQO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt
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wurde per Kieselgelsdule, Sephadex-Chromatographie, préaparativer HPLC und semi-

praparativer HPLC gereinigt.

6.6.2. Darstellung der mutasynthetisch hergestellten Geldanamycin-Derivate

Mutasynthese mit dem Mutasynthon 2-Fluor-5-aminobenzoesaure

K390-61-1

174

177 \’&

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Das Fluorid 174 (233 mg, 1.50 mmol) wurden in DMSO:H,0 (1:1,
20 mL) gel6st, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 uL pro Kolben und Tag) zu den
Bakterien gegeben. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach Zentrifugation je dreimal mit
EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden uber MgSO, getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(EtOAC) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten 8.0 mg (6.7 mg/L) des

17-Fluor-18-deshydroxy-reblastatins 177 als farbloser Feststoff isoliert werden.

1. HPLC: préaparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tgr = 55.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 44.0 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 {5 min},
H,O:MeOH = 80:20 — 60:40 {75 min}, H,O:MeOH = 60:40 — 0:100 {10 min},
3.0 mL/min) (tz = 81.5 min).
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'H-NMR (500 MHz, MeOD-d;, MeOH = 3.31 ppm): & 7.12 (s, 1H, Ph), 6.99 (m, 1H, Ph),
6.89 (s, 1H, Ph), 5.81-5.71 (m, 1H, 3-H), 5.25 (d, J = 8.8 Hz, 1H, 9-H), 4.93 (d, J=7.1 Hz,
1H, 7-H), 3.61-3.51 (m, 1H, 11-H), 3.43 (s, 3H, 6-OMe), 3.36 (s, 3H, 12-OMe), 3.29-3.23 (m,
1H, 6-H), 3.16-3.08 (m, 1H, 12-H), 2.78 (dd, J = 13.5, 5.3 Hz, 1H, 15-Ha), 2.56 (dd, J = 13.5,
3.9 Hz, 15-Hb), 2.47-2.36 (m, 1H, 10-H), 2.35-2.22 (m, 1H, 4-Ha), 2.17-2.07 (m, 1H, 4-Hb),
2.06-1.94 (m, 1H, 14-H), 1.81 (s, 3H, 2-Me), 1.78-1.66 (m, 1H, 13-Ha), 1.44 (s, 3H, 8-Me),
1.35-1.14 (m, 2H, 5-H), 1.13-1.02 (m, 1H, 13-Hb), 1.02 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.81 (d,
J = 5.9 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, MeOD-d;, MeOD = 49.0 ppm): & 175.1
(s, C-1), 159.1 (s, CONHy), 136.8 (d, C-3), 136.1 (s, C-Ar), 134.4 (d, C-9), 132.3 (s, C-8),
131.2 (s, C-Ar), 131.2 (s, C-Ar), 131.2 (s, C-Ar), 116.6 (d, C-Ar), 116.4 (d, C-Ar), 108.5 (d,
C-Ar), 83.2 (d, C-7), 82.1 (d, C-12), 81.3 (d, C-6), 74.8 (d, C-11), 59.7 (g, 6-OMe), 57.2 (q,
12-OMe), 36.1 (t, C-15), 36.0 (t, C-10), 34.6 (t, C-13), 31.7 (d, C-14), 31.3 (t, C-5), 24.6 (t,
C-4),18.6 (q, 14-Me), 17.7 (g, 10-Me), 13.8 (q, 2-Me), 12.2 (g, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir CogHaiN,OgFNa [M+Na]": berechnet: 543.2846 gefunden: 543.2849.

Mutasynthese mit dem Mutasynthon 2-Fluor-3-aminobenzoesaure

K390-61-1

O _ =

NH,

176

O

T

H,

@)
181

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 15 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Das Fluor-Derivat 176 (180 mg, 1.16 mmol) wurden in DMSO:H,0 (1:1,
19 mL) gel6st, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 pL pro Kolben und Tag) zu den
Bakterien gefittert. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach Zentrifugation je dreimal mit
EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden uber MgSO, getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(EtOAC) und HPLC gereinigt. Aus 1.0 L GPMd-Medium konnten folgende Geldanamycin-

Derivate isoliert werden.
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17-Desmethoxy-18-deshydroxy-21-fluor-reblastatin 180
3.5 mg (3.5 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 40.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 44.5 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 {5 min},
H,O:MeOH = 80:20 — 55:45 {75 min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {10 min},
3.0 mL/min) (tz = 79.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 8.21 (s, 1H, NH), 7.23 (s,
1H, Ph), 6.97-6.88 (m, 1H, Ph), 6.97-6.88 (m, 1H, Ph), 5.60 (br. s., 1H, 3-H), 5.56 (br. s, 2H,
CONHy), 5.20 (d, J = 9.9 Hz, 1H, 9-H), 5.03 (d, J = 5.8 Hz, 1H, 7-H), 3.62-3.58 (m, 1H,
11-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.20-3.10 (m, 1H, 6-H), 3.20-3.10 (m, 1H,
12-H), 3.03 (dd, J = 13.1, 4.5 Hz, 1H, 15-Ha), 2.43-2.28 (m, 1H, 10-H), 2.43-2.28 (m, 1H,
15-Hb), 2.28-2.17 (m, 1H, 4-Ha), 2.17-2.04 (m, 1H, 14-H), 2.04-1.93 (m, 1H, 4-Hb), 1.80 (s,
3H, 2-Me), 1.70-1.62 (m, 1H, 13-Ha), 1.44 (s, 3H, 8-Me), 1.32-1.22 (m, 1H, 5-Ha), 1.23-1.14
(m, 1H, 13-Hb), 1.14-1.03 (m, 1H, 5-Hb), 1.00 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.75 (d,
J = 6.4 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm):
3 172.4 (s, C-1), 157.0 (s, CONHy), 156.8 (s, C-Ar), 155.1 (s, C-Ar), 135.07 (d, C-3), 133.3
(d, C-9), 132.6 (s, C-2), 131.4 (s, C-8), 129.8 (s, C-Ar), 128.5 (d, C-Ar), 124.2 (d, C-Ar),
123.9 (d, C-Ar), 82.2 (d, C-6), 81.3 (d, C-12), 80.6 (d, C-7), 74.3 (d, C-11), 58.8 (g, 6-OMe),
57.0 (g, 12-OMe), 37.3 (t, C-15), 35.6 (d, C-10), 33.3 (t, C-13), 31.3 (t, C-5), 30.4 (d, C-14),
25.5 (t, C-4), 18.2 (g, 14-Me), 17.5 (g, 10-Me), 13.4 (g, 2-Me), 13.0 (g, 8-Me) ppm; HRMS
(ESI) m/z fiir CogH4,N,06F [M+H]: berechnet: 521.3027 gefunden: 521.3026.

17-Desmethyl-18-deshydroxy-21-fluor-reblastatin 181
3.5 mg (3.5 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 40.0 min),
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2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 35.5 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 {5 min},
H,0:MeOH = 80:20 — 60:40 {75 min}, H,O:MeOH = 60:40 — 0:100 {10 min},
3.0 mL/min) (tz = 80.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 8.31 (s, 1H, Ph-OH), 7.89
(s, 1H, NH), 6.95 (br. s, 1H, Ph), 6.44 (d, J = 8.5 Hz,1H, Ph), 5.59 (br. s., 1H, 3-H), 5.54 (br.
s., 2H, CONH,), 5.17 (d, J = 9.9 Hz, 1H, 9-H), 5.01 (d, J = 6.2 Hz, 1H, 7-H), 3.57-3.52 (m,
1H, 11-H), 3.37 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.17-3.10 (m, 1H, 6-H), 3.17-3.10 (m,
1H, 12-H), 2.74-2.64 (m, 1H, 15-Ha), 2.74-2.64 (m, 1H, 15-Hb), 2.46-2.28 (m, 1H, 10-H),
2.17-2.05 (m, 1H, 4-Ha), 2.05-2.01 (m, 1H, 14-H), 2.01-1.91 (m, 1H, 4-Hb), 1.87-1.78 (m,
1H, 13-Ha), 1.77 (s, 3H, 2-Me), 1.46 (s, 3H, 8-Me), 1.24-1.14 (m, 1H, 5-Ha), 1.14-1.01 (m,
1H, 13-Hb), 1.14-1.01 (m, 1H, 5-Hb), 1.99 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.76 (d, J = 5.3 Hz,
3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): & 172.7 (s,
C-1), 156.8 (s, CONHy), 156.8 (s, C-Ar), 155.7 (s, C-Ar), 134.4 (d, C-3), 133.7 (d, C-9),
132.3 (s, C-2), 131.2 (s, C-8), 124.2 (d, C-Ar), 121.4 (s, C-Ar), 116.3 (s, C-Ar), 111.0 (d,
C-Ar), 82.0 (d, C-6), 81.7 (d, C-12), 81.1 (d, C-7), 74.3 (d, C-11), 58.9 (g, 6-OMe), 57.0 (q,
12-OMe), 35.6 (d, C-10), 33.6 (t, C-13), 31.4 (t, C-5), 31.4 (d, C-14), 30.4 (t, C-15), 25.5 (t,
C-4),18.3 (q, 14-Me), 17.6 (g, 10-Me), 13.6 (q, 2-Me), 12.6 (g, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir CogH41N,07FNa [M+Na]": berechnet: 559.2796 gefunden: 559.2796.
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Mutasynthese mit dem Mutasynthon 3-Amino-5-fluorobenzoesaure

K390-61-1

H Cl

175

Oo__o
179\|f

H,

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Das Fluor-Derivat 175 (287 mg, 1.50 mmol) wurden in DMSO:H,0 (1:1,
20 mL) gel6st, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 uL pro Kolben und Tag) zu den
Bakterien gefiittert. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach Zentrifugation je dreimal mit
EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden uber MgSO, getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde per Flash-Chromatographie
(EtOAC) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten 17-Desmethyl-18-fluor-
reblastatin 178 (5.0 mg, 4.2 mg/L) und 18-Fluor-reblastatin 179 (Spuren) isoliert werden.

Das Fluor-Derivat 178 wurde als farbloser Feststoff erhalten.

17-Desmethyl-18-fluor-reblastatin 178

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 45.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 32.0 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 {5 min},
H,0:MeOH = 80:20 — 60:40 {75 min}, H,O:MeOH = 60:40 — 0:100 {10 min},
3.0 mL/min) (tz = 61.5 min).
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'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 8.44 (s, 1H, Ph-OH), 8.06
(s, 1H, NH), 7.25 (br. s, 1H, Ph), 6.63 (s, 1H, Ph), 5.97 (br. s., 1H, 3-H), 5.80 (br. s, 2H,
CONHy), 5.35 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 9-H), 5.09 (d, J = 5.4 Hz, 1H, 7-H), 3.54-3.49 (m, 1H,
11-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.29-3.24 (m, 1H, 6-H), 3.17-3.12 (m, 1H,
12-H), 2.76 (dd, J = 13.7, 5.8 Hz, 1H, 15-Ha), 2.46-2.43 (m, 1H, 10-H), 2.43-2.35 (m, 1H,
15-Hb), 2.27-2.23 (m, 1H, 4-Ha), 2.22-2.13 (m, 1H, 4-Hb), 1.96-1.87 (m, 1H, 14-H), 1.80 (s,
3H, 2-Me), 1.70-1.61 (m, 1H, 13-Ha), 1.53 (s, 3H, 8-Me), 1.50-1.40 (m, 2H, 5-H), 1.33-1.23
(m, 1H, 13-Hb), 0.99 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 14-Me) ppm;
BC-NMR (125 MHz, T =323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): & 170.6 (s, C-1), 157.5 (s,
CONH,), 157.5 (s, C-Ar), 151.4 (s, C-Ar), 140.6 (s. C-Ar), 134.6 (d, C-3), 134.1 (s, C-2),
132.8 (d, C-9), 132.6 (d, C-Ar), 131.7 (s, C-8), 131.1 (s, C-Ar), 121.1 (s, C-Ar), 107.2 (d,
C-Ar), 83.0 (d, C-12), 81.6 (d, C-6), 81.0 (d, C-7), 75.5 (d, C-11), 58.8 (g, 6-OMe), 57.2 (q,
12-OMe), 36.5 (t, C-15), 35.4 (d, C-10), 35.1 (t, C-13), 33.0 (d, C-14), 31.0 (t, C-5), 25.5 (t,
C-4), 20.4 (q, 14-Me), 17.0 (q, 10-Me), 13.5 (q, 2-Me), 13.1 (g, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir CogH41N,07F [M+H]": berechnet: 537.2976 gefunden: 537.2973.

18-Fluor-reblastatin 179
HRMS (ESI) m/z fiir CogH43N,OF [M+Na]™: berechnet: 573.2952 gefunden: 573.2945.

Mutasynthese mit dem Mutasynthon 3-Amino-5-azidobenzoesaure

K390-61-1

NH, >

145

183 O\fo
N

Hy

Die Mutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 27 Schikanekolben (500
mL) kultiviert. Das Azid 145 (455 mg, 2.5 mmol) wurde in DMSO (34 mL) gel6st, steril
filtriert und innerhalb von 4 Tagen zu den Bakterien gefiittert. Nach 6 Tagen wurden die
Kulturen nach Zentrifugation je dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen
Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das

Rohprodukt wurde per Flasch-Chromatographie (EtOAc), Sephadex-Chromatographie und
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HPLC gereinigt. Aus 2.0 L GPMd-Medium konnten 0.6 mg (0.3 mg/L) von 17-Desmethoxy-
18-azido-reblastatin 183 isoliert werden. Das Azid-Derivat 183 wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 70.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 70.5 min),

3. HPLC semi-préparative HPLC (CN) Gradient: H,O:MeCN = 90:10 — 85:15 {20 min},
H,0:MeCN = 85:15 {40 min}, H,O:MeCN = 85:15 — 75:25 {20 min}, H,O:MeCN = 75:25
— 55:45 {20 min}, H,0:MeCN = 55:45— 0:100 {15 min}, H,O:MeCN = 0:100 {5 min},
4.0 mL/min) (tg = 32.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 3.58 ppm): & 8.75 (s, 1H, NH), 7.36 (s,
1H, Ph), 6.73 (s, 1H, Ph), 6.52 (s, 1H, Ph), 6.01-5.98 (m, 1H, 3-H), 5.89-5.72 (br. s, 2H,
CONH,), 5.37 (d, J = 9.5 Hz, 1H, 9-H), 5.12 (d, J = 4.9 Hz, 1H, 7-H), 3.53-3.51 (m, 1H,
11-H), 3.37-3.35 (m, 1H, 6-H), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.17-3.14 (m, 1H,
12-H), 2.69 (dd, J = 12.2, 5.6 Hz, 1H, 15-Ha), 2.55-2.45 (m, 1H, 10-H), 2.37-2.32 (m, 1H,
4-Ha), 2.37-2.32 (m, 1H, 15-Hb), 2.23-2.16 (m, 1H, 4-Hb), 1.86-1.82 (m, 1H, 14-H), 1.86-
1.82 (m, 1H, 5-Ha), 1.82 (s, 3H, 2-Me), 1.60-1.52 (m, 1H, 5-Hb), 1.60-1.52 (m, 1H, 13-Ha),
1.52 (s, 3H, 8-Me), 1.45-1.41 (m, 1H, 13-Hb), 1.19-1.10 (m, 3H, 10-Me), 0.91-0.86 (m, 3H,
14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-dg = 67.7 ppm): & 169.3 (s,
C-1), 157.7 (s, CONHy), 150.3 (s, C-Ar), 143.2 (s, C-Ar), 141.3 (s, C-Ar), 135.2 (d, C-3),
135.0 (s, C-2), 132.2 (s, C-8), 131.8 (d, C-9), 119.3 (d, C-Ar), 113.4 (d, C-Ar), 108.5 (d,
C-Ar), 81.7 (d, C-12), 80.8 (d, C-6), 80.8 (d, C-7), 74.0 (d, C-11), 58.7 (q, 6-OMe), 57.1 (q,
12-OMe), 43.5 (t, C-15), 36.4 (t, C-13), 35.4 (d, C-10), 33.2 (d, C-14), 30.8 (d, C-5), 26.6 (t,
C-4),17.0 (q, 10-Me), 14.5 (q, 14-Me), 13.3 (q, 8-Me), 13.3 (g, 2-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir C2gHa41NsOgNa [M+Na]": berechnet: 566.2955, gefunden: 566.2953.
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Mutasynthese mit dem Mutasynthon 3-Amino-5-cyclopropylbenzoesaure

K390-61-1 o

NH, >

136

184 NH,

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Das Cyclopropyl-Derivat 136 (287 mg, 1.50 mmol) wurde in
DMSO:H,0 (1:1, 20 mL) gelost, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 pL pro
Kolben und Tag) zu den Bakterien gefittert. Nach 6 Tagen wurden die Kulturen nach
Zentrifugation je dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt per
Flasch-Chromatographie (EtOAc) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten

folgende Geldanamycin-Derivate isoliert werden.

17-Desmethoxy-18-cyclopropyl-reblastatin 184
1.3 mg (1.1 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 65.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 63.0 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {80 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {5 min},
2.5 mL/min) (tzr = 64.4 min).
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'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 8.43 (s, 1H, NH), 7.02 (s,
1H, Ph), 6.61 (s, 1H, Ph), 6.58 (s, 1H, Ph), 5.88-5.80 (m, 1H, 3-H), 5.69 (br. s, 2H, CONH,),
5.30 (d, J = 9.9 Hz, 1H, 9-H), 5.06 (d, J = 5.8 Hz, 1H, 7-H), 4.54 (br. s., 1H, 11-OH), 3.54-
3.48 (m, 1H, 11-H), 3.35 (s, 3H, 6-OMe), 3.31 (s, 3H, 12-OMe), 3.30-3.24 (m, 1H, 6-H),
3.15-3.08 (m, 1H, 12-H), 2.65 (dd, J = 13.2, 5.0 Hz, 1H, 15-Ha), 2.47-2.40 (m, 1H, 10-H),
2.37-2.25 (m, 1H, 15-Hb), 2.37-2.25 (m, 1H, 4-Ha), 2.17-2.05 (m, 1H, 4-Hb), 1.91-1.82 (m,
1H, 14-H), 1.91-1.82 (m, 1H, CH cyciopropyt) 1.79 (s, 3H, 2-Me), 1.60-1.52 (m, 1H, 13-Ha),
1.48 (s, 3H, 8-Me), 1.40-1.32 (m, 2H, 5-H), 1.27-1.20 (m, 1H, 13-Hb), 1.00 (d, J = 6.6 Hz,
3H, 10-Me), 0.90-0.86 (m, 2H, CH2 cyciopropyt), 0.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 14-Me), 0.66-0.61 (m,
2H, CH2 cyctopropyt) PPM; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm):
§171.2 (s, C-1), 157.3 (s, CONH,), 145.4 (s, C-Ar), 141.8 (s, C-Ar), 141.3 (s, C-Ar), 134.7
(d, C-3), 133.0 (s, C-2), 133.0 (s, C-9), 131.7 (d, C-8), 124.3 (d, C-Ar), 123.5 (d, C-Ar), 116.3
(d, C-Ar), 82.7 (d, C-12), 81.6 (d, C-6), 81.3 (d, C-7), 75.1 (d, C-11), 58.9 (g, 6-OMe), 57.0
(9, 12-OMe), 43.9 (t, C-15), 35.5 (d, C-10), 34.6 (t, C-13), 32.8 (d, C-14), 31.0 (t, C-5), 25.5
(t, C-4), 19.8 (q, 14-Me), 17.3 (d, CH cyciopropyt), 16.2 (g, 10-Me), 13.6 (g, 2-Me), 13.2 (q,
2-Me), 9.7 (t, CH2 cyclopropyt), 9-6 (t, CH2 cyciopropyt) PPM; HRMS (ESI) m/z fiir C31HasN2OsNa
[M+Na]": berechnet: 565.3254 gefunden: 565.3254.

17-Desmethyl-18-cyclopropyl-reblastatin 185
0.3 mg (0.25 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: préaparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tz = 65.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 61.0 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 70:30
{5 min}, H,0:MeOH = 70:30 — 40:60 {80 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {5 min},
3.0 mL/min) (tz = 60.2 min) gereinigt.

HRMS (ESI) m/z fiir C3;HssN20O7Na [M+Na]": berechnet: 581.3203 gefunden: 581.3208.
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Mutasynthese mit dem Mutasynthon 3,5-Diaminobenzoesaure

NHR?2

NH
2 15

K390-61-1 'R2=H, R3=H R*=H

© NH, ——— 'R?=H,R¥=H R*=H,C,;=DB
’ 2 - R?=H,R®*=QOH,R*=H, C,; = DB
184 © 'R?=Ac,R*=0H,R*=H,C, 5= DB

:R?=pc, R®=0H, R*=OH

OH NH,

NH, NH,

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Die Diaminobenzoeséure 184 (228 mg, 1.50 mmol) wurden in
DMSO:H,0 (1:1, 20 mL) gelost, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 pL pro
Kolben und Tag) zu den Bakterien gefttert. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach
Zentrifugation je dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt per
Flasch-Chromatographie (EtOAc) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten

folgende Geldanamycin-Derivate isoliert werden.

17-Desmethoxy-18-amino-reblastatin 186
2.0 mg (1.7 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: préaparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tgr = 15.0 min),
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2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MecOH = 95:5 — 90:10
{5 min}, H,O0:MeOH = 90:10 — 55:45 {65 min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {20 min},
2.5 mL/min) (tz = 67.5 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 90:10 {5 min},
H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {75min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {5 min}
H,0:MeOH = 0:100 {5 min}, 3.5 mL/min) (tg = 57.2 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): 6 8.22 (s, 1H, NH), 6.62 (s,
1H, Ph), 6.09 (s, 1H, Ph), 6.08 (s, 1H, Ph), 5.88-5.80 (m, 1H, 3-H), 5.70-5.60 (br. s, 2H,
CONHy), 5.30 (d, J = 9.9 Hz, 1H, 9-H), 5.05 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 7-H), 4.54 (s, 2H, NH,), 4.28
(br. s., 1H, OH-11), 3.55-3.48 (m, 1H, 11-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe), 3.30-3.24 (m, 1H, 6-H),
3.30 (s, 3H, 12-OMe), 3.15-3.07 (m, 1H, 12-H), 2.56 (dd, J = 13.2, 5.0 Hz, 1H, 15-Ha), 2.47-
2.40 (m, 1H, 10-H), 2.37-2.25 (m, 1H, 4-Ha), 2.23 (dd, J = 13.2, 6.2 Hz, 15-Hb), 2.16-2.04
(m, 1H, 4-Hb), 1.91-1.82 (m, 1H, 14-H), 1.78 (s, 3H, 2-Me), 1.57-1.52 (m, 1H, 13-Ha), 1.52
(s, 3H, 8-Me), 1.42-1.33 (m, 2H, 5-H), 1.33-1.22 (m, 1H, 13-Hb), 0.99 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
10-Me), 0.82 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-ds,
THF-dg = 25.5 ppm): 6 171.3 (s, C-1), 157.2 (s, CONHy), 149.8 (s, C-Ar), 142.3 (s, C-Ar),
141.8 (s, C-Ar), 134.3 (d, C-3), 134.3 (s, C-2), 133.2 (d, C-9), 131.9 (s, C-8), 112.9 (d, C-Ar),
112.9 (d, C-Ar), 105.7 (d, C-Ar), 82.7 (d, C-12), 81.6 (d, C-6), 81.5 (d, C-7), 75.0 (d, C-11),
58.9 (q, 6-OMe), 57.0 (g, 12-OMe), 44.3 (t, C-15), 35.5 (d, C-10), 34.6 (t, C-13), 32.5 (d,
C-14), 31.1 (t, C-5), 25.5 (t, C-4), 19.9 (q, 14-Me), 17.3 (g, 10-Me), 13.6 (g, 2-Me), 13.0 (q,
8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CysHasN3Os [M+H]": berechnet: 518.3230 gefunden:
518.3220.

4,5-Dehydro-17-Desmethoxy-18-amino-reblastatin 187
0.3 mg (0.25 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 15.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 95:5 — 90:10
{5 min}, H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {65 min}, H,0:MeOH = 55:45 — 0:100 {20 min},
2.5 mL/min) (tz = 64.0 min),
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3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 90:10 {5 min},
H,O:MeOH = 90:10 — 55:45 {75 min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {5 min}
H,0:MeOH = 0:100 {5 min}, 3.5 mL/min) (tg = 66.2 min),
4. HPLC: semi-préparative HPLC (CN) (Gradient: H,O:MeOH = 90:10 {5 min},
H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {75min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {5 min}
H,0:MeOH = 0:100 {5 min}, 3.5 mL/min) (tg = 39.1 min).

HRMS (ESI) m/z fiir CogH42N306 [M+H]": berechnet: 516.3074 gefunden: 516.3076.

4,5-Dehydro-17-Desmethyl-18-amino-reblastatin 188
HRMS (ESI) m/z fiir CogHaoN3O; [M+H]": berechnet: 532.3023 gefunden: 532.3007.

4,5-Dehydro-17-Desmethyl-18-amino-N-acetyl-reblastatin 189
1.5 mg (1.25 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 35.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tzg = 20.5 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 95:5 — 90:10
{5 min}, H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {65 min}, H,0:MeOH = 55:45 — 0:100 {20 min},
2.5 mL/min) (tz = 62.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 8.72 (s, 1H, NH), 7.91 (s,
1H, Ph), 7.43 (s, 1H, Ph), 7.09-6.99 (m, 1H, 3-H), 6.51 (t, 1H, 4H), 5.77-5.50 (br. s, 2H,
CONHy), 5.77-5.50 (m, 1H, 9-H), 5.77-5.50 (m, 1H, 5-H), 5.03 (s, 1H, 7-H), 4.35 (d,
J=9.3 Hz, 1H, 6-H), 3.55-3.48 (m, 1H, 11-H), 3.34 (s, 3H, 6-OMe), 3.37-3.28 (m, 1H,
12-H), 3.16 (s, 3H, 12-OMe), 2.88-2.72 (m, 1H, 15-Ha), 2.88-2.72 (m, 1H, 10-H), 2.47-2.25
(m, 1H, 15-Hb), 1.91-1.82 (m, 1H, 14-H), 1.99 (s, 3H, 2-Me), 1.97 (s, 3H, Ac), 1.67-1.52 (m,
1H, 13-Ha), 1.72 (s, 3H, 8-Me), 1.39-1.25 (m, 1H, 13-Hb), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 14-Me),
0.93 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 10-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir C3oHssN3OgNa [M+Na]':
berechnet: 596.2948 gefunden: 596.2946.
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17-Desmethyl-18-amino-N-acetyl-21-hydroxy-reblastatin 190
1.5 mg (1.25 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 35.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 23.5 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 95:5 — 90:10
{5 min}, H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {65 min}, H,0:MeOH = 55:45 — 0:100 {20 min},
2.5 mL/min) (tz = 68.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 9.32 (s, 1H, NHAC), 8.22 (s,
1H, NH), 7.58 (s, 1H, Ph), 6.97 (br. s., 1H, 3-H), 5.67-5.45 (br. s, 2H, CONH), 5.67-5.45 (m,
1H, 9-H), 5.04 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 7-H), 3.53 (s, 3H, 6-OMe), 3.40 (s, 3H, 12-OMe), 3.40-
3.31 (m, 1H, 11-H), 3.40-3.31 (m, 1H, 6-H), 3.40-3.31 (m, 1H, 12-H), 2.96 (dd, J = 13.6,
3.4 Hz, 1H, 15-Ha), 2.87-2.66 (m, 1H, 10-H), 2.87-2.66 (m, 1H, 15-Hb), 2.37-2.25 (m, 1H,
4-Ha), 2.25-2.16 (m, 1H, 4-Hb), 2.16-2.10 (m, 1H, 14-H), 2.10 (s, 3H, Ac), 1.78 (s, 3H,
2-Me), 1.52 (s, 3H, 8-Me), 1.57-1.52 (m, 1H, 13-Ha), 1.42-1.30 (m, 2H, 5-H), 1.33-1.22 (m,
1H, 13-Hb), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 10-Me), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR
(125 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-dg = 25.5 ppm): & 171.0 (s, C=0), 169.2 (s, C-1), 157.0
(s, CONHy), 146.1 (s, C-Ar), 143.2 (s, C-Ar), 143.2 (s, C-Ar), 135.7 (d, C-3), 135.3 (d, C-9),
135.2 (s, C-2), 132.3 (s, C-8), 119.7 (s, C-Ar), 116.7 (s, C-Ar), 111.3 (d, C-Ar), 84.3 (d,
C-12), 83.1 (d, C-6), 82.5 (d, C-7), 77.5 (d, C-11), 59.3 (g, 6-OMe), 59.3 (g, 12-OMe), 36.9
(t, C-13), 33.9 (d, C-10), 33.1 (t, C-5), 32.5 (d, C-14), 30.8 (t, C-15), 25.5 (t, C-4), 23.0 (q,
Ac), 19.9 (q, 14-Me), 17.3 (g, 10-Me), 13.0 (g, 2-Me), 12.5 (q, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir C3oH4sN3OgNa [M+Na]": berechnet: 614.3054 gefunden: 614.3046.

4,5-Dehydro-17-Desmethyl-reblastatin 191
0.7 mg (0.6 mg/L); farbloser Feststoff.

1. HPLC: préaparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 15.0 min),
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2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MecOH = 95:5 — 90:10
{5 min}, H,O0:MeOH = 90:10 — 55:45 {65 min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {20 min},
2.5 mL/min) (tz = 64.0 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 90:10 {5 min},
H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {75min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {5 min}
H,0:MeOH = 0:100 {5 min}, 3.5 mL/min) (tgr = 64.0 min),

4. HPLC: semi-préparative HPLC (CN) (Gradient: H,O:MeOH = 90:10 {5 min},
H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {75min}, H,O:MeOH = 55:45 — 0:100 {5 min}
H,0:MeOH = 0:100 {5 min}, 3.5 mL/min) (tg = 33.5 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-ds, THF-d; = 1.73 ppm): 5 8.81 (s, 1H, NH), 7.32 (s,
1H, Ph), 7.06 (d, J = 11.6 Hz, 1H, 3-H) 6.55 (t, J = 11.4 Hz, 1H, 4-H), 6.42 (s, 1H, Ph), 5.89
(dd, J = 10.3, 9.0 Hz, 1H, 5-H), 5.76-5.60 (br. s, 2H, CONH,), 5.60 (d, J = 9.8 Hz, 1H, 9-H),
5.01 (s, 1H, 7-H), 4.38 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 6-H), 3.31-3.22 (m, 1H, 11-H), 3.31 (s, 3H,
6-OMe), 3.28 (s, 3H, 12-OMe), 3.16-3.07 (m, 1H, 12-H), 2.86-2.74 (m, 1H, 10-H), 2.46 (dd,
J=124, 5.4 Hz, 1H, 15-Ha), 2.25 (dd, J = 12.4, 9.0 Hz, 15-Hb), 2.17-2.08 (m, 1H, 14-H),
1.99 (s, 3H, 2-Me), 1.75-1.70 (s, 3H, 8-Me), 1.730-1.63 (m, 1H, 13-Ha), 1.60-1.48 (m, 1H,
13-Hb), 1.05 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 10-Me), 0.83 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 14-Me) ppm: HRMS (ESI)
m/z fiir CogH41N,Og [M+H]™: berechnet: 533.2863 gefunden: 533.2877.

Geldanamycin (1)
4.0 mg (3.3 mg/L); gelber Feststoff.

1. HPLC praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 35.0 min),
2. HPLC semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 76.5 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-ds, THF-d7 = 1.73 ppm): & 8.92 (s, 1H, NH), 7.18 (s,
1H, Ph), 7.08 (d, J = 11.8 Hz, 1H, 3-H), 6.55 (t, J = 6.5 Hz, 1H, 4-H), 5.88 (t, J = 6.5 Hz, 1H,
5-H), 5.67-5.45 (br. s, 2H, CONH,), 5.63 (d, J = 10.2 Hz, 1H, 9-H), 5.03 (s, 1H, 7-H), 4.37 (d,
J = 9.3 Hz, 1H, 6-H), 4.04 (s, 3H, 17-OMe), 3.37-3.31 (m, 1H, 11-H), 3.30 (s, 3H, 6-OMe),
3.26 (s, 3H, 12-OMe), 3.22-3.14 (m, 1H, 12-H), 3.22-3.14 (m, 1H, 11-OH), 2.82-2.73 (m, 1H,
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10-H), 2.51 (dd, J = 13.6, 3.4 Hz, 1H, 15-Ha), 2.42-2.30 (m, 1H, 15-Hb), 2.06-2.00 (m, 1H,
14-H), 1.98 (s, 3H, 2-Me), 1.74 (s, 3H, 8-Me), 1.66-1.57 (m, 2H, 13-H), 1.02 (d, J = 6.9 Hz,
3H, 10-Me), 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-ds,
THF-dg = 25.5 ppm): & 185.1 (s, Ca=0), 184.9 (s, CA=0), 169.1 (s, C-1), 157.9 (s, CONHy),
157.0 (s, C-Ar), 140.3 (s, C-Ar), 139.2 (d, C-5), 135.1 (s, C-8), 135.0 (s, C-2), 133.4 (d, C-9),
129.1 (d, C-3), 128.9 (s, C-Ar), 126.5 (d, C-4), 111.9 (d, C-Ar), 83.6 (d, C-12), 82.6 (d, C-7),
82.2 (d, C-6), 73.8 (d, C-11), 61.7 (g, 17-OMe), 57.3 (g, 6-OMe), 56.9 (g, 12-OMe), 33.6 (t,
C-13), 33.4 (d, C-10), 33.3 (t, C-15), 28.0 (d, C-14), 24.1 (q, 14-Me), 13.0 (g, 10-Me), 12.7
(0, 8-Me), 12.5 (g, 2-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CaH4oN,0O9Na [M+Na]*: berechnet:
583.2632 gefunden: 583.2632.

Dihydrogeldanamycin (1b)
17.0 mg (14.2 mg/L); gelber Feststoff.

1. HPLC praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 35.0 min),
2. HPLC semi-préparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 26.5 min).

HRMS (ESI) m/z fiir Co9H42N2OgNa [M+Na]™: berechnet: 585.2788 gefunden: 585.2784.

Mutasynthese mit dem Mutasynthon Benzotriazol

N K390-61-1

N N
HO

131

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) Kkultiviert. Das Benzotriazol-Derivat 131 (245 mg, 1.50 mmol) wurde in
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DMSO:H,0 (1:1, 20 mL) gel6st, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 pL pro
Kolben und Tag) zu den Bakterien gefuttert. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach
Zentrifugation je dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden
uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt per
Flasch-Chromatographie (EtOAc) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten
0.5 mg (0.42 mg/L) des seco-Progeldanamycinsdaure-Derivates 197 isoliert werden. Die

seco-Saure wurde als farbloser Feststoff erhalten.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 55.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 52.0 min),

3. HPLC: semi-préaparative HPLC (CN) (Gradient: H,O:MeCN = 90:10 — 85:15 {20 min},
H,0:MeCN = 85:15 {40 min}, H,O:MeCN = 85:15 — 75:25 {20 min}, H,O:MeCN = 75:25
— 55:45 {20 min}, H,O:MeCN = 55:45 — 0:100 {15 min}, H,O:MeCN = 0:100 {5 min},
4.0 mL/min) (tg = 53.5 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm):  7.72 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Ph),
7.56 (s, 1H, Ph), 7.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ph), 6.77-6.69 (m, 1H, 3-H), 5.53 (br. s, 2H,
CONH,), 5.28 (d, J = 9.4 Hz, 1H, 9-H), 4.90 (dd, J= 8.6, 2.9 Hz, 1H, 7-H), 3.86 (d,
J=6.3 Hz, 1H, 11-H), 3.42 (s, 3H, 6-OMe), 3.30 (s, 3H, 12-OMe), 3.35-3.25 (m, 1H, 6-H),
3.25-3.12 (m, 1H, 12-H), 2.84 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 15-Ha), 2.79-2.69 (m, 1H, 10-H),
2.61-2.50 (m, 1H, 15-Hb), 2.28-2.17 (m, 2H, 4-H), 2.14-1.98 (m, 1H, 14-H), 1.80 (s, 3H,
2-Me), 1.75-1.02 (m, 1H, 5-Ha), 1.70-1.62 (m, 1H, 13-Ha), 1.60 (s, 3H, 8-Me), 1.50-1.36 (m,
1H, 13-Hb), 1.17-1.07 (m, 1H, 5-Hb), 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 10-Me), 0.83 (d, J = 6.6 Hz,
3H, 14-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fiir CsH43N4O7 [M+H]": berechnet: 547.3132 gefunden:
547.3137.
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Mutasynthese mit dem Mutasynthon 2-Amino-4-carboxythiophen

S

| NH,  K390-61-1
HO / .,

196

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Das Thiophen-Derivat 196 (215 mg, 1.50 mmol) wurde in DMSO:H,0
(1:1, 20 mL) gelost, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 pL pro Kolben und Tag) zu
den Bakterien gefttert. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach Zentrifugation je dreimal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden tber MgSQO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt per Flasch-Chromatographie
(EtOAC) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten 8.3 mg (6.9 mg/L) von dm
Geldanamycin-Derivat 201 isoliert werden. Das Thiophen-Derivat wurde als farbloser

Feststoff erhalten.

1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 55.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tgr = 47.0 min),

3. HPLC: semi-préaparative HPLC (CN) (Gradient: H,O:MeCN = 90:10 — 85:15 {20 min},
H,0:MeCN = 85:15 {40 min}, H,O:MeCN = 85:15 — 75:25 {20 min}, H,O:MeCN = 75:25
— 55:45 {20 min}, H,O:MeCN = 55:45 — 0:100 {15 min}, H,O:MeCN = 0:100 {5 min},
4.0 mL/min) (tg = 40.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-ds, THF-d- = 1.73 ppm): 8 8.61 (s, 1H, NH), 6.57 (s,
1H, Ar), 6.38 (s, 1H, Ar), 5.72 (br. s., 1H, 3-H), 557 (br. s, 2H, CONH,), 5.22 (d,
J=10.0 Hz, 1H, 9-H), 4.99 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 7-H), 3.56-3.51 (m, 1H, 11-H), 3.37 (s, 3H,
6-OMe), 3.31 (s, 3H, 12-OMe), 3.28-3.19 (m, 1H, 6-H), 3.11-3.05 (m, 1H, 12-H), 2.65 (dd,
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J=13.6, 5.4 Hz, 1H, 15-Ha), 2.45-2.35 (m, 1H, 10-H), 2.45-2.35 (m, 1H, 15-Hb), 2.22-2.05
(m, 2H, 4-H), 2.05-1.91 (m, 1H, 14-H), 1.75 (s, 3H, 2-Me), 1.66-1.58 (m, 1H, 13-Ha), 1.55 (s,
3H, 8-Me), 1.24-1.14 (m, 2H, 5-H), 1.20-1.11 (m, 1H, 13-Hb), 1.00 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
10-Me), 0.75 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 14-Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, T = 323 K, THF-ds,
THF-dg = 25.5 ppm): 6 172.3 (s, C-1), 156.9 (s, CONHy), 143.2 (s, C-Ar), 139.6 (s, C-Ar),
135.3 (d, C-3), 134.0 (d, C-9), 131.8 (s, C-2), 131.7 (s, C-8), 124.4 (d, C-Ar), 117.3 (d, C-Ar),
82.1 (d, C-12), 81.8 (d, C-7), 814 (d, C-6), 74.2 (d, C-11), 59.1 (g, 6-OMe), 57.0 (q,
12-OMe), 39.0 (t, C-15), 35.7 (d, C-10), 33.3 (t, C-13), 31.4 (t, C-5), 30.5 (d, C-14), 24.5 (t,
C-4),18.7 (q, 14-Me), 17.9 (g, 10-Me), 14.1 (q, 2-Me), 12.7 (g, 8-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z
fiir C26Ha1N206S [M+H]": berechnet: 509.2685 gefunden: 509.2666.

Mutasynthese mit dem Mutasynthon 3-Amino-5-aminooxy-benzoesaure

H,N
2 \O
K390-61-1
© NH, ——>
H
146
h
Rl =H, 206 2
Rl=(QH, 45=DB1b 1

Die Blockmutante K390-61-1 wurde nach der allgemeinen Vorschrift in 16 Schikanekolben
(500 mL) kultiviert. Die Aminobenzoesaure 146 (252 mg, 1.50 mmol) wurden in DMSO:H,0
(1:1, 20 mL) gelost, steril filtriert und innerhalb von 3 Tagen (415 pL pro Kolben und Tag) zu
den Bakterien geflttert. Nach 4 Tagen wurden die Kulturen nach Zentrifugation je dreimal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden tber MgSQO, getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt per Flasch-Chromatographie
(EtOAC) und HPLC gereinigt. Aus 1.2 L GPMd-Medium konnten folgende Geldanamycin-

Derivate isoliert werden.

Reblastatin 206
0.5 mg (0.4 mg/L); farbloser Feststoff.
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1. HPLC: praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 45.0 min),

2. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tzg = 39.0 min),

3. HPLC: semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 95:5 — 90:10
{5 min}, H,0:MeOH = 90:10 — 55:45 {65 min}, H,0:MeOH = 55:45 — 0:100 {20 min},
2.5 mL/min) (tz = 68.0 min).

'H-NMR (500 MHz, T = 323 K, THF-dg, THF-d; = 1.73 ppm): & 7.22-7.15 (m, 1H, Ph), 6.83
(s, 1H, NH), 6.37 (s, 1H, Ph), 6.02-5.94 (m, 1H, 3-H), 5.84-5.61 (br. s, 2H, CONH,), 5.39-
5.36 (m, 1H, 9-H), 5.10 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 7-H), 3.69 (s, 3H, Ar-OMe), 3.55-3.48 (m, 1H,
11-H), 3.36 (s, 3H, 6-OMe), 3.32 (s, 3H, 12-OMe), 3.28-3.25 (m, 1H, 6-H), 3.23-3.19 (m, 1H,
12-H), 2.16-2.13 (m, 1H, 10-H), 2.60-2.55 (m, 1H, 15-Ha), 2.49-2.43 (m, 1H, 15-Hb), 2.22-
2.05 (M, 2H, 4-H), 1.91-1.81 (m, 1H, 14-H), 1.78 (s, 3H, 2-Me), 1.66-1.58 (m, 1H, 13-Ha),
1.56 (s, 3H, 8-Me), 1.24-1.14 (m, 2H, 5-H), 1.20-1.11 (m, 1H, 13-Hb), 0.98 (d, J = 6.7 Hz,
3H, 10-Me), 0.90 (d, J= 6.6 Hz, 3H, 14-Me) ppm; HRMS (ESI) m/z fir CyH4N,0O9Na
[M+Na]": berechnet: 571.2632 gefunden: 571.2608.

Geldanamycin (1)
3.0 mg (2.5 mg/L); gelber Feststoff.

1. HPLC praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 35.0 min),
2. HPLC semi-praparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 76.5 min).

HRMS (ESI) m/z fiir Co9H40N20gNa [M+Na]™: berechnet: 583.2632 gefunden: 583.2632.

Dihydrogeldanamycin (1b)
4.0 mg (3.3 mg/L); gelber Feststoff.
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1. HPLC praparative HPLC (C18) (Gradient: H,O:MeOH = 60:40 {5 min}, 60:40 — 50:50
{15 min}, H,0:MeOH = 50:50 — 30:70 {65 min}, H,O:MeOH = 30:70 — 0:100 {15 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 15.0 mL/min) (tg = 35.0 min),
2. HPLC semi-préparative HPLC (C18-ISIS) (Gradient: H,O:MeOH = 80:20 — 65:35
{5 min}, H,0:MeOH = 65:35 — 40:60 {65 min}, H,O:MeOH = 40:60 — 0:100 {10 min},
H,0:MeOH = 0:100 {10 min}, 2.5 mL/min) (tg = 26.5 min).

HRMS (ESI) m/z fiir Co9H42N2,OgNa [M+Na]™: berechnet: 585.2788 gefunden: 585.2784.
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7. Anhang

7.1. pRSET B- Vektor109

7.2. Massenspektroskopische Daten

Mutasynthon

R

HRMS

N
S—NH
Hofis% ?

2.07

Cs5= DB 2.03

CosHaoN3O6S [M+H] .
gefunden: 510.2626
berechnet: 510.2638

Cz5H33N3068 [|V|+H]Z
gefunden: 508.2481
berechnet: 508.2481

HN-N

S—NH
f% 2

211

Cr6HaoN507 [M+H]
gefunden: 536.3082
berechnet: 536.3100

1%9\/ector Database, http://www.addgene.org/vector-database/3991/ [Stand: 25.09. 2013], Abruf: 25.09.2013.
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