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Zusammenfassung
Gerrit Jurjens

Synthese eines Ansamycin Hybrids —

Studien zur Identifikation der ungewohnlichen Azidreduktaseaktivitat in A.

pretiosum

Schlagworte: Totalsynthese — Mutasynthese — Ansamitocin — Geldanamycin — Enzymatische
Azidreduktion

Ansamitocin und Geldanamycin sind 19-gliedrige Ansamycin Antibiotika, welche starke Aktivitét
gegenuiber Krebszelllinien aufweisen. Die strukturell verwandten Verbindungen adressieren jedoch
zwei unterschiedliche biologische Targets: Ansamitocin inhibiert die Tubulin Polymerisation und
Geldanamycin ist ein Hsp90 Inhibitor.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Ziel, synthetisch ein sogenanntes Ansamycinhybrid zu
erzeugen, welches auf dem Grundgerlst des Ansamycins und dem aromatischen Kern des aktiven
Geldanamycins basiert, welches potentiell beide biologischen Targets adressiert. Das Westfragment
56, welches den aromatischen Kern enthélt, wurde tber eine NEGISHI Kupplung als auch einer
Zirkonium-vermittelten Carbaluminerung dargestellt. Das Ostfragment 32, welches die Ansakette
enthalt, wurde Uber eine BROWN Allylierung, einer vinylogen MukAlYAMA Aldol Reaktion als auch
tiber eine substratkontrollierte, anionische Acetat Aldol Reaktion aufgebaut. Beide Fragmente wurden
tiber eine HECK Kupplung unter JEFFREY Bedingungen zusammengefligt und der Makrozyklus tber
eine Kupfer-vermittelte GOLDBERG Reaktion geschlossen. Nach Oxidation und Entschitzung wurde
das Carbamat stereo- und chemoselektiv tiber eine mutasynthetische Verfutterung an S. hygroscopicus
K390-61-1, einer AAHBA Mutante des Geldanamycin Produzenten, eingefugt. Die Einfiihrung der
Esterseitenkette wurde unter STEGLICH Bedingungen realisiert.

In einem weiteren Teilprojekt wurde die ungewohnliche Reduktaseaktivitdt gegeniiber Arylaziden in
A. pretiosum HGF073 untersucht, welche im Rahmen von Mutasynthesen mit der Blockmutante des
Ansamitocin P-3 Produzenten offenbar wurde. Die Supplementierung der Mutasynthone 111-113, 115
und 117 lieferte Hinweise auf einen frihen Zeitpunkt der Reduktion und offenbarte eine
Substratspezifitat fiur 1,3,5-trisubstituierte Benzoesauren. Ein proteomischer Ansatz zeigte, dass die
Azidreduktase nicht durch Verfltterung von Aziden spezifisch induziert werden kann. Genetische
Untersuchungen in Kombination mit den Ergebnissen aus den Supplementierungsexperimenten,
offenbarten eine potentielle Verbindung zu den verbleibenden AHBA Biosynthesegenen asm22-24.

Versuche zur Isolierung dieser Gene und Erzeugung von Aasm22-24 Mutanten wurden initiiert.



Abstract

Gerrit Jurjens

Synthesis of an ansamycin hybrid —

Studies towards the identification of the unusual azide reductase activity in

A. pretiosum

Key words: total synthesis — mutasynthesis — ansamitocin — geldanamycin — enzymatic azide reduction

Ansamitocin and geldanamycin are both 19-membered ansamycin antibiotics which show proficient
activity against cancer cell lines. Both structurally related compounds target different biological
targets: ansamitocin adresses the microtubule polymerization while geldanamycin targets Hsp90.

This work features a synthetic approach towards an ansamycin hybrid, containing the ansamitocin P-3
backbone as well as the aromatic core of the active geldanamycin, in order to obtain a compound
which might have the potential to address both biological targets. The western fragment 56, consisting
of the aromatic core, was built up using a NEGISHI coupling and a zirconium mediated carboalanation.
The eastern fragment 32, containing the ansachain, was constructed via BROWN allylation, a
vinylogous MUKAIYAMA aldol reaction as well as a substrate controlled anionic acetate aldol reaction.
Both fragments were joined at the southern hemisphere via HECK coupling under JEFFREY, while
macrolactamization was achieved by a copper catalyzed GOLDBERG coupling. After oxidation and
deprotection, the chemo- and stereoselective introduction of the carbamate moiety was performed by
mutasynthetical feeding of the compound to S. hygroscopicus K390-61-1, a AAHBA mutant of the
geldanamycin producer. The final introduction of the ester side chain was achieved utilizing the
STEGLICH conditions.

In another instance, the unusual reduction of azides during mutasynthesis using the blocked mutant of
ansamitocin P-3, A. pretiosum HGF073, was investigated. The feeding of mutasynthons 111-113, 115
and 117 providedseveral hints about an early timing of the reduction as well as a substrate specificity
for 1,3,5-trisubstituted benzoic acids. A proteomic approach towards identification of the enzyme
revealed that the azide reductase cannot be specifically induced by supplementation of azides. Genetic
investigations along with results from the feeding experiments showed a potential link to the
remaining AHBA synthesis genes and several attempts of isolating asm22-24 for feeding experiments

and creation of Aasm22-24 mutants where made.
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1 EINLEITUNG

1.1 NATURSTOFFE UND NATURSTOFFHYBRIDE

Lebewesen haben uber die letzten vier Milliarden Jahre die unterschiedlichsten Mechanismen
entwickelt, um sich gegeniber Fralfeinden, Parasiten und 6kologischen Konkurrenten zu behaupten.
Wahrend tierische Zellen das Immunsystem und makroskopische Antworten entwickelten mit denen
sie Parasiten und pathogene Mikroorganismen bekdmpfen, haben v.a. Mikroorganismen, aber auch die
sessilen Pflanzen, andere Mechanismen entwickelt. Einer der bemerkenswertesten ist dabei die

Produktion von sogenannten Sekundarmetaboliten.

Sekundédrmetabolite werden auf Stoffwechselwegen produziert, welche nicht direkt essentiell fur das
Uberleben des Organismus sind. Sie sind in verschiedene Klassen aufgeteilt, die entweder auf der
Biosynthese (z. B. Terpene oder Polyketide) oder auf ihrer Struktur (Alkaloide) beruhen. Dabei sind
nicht alle Sekundarmetaboliten dazu gedacht sich gegeniiber Feinde und Konkurrenten zu behaupten,
auch Signaltbertragung und andere Funktionen sind bekannt, jedoch soll im Weiteren speziell auf
andere Lebewesen schadlich wirkende Sekundarmetaboliten eingegangen werden. Ahnlich wie
Antikorper ist ihre Struktur in der Regel so beschaffen, dass sie ein hochspezifisches biologisches
Target besitzen, welches adressiert wird. Der genaue Wirkmechanismus variiert dabei von
Sekundéarmetabolit zu Sekunddrmetabolit und kann z. B. aus einer kovalente Bindung an die aktive
Tasche eines Enzyms bestehen, wodurch eine Blockade firr das natiirliche Substrat entsteht und das

Enzym permanent deaktiviert wird.

Die hohe Spezifitdt, welche haufig tber Millionen von Jahren evolutiv von diesen Organismen
verfeinert wurde, hat sich der Mensch bereits in der Vergangenheit haufig zunutze gemacht, um die
Verbindungen als wirksame Medikamente gegen Krankheiten einzusetzen. So wurde das vom Pilz
Penicillum notatum produzierte Penicillin G (1, Abbildung 1), welches dieser zur Verteidigung gegen
Bakterien einsetzt, seit 1941 als Antibiotikum gegen bakterielle Infektionen benutzt, da es spezifisch
die Zellwandbiosynthese von Prokaryoten inhibiert. Tatséchlich sind 68.3 % aller Antiinfektiva und
79.8 % der Antitumormittel, welche zwischen 1981 und 2008 entwickelt wurden, entweder natiirliche

Sekundarmetabolite oder wurden von ihnen inspiriert.?

LF. C. Schroder, J. J. Farmer, A. B. Attygalle, S. R. Smedley, T. Eisner, J. Meinwald. Science 1998, 281, 428.
2G. M. Cragg, P. G. Grothaus, D. J. Newman, Chem. Rev. 2009, 109, 3012-3043.
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Abbildung 1: Penicillin G (1).

Die chemische Kombination mehrerer Naturstoffe zu sogenannten Hybriden ist ein Verfahren mit dem
versucht wird, mehrere pharmakologisch interessante Strukturmerkmale in einer Verbindung zu
vereinen, um einen multifunktionalen Wirkstoff zu erzeugen. Dieser kann theoretisch zwei
verschiedene Targets adressieren, wodurch eine Resistenzbildung gegen den Wirkstoff schwieriger

wird.?

Auch die Natur selbst bedient sich dem Konzept, zwei unterschiedliche Molekilstrukturen zu
kombinieren. Ein beeindruckendes Beispiel fir ein solches ,natiirliches® Naturstoffhybrid ist das
Vincristin (2)*, welches sich aus den beiden Alkaloiden Vindolin und Cataranthin zusammensetzt
(Abbildung 2) und aus Cataranthus roseus isoliert wurde. Diese zeigen seperat keine biologische
Aktivitat, Vincristin ist jedoch ein sehr effizienter Microtubuli Polymerisationsinhibitor. Microtubuli
bilden essentielle Teile des Cytoskeletts in eukaryotischen Zellen und deren Neuanordnung spielt, v.a.
in der Mitosephase, eine Schlusselrolle. So gehdren Vincristin (2) und andere Vinca Alkaloide heute
zu den wichtigsten Wirkstoffen in der Krebstherapie.”

Cataranthin-
Einheit Et

Vindolin-
Einheit

Abbildung 2: Vincristin (2).

Das relativ junge Feld der synthetischen Hybridforschung hat bisher noch keine angewandten
Wirkstoffe hervorgebracht. Fiir eine Ubersicht zu einigen synthetischen Hybridansatzen sei auf eine

Zusammenfassung von TIETZE® verwiesen.

L. F. Tietze, H. P. Bell, S. Chandrasekhar, Angew. Chem. 2003, 115, 4128-4160, Angew. Chem. Int. Ed. 2003,
42, 3996-4028.

*a) P. Magnus, J. S. Mendoza, A. Stamford, M. Ladlow, P. Willis, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10232-10245;
b) W. G. Bornmann, M. E. Kuehne, J. Org. Chem. 1992, 57, 1752-1760.

* F. Gueritte, J. Fahy, Anticancer Agents from Natural Products, G. M. Cragg, D. G. I. Kingston, D. J. Newman,
CRC Press LLC, Boca Raton, FL, 2005, S. 123.
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1.2 ANSAMYCINE

Die Ansamycine sind eine Klasse von Sekundarmetaboliten, welche durch eine aromatische Einheit
definiert wird, welche {iiber einen aliphatischen ,Henkel* (lat. ansa) einen Zyklus bildet. Die
aromatische Einheit ist dabei eine sogenannte mC7N Einheit, ein sechsgliedriger Kohlenstoffring
welcher mit einem weiteren Kohlenstoff und einem weiteren Stickstoff substituiert ist.° Diese mC7N
Einheiten, die haufig im Naturstoff als Aromat oder Chinon in Erscheinung treten, basieren
biosynthetisch auf 3-Amino-5-hydroxybenzoesaure (AHBA), welche aus UDP-Glucose (3) gebildet
wird (Schema 1). Der Biosyntheseweg ist dabei eng verwandt mit dem Shikimiséure Biosyntheseweg,
uber den die Natur beispielsweise aromatische Aminoséuren aufbaut. Der Hauptunterschied besteht in
der Einfihrung einer Aminogruppe und der daraus folgenden Kondensation von Phosphoenolpyruvat
mit Iminoerythrose-4-phosphat.” Die Biosynthesegene von AHBA sind in bekannten Ansamycinen
hochgradig homolog und wurden am ersten identifizierten Ansamycin, dem Rifamycin, aufgeklart.
Die AHBA Synthase zeigt in der Biosynthese zusétzlich die Besonderheit, dass sie sowohl im zweiten
Schritt die Transaminierung zu 3-Amino-3-deoxy-UDP Glucose Katalysiert, als auch die

Wassereliminierung von Aminodehydroshikimiséure (5) zu AHBA (6).%°

OH OH OH OH

HO O Oxidoreduktase HO Q AHBA Synthase |~ Q Phosphatase HO Q
Ho HoN ——— HN
+ )
3 OHOUDPNAD(P) o OHouDP Glutamin OHOUDP OHgay
UDP-Glc 3-Amino-3-deoxy-UDP-Glc Kanosamin
COH |
(e}
- NH
OPO;,? 20,P0 oH z H——H
Kinase O  Isomerase Q Transketolase | H——OH AminoDAHP Synthase | 4 N H
—> HO _ 2 2
IoN T/ \ | HTOH pEP H——OH
OH OH RSP S7P . H——o0H
OH HO OPO,?
Kanosamin-6-phosphat AminoF6P IminoE4P L OPO32'
) AminoDAHP
HO, ,CO,H CO,H CO,H
aDHQ Synthase Q aDHQ Dehydratase AHBA Synthase
—_— > _— —_—
07 ™" NH, 07 ™" NH, HO NH,
OH OH
AminoDHQ AminoDHS (5) AHBA (6)

Schema 1: Biosynthese von AHBA (6).

®a) H. G. Floss, Nat. Prod. Rep. 1997, 14, 433-452; b) C. G. Kim, A. Kirschning, P. Bergon, P. Zou, E. Su, B.
Sauerbrei, S. Ning, Y. Ahn, M. Breuer, E. Leistner, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 7486-7491.

"a) C.-G. Kim, T.-W. Yu, C. B. Fryhle, S. Handa, H. G. Floss, J. Biol. Chem. 1997, 11, 6030-6040; b) K.
Arakawa, R. Miller, T. Mahmud, T. -W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 10644-10645.

8p. R. August, L. Tang, Y. J. Yoon, S. Ning, R. Miiller, T. W. Yu, M. Taylor, D. Hoffmann, C. G. Kim, X.
Zhang, C. R. Hutchinson, H. G. Floss, Chem. Biol. 1998, 5, 69-79.

° Fir eine Zusammenfassung der AHBA Biosynthese, und darauf basierenden Naturstoffen, siehe: Q. Kang, Y.
Shen, L. Bai, Nat. Prod. Rep. 2012, 29, 243-263.
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Ansamycine werden in die zwei grofRen Klassen der benzenischen und naphthalenischen Ansamycine
unterteilt (Abbildung 3), je nachdem in welcher Form die AHBA Einheit im Produkt vorliegt. Die
naphthalenischen Ansamycine zeigen dabei oft eine antibakterielle und antifungale Wirkung, wahrend
die benzenischen Ansamycine meist eine Cytotoxizit4t gegen eukaryotische Zellen aufweisen.™

Benzenische Ansamycine

MeO.

Geldanamycin Ansamitocin P-3 Ansatrienin A

) ®) ©)

Naphthalenische Ansamycine

Rifamycin B Streptovaricin Actamycin
(10) (11) (12)

Abbildung 3: Benzenische und napthalenische Ansamycine. Die AHBA Startereinheit ist fett hervorgehoben.’

10 W. Allen, D. A. Ritchie, Mol. Gen. Genet. 1994, 243, 593-599.
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1.3 MAYTANSINOIDE

Ansamitocin P-3 (8) ist ein 19-gliedriges benzenisches Ansamycin, welches aufgrund seiner Struktur

und Biosynthese zu den sogenannten Maytansinoiden gehért (Abbildung 4).

= O
R=13 H
NJJ\
H
MeO o (Maytansin)
8
O (Ansamitocin P-3)
9] (Ansamitocin P-4)
15
f’g\H (Maytansinol)

Abbildung 4: Struktur ausgewéhlter Maytansinoide.

Maytansinoide sind Makrolactame mit einer stark konservierten Struktur, welche sich ausschlie8lich
in der Esterseitenkette an C3 unterscheidet (Abbildung 4). Alle Maytansinoide zeigen starke Aktivitét

gegen Krebszelllinien und weisen dabei eine ausgesprochen hohe Cytotoxizitat auf.

KupcHAN und Mitarbeiter entdeckte das erste dieser Molekile, das Maytansin (13), aus dem
athiopischen Busch Maytanus serrata und konnte seine Struktur mittels Rdntgenkristallographie
aufklaren.! Es folgten weitere Isolationen eng verwandter Maytansinoide, welche aus Pflanzen aber
auch aus Bodenbakterien, wie etwa das Ansamitocin P-3 (8), welches von dem Actinomyceten

Actinosynnema pretiosum produziert wird, gewonnen werden konnten.

Es blieb lange ein Ratsel wie die sehr eng verwandten Molekilen aus unterschiedlichen
taxonomischen Doménen isoliert werden konnten. Neuere Erkenntnisse gehen jedoch davon aus, dass
die Pflanzen, welche zundchst als Maytansinoid Produzenten galten, die Sekundarmetaboliten nur von

assoziierten Mikroorganismen aufnehmen, da den Pflanzen eine eigene AHBA Synthase fehlt."

Insgesamt wurden bisher mehr als 50 verschiedene Maytansinoide entdeckt, fir detailliertere

Ausfiihrungen tiber Maytansinoide sei auf eine Ubersicht von LEISTNER™ verwiesen.

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

2C. B. Pullen, P. Schmietz, D. Hoffmann, K. Meurer, T. Boettcher, D. von Bamberg, A. M. Pereira, S. de
Castro Franca, M. Hauser, H. Geertsema, A. van Wyk, T. Mahmud, H. G. Floss, E. Leistner, Phytochemistry,
2003, 63, 377-387.

B3J. M. Cassady, K. C. Kenneth, H. G. Floss, E. Leistner, Chem. Pharm. Bull. 2004, 52, 1-26.
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1.3.1 BIOLOGISCHE AKTIVITAT

Anhnlich den Vinca Alkaloiden beruht die Cytotoxizitat der Maytansinoide auf einer antimitotischen
Wirkung durch Verhinderung von Mikrotubulipolymerisation. Sie binden dabei an die Vinblastin-
Bindestellen'* der B-Tubulinuntereinheiten'®. Die Mitose wird dabei in der Metaphase arretiert, da die
Chromosomen durch den aus Mikrotubuli bestehenden Spindelapparat nicht mehr zu den Zellpolen
bewegt werden kdnnen. Da die Zellteilung besonders in Krebszellen ausgepragt ist wahrend sich der
GroRteil der restlichen menschlichen Zellen in der G Phase befinden, sind Mikrotubuli Inhibitoren

potentielle Antitumorverbindungen.

Auch wenn die kompletten pharamakologisch aktiven Stellen der Struktur nicht vollstandig aufgeklart
wurden, konnten bereits anhand der natlirlichen Maytansinoiden und 29 semisynthetisch hergestellter
Derivate des Maytansins wichtige Struktur-Aktivitdts Beziehungen (SAR, engl. structure-activity-
relationship) entdeckt werden (Abbildung 5).*°

Methylgruppe . .
nicht essentiell Ester-Seitenkette essentiell,
Natur der Gruppe unwichtig

Cl and Methy! ‘/
nicht essentiell ’\
Epoxid nicht essentiell,
CiMe O O _"Q S S s
\ ©) . aber moduliert die Aktivitat

Hydroxy- und Acyloxy-
Gruppen an C15
werden toleriert

freie Hydroxy Funktion

ATF Y H g/ und Carbamoyl gruppe
) / MeO essentiell for Aktivitat

, OH N~
Doppelbindungen \_/ Stereokonfiguration an
nicht essentiell C10 unwichtig

Abbildung 5: Struktur-Aktivitats-Beziehung der Maytansinoide am Beispiel von Ansamitocin P-3.

N—

Besonders wichtig fur die cytotoxische Wirkung der Maytansinoide ist die Esterseitengruppe — so
zeigt das Maytansinol (15) im Gegensatz zu den Estern nur etwa 1/10 000 der biologischen Aktivitat.*’
Auch das Stereozentrum am C3 erweist sich dabei als essentiell.*® Die Natur der Estergruppe

moduliert dabei die biologische Aktivitat. Interessanterweise erwies sich das Epoxid nicht als

4B, Bhattacharrya, J. Wolff, FEBS Lett. 1977, 75, 159-162.

153) S. Remillard, L. Rebhun, G. Howie, S. Kupchan, Science, 1975, 189, 1002-1005. b) E. Hamel, Pharmacol.
Therap. 1992, 55, 31-51.

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

'S, Kupchan, Y. Komoda, A. Branfman, R. Daily Jr., V. Zimmerly, J. Am. Chem. Soc. 1974, 96, 1578-1579.

'8 H. Akimoto, A. Kawai, N. Hashimoto, H. Nomura, Chem. Pharm. Bull. 1984, 32, 2565-2570.
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essentiell fur die biologische Aktivitét, das Carbinolamid an C9 hingegen wirkt vermutlich alkylierend

und ist fiir die Aktivitat ebenfalls essentiell.*®

Aufgrund der hohen Komplexitdt der Maytansinoide sind die SAR jedoch immer noch nicht

vollstandig geklart.

Alle Maytansinoide zeigen eine sehr hohe Aktivitdt gegen viele tierische Tumortestsysteme und
humane KB Zellen (Maytansin: EDs, = 10* — 10° pg mL™), ihr Einsatz ist jedoch aufgrund von
Neurotoxizitat und gastrointestinaler Toxizitdt in seiner Dosis als potentielles Medikament
eingeschrankt. Maytansin (13) wurde in Kombination mit anderen Préparaten als Antitumormittel in
klinischen Studien bis Phase Il getestet, wo allerdings nur ein Patient auf das Préparat ansprach,

woraufhin die Studien abgebrochen wurden.?

Maytansinoide bleiben jedoch trotz allem wegen ihren hohen Toxizitét als potentielle ,warheads‘ in
Antikérpern oder anderen dirigierenden Konjugaten von Interesse.” So wurde 2013 das Trastuzumab
Emtansin®, ein Konjugat aus Mertansin, einem Maytansinoid aus Maytansin, mit einem Antikorper,
welcher HER2 adressiert, das in Tumorzellen Uberexprimiert wird, unter dem Handelsnamen

Kadcyla™ von Roche als Antikrebstherapeutikum verdffentlicht (Abbildung 6).

,Trastuzumab
—NH

Abbildung 6: Kadcyle™, ein Maytansinoid Antikoérper Konjugat Krebstherapeutikum.

93) S. Kupchan, A. Sneden, A. Branfman, G. Howie, L. Rebhun, W. Melvor, R. Wang, T. Schnaitmann, J. Med.
Chem. 1978, 21, 31-37; b) S. Eichner, T. Knabloch, H. G. Floss, J. Fohrer, K. Harmrolfs, J. Hermane, A. Schulz,
F. Sasse, P. Spiteller, F. Taft, A. Kirschning, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 752-757.

2 a) J. Thigpen, C. Ehrlich, W. Creasman, S. Curry, J. Blessing, Am. J. Clin. Oncol. 1983, 6, 273-275. b) J.
Thigpen, C. Ehrlich, J. Conroy, J. Blessing, Am. J. Clin. Oncol. 1983, 6, 427-430; ¢) M. J. Ravry, G. Omura, R.
Birch, Am. J. Clin. Oncol. 1985, 8, 148-150.

21 3) W. Widdison, S. Wilhelm, E. Cavanagh, K. Whiteman, B. Leece, Y. Kovtun,V. Goldmacher, H. Xie, R.
Stevens, R. Lutz, R. Zhao, L. Wang, W. Bléttler, R. Chari, J. Med. Chem. 2006, 49, 4392-4395; b) J. Lambert
Curr. Opin. Pharmacol. 2005, 5, 543-549; c) F. Kratz, K. Ajaj, A. Warnecke, Expert Opin. Investig. Drugs 2007,
16, 1037-1058.

#1. Niculescu-Duvac, Curr. Opin. Mol. Ther. 2010, 12, 350-360.
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1.3.2 BIOSYNTHESE

Maytansinoide sind Polyketide des Typs I, welche in der Natur Gber Multienzymkomplexe hergestellt

werden.

Diese Multienzymkomplexe besitzen verschiedene, kovalent verkniipfte katalytische Doménen,
welche Uber decarboxylierende CLAISEN-Kondensationen neue Bausteine mit der vorhandenen Kette
verbinden. Dabei wird die wachsende Kette auf ein Acyl-Carrier-Protein (ACP) aufgeladen und
reagiert anschliefend mit einem, als Thioester aktivierten und von der Acyl-Transferase speziell
ausgewahlten, Baustein (meist Methylmalonyl-CoA, aber z. B. auch Methoxymalonyl-CoA) zum
Polyketid (Abbildung 7).%

S

SH

— 0 +CO
R%\Q R2 2

Abbildung 7: Prinzipieller Mechanismus der Biosynthese von Polyketiden durch decarboxylierende CLAISEN-Kondensation.

Diese groBen Enzymkomplexe sind strukturell eng mit den Fettsduresynthasen aus dem
Primarmetabolismus verwandt. Sie reduzieren ein entstandenes Polyketid mittels den enzymatisch
aktiven Einheiten Ketoreduktase (KR), Enoylreduktase (ER) und Dehydratase (DH) auf dem
Multienzymkomplex bis zum gesattigten Kohlenstoff zu Fettsduren. Polyketidsynthasen hingegen,
zeigen hier einen grofReren Spielraum und tragen nicht zwangsweise alle drei katalytische Domanen
nach einem Kondensationsschritt, sodass nicht unbedingt eine gesattigte Alkylkette entsteht. Zu den
drei Domanen kennt man bei Polyketiden des Typs | auch weitere Doménen die in o-Position
methylieren, halogenieren oder oxygenieren. Im Gegensatz zu Fettsduresynthasen werden die Enzyme
vom Polyketidtyp | in der Regel nicht iterativ verwendet, sondern bestehen aus vielen
zusammenhéngenden Elongationseinheiten. Die wachsende Kette wird am Ende mittels einer
Thioesterase (TE) vom Enzym abgespalten (Abbildung 8). Eine nachtrdgliche, sogenannte post-

ketidische Modifikation des Polyketids ist ebenfalls méglich.?®

2 a) E. Sattely, M. Fischbach, C. Walsh, Nat. Prod. Rep. 2008, 25, 757-793; b) S. Smith, S.-C. Tsai, Nat. Prod.
Rep. 2007, 24, 1041-1072; c) C. Carreras, R. Pieper, C. Khosla, The chemistry of biology fatty acid, polyketide,
and ribosomal peptide biosynthesis, in Topics in Current Chemistry, Vol. 188, Springer-Verlag, Heidelberg
1997, S. 86-126.
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Lademodul _ Elongationsmodul Abspaltung
D I
SH n K post-PKS-
Initiationseinheit Modifikation

Abbildung 8: Genereller Aufbau einer Polyketidsynthase Typ I; D: katalytische Domane.

Neben dieses, reinen, PKS basierten, Naturstoffen gibt es ebenfalls Hybridenzyme mit anderen Typen

der Biosynthese, wie der nicht-ribosomalen Peptidsynthase (NRPS), die in der Natur vorkommen.?*

Die Biosynthese des Ansamitocin P-3 besitzt dabei als Startbaustein die AHBA die auf einem
Multienzymkomplex aus vier Enzymen mit insgesamt sieben Modulen zum Proansamitocin (16)

fiihren, welches durch sechs postketidische Enzyme zum Ansamitocin P-3 (8) umgesetzt wird
(Schema 2).?

asmA asmB asmC

asmD
NRPS-
L Doméne Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7
DH)( ER/(KR DH/ KR DH/ KR DH/ KR DH/ KR

Q90 @@%@ %@@@

% H
\\/ NH2 HO
NH2 HO
MeO
HQN HO
NH2 HO

NH2 HO

T
O

)@

o ||o

NN

W)

D
]
3
N
N

D\ @)@
o || ||o
333
KRR
o))l

(V)
®
3
N
N

NH,

Ansamitocin P-3 (8) Proansamitocin (16)

Schema 2: Biosynthese von Ansamitocin P-3 (8).

24 C. Walsh, Science 2004, 303, 1805-1810.

BT -W. Yu, L. Bai, D. Hoffmann, S. Toelzer, K. Trinh, J. Xu, S. Moss, E. Leistner, H. Floss, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 2002, 99, 7968-7973.
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In der Biosynthese der Ansamitocine finden sich zwei Besonderheiten: a) eine
Doppelbindungswanderung welche noch auf der eigentlichen PKS im Modul 3 stattfindet,?® und b) die
Biosynthese und Verwendung von Methoxymalonyl CoA, welche zu einer Kettenverlangerung mit

einer ungewshnlichen Glycolat Einheit fiihrt.?’

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

273) B. J. Carroll, S. J. Moss, L. Bai, Y. Kato, S. Zoelzer, T. -W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124,
4176-4177; b) S. C. Wenzel, R. M. Williamson, C. Grinanger, J. Xu, K. Gerth, R. A. Martinez, S. J. Moss, B. J.
Carroll, S. Grond, C. J. Unkefer, R. Muller, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 14325-14336.
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1.4 GELDANAMYCIN

Geldanamycin (7) ist ebenfalls ein benzenisches Ansamycin-Derivat, welches als 19-gliedriges
Makrolactam vorliegt (Abbildung 9). Es gibt mehrere strukturell eng verwandte Naturstoffe, welche
sich nur in wenigen funktionellen Gruppen vom Geldanamycin unterscheiden; so das Macbecin (18
und 19)®, das Reblastin (20)? und das Herbimycin (21-23)*° (Abbildung 9).

NH,
Geldanamycin (7) Macbecin | (18)
OH OH
MeO
N N
OH H OH H
Dihydrogeldanamycin Macbecin Il (19)

(7)

NH»
Herbimycin A (21): R' = Me, R = OMe
Herbimycin B (22): R'=R?=H
Herbimycin C (23): R'=H, R?> = OMe

Abbildung 9: Geldanamycin (7) und verwandte Naturstoffe.

Geldanamycin weist neben einigen biologischen Aktivitdten gegen Mikroorganismen vor allem eine

starke Inhibition des Wachstums bei Krebszellinien im nanomolaren Bereich auf.**

Geldanamycin wurde 1970 von DEBOER aus dem Bodenbakterium Streptomyces hygroscopicus var.

geldanus var. nova isoliert,*” die Aufklarung der Konstitution erfolgte von OLSEN im gleichen Jahr.*®

Geldanamycin ist chemisch nicht stabil, was v. a. auf das Benzochinonsystem zurlickgeht. So sind

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

% a) T. Takatsu, M. Ohtsuki, A. Muramatsu, R. Enokita, S. I. Kurakata J. Antibiot. 2000, 53, 1310-1312; b) K.
Patel, M. Piogentini, A. Rascher, Z.-Q. Tian, G. O. Buchanan, R. Regentin, Z. Hu, C. R. Hutchinson, R.
McDaniel, Chem. Biol. 2004, 11, 1625-1633.

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

1 J. G. Supko, R. L. Hickmann, M. R. Grever, L. Malspeis, Cancer Chemother. Pharmacol. 1995, 36, 305-315.
%2 C. DeBoer, P. A. Meulman, R. J. Wunk, D. H. Peterson, J. Antibiot. 1970, 23, 442-447.

¥ K. Sasaki, K. L. Rinehart, G. Slomp, M. F. Grostic, E. C. Olsen, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 7591-7593.
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Geldanamycin-Derivate bei denen keine Chinonsystem gebildet werden kann,** oder das natiirliche
Reblastin, deutlich stabiler bei vergleichbarer biologischer Aktivitdt. Auch die schlechte
Wasserldslichtkeit und die Hepatotoxizitat der Verbindung, ebenfalls mit der Benzochinoneinheit
assoziiert, sorgten dafiir, dass Geldanamycin selbst nicht als Medikament eingesetzt wurde.*! Die hohe
Lebertoxizitat wird auf zwei Effekte zuriickgefiihrt: Durch Bildung einer reaktiven Sauerstoffspezies
bei einer ein-Elektronen Reduktion und dem Verbrauch von Glutathion in der Leber durch MICHAEL
Addition (Schema 3). Die eigentlich biologisch aktive Form des Geldanamycin ist das
Dihydrogeldanamycin, welches eine stark erhohte Affinitdt zu Hsp90, hat verglichen mit
Geldanamycin, und in vivo durch Reduktion entsteht.®

OH
NQO1
_ — Hsp90 Inhibierung
o))
OH
CYP oder B5
&mktase

GSH — > reaktive Sauerstoffspezies
‘ Toxizitat
OH GSH T
S SG  Additi
é@;{/ \/;ﬁ:j(/ AJAHON_ 51utathion Mangel
OH
G = Glutathion

Schema 3: Vorgeschlagener Mechanismus zur Hepatotoxizitat von Geldanamycin.®

%'s. Eichner, Dissertation, Darstellung neuer Ansamycin-Derivate iiber Mutasynthese in Kombination mit
Semisynthese. 2011, Leibniz Universitat Hannover.
% W. Guo, P. Reigean, D. Siegel, D. Ross, Drug Metab. Dispos. 2008, 36, 2050-2057.
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1.4.1 BIOLOGISCHE AKTIVITAT

Studien zu den SAR von Geldanamycin zeigte eine groRe Toleranz von strukturellen VVeranderungen

am Grundgeriist von Geldanamycin bei &hnlicher biologischer Aktivitét (Abbildung 10).%°

viele, auch grofie grofRe Amine, Thioether,
Gruppen mbglich Halog(_ane maglich -

auch dimere Strukturen Hydrochinonform aktiv

und mit Ringschluss

zu C18 e) Alkylgruppen nicht moéglich

/ Acylierung als Prodrug maglich
O

Epoxid oder gesattigte
Bindung méglich

Methoxy mdglich

nicht essentiell \OH MeO
MeO ’
Methoxy, Oxo ‘/\\/ =

Alternativ Methylgruppe (Macbecin 1)
moglich; H inaktiv

oder Oxim moglich o._0O
i i Carbamat essentiell
Glycinat aktiv Epoaa \'\‘ii\_/
moglich 2

nicht essentiell

Abbildung 10: SAR von Geldanamycin.

Geldanamycin bindet in der ATP-Bindetasche von Hsp90 (Abbildung 11). Wéhrend der genaue

Bindungsmodus des Ansamitocins nach wie vor nicht geklart ist, wurde die Bindungsstelle des

Geldanamycins am Hsp90 kristallographisch als Protein-Ligand Cokristall von PAVLETICH

identifiziert. Die Konformation in der Bindungstasche unterscheidet sich dabei stark vom Molekdl in

organischen Ldsemitteln und nimmt verglichen mit diesen eine sehr kompakte, thermodynamisch

ungiinstige, Konformation (etwa 9x9x9 A) ein.¥

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

37C. E. Stebbins, A. A. Russo, C. Schneider, N. Rosen, F. U. Hartl, N. P. Pavletich, Cell 1997, 89, 239-250.



1 Einleitung 17

M98
L107
F138

Abbildung 11: Schematischer Bindungsmodus des Dihydrogeldanamycins in der ATP Bindungstasche von Hsp90 (ohne
Protonen dargestellt).*”

Hsp90 gehort zur Klasse der Hitzschockproteine, welche wiederum eine Klasse von Chaperonen sind.
Die Expression dieser Molekiile, die fiir die Faltung anderer Proeine mitverantwortlich sind, wird vor

allem durch Zellstress wie z. B. Hitze oder Hypoxie verstarkt.

Das Monomer von Hsp90 wiegt 90 kDa, liegt im Cytosol vorwiegend als Dimer vor, und ist in drei
funktionelle Doménen aufgeteilt: Die N-terminale Doméne, welche die ATP Bindestelle enthalt,*® die
durch Geldanamycin blockiert wird, eine Mitteldoméane (MD), welche fiir die Bindung der client
Proteine, d. h. von Hsp90 abhangige, ungefaltete Proteine, verantwortlich ist und die ATP Hydrolyse
unterstiitzt,” und die C-terminale Doméne (CTD) welche fiir die Dimerisierung des Proteins als auch
die Bindung von Cochaperonen verantwortlich ist.*’ Es gibt verschiedene Isoformen von Hsp90. Im
Cytosol des Menschen gibt es Hsp90a und Hsp90B, wobei Erstere in Tumorzellen berexprimiert

wird.

Die eigentliche Faltung der client Proteine wird durch verschiedene Cochaperone (HIP, HOP, Hsp70,
Hsp40, Ahal, Cdc37) mediiert, wodurch client Proteine zum intermedidren Komplex aufgeladen
werden kénnen. Bei der Bindung von ATP an Hsp90, dissoziieren die Cochaperone und werden durch
andere Proteine wie p23/Shal und Immunophiline ersetzt, um den maturierten Komplex zu formen,
welcher die Faltung durchfiihrt und dann wieder dissoziiert. Geldanamycin oder andere Inhibitoren,

die an der ATP Bindestellen wirken, konnen anstelle von ATP binden, wodurch der maturierte

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

¥ a) P. Meyer, C. Prodromou, B. Hu, C. Vaughan, S. M. Roe, B. Panaretou, P. W. Piper, L. H. Pearl, Mol. Cell
2003, 11, 647-658; b) S. Sato, N. Fujita, T. Tsuruo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 10832-10837.

“0a) S. F. Harris, A. K. Shiau, D. A. Agard, Structure 2004, 12, 1087-1097; b) Y. Minami, Y. Kimura, H.
Kawasaki, K. Suzuki, I. Yahara, Mol. Cell. Biol. 1994, 14, 1459-1464.
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Komplex nicht mehr gebildet werden kann und das client Protein stattdessen durch Ubiquitinierung

41

zum Abbau im Proteasom prozessiert wird (Abbildung 9).

Intermediiirer

@ Komplex

Maturierter
Komplex

Proteasom

Tumor
Zellwachstum

Abbildung 12: Wirkweise von Geldanamycin (GM) auf Hsp90 Aktivitat; HIP = Hsp70-interacting-protein; HOP =
Hsp70/Hsp90 organizing protein; IP = Immuniphillin. Cdc37 und Ahal sind hier nicht gezeigt.**

Obwohl Hsp90 mehr als 600 identifizierte client Proteine besitzt, legen empirische Studien nahe, dass
onkogene Proteine stérker abhéngig von Hsp90 sind als house-keeping Proteine. Dadurch wird Hsp90
ein wirksames Antitumortarget, vor allem da es fur die korrekte Faltung gleich mehrerer Onkogene
verantwortlich ist und eine Inhibition die Resistenzbildung erschwert. Unter den client Proteinen
befinden sich verbreitete Onkogene wie z. B. mutiertes p53, Raf-1-, Akt, cdk4, Src, Flt-3, hTert,
c-Met und VEGF. * Die héhere Sensibilitit von Tumorzellen wird unter anderem darauf
zuriickgefihrt, dass Cochaperone in Krebszellen verstarkt exprimiert werden, was die Hsp90-Aktivitat

erhoht und die Zelle gleichzeitig fiir Inhibitoren anfalliger macht.*

Fur eine ausfihrliche Wirkungsweise von Hsp90 als Antitumortarget in Wechselwirkung mit

Geldanamycin sei auf eine Ubersicht von LEE* und KIRSCHNING* verwiesen.

“ 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.

%23) S. Messaoudi, J. F. Peyrat, J. D. Brion, M. Alami, Anti-Cancer Agents Med. Chem. 2008, 8, 761-782; b) A.
Sawai, S. Chandarlapatay, H. Greulich, M. Gonen, Q. Ye, C. L. Arteaga, W. Sellers, N. Rosen, D. B. Solit,
Cancer Res. 2008, 68, 589-596.

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

* J. Franke, S. Eichner, C. Zeilinger, A. Kirschning, Nat. Prod. Rep. 2013, 30, 1299-1323.
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1.4.2 BIOSYNTHESE

Wie Ansamitocin P-3 (8; siehe 1.3.2) handelt sich auch bei Geldanamycin um ein Polyketid des
Typs I. AHBA wird analog Uber einen Shikimisaure-ahnlichen Biosyntheseweg hergestellt und auf
den MEK bestehend aus drei Megaenzymen geladen die Uber sieben Module verlangert wird und
anschlieend mit gdmF zum Progeldanamycin zyklisiert werden. Funf postketidische Enzyme — von
denen eines bis dato noch nicht identifiziert wurde — prozessieren dieses zum Naturstoff

Geldanamycin (7; Schema 4).*°

gdmA1 gdmA2 gdmA3
L Doméne Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7
DH/( ER (KR DH| ER/{KR DH/ KR DH/ ER/KR DH/ KR

I
o
@Yw

P | i
Geldanamycin (7) rogeldanamycin

NH: ™ g

Schema 4: Biosynthese von Geldanamycin (7).

In der Biosynthese von Geldanamycin wird dabei an zwei Stellen das seltene Methoxymalonyl
eingebaut. Der Aufbau der ungewdhnlichen (Z)-konfigurierten Doppelbindung erfolgt postketidisch
aus der gesattigten Alkylkette.

“*a) A. Rascher, Z. Hu, N. Visnawathan, A. Schirmer, R. Reid, W. C. Nierman, M. Lewis, C. R. Hutchinson,
FEMS Microbiol. Lett. 2003, 218, 223-230; b) A. Rascher, Z. Hu, G. O. Buchanan, R. Reid, C. R. Hutchinson,
Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71, 4862-4871.
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1.5 MUTASYNTHESE

Um Derivate von Naturstoffen zu gewinnen, kann prinzipiell auf drei unterschiedliche Methoden
zuriickgegriffen werden: a) Totalsynthese, b) Semisynthese und ¢) die Manipulation der Biosynthese.
Wahrend die Totalsynthese das grofite Potential besitzt, die Struktur effektiv, auch im Grundgerist, zu
andern erweist sie sich haufig als zu aufwendig, um praktikabel zu sein. Die Semisynthese hingegen
ermdglicht meist nur eine begrenzte Manipulation von Naturstoffen. Neben diesen beiden rein
chemischen Methoden besteht die Mdglichkeit, die Biosyntheseleistung von Naturstoffproduzenten
selbst zu verwenden. Um hier eine Derivatisierung zu erreichen, hat sich in der Vergangenheit

besonders die Mutasynthese hervorgetan.

Bei der Mutasynthese*® handelt es sich prinzipiell um eine logische Erweiterung der sogenannten
Vorlaufer-dirigierten Biosynthese *' . Bei Letzterer werden Bausteine verfiittert, welche mit
Intermediaten des Naturstoffs chemisch verwandt sind, sodass diese teilweise aufgenommen werden
und theoretisch neben dem Naturstoff ein Derivat gewonnen werden kann. Hierbei ergibt sich haufig
das Problem, dass die Ausbeuten des Derivates, falls der synthetische Baustein angenommen wird, nur
sehr gering sind. Da die enzymatische Kaskade auf das natrliche Substrat zugeschnitten ist und dieses
meist bevorzugt, kann es so schneller zu Detoxifizierungsprozessen des supplementierten Substrates
kommen. Ein weiteres Problem ergibt sich daraus, dass Derivat und Naturstoff oft noch strukturell eng

miteinander verwandt sind, sodass sich eine Reinigung und Trennung oft als kompliziert erweist.

Die Mutasynthese l6st diese Probleme durch Verwendung von Mutanten der Naturstoffproduzenten
die in einem Schritt ihrer Naturstoffbiosynthese gehemmt sind.*® Diesen Blockmutanten fehlt folglich
die Fahigkeit, den Naturstoff zu produzieren, da die Biosynthesemaschinerie bis auf ein Enzym
ansonsten in der Regel intakt ist, lassen sich chemisch verwandte Intermediate, sogenannte
Mutasynthone, supplementieren, welche aufgenommen werden und zu Naturstoffderivaten fuhren
konnen. Diese Vorgehensweise vermeidet die Konkurrenz eines chemisch modifizierten Verlaufers
mit dem Natirlichen, wodurch theoretisch die Ausbeute hoher sein sollte und sich die Reinigung
einfacher gestalten sollte (Schema 5).* Konzeptionell eignet sich die Mutasynthese auch um

Substratspezifitét als auch die einzelne Schritte der Biosynthese nachzuvollziehen.?®

“®W. T. shier, K. L. Rinehart, D. Gottlieb, Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 1969, 63, 198-204.

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

8 3) J. Kennedy, Nat. Proc. Rep. 2008, 25, 25-34; b) S. Weist, R. Siissmuth, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2005,
68, 141-150.

* a) S. Kozhushkov, B. Zlatopolskiy, M. Brandl, P. Alvermann, B. Geers, A. de Meijere, A. Zeeck, Eur. J. Org.
Chem. 2005, 854-863. b) B. Zlatopolskiy, A. Zeeck, A. De Meijere, Eur. J. Org. Chem. 2006, 1525-1534. c) F.
Ritacco, E. Graziani, M. Summers, T. Zabriskie, K. Yu, V. Bernan, G. Carter, M. Greenstein. Appl. Environ.
Microbiol. 2005, 1971-1976.

%0 |, Hartung, M. Rude, N. Schnarr, D. Hunziker, C. Khosla, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 11202-11203.
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Normale Biosynthese

Wildtyp

®-®>0-0“®

Verlaufer-dirigierte Biosynthese Mutasynthese
Wildtyp Q Blockmutante
a a
@»rb 333 | @* Tb @-@-®

Schema 5: Schematische Darstellung des Mutasynthesekonzepts verglichen mit der Verldufer-dirigierten Biosynthese und
der natiirlichen Biosynthese. a-d = Enzyme; A-D = Intermediate der Biosynthese; E = Naturstoff; B* = Mutasynthon; C*-D*
= intermedidre Derivate; E* = Naturstoffderivat.

1.6 AZIDE UND AZIDREDUKTIONEN IN DER NATUR
Die Funktionalitat der Azide® erlebte in den letzten Jahren durch die Entdeckung der ,Click®

Reaktionsbedingungen® fiir die HUISGEN Zyklisierung (Schema 6) eine Renaissance.

2 N, 2 _N_

RENTSN RENTSN

=—R! + N3-R? —— \—( \—/
R' R'

Schema 6: HUISGEN ZyKlisierung.

Aufgrund der milden Reaktionsbedingungen und der grofRen Toleranz anderer Funktionalitaten, gilt
die Reaktion deshalb auch als bioorthogonal. Oft dient die Funktionalitit daher als Ausgangspunkt fiir

in vitro und in vivo Konjugatchemie.>

Bei Aziden handelt es sich um eine synthetische, vom Menschen geschaffene, funktionelle Gruppe,
welche in dieser Form bisher nicht in der Natur entdeckt wurde. Es verwundert also nicht, dass die

Natur kaum in der Lage ist, diese funktionelle Gruppe sinnvoll zu transformieren. Dies geht haufig mit

> Fiir eine generelle Ubersicht iiber Historie der Azide als auch modern Azidchemie siehe: S. Brase, C. Gil, K.
Knepper, V. Zimmermann, Angew. Chem. 2005, 117, 5320-5374.

*2 fiir Cu(l) Katalyse: a) V. V. Rostovtev, L. G. Green, V. V. Fokin, K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41, 2596-2599; b) C. W. Tornge, C. Christiensen, M. Meldal, J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064; flr
Kupfer-freie Varianten: a) N. J. Agard, J. A. Prescher, C. R. Bertozzi, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 15046-
15047; b) J. M. Baskin, C. R. Bertozzi, QSAR Comb. Sci. 2006, 26, 1211-1219.

3 Fir eine Ubersicht tiber chemische Ligationstechniken siehe C. P. R. Hackenberger, D. Schwarzer, Angew.
Chem. 2008, 120, 10182-10228. Angew. Chem., Int. Ed. 2008, 47, 10030-10074; (b) S. S. van Berkel, M. B. van
Eldijk, J. C. M. van Hest, Angew. Chem. 2011, 123, 8968-8989. Angew. Chem., Int. Ed. 2011, 50, 8806-8827.
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einer Toxizitét einher: Natriumazid beispielsweise findet Einsatz als Bakteriostatikum, da es, ahnlich
Kohlenmonoxid oder Cyanid, irreversibel an die Sauerstoffbindungsstelle der Cytochrom C-Oxidase
bindet. Verdiinnte Losungen (01.-0.001 %) werden daher eingesetzt wo ein bakterielles Wachstum
unerwiinscht ist, so in der Mikro- und Molekularbiologie.

Es sind daher bis heute nur wenige Biotransformationen von Aziden bekannt. Ebenfalls kann davon
ausgegangen werden, dass Transformationen, welche Azide involvieren, Nebenreaktionen der
eigentlich ,beabsichtigten Reaktion eines Enzyms sind, welche durch Ahnlichkeit zum eigentlichen
Substrat erfolgen. Die Vanadium- und Molybden- abhangigen Nitrogenasen beispielsweise, welche in
Kndllchenbakterien elementaren Sticktstoff fixieren, sind in der Lage neben, Stickstoff auch
anorganisches Azid zu reduzieren (Schema 7). Ebenso sind einige Archaea zu dieser Transformation
in der Lage.”

a HN; + 6e + 6H" —= NpH, + NH;

b) Ny + 2 + 3H" —> N, + NHg
lee-/(SH+
2NH;

) Ny + 8¢ + O9H" —= 3NH,

Schema 7: Redoxprozesse von Nj tiber Nitrogenasekatalyse.

Die Reduktion erfolgt dabei vermutlich tber einen Ein-Elektronen Ubertragungsmechanismus,
welcher auch N, reduziert aber ebenso bei Aziden und Cyaniden funktioniert. Dabei ist neben

Ammoniak auch Hydrazin als Produkt méglich (Schema 7, a).

Die Reduktion von organischen Aziden durch biologische Systeme ist bisher nur sparlich
dokumentiert. Eine solche Reduktion mittels Lipasen ist unter Mikrowellenbestrahlung mdglich. Die
fir ein Protein ungewoéhnlichen Reaktionsbedingungen geben jedoch kaum Aufschluss Uber einen
moglichen Mechanismus dieser Transformation, da unter anderem auch das Reduktionsmittel

unbekannt ist.%®

> a) K. Fisher, M. J. Dilworth, W. E. Newton, Biochemistry 2006, 45, 4190-4198; b) J. M. Rivera-Ortiz, R. H.
Burris, J. Bacteriol. 1975, 123, 537-545.
%S, Mazumder, D. D. Laskar, D. Prajapati, M. K. Roy, Chem. Biodivers. 2004, 6, 925-929.
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Auch eine Reduktionen von Aziden mithilfe von Saccharaomyces cerevisiaea ist méglich. Da hier ein
Ganzzellsystem fur die Transformation verwendet wird, verbleibt auch hier sowohl das

verwantwortliche Enzym als auch der genaue Mechanismus der Reduktion unbekannt.®

Die reduktive Metabolisierung in den sogenannten Mikrosomen — das sind Fragmente des
Endoplasmatischen Riticulums aus héheren Lebewesen die kiinstlich im Labor erzeugt werden — unter

anaeroben Bedingungen konnte bei Anwesenheit von NADPH nachgewiesen werden.”’

% A. Kamal, Y. Damayanthi, B. S. Narayan Reddy, B. Lakminarayana, B. S. Praveen Reddy, Chem. Commun.
1997, 1015-1016. (b) A. Kamal, B. Laxminarayana, N. Lakshmi Gayatri, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 6871—
6874.

*"D. Nicholls, A. Gescher, R. J. Griffin, Xenobiotica 1991, 935-943.
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2 ZIELSETZUNG

2.1 SYNTHESE EINES HYBRIDDERIVATES

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Hybridderivat zu entwickeln, welches sowohl Hsp90 als auch
Microtubuli Polymerisation inhibiert. Um dies zu erreichen sollten die Strukturmotive der verwandten
Ansamycine, Geldanamycin und Ansamitocin miteinender kombiniert werden um ein Hybrid zu

erhalten welches beide biologische Targets adressiert (Schema 8).

MeO

MeO
Kombination der Strukturen = Y7 N/go
o MeO = M
OY OH
NH, Ansamitocin P-3
Geldanamycin (8)
] -
Inhibition @ Ansamitocin/Geldanamycin @ Inhibition
Hybrid

f Inhibition InhibitioN

).}

Schema 8: Konzept fir ein Hybrid welches Hsp90 und Microtubuli Polymerisation inhibiert.

Um die eine Zielstruktur zu entwickeln wurden zunachst strukturelle Gemeinsamkeiten in
Kombination mit den jeweiligen SAR der beiden Ansamycine betrachtet. Geldanamycin (7) und
Ansamitocin P-3 (8) sind an sich bereits strukturell eng miteinander verwandt. Beide Ansamycine sind
19-gliedrige Makrolaktame welche Uber eine Anilingruppe geschlossen werden. Die fiir die
Naturstoffe essentielle Carbamoyleinheit ist in beiden Féallen am Sauerstoff von C7 lokalisiert, auch
tragen beide eine Methylgruppe an C14. Ein syn-1,2 Hydroxy-methoxy Strukturmotiv findet sich bei
Geldanamycin an C11 und C12 und bei Ansamitocin an C9 und C10. Auch die Position 6 ist
vergleichbar und zwar wenn man die SAR von Geldanamycin beriicksichtigt. Diese zeigen, dass an C6
anstatt einer Methoxyfunktion auch eine Methylgruppe mdglich ist, so wie sie im Naturstoff
Macbecin I anzutreffen ist (Abbildung 13).
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Geldanamycin Ansamitocin P-3

) (8)

Abbildung 13: Strukturen von Geldanamycin und Ansamitocin P-3; verwandte Strukturmotive sind fett hervorgehoben.

Da der genaue Bindungsmodus von Ansamitocin P-3 unbekannt war, sollte das Grundgerist fir das
Hybrid aus Ansamitocin stammen, um eine ausreichende Affinitat zu Tubulin zu bieten, und mit

strukturellen Veranderungen aus Geldanamicin versehen werden.

Fir die Ermittlung dieser, wurde der Bindungsmodus von Dihydrogeldanamycin®’ genauer betrachtet.
Aus der Kristallstruktur wird ersichtlich, dass der Aromat des Ansamycins durch zwei
Wasserstoffbriickenbindungen fixiert ist, welche von Sauerstoffatomen an der zwei und sechs Position
im Aromaten mit Lysinen in Hsp90 ausgebildet werden (Abbildung 14). Dadurch bildet der Aromat

eine Art Deckel der Bindungstasche.

F138

\N/
z N CH,
O /-0

N ; N51
D106}~—— H3C ' cHy D54
/ ’ / A55
M98 L . |Ks8
L107 CH; 196
F138 / S50
e \F
M98 J
D102 e HiC S Noo

M106

Abbildung 14: Bindungsmodus von Geldanamycin an Hsp90; die AHBA Einheit ist rot hervorgehoben, am Bindungsmodus
beteiligte Einheiten des Aromaten sind griin gehalten.
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Diese Interaktionen sind mit dem Ansamitocin Grundgerist nicht mdglich da beide aromatischen
Position unsubstituiert vorleigen, weshalb entschieden wurde, die Dihydro-Form der aromatischen
Einheit aus Geldanamycin in Ansamitocin P-3 zu integrieren (24, Abbildung 15) und zu tberprifen ob

eine zusétzliche Affinitat fur Hsp90 entsteht.

wgo o(

aromatische HOQO
Geldanamycin

Grundeinheit
MeO

Abbildung 15: Zielverbindung 24 der geplanten Hybridsynthese.

In der Synthese sollte dabei kein rein totalsynthetischer Ansatz gewéhlt werden, sondern essentielle
Strukturelemente durch Mutasynthese eingefiihrt werden. Da eine Mutsynthese mit nur der
Verfutterung des Geldanamycin Aromaten an A. pretiosum HGF073, der AAHBA Blockmutante von
Ansamitocin, nicht modglich war — der Produzent toleriert keine Substitution in zwei und sechs
Position am Aromaten beim Einbau — und die Vefitterung eines intermedidren Ketids nicht
erfolgsversprechend war — solche Ketide werden nur sehr bedingt auf die PKS aufgeladen — wurde
entschieden, die post-PKS Schritte des Organismus zu nutzen, indem ein Proansamitocin-Derivat
verfuttert werden sollte (Schema 9). Dabei sollten vor allem die Carbamoylierung von asm21 und die
Veresterung von asm19 durchgefiihrt werden, da diese essentiell fiir die biologische Aktivitat sind.
Aus vorherigen Arbeiten von TAFT*®, KNoBLOCH®® und HARMROLFS® war bekannt, dass diese
biosynthetischen ~ Transformationen die  wahrscheinlichsten sind. Eine  mutasynthetische
Transformation des Aromaten wurde aufgrund der unterschiedlichen Struktur und Substitution nicht

erwartet.

%8 F. Taft, Dissertation, Studien zur Ansamitocin-Biosynthese in Actinosynnema pretiosum / Synthese Tumor-
gerichteter Ansamitocin-Derivate. 2009, Leibniz Universitat Hannover.

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

8 K. R. Harmrolfs, Dissertation, Chemische und chemoenzymatische Synthesezugdnge zu neuen
Ansamitocinderivaten. 2010, Leibniz Universitit Hannover.
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A. pretiosum
HGFO073

---------- >

Schema 9: Geplante Mutasynthese von Proansamitocinderivat 25.

2.2 STUDIEN ZUR IDENTIFIKATION DER UNGEWOHNLICHEN
AZIDREDUKTASEAKTIVITAT IN A. PRETIOSUM
Im Rahmen der Arbeiten zur Darstellung von Ansamitocinkonjugaten entdeckte MANCUSO eine

ungewohnliche Reduktion bei der Verflitterung des Mutasynthons 26 zum Anilin 27 (Schema 10).

H,N N; A. pretiosum RHN
HGF073
26 CO,H 27

R=H, Ac

Schema 10: Beobachtung von MANCUSO im Zuge mutasynthetischer Experimente mit A. pretiosum HGF073.

Da diese Art der Biotransformation eine kaum bekannte war, sollte diese verifiziert und genauer
untersucht werden. Sowohl der Zeitpunkt der Azidreduktion im Rahmen der Biosynthese sollte
erortert werden, als auch nach potentiellen Reduktasen, welche diese Reaktion katalysieren, gesucht

werden.

Im Rahmen der Untersuchungen sollten zundchst Supplementierungsexperimente durch ausgewahlte
Mutasynthone das Ergebnis verifizieren als auch den groben Zeitpunkt (vor dem Ringschluss oder erst
im Anschluss) der Reduktion. Als Mutasynthon, welches beide Ziele erreichen sollte wurde
3-Azido-5-hydroxybenzoeséure (N3HBA, 28) gewéhlt, da hier eine Zyklisierung zu Ansamitocin P-3

ohne vorherige Reduktion nicht moglich ist (Schema 11).
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HO Ng A. pretiosum
HGF073

CO,H
28

NHAc 29

Schema 11: Geplante Verfitterung von NzHBA mit den beiden denkbaren Produkten im Falle einer Azidreduktion.

Weitere Experimente zur Bestimmung, dass es sich im vorliegenden Fall nicht um eine unkatalysierte
Hintergrundreaktion im Cytosol des Organismus handelt, sollten durchgefiihrt werden. Ferner sollten
diese durch molekularbiologische und bioinformatische Techniken zur Suche nach dem mdglichen

Enzym fir eine derartige Reaktion erweitert werden.

Die Verfitterung weiterer Mutasynthone sollte  Aufschluss Uber die Flexibilitdt der
Azidreduktaseaktivitat geben.
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3 BESCHREIBUNG UND DISKUSSION DER ERGEBNISSE

3.1 SYNTHESE EINES HYBRIDDERIVATES

3.1.1 VORARBEITEN

Zu dem anvisierten Ansamycin-Hybridderivat gab es zu Beginn der Promotion noch keine
Synthesestudien, die dem Autor bekannt gewesen wéren. Aufgrund der Struktur des Zielmolekiils
kénnen als wichtige Vorarbeiten die Totalsynthese von Geldanamycin von PANEK® sowie die in der
Gruppe gesammelten Erfahrungen von FRENZEL, BRUNJES, MEYER und HARMROLFS gelten.

Synthetische Studien am ,kleinen Progeldanamitocin®, einem verkleinerten Hybridderivat aus
Geldana- und Ansamitocin, zeigten die Problematik der Schutzgruppen fiir die Chinoneinheit. Um
eine hinreichend zuverldssige Synthese zu gewahrleisten, wurden Methylgruppen zum Schutz des
Hydrochinons gewahlt. Analog zu Arbeiten von ANDRUS® zeigte sich aber hier, dass die selektive
Oxidation zum para-Chinon nicht mdglich war, sondern stets eine Oxidation zum ortho-Chinon
erfolgte (Schema 12).%

O OTBS

H
MeO N

MeO

Schema 12: Oxidation des ,.kleinen Progeldanamitocins“ nach Mever. Bedingungen: a) CH3CN, (NH,4),Ce(NOs)s, 71 %.

In der Totalsynthese von Geldanamycin® verwendete PANEK Isopropylether als Schutzgruppe fiir das
Hydrochinon, welches im letzten Schritt selektiv. mit AICI; freigesetzt und mit Pd/C, sowie
Luftsauerstoff in die Chinonform transformiert wurde (Schema 13). Ebenfalls interessant ist die
Lactamisierung uber eine GOLDBERG Reaktion, da Arbeiten in der Arbeitsgruppe von KIRSCHNING
gezeigt hatten, dass eine direkte Lactamisierung mit Anilinen, aufgrund der verringerten Nukleophilie

der Aminogruppe am Aromaten, haufig nicht zufriedenstellend verlauft.

®'H.-L. Qin, S. Panek, Org. Lett. 2008, 10, 2477-2479.

%2 M. B. Andrus, E. L. Meredith, E. J. Hicken, B. L. Simmons, R. R. Glancey, W. Ma, J. Org. Chem. 2008, 68,
8162-8169.

% A. Meyer, Dissertation, Chemische und chemoenzymatische Studien zu hybriden Ansamycin-Antibiotika /
Synthese von Proansamitocin, 2006, Leibniz Universitat Hannover.
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O-iPr O-iPr O-iPr

OMOM 0._0O

NH,

Schema 13: Ausschnitt aus der Totalsynthese von Geldanamycin (7) nach PANEK. Reaktionsbedingungen: a) Cul, DMEDA,
K,CO3, PhMe, 110 °C, 81 %; b) i) AICl3, Anisol, CH,Cl,, -78 °C — RT; ii) 10 % Pd/C, EtOAc, Luft, 55 % Uber 2 Stufen.

Neben den Totalsynthesen wurden in der Gruppe KIRSCHNING auch andere Synthesen erarbeitet,
welche fir die geplante Ansamycinsynthese hilfreich sein sollten. Basierend auf den Arbeiten von
FRENZEL und BRUNJES® entwickelte HARMROLFS eine Synthese zum Ostfragment 32.%° Dabei wurde
in einer linearen Synthese von 18 Stufen (R)-Roche Ester (30) in Alkohol 31 tbergefiihrt. Oxidation
und Reaktion mit Ammoniak nach Aktivierung als gemischtes Anhydrid ergaben Ostfragment 32 in
insgesamt 16 % Ausbeute Uber 21 Stufen.

oTBS
0 18 Stufen HO NN
M o)H/\OH — e,
e
27 % 31 OTBS 599,
30 o
OMe

Schema 14: Synthese des Ostfragments 32 nach HARMROLFS, FRENZEL und BRUNJES, ausgehend von Roche Ester 30.
Bedingungen: a) DMP, NaHCO3, CH,Cl,, RT, 1.5 h; b) NaClO,, NaH,PO,-H,0, 2-Methyl-2-buten, tBuOH/H,0, RT, 1 h,
76 % Uber 2 Stufen; c) Et;N, EtOCOCI, CH,ClI,, -20°C, 45 min, dann NH3(g), 77 %.

% T. Frenzel, M. Briinjes, M. Quitschalle, A. Kirschning, Org. Lett. 2006, 8, 135-138.
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Ebenfalls als wichtige Vorarbeiten fir die geplante Synthese konnen die mutasynthetischen
Experimente von EICHNER® und die enzymatischen Arbeiten von HEUTLING® aus der Arbeitsgruppe
KIRSCHNING angesehen werden (Schema 15).

HO
a oderb

6Me

Schema 15: Mutasynthetische oder enzymatische Transformation von Proansamitocin (16) nach EICHNER und HEUTLING. a)
K390-61-1, GPMd, 28 °C, 21 %; b) Zellfreier Extrakt A. pretiosum HGF073, Li,Carbamoylphosphat, Na,ATP, MgCl,,
Tris-HCI pH 7.4; bisher nur pg MaRstab.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Proansamitocin entweder die Supplementierung an die Blockmutante
des Geldanamycin Produzenten S. hygroscopicus K390-61-1 zur stereoselektiven Carbamoylierung in
der gewinschten Position flhrt, oder ein Umsatz mit dem zellfreien Extrakt des Organismus A.
pretiosum HGF073. Falls eine direkte mutasynthetische Transformation mit A. pretiosum HGF073

fehlschlégt, bieten sich diese Methoden an chemoselektiv das zyklische Carbamat einzufiihren.

Eine prinzipielle Mutasynthese von Proansamitocin mit A. pretiosum HGF073 wurde von MEYER
bereits durchgefiihrt, jedoch konnten keine préparativen Mengen des Ansamitocin P-3 isoliert

werden.®’

3.1.2 RETROSYNTHESE

Die finalen Funktionalisierungen des Makrolactam-Rings sollten falls mdéglich mutasynthetisch
erfolgen und von den post-PKS Enzymen von A. pretiosum (ibernommen werden. Fur die weitere
Retrosynthese dieses Molekils sollte auf die aus den Vorarbeiten gewonnenen Erfahrungen
zuriickgegriffen werden (siehe 3.1.1). Dementsprechend erfolgten die Schnitte zu dem
literaturbekannten Ostfragment 32 und dem Westfragment 35, welches den Aromaten und die zum
Aromaten dekonjugierte Dieneinheit enthdlt. Mit dieser Aufteilung wurde die sehr elektronenreiche,
penta-substituierte und vermutet oxidationsempfindliche aromatische Einheit vom Aufbau der

Stereochemie im Ostfragment entkoppelt.

%S, Eichner, Dissertation, Darstellung neuer Ansamycin-Derivate iiber Mutasynthese in Kombination mit
Semisynthese. 2011, Leibniz Universitadt Hannover

% A. Heutling, A. Kirschning, unveréffentlichte Ergebnisse.

7 A. Meyer, M. Briinjes, F. Taft, T. Frenzel, F. Sasse, A. Kirschning, Org. Lett. 2007, 9, 1489-1492.
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Die Knupfung der Amidbindung sollte, statt (ber eine klassische Lacatmisierung, Uber eine
GOLDBERG Reaktion erfolgen, womit die mangelnde Nukleophilie des Anilins umgangen werden
sollte. Der sudliche Schnitt sollte tber eine Olefinmetathese zwischen der Dieneinheit und dem
terminalen Olefin erfolgen (Schema 16).

R'=H oder Me
R2 = - oder O

Schema 16: Geplante Retrosynthese von 24.

3.1.3 SYNTHESE DES WESTFRAGMENTS

Das Westfragment 35 sollte zunédchst durch Dekorierung des Aromatensystems tiber ortho Lithiierung
(Schema 14) und elektrophile Bromierung ausgehend von 2-Methoxyhydrochinon (36) erfolgen. Die
Seitenkette sollte anschlielend (iber eine Benzylsubstitution eingefiuhrt werden. Aufgrund der
Vorarbeiten (siehe 3.1.1) wurden Isopropylether als Schutzgruppen fiir das Hydrochinon gewahlt, da
eine selektive Entschiitzung in Anwesenheit der Methoxyfunktion bei gleichzeitiger Stabilitat
gegenuber metallorganischen Transformationen, wie einer GOLDBERG Reaktion, méglich sein sollte.
Auf ein spates Einfuhren einer Sauerstoffunktion im Aromaten durch Oxidation sollte aufgrund der

Komplexitdt der Zielverbindung verzichtet werden.

elektrophile
Bromierung
iPr-O Br iPr-O Br
O HO 36
—— | e—
MeO O-iPr MeO O-iPr D\
P MeO OH
35 ~ 37 R O
ortho-
Benzylsubstitution Lithiierung

Schema 17: Retrosyntheseroute fiir das Westfragment 35.
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3.1.3.1Synthese des Aromaten

Ein erster Ansatz zu dem Westfragment 35 nach HOGBERG® lieferte in Kiirze den aromatischen Kern
wobei sehr gute Regioselektivitaten erzielt wurden (Schema 18). Es zeigte sich jedoch, dass sich das
Hydrochinon 39 nur schwer schiitzen lief3. Auch unter sehr milden basischen Bedingungen, wie z. B.
mit Aminen, war der Aromat nicht hinreichend stabil. Unter sauren Bedingungen erwies sich dieser
jedoch als nicht reaktiv genug fur eine erfolgreiche Schiitzung. So musste diese Route aufgegeben
werden. Die sehr ausgepragte Labilitat des freien Hydrochinons 39 gegentiber Basen war jedoch eine

wichtige Erkenntnis fur die sich anschlielende Synthese.

OH OH OH
ab COzH cd Br. COzMe
OMe OMe OMe
OH 36 OH 38 OH 39

Schema 18: Erster Synthesansatz in Analogie zu HOGBERG. Reaktionsbedingungen: a) Allylvinylether, TCA, RT, 5 d, 98 %;

b) nBuLi, TMEDA, THF, RT dann CO,(s) dann Salzséure (konz.), 81 %; c) Br,, 1,4-Dioxan, 0 °C, 1 h, quant.; d) TMSCHN,,
MeOH, PhMe, 0 °C, 10 min, quant.

Es wurde eine Syntheseroute dhnlich der von PANEK® fiir die Grundeinheit des Aromaten gewahlt
(Schema 19). Dabei wurde nach Isopropylschiitzung eine ortho-Lithiierung-Formylierungsreaktion
durchgefihrt, gefolgt von einer elektrophilen Bromierung. Reduktion und APPEL Reaktion ergaben

Benzylbromid 44, welches flir eine Benzylsubstitution verwendet werden sollte.

OH O-iPr O-iPr O-iPr O-iPrOH
CHO Br CHO Br
a b [ d
—_— —_— —_— R ——
OMe OMe OMe OMe OMe
OH 3p O-iPr 40 O-iPr 41 O-iPr 42 O-iPr 43
O-iPrBr
e Br
—_—
OMe
O-iPr 44

Schema 19: Aufbau des Aromaten 44. Reaktionsbedingungen: a) Isopropylbromid, TBAI, K,CO3, Aceton, A, 36 h, 90 %; b)
nBuLi, THF, RT, 2 h dann DMF; ¢) Br,, NaOAc, AcOH, RT, 40 min, 81 % (ber zwei Stufen; d) NaBH,, THF, RT, 12 h,
97 %,; €) CBr,, PPhs, CH,Cl,, 0 °C, 1.5 h, 99 %.

%8 S. Bengtsson, T. Hogberg, J. Org. Chem. 1993, 58, 3538-3542.
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3.1.3.2Benzylsubstitution

Die benétigte Vinyleinheit 45 wurde (iber eine Titan-vermittelte Hydromagnesierung®® hergestellt und
entweder mit dem gewinschten Elektrophil abgefangen oder direkt weiter verwendet. Die ersten
Experimente, das Benzylbromid mit dem Vinyl-GRIGNARD Reagenz 45 zu substitutieren, schlugen
jedoch fehl. Auch die Substitution des Bromids durch lodid im Sinne einer FINKELSTEIN Reaktion

fiihrte nicht zum Umsatz (Schema 20).

MgClI
ﬁOMgCI
d,e oder
fg
O-iPrX O-iPr
3
Br\@\) )\L __Tabelle _ Br A~OR
OMe 48
O-iPr O-iPr
= :‘; I?r:] R' = SnBuz MgCl, | R3=TBS,H
2 =
47 70Br R? = TBS, MgCl

Schema 20: Reaktionsbedingungen: a) Aceton, Nal, RT, 3 h, quant.; b) Zn, THF/NMP 2:1, 60 °C, 12 h, quant.; ¢) i)
Cp,TiCl,, iBuMgCl, Et,0, 0 °C; ii) BusSnCl, 73 %; e) TBSCI, Im, THF, 0 °C — RT, 6 h, 85 %; f) I5; g) TBSCI, Im, THF,
0°C — RT, 6 h, 39 % uber zwei Stufen.

Tabelle 1: Exemplarische Bedingungen flr die Benzylsubstitution.

X R R’ Bedingungen Anmerkung
1 Br MgCl MgCl THF, -10 °C keine Reaktion
2 Br MgCl MgCl Cul, THF, -10 °C keine Reaktion
3 Br SnBu; TBS Pd,(dba)s, AsPhs, THF, RT keine Reaktion
4 | SnBus TBS Pd(PPhj),Cl,, Cul, DMF, RT keine Reaktion
5 Br SnBu; TBS AIBN, PhMe, A Polymerisation
PEPPSI-iPr, ZnBr, oder ZnCl,,
6 ZnBr I TBS keine Reaktion
THF/NMP, 50 °C
7  ZnBr | TBS Pd(tBusP),, THF, 50 °C keine Reaktion

Die direkte Reaktion des Vinylgrignards Reagenzes 45 zeigte keinen Umsatz (Tabelle 1, Eintrag 1).
Auch der Zusatz von Kupfer fihrte nicht zum Erfolg (Eintrag 2). Die Verwendung der

% F. Sato, Y. Kobayashi, Org. Synth. 1990, 69, 106-110.
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Vinylstannanspezies unter STILLE Kupplungsbedingungen fuhrte weder mit dem Benzybromid 44
noch dem Benzyliodid 46 zum Umsatz (Eintrag 3 und 4). Der Versuch, die Reaktion radikalisch zu
initiieren, resultierte in starker Polymerisation (Eintrag 5). Auch der Versuch, nukleophile und
elektrophile Spezies zu vertauschen und unter NEGISHI Bedingungen zu kuppeln, schlug fehl (Eintrag
6 und 7). Letztlich wurde entschieden, die urspringliche Alkeneinheit durch eine schlankere
Acetyleneinheit zu ersetzen und die Kupplung mit TMS-Acetylen durchzufuhren, welche anschliel3end
durch Carboaluminierung in das gewinschte Methylvinylmotiv Gberfiihrt werden sollte. Fiir eine
solche Substitution (Schema 21) wurden zundchst Reaktionsbedingungen mit einem Indiumorganyl
und Pd(dppf)Cl, getestet, welche von HARMROLFS® fiir ein &hnliches Benzylbromid entwickelt
wurden. Das System fiihrte leider nicht zum gewinschten Erfolg, sodass verschiedene weitere

Reaktionsbedingungen getestet wurden (Tabelle 2).

O-iPrOH O-iPrX
Br aoderb Br
_—
OMe X =44 Br OMe
43  OiPr 49 C| OiPr
iPr-O Br
iPr-O Br iPr-O Br O )
Tabelle MeO O-iPr
_— +
MeO O-iPr MeO O-iPr
MeO O-iPr
x=44Br X 50 A O
T™MS
49 cl iPr-0 Br 51

Schema 21: Kupplungsversuche mit Benzylhalogenid 44 bzw. 49. Reaktionsbedingungen: a) CBr,, PPhs, CH,CI,, 0 °C,
99 % b) NCS, PPhs, CH,Cly, -20 — 0 °C, 2 h, 93 %.

Tabelle 2: Exemplarische Bedingungen zur NEGIsHI Kupplung mit TMS-Acetylen.

X Metallorganyl Katalysator Bedingungen 50:51 Anmerkung
. 2 mol% : :
1 Br 0.33 Ag. Rzln 65 °C, THF, 24 h - keine Reaktion
Pd(dppf)Cl;
, 1 mol%
2 Br 1.2 Ag. RZnBr RT, THF, 24 h 3:2 50 %°
Pd(DPEphos)Cl,
" 0.1-5 mol%
3 Br 5.0Ag.RZnBr RT, THF, 24 h 3:2 51 %°
Pd(DPEphos)Cl,
. 0.1-1 mol%
4 Br 1.0 Ag. RsIn RT, THF, 24 h 3:2 52 %*
Pd(DPEphos)Cl,
. 1 mol%
5 ClI 13Ag.RZnBr RT, THF, 24 h 98:2 98 %°
Pd(DPEphos)Cl,

R = -=-TMS; ® bezogen auf 50.
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Ein Wechsel vom urspringlichen Katalysatorsystem (Tabelle 2, Eintrag 1) auf den von NEGISHI
empfohlenen’ Pd(DPEphos)Cl, (Eintrag 2) in Kombination mit dem Zinkorganyl des TMS-Acetylens
brachte dabei erste zufriedenstellende Ergebnisse. Der Katalysator zeigte eine stark verbesserte
Reaktivitat, sodass die Reaktion schon bei Raumtemperatur durchgefuhrt werden konnte. Die
Reaktionsdauer ist, verglichen mit anderen Benzylkupplungen, trotzdem entschieden langsamer, was
vermutlich auf die sterische Abschirmung der benzylischen Position durch die
Isopropyletherschutzgruppe zurickzufiihren ist. Es wurden dabei allerdings ebenfalls betrachtliche
Mengen des Dimers 51 gebildet (Eintrag 2), dessen Bildung auch nicht durch eine Erhéhung der
Menge des Metallorganyls verringert werden konnte (Eintrag 3). Indiumorganyle zeigten hier kein
abweichendes Reaktionsverhalten (Eintrag 4), und eine Variation der Katalysatormenge zeigte
ebenfalls keinen entscheidenden Einfluss (Eintrag 3 und 4). Um die Reaktivitat der Benzylposition zu
senken und so eine hohere Chemoselektivitat zu erreichen, wurde das Bromid durch das weniger
reaktive Chlorid getauscht. Tatséchlich lieR sich durch Einsatz des Benzylchlorids 49 die Menge des
Dimers 51 schlieRlich betrachtlich senken, und so konnte nach Optimierung der Aquivalentanzahl des
Metallorganyls — bei htherer Menge ldsst sich gegen Ende der Reaktionszeit auch eine Kupplung am
Aromaten detektieren — ein sehr gutes Reaktionsergebnis erhalten werden (Eintrag 5). Auch hier bleibt
anzumerken, dass kein nennenswerter Unterschied bei Verwendung des Indiumorganyls zu erkennen
ist, weshalb an dieser Stelle aus 6konomischen und 6kologischen Griinden das Zinkorganyl empfohlen

wird.

Das Entfernen der TMS Gruppe lieR sich mit KF in Methanol realisieren (Schema 22). Harschere
Bedingungen wie K,CO; in Methanol oder TBAF resultierten in vermehrter Isomerisierung zum
Allen 53 (bis zu 9:1 Allen : Alkin).

O-iPr O-iPr O-iPr
a
Br. Br. Br.
X X
OMe ™S OMe OMe
O-iPr 50 O-iPr 52 O-iPr 53

Schema 22: Entschitzung der TMS Gruppe. Reaktionsbedingungen: a) KF, MeOH, 45 °C, 60 h, 94 %.

3.1.3.3Carboaluminierung und Aufbau des Diensystems
Ausgehend vom Alkin 52 sollte die fehlende Methylgruppe eingefihrt und zeitgleich eine nukleophile
Gruppe installiert werden, welche fiir die Kupplung und Bildung des Diens verwendet werden kann.

Da die Carboaluminierung nach NEGIsHI™ eine gute Selektivitét fiir die Alanierung von terminalen

®M. Qian, E. Negishi, Tetrahedron Lett. 2005, 46, 2927-2930.

™ 3a) D. E. Van Horn, E. Negishi, J. Am. Chem. Soc. 1978, 100, 2252-2254; b) E. Negishi, T. Yoshida, J. Am.
Chem. Soc. 1981, 103, 4985-4987; c) E. Negishi, D. E. Van Horn, T. Yoshida, J. Am. Chem. Soc. 1985, 107,
6639-6647.
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Alkinen zeigt und dabei eine syn spezifische Addition darstellt, bot sich diese als bevorzugte Methode
an. Mechanistisch gesehen (Schema 23), bildet sich bei der Reaktion eine bimetallische Spezies 54
aus, bei der das Zirkonium, durch Komplexierung des Alkins (52), die syn spezifische Ubertragung

des Alans vermittelt und der Zirkonium Katalysator regeneriert wird.

iPr-O Br
iPr-O Br
MeO O-iPr
MeO O-iPr
'Yle/CI\ 52 7 Cp
CpoZrCl, + AlMe3 CpoZrl .AlMe;, ——> Me //% —_— = Zr/—Cp
cl Co P ® Ve L@
54 cp © cl
AIM
crrg e ci- gvez
iPr-O Br
MeO O-iPr
~N Z SAlMe,
Cp,ZrCl, Me g5

Schema 23: Mechanismus der Zirkonium-vermittelten Carboaluminierung nach NEGISHI.

Erste Versuche, die Carboaluminierung unter Standardbedingungen in 1,2-Dichlorethan
durchzufuhren, zeigten allerdings, dass die Reaktion mit Alkin 52 nur sehr langsam voranschritt. Nach
vier Tagen war der Umsatz noch immer mangelhaft, eine Erhdhung der Temperatur auf 40 °C fiihrte
zur Isomerisierung des Alkins in das Allen 53 (Analyse durch GC-MS). Um die Reaktion dennoch bei
Raumtemperatur erméglichen zu kénnen, wurde ein Protokoll nach WiPF’? verwendet, welches den
Zusatz von einem Aquivalent Wasser als Beschleuniger vorsieht. Mechanistisch gesehen schlagt WipPF
hier den Austausch eines Chlorides im Bimetallkomplex 54 durch Hydroxid vor, welcher Kinetisch
reaktiver sein soll. Die Reaktion konnte unter diesen Bedingungen in guten Ausbeuten durchgefiihrt
werden, jedoch verhinderte der Zusatz von Wasser eine direkte in situ Umsetzung des Alans 55 mit
Vinyliodid nach NEGISHI" und Bildung des gewiinschten Diens 35. Die lodolyse des Alans 55 und
Bildung von Vinyliodid 56 ermdglichte die Kreuzkupplung mit einem entsprechenden Metallorganyl
(Schema 24).

O-iPr O-iPr
Br Br
% a = |
OMe OMe
O-iPr 52 O-iPr 56

Schema 24: Carboaluminierung von 52. Reaktionsbedingungen: a) Cp,ZrCl,, AlMe;, H,0, CH,Cl,, RT, 12 h, dann I,
THF, -78 — 0 °C, 30 min, 94 %.

23) P. Wipf, S. Lim, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1068-1071; b) G. Zhu, E. Negishi, Chem. Eur. J.
2008, 14, 311-318.
¥ M. Qian, Z. Huang, E. Negishi, Org. Lett, 2004, 6, 1531-1534.



3 Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse 38

Die sich daran anschlieBende NEGISHI Kupplung erwies sich als unproblematisch und lieferte das

gewunschte Dien 35 in sehr guten Ausbeuten (Schema 25).

O-iPr O-iPr
Br. 2N . Br = =
—_—
OMe OMe
O-iPr 56 O-iPr 35

Schema 25: NecisHI Kupplung zum Dien 35. Reaktionsbedingungen: a) Vinylzinkbromid, Pd(DPEphos)Cl,, THF, RT, 1 h,
quant.

Das Dien 35 zeigte sich jedoch als nicht reaktiv genug fur die Olefinmetathese und konnte nicht mit
anderen terminalen Olefinen zur Reaktion gebracht werden. Als Konsequenz sollte die Verkniipfung
der Stidenden des Zielmolekiils 24 nun Uber eine HECK Reaktion erfolgen, wodurch der Vorlaufer des
Diens 35, das Vinyliodid 56, genutzt werden sollte, welches damit nun das benétigte Westfragment 56
darstellt (Schema 26).

| Goldberg Kupplung|

iPr-O
MeO
Heck Kupplung 56 Z

Schema 26: Neuer retrosynthetischer Ansatz iber eine HECck Kupplung.

Das Westfragment 56 konnte somit in 56 % Ausbeute Uber acht Stufen ausgehend von

2-Methoxyhydrochinon (36) dargestellt werden (Schema 27).

HO a iPr-0O b-c iPr-O Br
= DO,
MeO OH 9%  yeo opr  81%  MeO O-iPr
36 40 4y CHO
90 %l d-e
iPr-O Br iPr-0 iPr-O
opr o~ oPr <2 Meo O-iPr
94 % 90 %

52

Schema 27: Synthese des Westfragments 56. a) Isopropylbromid, TBAI, K,COs, Aceton, A, 36 h, 90 %; b) nBuLi, THF, RT,
2 h, dann DMF; c) Br,, NaOAc, AcOH, RT, 40 min, 81 % Uber zwei Stufen; d) NaBH,, THF, RT, 12 h, 97 %; e) NCS, PPh;,,
CH,Cly, -20 — 0 °C, 2 h, 93 %; f) TMS-=-ZnBr, Pd(DPEphos)Cl,, THF, RT, 24 h, 98 %; g) KF, MeOH, 40 °C, 94 %; h)
Cp,ZrCl,, AlMes;, H,0, CH,CI,, RT dann I,, -78 — 0°C, 30 min, 94 %.
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3.1.4 SYNTHESE DES OSTFRAGMENTS

Fir das Ostfragment hétte urpsringlich direkt auf die Vorarbeiten von HARMROLFS und FRENZEL
zurtickgegriffen werden konnen (siehe 3.1.1). Da die entwickelte lineare Synthese zum gewunschten
Ostfragment 32 beim up-scaling jedoch Probleme bereitete und die Ausbeuten bei VergréRerung des
Reaktionsansatzes drastisch sanken, wurde ein neuer synthetischer Zugang gesucht, der zugleich auch

schneller zum Ziel fuhren sollte.

Der neue retrosynthetische Ansatz basiert dabei auf einer BROWN Allylierung, einer MARSHALL
Reaktion und einer NozAKI-HIYAMA-KISHI Kupplung (Schema 28). Als Schutzgruppensystem
wurden PMB und Silylether gewéhlt, da sich beide orthogonal entschiitzen lassen und der Alkohol an
C9 spéter zum Keton oxidiert werden sollte. PMB wurde ebenfalls gewahlt, um die Mdglichkeit zu
gewahren, die Stereochemie an C7 durch 1,3-Chelatisierung zu kontrollieren.

| Nozaki-Hiyama-Kishi |

Brown
Allylierung PMBO OH
OPMB — AN
= Y OH OMe
OMe

Schema 28: Neue retrosynthetische Route fir das Ostfragment 32.
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3.1.4.1BROWN Allylierung
Der benotigte Vorlaufer 59 fiir die BROWN Allylierung kann durch eine MICHAEL Addition von

Anisalkohol an Acrolein dargestellt werden (Schema 29).™
OH

o s 0
HJ\/ * K©\0M HJ\/\OPMB
© 59

Schema 29: Darstellung von Baustein 59. Reaktionsbedingungen: a) Chloressigsaure, NaOH, AcOH, H,0, 40 °C, 7 d, 68 %.

Die Allylierung nach BROWN ermdglicht die stereoselektive Addition an einen Alkohol, wobei beide
entstehenden Stereozentren relativ und absolut kontrolliert werden konnen, was die Reaktion
praparativ besonders wertvoll macht. In diesem Fall wird bei der Deprotonierung von
Allylmethylether mit sBuLi durch Koordination des Lithiumatoms spezifisch das syn-konfigurierte
Lithiumorganyl 60b erzeugt. Nach Austausch des Lithiums mit Bor zu 60c verlduft die Reaktion bei
Zugabe eines Aldehyds tiber einen ZIMMERMANN-TRAXLER &dhnlichen Ubergangszustand UZ 1,
welcher die relative Stereochemie (ber die Doppelbindungsgeometrie festlegt (Schema 30). Die
absolute Stereochemie bestimmt sich durch die Wahl des Ipc Restes, eine detaillierte Erklarung tber
die Faktoren, die die Facialitat des Angriffs kontrollieren, wird in der Literatur aber nicht geliefert.”

Buli (Ipc),B OH
/\/OMe s-BulLi K\ Ipco.BOMe A RC.HO
Li<—OMe OMe via = R
60a 60b 60c vz1 OMe g4
t
Hy
\/,Blpcz
H {— Ny /,
- o
R
OMe Uz 1

Schema 30: Mechanismus der BRowN Allylierung mit Allylmethylether 16a.

Die BROWN Allylierung von 59 zu Alkohol 58 mit Allylmethylether gelang mit frisch hergestelltem
(-)-1pc,.BOMe in guten Ausbeuten und Selektivititen (Schema 31), wéhrend kommerziell erhaltliches
Boran ausschlieBlich schlechte Selektivitdten (2:1 syn : anti) lieferte. Der Autor mdchte bei dieser
Reaktion explizit auf die aufwendige Aufarbeitung hinweisen: Da die Hydrolyse mit H,O, schwer

abtrennbare Nebenprodukte liefert, erfolgte die Hydrolyse mit Triethanolamin, welches jedoch die

™ C. Herb, M. E. Meier, J. Org. Chem. 2003, 68, 8129-8135.
®a) H. C. Brown, P. K. Jadhav, K. S. Bhat, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 1535-1538; b) H. C. Brown, P. K.
Jadhav, J. Org. Chem. 1984, 49, 4091-4092.
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entstehende Borspezies nicht vollstandig freisetzt und die nachfolgende séulenchromatographische

Reinigung erschwert.

e} OH
a
HJ\/\OPMB — PMBO/\/kK\
59 58 OMe

Schema 31: BrownN Allylierung zu Alkohol 58. Reaktionsbedingungen: a) Allylmethylether, sBuLi, (-)-Ipc,BOMe,
BF;-OEt,, THF, -78 °C — RT, 15 h, 82 %, 90 % e.e., d.r. >10:1 syn : anti.

Das Stereozentrum am freien Alkohol und der Enantiomerendberschuss wurde durch die MOSHER

Methode bestitigt. Das von MOSHER entwickelte System ™

zur Bestimmung der absoluten
Konfiguration von sekundéren Alkoholen verlauft Gber eine Veresterung mit o-Methoxy-o-
trifluormethylphenylacetat (MTPA). Der MTPA Ester spannt eine Vorzugsebene auf (Abbildung 16,
links), welche die beiden Substituenten des Carbinol C-Atoms jeweils dem Phenylring (hier: B¢, y¢, 8°)
und dem Methoxyether (hier: B, y, 8) gegenuberstellen. Durch den Ringstromeffekt erfahren die
Protonen, die dem Phenylrest entgegenstehen, eine diamagnetische Verschiebung im ‘H-NMR
Spektrum. Durch eine Differenzbildung der chemischen Verschiebung der Ester mit jeweils dem (R)-
bzw. (S)-MOSHER Esters, kann so bestimmt werden, welche Seite sich wo von der MTPA Ebene

befindet und so die absolute Stereochemie festgelegt werden (Abbildung 16, rechts).

8(S)-8(R) > 0
Hc Hb Ha

/
s,
7,

., o _OMTPA
(HyH, o0

8(S)-8(R) <0

Abbildung 16: MTPA Vorzugsebene am Beispiel eines (S)-MosHER Esters. Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration
wird das rechte Modell aus der Differenzbildung der 5-Werte der beiden MosHeR Ester im *H-NMR verwendet.

Eine Uberfiihrung des Alkohols in den MTPA Ester bestatigt die Konfiguration des Carbinols als (R)
(Schema 32).

®a) J. A. Dale, D. L. Dull, H. S. Mosher, J. Org. Chem. 1969, 34, 2543-2549; b) I. Ohtani, T. Kasumi, Y.
Kashman, H. Kakisawa, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4092-4096; c) T. R. Hoye, C. S. Jeffrey, F. Shao, Nature
Prot. 2007, 2, 2451-2454.
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o OMTPA TH-NMR: 8(S)-8(R)

H

PMBO OMe 0.10

PMBO +0.08 -0.02
58  OMe (S/R)-60 +0.(i|)(R)\(§_O'M
oM
PMBO
(S/R)-60

Schema 32: Nachweis der Konfiguration von Alkohol 58. Reaktionsbedingungen: a) (R) bzw. (S) MosHER Sédurechlorid,
EtsN, DMAP, CH,Cl,, RT, 12 h, 78 % (S)-Ester bzw. 91 % (R)-Ester.

Die Konfiguration des benachbarten Stereozentrums konnte nicht direkt festgelegt werden. Sie ergibt
sich durch Analogieschluss aus den Originalarbeiten von BROWN Uber den Mechanismus der

Reaktion.”

Versuche, die PMB-Schutzgruppe nach Oxidation in das PMP Acetal 61, gefolgt von einer reduktiven
Offnung in den primaren Alkohol 62 zu tiberfiihren, schlugen fehl. Es konnte ausschlieBlich nur der
primar geschutzte Alkohol 58 isoliert werden (Schema 33).

PMP
o a o/ko b OH OPMB PMBO OH
— > — >
58 OMe 61 OMe 62 OMe 58  OMe

0 % 90 %

Schema 33: Oxidation und versuchte reduktive Offnung zu 62. Reaktionsbedingungen: a) DDQ, MS 4 A, CH,Cl,, 0°C, 2 h,
70 %; b) DIBAL, CH,Cl,, 0 °C, 2.5 h.

Bei der Reduktion lieR sich mit verschiedenen Reduktionsmitteln wie DIBAL-H oder
NaCNBH,/TMSCI’" ausschlieBlich wieder der sekundare Alkohol 58 isolieren (Schema 33). Dies geht
vermutlich auf die Koordination der Methoxygruppe zuriick. Ahnliche Félle mit Aziden in der
a-Position, oder Ethern und Carbonylgruppen in pg-Position wurden bereits in der Literatur
beschrieben. ”® Die Positionsselektivitat fiir das entsprechende Regioisomer ist im vorliegenden Fall

jedoch aufRergewdhnlich hoch.

Daher wurde als Alternative der sekundére Alohol 58 mit einer Benzylgruppe versehen, um nach

Entfernen der PMB-Gruppe und Oxidation zum Aldehyd 65 zu gelangen: Dies ist ein geeigneter

" a) R. Johansson, B. Samuelsson, J. Chem. Soc. Perkin Trans. |, 1984, 2371-2374. b) T. K. Chakraborty, V. R.
Reddy, T. J. Reddy, Tetrahedron, 2003, 59, 8613-8622.

®a) T. Gustafsson, M. Schou, F. Almgvist, J. Kihlberg, J. Org. Chem. 2004, 69, 8694-8701; b) J. Mulzer, A.
Mantoulidis, E. Ohler, J. Org. Chem. 2000, 65, 7456-7467.
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Vorlaufer fur die MARSHALL Reaktion, der mit seinem 1,3-Abstand zum Benzylether noch zur
Chelatbildung befahigt ist (Schema 34).

OH OBn b OBn O OBn
a c
53 OMe 63 OMe 64 OMe 65 OMe

Schema 34: Darstellung des Aldehyds 65 ausgehend von 58. Reaktionsbedingungen: a) BnBr, TBAI, NaH, THF, RT, 24 h,
85 %; b) DDQ, H,0, CH,Cl,, 0 °C, 2.5 h, 98 %; c) (COCI),, DMSO, Et;N, CH,Cl,, -78 — -40°C, quant.
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3.1.4.2 MARSHALL Reaktion

Die MARSHALL Reaktion’ erméglicht die stereoselektive Addition einer Allenylmetallspezies an
Aldehyde. Die Addition verlauft dabei Gber einen azyklischen Ubergangszustand und kann eine
FELKIN-ANH dhnliche Kontrolle zeigen oder aber Uber ein CRAM Chelatmodell verlaufen. Dies hangt
von der Art der verwendeten Lewissdure ab. Die MARSHALL Reaktion zeigt auch bei Abwesenheit
eines Stereozentrums in a-Position oft sehr gute Selektivitaten, da Teile der Stereokontrolle von dem
verwendeten chiralen Allen Gbernommen werden. Um die gewiinschte syn-Stereochemie des
Produktes zu erhalten, werden dabei in der Regel Allenylstannane verwendet, wéhrend fir anti-
Addukte weniger problematische Metalle, wie Zink, Indium oder Silizium zur Verfligung stehen. Bei
dem Ubergangszustand fiir eine syn-Addition zeigt der sterisch anspruchsvolle Stannylrest
antiperiplanar vom Aldehyd weg (Schema 35, UZ 2).%°

c H Bu3Sn
Hs o H5Cr 4
P _BFs CHs
+ R Y00
slon, -2 Roon
Bu3Sn
s ° N syn-Addukt
66 Uz2

Schema 35: Denkbarer Ubergangszustand UZ 2 zum syn-Addukt unter Einsatz von Allenylstannan 66.

Das Allenylstannan 66 wurde ausgehend von 1,2-Dibrompropan 26 dargestellt (Schema 36).%

Q  OBn . « OH oBn
S
H)W\ W
65 OMe 67 OMe

OMs H
Br M Ph N\ AN
b-e P f © H Ru-{-
—_ / —_— >=I='\M \\\, N' /
(S)-68 Bu,Sn © PR™ s
Br 66 69

Schema 36: Erste Beobachtung bei der MARSHALL Reaktion unter Standardbedingungen mit Allenylstannanen.
Reaktionsbedingungen: a) BF;-OEt,, CH,Cl,, -78 °C, 1 h, 65 %, d.r. >10 : 1; b) LDA, THF, -78 — 0 °C, dann Acetaldehyd,
57 %; c) MnO,, CH,Cl,, 12 h, RT; d) 69, iPrOH, CH,Cl,, 4 d, RT, 42 % {ber 2 Stufen, 95 % ee; e) MsCI, Et3N,
CH,Cl,, -78 °C; f) LDA, BusSnH, CuBr-SMe,, THF, -40 °C, 60 % uber 2 Stufen.

™ Fir eine Ubersicht der MARSHALL Reaktion siehe: J. A. Marshall, J. Org. Chem. 2007, 72, 8153-8166.

8 3. A. Marshall, X.-j. Wang, J. Org. Chem. 1992, 57, 1242-1252.

8 a) J.A. Marshall, P. Eidam, H. S. Eidam, J. Org. Chem. 2006, 71, 4840-4844; b) G. W. Gribble, H. H. Joyner,
F. L. Switzer, Synth. Commun. 1992, 22, 2997-3002; c) J. K. Belardi, G. C. Micalizio, Angew. Chem. Int. Ed.
2008, 47, 4005-4008.
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Die Stereochemie am Alkohol wurde dabei zunachst mittels MOSHER Methode ermittelt (Schema 38)
und offenbarte die nicht erwartete anti-Konfiguration (die Konfiguration der Methylgruppe wird durch
das chirale Allenylstannan festgelegt).

NV

A TH-NMR: 5(S)-5(R)
, MTPAO  OBn

‘y, -0.03 7

OH _a OMTPA S
X
= > YOBn Z " 0Bn o008 L
OMe 67 oMe 70 70 000 ©

Schema 37: Ermittelung der Stereochemie der MARSHALL Reaktion nach MosHER. Reaktionsbedingungen: a) (R)- bzw. (S)-
MosHER Saurechlorid, Et;N, DMAP, CH,Cl,, RT, 12 h, 96 % (S)-Ester bzw. 86 % (R)-Ester.

Da die anti-Selektivitat nicht erwartet war, wurde die Konfiguration nicht nur Uber die MOSHER
Methode ermittelt, sondern auch mittels Acetonidmethode % verifiziert. Die von RYCHNOVSKY
entwickelte Methode ermdglicht die Ermittlung der relativen Stereochemie bei 1,3-Diolen durch
Nutzen der eingeschréankten Konformationsmdglichkieten bei den korrespondierenden syn- bzw. anti-
Acetoniden (Schema 38). Aufgrund der 1,3-diaxialen Wechselwirkungen im anti-Acetonid kann keine
Sesselkonformation eingenommen werden, sodass sich eine twistboat-Konformation bildet, bei
welchem die Methylgruppen des Acetonids chemisch sehr ahnlich werden und dementsprechend im
3C-NMR Spektrum auch &hnliche Verschiebungen aufweisen (Fall b), wahrend die Methylgruppen in
der Sesselform (Fall a) klar unterscheidbar sind. Auch das Kohlenstoffatom des Ketons lasst sich
aufgrund der chemischen Umgebung im **C-NMR Spektrum unterscheiden.

> R
O 246ppm
. Pt = R2NC0
R’ R2 R’ R2 seoppm
syn 19.6 ppm

|
(X
g/a
4<o

|
é;ra

7»

R" " °R? R’ R2 R2 R2
anti \ /
1
R 0 24.6 ppm
><00.6 ppm
Q\O 24.6
> -6 ppm
R

Schema 38: Acetonidmethode zur Ermittlung der relativen Stereochemie in 1,3-Diolen.

8 3) S. D. Rychnovsky, D. J. Sklitzky, Tetrahedron Lett. 1990, 31, 945-948: b) S. D. Rychnovsky, B. N. Rogers,
T. I. Richardson, Acc. Chem. Res. 1998, 31, 9-17; ¢) D. A. Evans, D. L. Rieger, J. R. Gage, Tetrahedron Lett.
1990, 31, 7099-7100.
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In Verbindung mit der Bildung des Acetonids sollte auch die chemoselektive Entfernung der
Benzylgruppe getestet werden. Die Wahl fiel dabei auf eine Entfernung mittels radikalanionischer
Reduktion. Mithilfe von DBBP und Lithiummetall lieR sich die Benzylgruppe zuverlassig,
chemoselektiv und in sehr guter Ausbeute abspalten, wobei sogar die Dreifachbindung unberthrt
blieb. Die folgende Acetonidbildung erfolgte ohne Komplikationen (Schema 39).

5 18C-NMR:
% o\
72 '
0 247
N Non Ao |10t
6Me (_)Me 24.7

Schema 39: Bildung des Acetonids 72. Reaktionsbedingungen: a) DBBP, Li, THF, -78 °C, b) 2,2-Dimethoxypropan, PPTS,
RT, 12 h, quant. ber 2 Stufen.

Das ®C-NMR Spektrum des Acetonids 72 (Abbildung 17) bestitigte die anti-Konfiguration der

beiden Alkohole, womit die ungewiinschte anti-Addition an den Aldehyd nachgewiesen wurde.
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Abbildung 17: *C-NMR Spektrum des Acetonids 72.

Die anti-Selektivitat weist damit auf den anderen, moglichen Ubergangszustand UZ 3 (Schema 40)

hin. Es bleibt an dieser Stelle ungeklart, warum eine klare Bevorzugung von UZ 3 zu UZ 2 vorliegt.
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S

HsC_H o o BusSn =
+ J 3 H3CI -&CH:;
R O R "’

Bu,Srf CH OgeH R oA

u n

3 s _BFs anti-Addukt
66 0z3

Schema 40: Ubergangszustand der anti-selektiven MARSHALL Reaktion mit Allenylstannan 66.

Da die gewlnschte syn-Stereoselektivitat ausblieb, wurden weitere Experimente mit chelatbildenden
Lewissauren durchgefiihrt (Tabelle 3), welche, laut Literatur®, die Stereochemie besser dirigieren
sollen. Deshalb wurde auch urspriinglich eine koordinierungsfahige PMB bzw. Benzyl Schutzgruppe
gewahlt, welche in der MARSHALL Reaktion (iber den Ubergangszustand UZ 4 zum gewiinschten
Produkt fahren sollte (Schema 41).

— ¢
chelatisierende M
o OBn Lewis Saure (M) o "OBn
66 HsC H OH OBn

HJ\/H/\ NN

oM OMe o

65 © 5 OMe
| BuzSn CH3 | 57
Uz 4

Schema 41: Erwarterter Ubergangszustand UZ 4 bei Verwendung chelatisierender Lewis Sauren in der MARSHALL Reaktion.

Tabelle 3: Exemplarische Bedingungen zur MARSHALL Reaktion.

Bedingungen Lewissaure Ausbeute syn : anti Anmerkung
1 CH,Cl,, -78 °C BF;-OEt, 65 % 1:10<
2 CH.Cly, -40 °C — RT MgBr,-OEt, 85 % 12:1
3 CH,Cl,, - 40°C — RT Mg(OTf), - Keine Reaktion
4 CH,CI,, -40 °C Sn(OTH), 60 % 1:15 Zersetzung
5 CH.Cl,, -40 °C — RT Zn(OTf), - Keine Reaktion
6 CH,CI,, -78 °C TiCl, 38 % 1:5 Zersetzung

Die Selektivitaten fiir die MARSHALL Reaktion waren aber auch trotz Chelatkontrolle enttduschend.
Wiéhrend einige, chelatisierende Lewissduren gar keine Reaktion einleiteten (Tabelle 3, Eintrag 3 und
5), lieferte Sn(OTf), immer noch eine schwache Bevorzugung des anti-Produktes (Eintrag 4). Die
Reaktion mit MgBr,-OEt, (Eintrag 2) fiihrte zu einer minimalen Bevorzugung des syn-Adduktes. Eine
Begrundung fiir diesen Selektivitdtsmangel kann an dieser Stelle nicht endgultig gegeben werden. Es
liegt aber nahe, dass die Methoxygruppe mit dem Chelatbildner interferieren kann, um einen 5-Ring

zwischen beiden Ether-Gruppen oder aber einen 7-Ring zwischen dem Ether und dem Aldehyd zu
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bilden. Diese beiden liegen ggf. in einem dynamischen Gleichgewicht mit dem 6-Ring des

1,3-Chelates, sodass sich keine VVorzugskonformation herausbilden kann (Schema 42).

M,
Bno-M o OB BnO =
OMe | _— \
7 X OMe
O/ = OMe \O"M

Schema 42: Denkbare Chelate einer chelatfahigen Lewissaure mit Aldehyd 65.

Der Selektivitdtsmangel der Reaktion kann auch auf das Fehlen einer sterisch uberfrachteten
a-Position in Zusammenhang gebracht werden. In der sparlich vorhandenen Literatur dazu, findet
man, dass die Selektivitat bei Anwesenheit von einfachen Methylengruppen in a-Position meist nur
schwach ausgepragt ist.* Im vorliegenden Fall (Schema 43) ist es denkbar, dass keine Substitution in
a-Position dazu fihrt, dass ein denkbarer Ubergangszustand UZ 5 durch mangelnde Repulsion zur
Methylgruppe des Allens nicht mehr zum gewiinschten Ubergangzustand UZ 4 benachteiligt wird,
wodurch die Stereoselektivitit der Addition verloren geht. Die hohe Selektivitat bei Verwendung von
BF;-OEt, (wenn auch zur ungewtinschten Stereochemie) demonstriert jedoch generell das grofle
Potential der MARSHALL Reaktion fur die stereoselektive Synthese.

- BE:
Bn M., CSHa
H SnBuj OH OBn
7 SN — X
MeO H 1 CHa A
(% OMe
nicht ausreichende, _| )
sterische Abstof3ung anti
U -57
O OBn 66, M uzs epi
H N “
OMe
65 r #
oM\
O OBn
H3;C A H S OH OBn
—
A
o X
OV OMe
BugSn CHj 1 syn
Uza4 57

Schema 43: Denkbare Ubergangszustinde die einen Mangel an Selektivitat bei der Chelatisierung begriinden.

Da sich keine syn-Selektivitidt erreichen lieB, wurde versucht, den resultierenden Alkohol zu
invertieren. Der dafir benétigte Alkohol epi-57 lieR sich direkt aus (R)-68 mittels Pd-Katalyse, (ber
eine in situ geformte Allenylindium Spezies, herstellen (Schema 44), wodurch die Verwendung des

aufwendig herzustellenden und toxischen Allenylstannans verhindert werden kann. Da bei dem
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Mechanismus zur Addition an die Carbonylgruppe, das Metall des Allens dem
Carbonylsauerstoffatom zugewandt ist (Schema 44, UZ 6), ganz im Gegensatz zur Addition mit

Stannanen, muss vom anderen Enantiomer des Propargylmesylats 68 ausgegangen werden.®

OMs
.. (R)-68
4 Me

I—In>:.=\
/E-=~

Me Me
AY
Lp4 H

/ \ /l |_/ bMS
|

A

Inl

a)

(-)Me = i
R H H Me epi-57

b)
981 O ['”] Me OBn OH
W - : Z

Uze

Schema 44: a) Mechanismus der Pd-katalysierten Allenylindiumformation und b) Ubergangszustand UZ 3 der zur anti
Stereochemie fuhrt.

Die Reaktion verlief in guter Selektivitdt und in guten Ausbeuten ohne weitere Komplikationen
(Schema 45).

O OBn . Q OH OBn
\ <
H)J\/k(\ \/\/H/\
65 OMe

epi-57 OMe

Schema 45: MARSHALL Reaktion zum anti-Produkt epi-57 unter Verwendung von Pd und In. Reaktionsbedingungen: a)
(R)-68, Pd(dppf)Cl,-CH,CI,, Inl, HMPA, RT, 16 h, 65 %, d.r. 10:1.

Verschiedene Bedingungen zur Herbeifiihrung der MITSUNOBU Reaktion mit Alkohol epi-57 fuhrten
jedoch nicht zum Erfolg (Tabelle 4).

83a) J. A. Marshall, C. M. Grant, J. Org. Chem. 1999, 64, 696-697; b) J. A. Marshall, N. D. Adams, J. Org.
Chem. 1999, 64, 5201-5204.
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/

OH OBn OR OBn OBn
% = Tabelle %
—
X X = X
57 OMe oM OMe

epi- 74 e 75

Schema 46: MiTsuNoBuU Reaktion zur Invertierung von Alkohol epi-57.

Tabelle 4: MiTsunoBu Bedingungen zur Inversion des Alkohols.

Reagenzien Losemittel Bedingungen Anmerkung
1 PPhs, p-Nitrobenzoeséure THF 0°C,1h Kein Umsatz
dann DEAD
2 PPhs, p-Nitrobenzoesaure THF RT, 60 h Kein Produkt
dann DEAD 20-30 % 75
3 PPh;, Chloressigsaure THF 0°C—RT,12h Kein Produkt
dann DEAD 20% 75
4 PPhs, p-Nitrobenzoesaure Benzol 0°C—RT,48h Kein Produkt
dann DEAD 5%75

Es konnte weder mit p-Nitrobenzoesdure als Nukleophil noch mit Chloressigsaure Umsatz zum
Produkt beobachtet werden (Eintrag 1 und 3). Das Erwdrmen auf Raumtemperatur (Eintrag 2-4) fiihrte
nur zur Eliminierung und Bildung des konjugierten Enins 75. Auch der Wechsel auf Benzol (Eintrag
4) als Loésemittel, welches in einigen kritischen Fallen gemaR Literatur zum Erfolg fiihrte,® veranderte

das Reaktionsverhalten nicht.

Alternativ gelang die Oxidation zum Keton gefolgt von einer syn-selektiven Reduktion. Diese

Sequenz erwies sich jedoch als problematisch (Schema 47).

~__OMe
epi-57

Schema 47: Inversion des Stereozentrums durch Oxidation-Reduktionssequenz. Reaktionsbedingungen: a) DMP, NaHCO5,
CH,Cl,, 0 °C, quant., b) DIBAL, CH,Cl,, -78 °C, 31 %, syn : anti 4:1.

8 S, F. Martin, J. A. Dodge, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 3017-3020.
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Denn obwohl die syn : anti Selektivitat akzeptabel war, wurde das Produkt nur in geringer Ausbeute
isoliert. Desweiteren wurde die nicht erwartete Epimerisierung des a-Stereozentrums zum Keton

beobachtet, welche bereits bei Lagerung nach einer Stunde nachgewiesen wurde.

Aufgrund dieser Gegebenheit wurde der Ansatz der Inversion abgebrochen, der urspriingliche

Syntheseplan verworfen, und ein neuer retrosynthetischer Ansatz fiir das Ostfragment gesucht.

Eine neue Variante der MARSHALL Reaktion, welche syn-selektive Addukte mittels chiraler Brgnstedt
Sauren und Allenylboronaten zuganglich macht, wurde 2012 von RousH publiziert.®® Sie wurde im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht getestet, da bereits ein neuer Synthesezugang gesucht wurde, ist

aber fiir die urspringliche Syntheseroute potentiell interessant.

Als neuer retrosynthetischer Ansatz wurde ein Schnitt zwischen C7 und C6 gewahlt. Mittels der von
KOBAYASHI entwickelten vinylogen MUKAIYAMA Aldol Reaktion (VMAR), welche von KALESSE®®
auf syn-Produkte erweitert wurde, sollten sowohl die Stereozentren an C6 und C7 als auch die
Konfiguration der olefinischen Doppelbindung gesteuert werden. Fir das letzte Stereozentrum an C3
wurde eine Acetataldolreaktion nach NAGAO geplant, da sich diese in der Vergangenheit als
zuverlassig erwiesen hatte und das Auxiliar direkt durch Ammoniak®’ substituierbar ist (Schema 48).
Die neuen retrosynthetischen Schnitte ermdglichen es, den aus der urspriinglichen Route bekannten

Aldehyd 65 fir das Ostfragment (32) zu verwenden.

Nagao Aldol S syn-selektive
O | OTBS s O vinyloge
R 5 N N‘< Mukaiyama
HoN"1 Z I\/ Aldol Reaktion
" Notes T+ oTBS
9
=
32 - o
OMe

o OTBS
O)\\N X + o0
\J X
Bn Z " TOPG
78 OMe

65

Schema 48: Neuer retrosynthetischer Ansatz zu Ostfragment 32 (ber eine vinyloge Mukalyama Aldol, die ebenfalls auf
Vorlaufer 65 zurtickfuhrbar ist.

8 M. Chen, W. R. Roush, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 10947-10952.

8 G. Symkenberg, M. Kalesse, Org. Lett. 2012, 14, 1608-1611.

¥ D. Romo, R. M. Rzasa, H. A. Shea, K. Park, J. M. Langenhan, L. Sun, A. Akhiezer, J. O. Liu, J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 12237-12254.
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3.1.4.3Vinyloge MukAalYAMA Aldol Reaktion

Um eine syn-selektive VMAR zu realisieren, findet man in der Literatur die von KOBAYASHI et al.®®

entwickelte Methode als eine von verschiedenen Vielversprechenden. Das an das EVANS-Auxiliar
gekoppelte N,O-Silylketenacetal 79 wird dabei verwendet, und bietet gute Vorraussetzungen fir die
hier gewiinschte Transformation (Schema 49).

OTBS RCHO
\ TiCls, CH,Cl, )LN

_78°C__ O =
:KF

Schema 49 Vinyloge MukalyAMA Aldol Reaktion nach KOBAYASHI.

Die Reaktion verlauft dabei in der Regel anti-selektiv, jedoch wird im Falle einer Chelatkontrolle tiber
die o-* oder p-Positionen® das syn-Produkt gebildet. KALESSE erweiterte die Reaktion durch
Verwendung der (2)-Vinylketenacetale zur syn-selektiven nicht-chelatisierten KOBAYASHI Aldol. Bei
Chelatisierung wird auch hier das anti-Addukt gebildet. Die Stereoselektivitat ldasst sich durch die
Ubergangszustiande UZ 7-10 (Abbildung 18) begriinden, wobei die Lewissaure, welche sich anti zum

Kohlenstoffrest auf das Sauerstoffatom des Aldehyds setzt, eine tragende Rolle bei der Stereokontrolle

einnimmt.
— % = % — %
BS BS BS
o8 |8 | %ﬂﬁ
Me R CI4T| Me R
ant/ selektive Kob_gyashl AIdoI ungunstiger Ubergangszustand der syn -selektive Chelat- Kobayashl
Reaktion (UZ 7) Kobayashi Aldol Reaktion (UZ 8) Aldol Reaktion (UZ 9)

— Rk

BSY
ClyTi Me®:>—< )\y

syn-selektive Ka_l_lesse Aldol
Reaktion (UZ 10)

Abbildung 18: Mégliche Ubergangszustande UZ 7-10 fiir die KosayAsH! Aldol Reaktionen.

Die Reaktion wurde jedoch bisher in Totalsynthesen immer mit recht einfachen Aldehyden

durchgefuhrt und das Vinylketenacetal (VKE) als limitierendes Substrat verwendet. Da im

8 5 .-i. Shirokawa, M. Kamiyama, T. Nakamura, M. Okada, A. Nakazaki, S. Hosokawa, S. Kobayashi, J. Am.
Chem. Soc. 2004, 126, 13604-13605.

8 M. Shinoyama, S. Shirokawa, A. Nakazaki, S. Kobayashi, Org. Lett. 2009, 11, 1277-1280.

% 3) L. Wang, J. Gong, L. Deng, Z. Xiang, Z. Chen, Y. Wang, J. Chen, Z. Yang, Org. Lett. 2009, 11, 1809-1812;
b) L. Wang, Y. Xi, S. Yang, R. Zhu, Y. Liang, J. Chen, Z. Yang, Org. Lett, 2011, 13, 74-77.
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vorliegenden Fall der Aldehyd komplexer und schwieriger darzustellen war, wurde dieser als

limitierende Komponente verwendet (Schema 50, Tabelle 5).

O

Bn

())\\ OR o
o) N)\(ﬂﬁ + /\/E§O Tabelle )X\ N)H/\‘/K/H/\
\/LHBn X = Y OBn O\/k
81 65 OMe

Schema 50: VMAR von Aldehyd 65 mit VKE 81 nach KOBAYASHI.

Tabelle 5: Exemplarische Bedingungen der VMAR Reaktion.

OH OBn

82

OMe

Lewis Saure Bedingungen  (R):(S) Ausbeute R VKE  Anmerkung
1 1 Ag. TiCl, -78°C, 4 d 10:1 30 % TBS (RE) Zers.?
2 1Aq.[4TiCl,:1 -78—-50°C, 10:1 16 % TBS (RE) Leichte
Ti(OiPr),] 5d Zers.?
3 1Ag.[100 TiCl, -78°C, 4d 4:1 5 % TBS (R,E) a
: L Ti(OiPr)4]
4 1 Aqg. -78 > -45°C, 101 20 % TBS (RE) a
Ti(QiPr)Cl, 9d
5 2 Ag. TiCl, -78 °C, 4d 2:1 15 % TBS (RE) Zers.®
6 2 Ag. TiCl, 718 - 0°C,4d 1:5 15 % TBS (RE) Zers.?
7 2 Aq. 78 —0°C,4d 1:09  15% TBS  (RE) Zers.®
Ti(QiPr)Cl,
8 2 Ag. -78 - -55°C, 1:10 42 % TBS (RE) a
Ti(OiPr)Cl,° 4d
9 2 Aqg. TiCl, -78 — -55°C,  n.b. 10 % TES (RE) Zers.?
4d
10 2 Aqg. -78 — -55 °C, - - TBS (R,E)  kein Umsatz®
Ti(OiPr)Cl,° 4d
11 2 Aq. 78 - -55°C, 5:1 10 % TBS (R,E) b
Ti(QiPr)Cl;* 4d
12 2 Ag. 78 - -55°C, 5:1 10 % TES (R,E) °
Ti(OiPr)Cl,° 4d
13 1Aq.BF;-OEt, -78—>-55°C, 1:1 70 % TBS (S,2) a
4d
14 1Aq.(CeFs)sB  -78 ->-55°C,  n.b. 15 % TBS (S,2) a
4d

# Reaktion in CH,Cl,, ° Reaktion in PhMe, ¢ 10 mol% H,O.
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Die Verwendung von reinem TiCl, (Eintrag 1) erwies sich schnell als problematisch, da sie immer mit
der Zersetzung des Aldehyds einhergeht. Bei der Verwendung von abgeschwdchten TiCl, durch
Mischung mit Ti(OiPr), l&sst sich diese Zersetzung auch mit nur kleinen Mengen von Ti(OiPr), stark
reduzieren (Eintrag 2 und 3), wobei auch hier die Reaktionstemperatur nicht zu hoch gewéhlt werden
durfte (Eintrag 7). Erstaunlicherweise entstand bei der Verwendung von einem Aquivalent Titan, das
nicht erwartete anti-Produkt als bevorzugtes Diastereomer (Eintrag 1-4). Diese Beobachtung kann
darauf zuriick gefuhrt werden, dass sich im Substrat 65 mit der Methoxygruppe in y-Position eine
weitere Lewis-basische Gruppe befindet, sodass sich bei der Verwendung von einem Aquivalent
Lewissaure kein  definiertes 1,3-Chelataddukt bildet, sondern eine  Mischung von
Koordinationsprodukten mit der Titan-Lewissaure, welche sich nicht einheitlich verhalten. Durch
Zugabe eines weiteren Aquivalents sollte, ahnlich einer anti-EvVANS Aldol Reaktion®!, eine weitere
Koordinationsstelle frei werden, was zu einem definierten Ubergangszustand UZ 11 fiihren sollte, der
das syn-Produkt liefern sollte (Abbildung 19). Die Verwendung von zwei Aquivalenten Lewissaure
und leicht erhdhten Reaktionstemperaturen resultierte dann tatsachlich in der Bevorzugung des
gewlinschten syn-Addukts (Eintrag 5-9). Trotz allem bendtigten sdmtliche Reaktionen sehr lange
Reaktionszeiten von mehreren Tagen bei nur niedrigem Umsatz. Falls keine Zersetzung stattfand
konnten aber beide Substrate in vollem Umfang reisoliert werden (100 % Ausbeute b.r.s.m.). Eine
akzeptable Ausbeute liel3 sich einmalig mit den Bedingungen unter Eintrag 8 erreichen; jedoch war die
Reproduzierbarkeit dieser Reaktion mangelhaft und zeigte dann meist nur Ausbeuten im Bereich von
15 %. Der Zusatz von H,O oder die Durchfiihrung in Toluol, wie sie in Einzelfallen von KOBAYASHI
beschrieben werden, um bessere Reproduzierbarkeit, offensichtlich ist diese h&ufiger nicht gegeben,
und Geschwindigkeitssteigerung zu erreichen, konnten hier nicht zur Reaktionsbeschleunigung
beitragen und filhrten ebenfalls zur unerwiinschten Stereoinduktion (Eintrag 10-12).% Auch die
Verwendung des TES Ketenacetals resultierte nicht in der gewiinschten Reaktionsbeschleunigung
(Eintrag 9 und 12). Bei allen Reaktionen wurde stets nur die Bildung von zwei verschiedenen

Diastereomeren beobachtet.

Als Alternative zur Chelatkontrolle wurde das KALESSE Protokoll mit einer einzahnigen Lewissaure
verwendet. BF; scheint zu klein zu sein, um entscheidend Stereoselektivitit zu induzieren, es flhrte
jedoch zu einer stark erhohten Reaktionsgeschwindigkeit (Eintrag 13). Die Verwendung von (CgFs)3B
als Lewissdure sollte das Problem des sterischen Anspruchs beheben, zeigte jedoch &hnlich der Titan-

Lewisséuren ebenfalls eine stark verminderte Reaktivitét (Eintrag 14).

°*8 M. T. Crimmins, B. W. King, E. A. Tabet, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7883-7884.
% M. Yamaoka, A. Nakazaki, S. Kobayashi, Tetrahedron Lett. 2010, 51, 287-289.
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Abbildung 19: Postulierter Ubergangszustand der VMAR mit zwei Aquivalenten Lewis Séure.

Alternativ sollte eine stark sterisch abgeschirmte Schutzgruppe auf dem Alkohol an C9 installiert
werden, welche nicht chelatisierungsfahig ist, um die KoBAYASHI Aldolreaktion nach dem KALESSE
Protokoll mit Titan-Lewissdure syn-selektiv zu gestalten. Als Schutzgruppe sollte die Supersilylgruppe
TTMSS verwendet werden, die sich orthogonal zu TBS abspalten lassen sollte. Die Einfiihrung gelang
ohne Komplikationen, jedoch lieR sich die PMB Gruppe nicht orthogonal entfernen. Eine Reaktion mit
DDQ fihrte zur bevorzugten Entschiitzung der TTMS Gruppe und Bildung von 58. Auch alternative
Protokolle zum Entfernen der PMB Gruppe versagten. Zusatzlich musste festgestellt werden, dass der
TTMSS Ether bei -20 °C und trotz Lichtausschlusses nicht lagerstabil ist, was damit eine Synthese
uber mehrere Stufen ausschloss. So musste schliellich auch von dieser Strategie abgeruickt werden.

OH OTTMSS b OTTMSS
a
PMBO/\/H/\ PMBO/\/H/\ > Ho/\/k‘/\
58 OMe 83 OMe 84 OMe

Schema 51: Alternative Schutzgruppenstrategie fir die VMAR. Reaktionsbedingungen: a) TTMSSH, TfOH, dann 58,
2,6-Lutidin, -78 °C — RT, 12 h, 80 %; b) u.a.: DDQ, H,0, CH,ClI,.

Die Stereochemie des Carbinols in dem Aldol Produkt wurde tiber die MOSHER Methode bestimmt
(Schema 52) und die Stereochemie der Methylgruppe wurde zunédchst analog zu den Vorarbeiten

angenommen.

TH-NMR: §(S)-5(R)

oik N
\/an

Schema 52: Darstellung der Mosherester und Bestatigung der Stereokonfiguration von 82. Reaktionsbedingungen: a) (R)-
bzw. (S)-MosHER Saurechlorid, Et;N, DMAP, CH,Cl,, RT, 12 h, 62 % (S)-Ester bzw. 62 % (R)-Ester.
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Schiitzung, reduktive Abspaltung des EVANS Auxiliars gefolgt von Oxidation lieferte den fur die
folgende Acetataldol Reaktion bendtigten Aldehyd 87 (Schema 53). Es bleibt anzumerken, dass die
Oxidation mit MnO, zwar mdglich ist, aber nur mit verringerter Ausbeute erfolgte. Mehrere, nicht
identifizierbare, Nebenprodukte wurden stattdessen gebildet, weshalb hier bevorzugt DMP verwendet

wurde.

oi\\N
N

N
\\\

Bn

82 6Me
Schema 53: Reduktive Spaltung und Reduktions-Oxidationssequenz zu Aldehyd 87. Reaktionsbedingungen: a) TBSOTT,

2,6-Lutidin, CH,Cl,, -78 °C — RT, 12 h, 83 %; b) LiBH,, Et,0, MeOH, 0 °C, 12 h, 63 %; c) DMP, NaHCO3, CH,Cl,, 0 °C,
30 min, 97 %.

Die endgliltige Bestatigung der Konfiguration der Methylverzweigung erfolgte spater Uber eine
alternative Syntheseroute. In dieser wurden die beiden Stereozentren an C6 und C7 mit einer Standard
EvANS Aldol-Reaktion generiert. Der Aufbau der Doppelbindung erfolgte nach Schiitzung, reduktiver
Spaltung und Oxidation zum a-chiralen Aldehyd 91 Uber eine WITTIG Reaktion mit 89 zu 92. Dieser
ergab nach Reduktion Allylalkohol 86, welcher auch durch die VMAR Route erzeugt wurde (Schema
54).

H
65
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Schema 54: Alternative Route Uber EvAns Aldol und Schitzung zu 86, gefolgt von WiTTIG Reaktion und Reduktion.
Reaktionsbedingungen: a) 88, nBu,BOTf, Et;N, CH,Cl,, -78 °C, 12 h; b) TBSOTf, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, -78 °C — RT, 12 h,
83 % uber 2 Stufen; c) LiBH,4, Et,0, MeOH, 12 h, 0 °C, 83 %; d) DMP, NaHCO3, CH,ClI,, 0 °C, 2.5 h; e) 89, CH,Cl,, 55 °C,
78 h, 85 % Uber 2 Stufen; f) DIBAL, CH,Cl,, -78 °C — RT, 2 h, quant.

Auch wenn die Route formell drei Stufen langer ist als mit der vinylogen Aldol-Reaktion, ist sie
aufgrund der langen Reaktionsdauer der VMAR nicht wesentlich zeitintensiver und liefert bessere
Ausbeuten, wenn die Reisolierung der Startmaterialien bei der KoBAYAsHI Aldol-Reaktionen

unbertcksichtigt bleibt.
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3.1.4.4 Acetataldol-Reaktion

Acetataldol-Reaktionen erweisen sich, verglichen mit Propionataldol-Reaktionen, haufig als schwierig
beziiglich der absoluten Stereokontrolle.*® Eine robuste Methode fiir die Acetataldol-Reaktion ist die
Aldol-Reaktionen nach NAGAO,* welche daher als Startpunkt flr die Reaktion dienen sollte. Da von
den Vorarbeiten von HARMROLFS® bekannt war, dass das Ostfragment besonders sensitiv gegentiber
oxidativen Bedingungen ist, wurde besonderer Wert darauf gelegt, dass entsprechende Reste am Enol-
Baustein einfach zum priméren Amid austauschbar sind.

Die NAGAO Aldol-Reaktion verlduft dabei (ber einen chelatisierten ZIMMERMANN-TRAXLER
Ubergangszustand UZ 12 (Schema 55, a) unter Verwendung von Thiazolidinthion-abgeleiteten Titan-
oder Zinnenolaten. Im Gegensatz zur EVANS Aldol-Reaktion werden chelatisierende Lewissduren, wie
Sn(OTf), oder TiCl,, verwendet, welche zusétzlich den Thionschwefel komplexieren und so den
Finfring im Ubergangszustand fixieren. Eine Variante nach SAMMAKIA® verwendet zur verbesserten
Stereokontrolle tBu-Leucin als Ausgangssubstanz fur das Thiazolidinthion 94 und PhBCI, als
Lewissaure. Es sind zwei Ubergangszustinde moglich: a) einen offenkettigen (UZ 13) und b) einen
EvANs-aldolartigen, bei dem die Orientierung des Thialzolidinthionringes Uber Dipolminimierung

verlauft (UZ 14). Beide fiihren dabei zum selben beobachteten Produkt (Schema 55, b).
t
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Schema 55: Mechanismus der Acetataldol-Reaktion nach NAGAO und Variante nach SAMMAKIA.

% X. Ariza, J. Garcia, P. Romea, F. Urpi, Synthesis, 2011, 2175-2191.

*a) Y. Nagao, S. Yamada, T. Kumagi, M. Ochiai, E. Fujita, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1985, 1418-1419;
b) Y. Nagao, Y. Hagiwara, T. Kumagi, M. Ochiai, T. Inoue, K. Hashimoto, E. Fujita, J. Org. Chem. 1986, 51,
2391-2393; c) A. Gonzalez, J. Aiguade, F. Urpi, J. Vilarrasa, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 8949-8952.

%Y. Zhang, A. J. Philips, T. Sammakia, Org. Lett. 2004, 6, 23-25.
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Fir die Acetataldol-Reaktion wurden neben der NAGAO Aldol-Reaktion auch noch weitere

Acetataldolreaktionen in Erwdgung gezogen, welche einfach hydrolysierbare Thioester liefern sollten

(Schema 56).

N

96

Schema 56: Acetataldol-Experimente zum Aufbau des Stereozentrums an C3.

Tabelle 6: Exemplarische Bedingungen zur Acetataldol.

Nukleophil Lewis Saure Bedingungen Anmerkung
1 93 TiCly DIPEA, CH,Cl,, -78 °C Zersetzung
2 93 Sn(OTf), NEP oder DIPEA, CH,Cl,, -78 — 0 °C Keine Reaktion
3 94 PhBCI, (-)-Spartein, CH,Cl,, 0 °C Zersetzung
SnBu,(OAC),, 96, CH,CI, oder
4 98 Sn(OTf),, <5%,d.r. 1.1
EtCN, -78 — -55 °C
Spuren Produkt,
5 98 97 n-PrOH, PhMe, 0 °C
Zersetzung
6 93 - LiIHMDS, THF, -78 °C Keine Reaktion
7 100 - LiIHMDS, THF, -78 °C 70 %, d.r. 1:1
8 99 - nBuLi, THF, -78 °C 100 %, d.r. 2.44:1
9 99 - nBuLi, THF, -98 °C 74 %, d.r. 5:1
10 99 - nBuLi, THF, -105 — -78 °C 100 %, d.r. 4.22:1

Der Aldehyd 87 zeigte, auch in Anwesenheit von Basen, eine ausgepragte Sensitivitat gegenlber

Lewissauren. Wurden starke Lewissduren wie TiCl, (Tabelle 6, Eintrag 1) zur Enolatbildung

eingesetzt, flhrte dies sehr rasch zur volligen Zersetzung des Aldehyds. Mildere Lewissduren

ermdglichten haufig erst bei erhéhter Temperatur den Einstieg in die Reaktion, allerdings ging diese
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mit Zersetzung einher, so wie bei PhBCI, (Eintrag 3), oder zu keinerlei Diastereoselektivitat bei
niedriger Ausbeute (Eintrag 4),% falls Uiberhaupt eine Reaktivitit zu beobachten war (Eintrag 2). Auch
ein gemaR den Arbeiten von KOBAYASHI besonders mildes Protokoll®” mit dem frisch synthetisierten
Katalysator 97 flhrte nur zur Bildung von Spuren des Produktes (Nachweis per LC-MS) wéhrend sich
der GroRteil der Reaktionspartner zersetzte. Letztendlich wurde der Versuch unternommen, die
Reaktionsfiihrung rein anionisch zu gestalten. Da in der modernen Aldolchemie die Enolatbildung fast
ausschlieBlich uber Verwendung von Lewissauren erfolgt, standen vorwiegend symmetrische
Varianten zur Verfugung. Der Versuch, eine Induktion tber die Deprotonierung des NAGAO Auxiliars
analog zu anionischen Varianten der EVANS Aldolreaktion zu erreichen, schlug fehl. Deshalb wurde
entschlossen, die Reaktion symmetrisch zu fuhren und auf einen stereoinduktiven Einfluss des
Substrates zu setzen. Die Verwendung des Lithiumenolats des S-Ethylthioacetat (100)® lieferte das

gewtinschte Aldoladdukt in guter Ausbeute aber ohne jegliche Stereokontrolle (Eintrag 7).

Da der Thioester erstaunlicherweise zahlreichen Methoden der Aminolyse zum priméren Amid trotzte
und nur minimale Ausbeuten lieferte, wurde nach weiteren Methoden einer geeigneten Aldol-Reaktion
gesucht. Ein Protokoll nach Morwick®, dass das Silylierungsreagenz BSA fiir die Bildung eines
Lithiumenolates nutzt, fihrte schliellich direkt zum gewinschten primédren Amid und zwar in sehr
guten Ausbeuten und mit der gewiinschten Stereoinduktion (Eintrag 8). Die Stereoinduktion konnte
durch Verringerung der Reaktionstemperatur noch weiter verbessert werden, wobei jedoch die
Ausbeuten zuriickgingen (Eintrag 9). Erwéarmen auf -78 °C nach Zugabe bei -105 °C (Eintrag 10)
flihrte hier zu der gewiinschten hohen Ausbeute mit einer zufriedenstellenden Selektivitat von 4.2:1

fiir das gewiinschte Diastereomer 95.

Die Diastereoselektivitidt der Reaktion lasst sich Uber Modeling Experimente nachvollziehen. Die
Vorzugskonformation des Molekiils basiert auf der Allylspannung, sodass die re Seite des Aldehyds
sowohl von der Benzyl- wie auch der TBS-Gruppe sterisch abgeschirmt wird (Abbildung 20). Da das
Lithiumenolat von BSA aufgrund der Silylether sterisch recht anspruchsvoll ist, erklart sich der
Selektivitatsunterschied zu Eintrag 7 mit dem Lithiumenolat von S-Ethylthioacetat (100). Da die
Konformation des Aldehyds trotzdem flexibel ist, erweist sich die Selektivitat bei -78 °C nur als

moderat.

% 3. Kobayashi, H. Uchiro, Y. Fujishita, I. Shiina, T. Mukaiyama, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4247-4252.
7'y, Yamashita, H. Ishitani, H. Shimizu, S. Kobayashi, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 3292-3302.

% . Shiina, Y.-j. Takasuna, R.-s. Suzuki, H. Oshiumi, Y. Komiyama, S. Hitomi, H. Fukui, Org. Lett. 2006, 8,
5279-5282.

% a) T. Morwick, Tetrahedron Lett. 1980, 21, 3227-3230; b) R. A. Gobao, M. L. Bremmer, S. M. Weinreb, J.
Am Chem. Soc. 1982, 104, 7065-7068; c) D. A. Evans, R. Y. Wong, J. Org. Chem. 1977, 42, 350-352.



3 Beschreibung und Diskussion der Ergebnisse 60

Minimierung der Allylspannung
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Abbildung 20: Die thermodynamisch ginstigste Konformation des Aldehyds begtinstigt den Angriff von der si Seite (griiner
Pfeil), wahrend der Angriff der re Seite (roter Pfeil) durch Benzyl- und TBS-Gruppe gehindert ist. Die Methylgruppen an C4
und C6 nehmen dabei den groRtmdoglichen Abstand ein.

Eine Kuriositat, die bei der Aldolreaktion zu beobachten war, ist, dass das ungewtinschte Diastereomer
eine weitaus hohere Saurelabilitat aufweist. Die Aufarbeitung mit 1 M Salzsdure bei Raumtemperatur
sollte die TMS-Silylether entfernen. Die Bedingungen flhren innerhalb von wenigen Minuten zur
vollstandigen Eliminierung beim ungewinschten (R)-Diastereomer und Bildung des «,S-ungesattigten
Amids. Da die Ausbeute des (S)-Diastereomers jedoch ebenfalls um ~10 % sinkt, muss die
Desilylierung bei 0 °C durchgefiihrt werden, wobei dann keine Eliminierung auftritt. Es sei darauf

hingewiesen, dass das Eliminierungsprodukt leicht vom gewi(inschten Diastereomer abtrennbar ist.

Die Stereochemie des resultierenden Alkohols wurde nach Entschiitzung durch Identitat der NMR-

Spektren des Ostfragments 32 mit den Spektren von HARMROLFS besttigt.*

Die Schitzung des Aldoladduktes als TBS Ether erfolgte bei allen Experimenten direkt mit dem
Rohprodukt der Aldol-Reaktionen und zwar ohne sdulenchromatographische Reinigung, da gerade

Acetataldol-Addukte zu Retroaldolreaktionen neigen.’®

Die fur die Fertigstellung des Ostfragments
32 fehlende Entschiitzung des Benzylethers wurde wie zuvor mittels DBBP durchgefiihrt und erwies

sich, trotz zweier Doppelbindungen im Molekdil, als wenig problematisch (Schema 57).

O OTBS O OTBS

H,N

Schema 57: Entschiitzung des Benzylethers zu Ostfragment 32. Reaktionsbedingungen: a) DBBP, Li, THF, -78 °C,
98 % 101.

100 Reaktionsbedingungen: 95, 2,6-Lutidin, TBSOTf, CH,Cl,, -78 °C — RT, quant.
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Damit wurde ein neuer synthetischer Zugang des Ostfragments 32 entwickelt, der auch in praparativ
interessanterem MaRstab durchgefiihrt werden kann. Die Verwendung der Route mit vinyloger
MuUKAIYAMA Aldol bendtigt 12 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 8 % (19 % brsm), tGber EVANS
Aldol und WITTIG Reaktion umfasst die Sequenz 15 Stufen mit einer Ausbeute von 22 %, ausgehend
von Acrolein. Dies stellt eine Verkirzung der Sequenz um 9 bzw. 6 Stufen zur Route von FRENZEL

und HARMROLFs dar (Schema 58).
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Schema 58: Ubersicht der Routen zu Ostfragment 32.
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3.1.5 ENDSPIEL
3.1.5.1HEcK Kupplung

Nachdem die Kupplung der beiden Fragmente durch Metathese nicht vielversprechend verlaufen war
(siehe 3.1.3.3), wurde die Kupplung durch Verwendung der HECK Reaktion unter JEFFREY
Bedingungen'® realisiert (Schema 59), welche sich bereits in Synthese zu Proansamitocin bewéahrt
hatte.®*

iPr-O

MeO

Schema 59: Heck Kupplung von West- 56 und Ostfragment 32. Reaktionsbedingungen: a) Pd(OAc),, TBAB, Cs,COs, Et3N,
DMF, RT, 12 h, 71 %.

Die Reaktion verlief in guten Ausbeuten und bedurfte daher keiner weiteren Optimierungen.

3.1.5.2 GOLDBERG ZyKklisierung

Die Kupplung nach GOLDBERG '*®

ist eine Kupfer-katalysierte Reaktion von elektronenreichen
Arylhalogeniden mit Amiden zu den entsprechenden substituierten Amiden und ist damit
komplementér zur BUCHWALD-HARTWIG Reaktion, welche als Substrate bevorzugt elektronenarme
Arylhalogenide, aktiviert unter Verwendung von Palladium-Katalyse, und Amide nutzt. Die
urspringlich harschen Reaktionsbedingungen, welche von GOLDBERG auf Grundlage der ULLMANN
Kupplung entwickelt wurden, konnten durch ein Protokoll von BUCHWALD durch Zusatz von

Diaminliganden

bedeutend gemildert werden, was die Anwendung in der modernen
Naturstoffsynthese'® erméglicht. Der Mechanismus der Reaktion verbleibt bis heute unverstanden,

obwohl gelegentlich Untersuchungen zu mechanistischen Aspekten der Reaktion publiziert wurden.'®

101 3) T. Jeffrey, Tetrahedron Lett. 1985, 26, 2667-2670; b) T. Jeffrey, Tetrahedron 1996, 52, 10113-10130.

1921 Goldberg; Chem. Ber. 1906, 39, 1691-1692.

1031 Jiang, G. E. Job, A. Klapars, S. L. Buchwald, Org. Lett. 2003, 20, 3667-3669.

104 Fiir eine Ubersicht tiber die modernen Varianten der Reaktion: D. S. Surry, S. L. Buchwald, Chem. Sci. 2010,
1,13-31.

1% Einige Beispiele fiir mechanistische Studien zur Reaktion: a) E. R. Strieter; B. Bhayana, S. L. Buchwald, J.
Am. Chem. Soc. 2009, 131, 78-88; b) J. W. Tye, Z. Wenig, A. M. Johns, C. D. Incarvito, J. F. Hartwig, J. Am.
Chem. Soc. 2008, 130, 9971-9983; c) A. Casitas, A. E. King, T. Parella, M. Costas, S. S. Stahl, X. Ribas, Chem.
Sci. 2010, 1, 326-330.
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Die Zyklisierung zu 34 verlauft ab einer Temperatur von 110 °C in Toluol mit DMEDA und K,CO;
zuverldssig (Schema 60).

O OTBS

Schema 60: Zyklisierung nach GoLDBERG. Reaktionsbedingungen: a) Cul, DMEDA, K,CO3, PhMe, 110 °C, 14 d, 46%.

Die erfolgreiche Zyklisierung wurde per Massenspektrometrie und durch ein HMBC Experiment
belegt, welches z. B. die Arylierung des freien Alkohols ausschlieR8t (Abbildung 21).

~— HMBC Kontakt

Abbildung 21: Wichtiger HMBC-Kontakt, der die Zyklisierung des Arylbromids mit dem freien Amid belegt.

Zur Senkung der langen Reaktionszeit von mehr als 14 Tagen wurden Ldésemittel (Toluol, THF,
1,4-Dioxan, a,a,a-Trifluortoluol), Basen (K3;PO,4, K,COs3, Cs,CO3), Liganden (DMEDA, CyDMEDA,

198y oder Warmequellen (Olbad oder Mikrowelle) variiert. In allen Féallen lief die

Pipecolinsdure
Reaktion gleichermaBen langsam ab, obwohl der Initialumsatz bei 1,4-Dioxan am Héchsten war
(bereits 15 % Umsatz'®" nach 24 h, danach Verlangsamung der Reaktionskinetik). Bei einer erhéhten

Temperatur von 120-130 °C war der Umsatz signifikant schneller (40 % Umsatz'"’

nach 4 Tagen),
jedoch kam es bei dieser Temperatur auch zur partiellen Dehalogenierung des Startmaterials (etwa
30 %), welches in allen anderen Féllen vollstdndig zurickgewonnen werden konnte (100 % Ausbeute

brsm). Das Dehalogenierungsprodukt konnte allerdings nicht vom Arylbromid getrennt werden.

Bei kiirzerer Reaktionszeit als 14 Tage aber bei erhohter Temperatur (125-130 °C) ist ebenfalls ein
zweites Reaktionsprodukt zu beobachten (Verhéltnis zum anderen Produkt meist 1 : 1). Dieses scheint
in Losung strukturell keine stabile Konformation einzunehmen. Die Aufnahme eines 'H-NMR

Spektrums fuhrt in Chloroform zu einer starken Verbreiterung der Signale, sodass eine Auswertung

106 . Gao, H. Rao, H. Fu, Y. Jiang, Y. Zhao, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 2197-2202.
7 Der Umsatz bezieht sich nur auf das umgewandelte Startmaterial; die tatsichliche Ausbeute entfallt
gleichméRig auf die beiden Atropisomere 34a und 34b (siehe darunter).
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nicht mdglich ist. In Methanol nimmt der Makrocyclus eine hinreichend stabile Konformation ein,
sodass ein auswertbares Spektrum erhalten wird. Die Signale zeigen trotzdem noch eine starke
Verbreiterung. Da es theoretisch denkbar ist, dass der Ringschluss von zwei diastereotopen Seiten des
Aromaten erfolgt, und beide Reaktionsprodukte eine identische Masse haben, ist davon auszugehen,
dass es sich bei dem zweiten Produkt um das Atropisomer 34b handelt. Der sterische Anspruch der
Isopropylether sollte die Konversion des einen Atropisomers in das andere stark behindern. Es ist zu
vermerken, dass die beiden Produkte eine stark unterschiedliche Polaritdt aufweisen wie per
Dinnschichtchromatographie mit PE/EE zu beobachten ist (der Ri-Wert des Atropisomers A liegt in
PE/EE = 4:1 bei 0.67, der des Atropisomers B bei 0.33). In der LC-MS mit einer RP-S&ule hingegen
ist der Unterschied der Retentionszeiten nur geringfiigig. Das zweite Atropisomer l&sst sich thermisch
in das Erste umwandeln. Dazu wurde das reine Atropisomer 34b in DMF auf 145 °C erhitzt. Es wurde
ein Verhdltnis von 1:1.7 flr die Atropisomere A : B nach 24 h erhalten. Das Verhaltnis veranderte sich

nicht weiter nach weiterem Erhitzen.

Um die Identitdt der beiden Atropisomere zu Kklaren, wurde ein NOESY -Spektrum vom Atropisomer
A angefertigt (Abbildung 22) und die nachweisbaren Kontakte mit Modeling-Experimenten

verglichen.

<« NOe Kontakt
< -» schwacher nOe Kontakt

Abbildung 22: Strukturrelevante Kontakte aus dem NOESY Experiment von 34a.

Das gemessene NOESY Spektrum weist auf eine Konformation hin, die mit dem thermodynamisch
glnstigeren, berechneten, Atropisomer verwandt ist. Aufgrund der sehr starken diamagnetischen
chemischen Verschiebung der 6-Methyl Gruppe (-0.11 ppm im 'H-NMR) ist jedoch davon
auszugehen, dass die gemessene Konformation nicht identisch mit der berechneten Konformation
(Abbildung 23) ist, sondern dass das Molekul noch etwas kompakter gefaltet sein muss, sodass die 6-
Methyl Gruppe direkt vor dem Aromaten liegt, um sowohl die ungewo6hnliche chemische

Verschiebung als auch die entsprechenden nOe Kontakte zu erklaren.
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Abbildung 23: Modelingergebnisse der beiden Atropisomere 34a und 34b. Links das thermodynamisch gunstigere Isomer,
rechts das Ungunstigere.

Das andere, thermodynamisch weniger stabilere Atropisomer 34b, welches sich thermisch in
Atropisomer 34a uUberfiihren l&sst, sollte eine &hnliche Konformation haben wie die Berechnete.
Aufgrund der schlechteren Auflésung im NMR-Spektrum konnte hier kein verwertbares NOESY
angefertigt werden. Jedoch weist die chemische Verschiebung von 0.95 ppm auf eine regulére
chemische Umgebung der 6-Methyl Gruppe hin, welche in dem berechneten, thermodynamisch
ungunstigeren, Atropisomer B gegeben ist. Letztendlich kann die Struktur der Atropisomere an dieser
Stelle nicht vollstandig geklart werden, da die Beobachtungen nicht konform mit den berechneten

Strukturen sind.

3.1.5.30xidation

Die Oxidation des sekundaren Alkohols, welches das geschiitzte Proansamitocinderivat 104 ergeben
sollte, erwies sich aufgrund der aromatischen Einheit unerwartet als kompliziert (Schema 61). Die
Oxidation des Atropisomers 34b konnte in keinem Fall erreicht werden. Jeder Oxidationsversuch
flihrte stets zur Zersetzung des Edukts.

HO OTBS
u -

iPr-O.
Tabelle

S ——

MeO

104

Schema 61: Oxidation des sekundaren Alkohols zum geschiitzten Proansamitocinderivat 103.
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Tabelle 7: Exemplarische Bedingungen zur Oxidation von 34a.

Oxidationsmittel Bedingungen Anmerkung
1 DMP NaHCO;, CH,Cl,, 0 °C Zersetzung
2 (COcCl),, DMSO Et;N, CH,CI,, -55 °C Zersetzung
3 TPAP, NMO CH.Cl,, 0 °C Spuren; Zersetzung
70 %
4 TPAP CH,Cl,, 0°C .
nur im sub-mg Mal3stab
5 PDC NaOAc, CH,Cl,, RT — 40 °C keine Reaktion
6 PDC DMF, 40 °C 30 %; Zersetzung
7 PDC MS 3 A, DMF, 40 °C 37 %,; Zersetzung
8 PDC MS 3 A, CH,Cl,, RT 45 %
9 PDC MS 3 A, CH,Cl, 0 °C 52 %
10 Al,O3, Chloral CCly, RT keine Reaktion
EtOAIEt,,
CH,CI,, RT Zersetzung
CF;COCH;

Nachdem Standardoxidationsmethoden wie DESS-MARTIN Oxidation (Tabelle 7, Eintrag 1) oder
Swern Bedingungen (Eintrag 2), unerwarteterweise zur rapiden Zersetzung des Eduktes fihrten,
wurden andere Methoden wie die Ley Oxidation mit TPAP, getestet. Diese erwies sich aber nur in
sehr geringen Ansatzmengen als zuverldsslich und praktikabel. Bereits ab einer Menge von 1 mg
Alkohol flihrte die Oxidation zur Zersetzung des Molekiils (Eintrag 4). Radikalische
Oxidationsmethoden wie die TEMPO vermittelte Oxidation sollten aufgrund der empfindlichen C15
Position, welche benachbart zu einem Diensystem auf der einen Seite und einem Aromaten auf der
anderen Seite liegt, vermieden werden. Der Einsatz des milden CORNFORTH-Reagenzes fiihrte letztlich
zur erfolgreichen Oxidation des Alkohols. Wahrend die Reaktion unter sehr milden und gepufferten
Bedingungen mit NaOAc (Eintrag 5) nicht zur Reaktion flhrte, zeigte sich rasch ein Umsatz bei
Verwendung von DMF und dem beschleunigenden Zusatz von 3 A Molekularsieb'® (Eintrag 7).
Durch gezieltes Abmildern der Reaktionsbedingungen (Eintrag 8 und 9), die durch Einsatz des
Molsiebs ermdglicht wurde, lieR sich die Ausbeute bis auf 52 % verbessern (Eintrag 9). Auch hier
fuhrte die Reaktion jedoch zu einem betrachtlichen Anteil von Zerfallsprodukten. Die NMR-Analytik
dazu konnte zwar kein Zerfallsprodukt eindeutig identifizieren, jedoch war in allen Zerfallsprodukten
auffallig, dass das verbliebende Proton der letzten freien Position im Aromaten fehlte. Es ist daher
anzunehmen, dass aufgrund des Elektronenreichtums des Aromaten auch eine Oxidation am Aromaten

moglich ist, welche vermutlich dann zur Bildung eines empfindlichen Chinonsystems fiihrt, welches

198 3. Herscovici, M.-J. Egron, K. Antonakis, J. Chem. Soc., Perkin Trans. |, 1982, 1967-1973.
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instabil ist und durch Folgechemie zerféllt. Um dieses Szenario zu verhindern und die Verwendung
von Chrom zu vermeiden, sollten auch die fir komplexe Synthesen eher unorthodoxen OPPENAUER
Bedingungen getestet werden, da diese (ber eine Transferhydrierung und nicht (ber einen
elektrophilen Angriff eines Oxidationsmittels funktionieren.

Die milden Reaktionsbedingungen mit neutralem Aluminiumoxid und Chloral als Hydridakzeptor'®
scheinen jedoch nicht reaktiv genug fur eine Oxidation zu sein (Eintrag 10), wéhrend die Verwendung

von a,a,e-Trifluoraceton und Diethylaluminiumethoxid,™*

vermutlich aufgrund der Lewissdure, zur
Zersetzung fuhrt (Eintrag 11). Von einer Verwendung von Al(OiPr); bei erh6hten Temperaturen

wurde aufgrund der Isoproylether abgesehen.

3.1.5.4Entschitzung

Bevor die Carbamoylierung erfolgen sollte, sollte an dieser Stelle urspriinglich alle Schutzgruppen
inklusive der Isopropylether entfernt werden. Die erst im Laufe dieser Arbeit verdffentlichte
Publikation zur Entschiitzung von Diisopropoxygeldanamycin von BACH'! gab bereits einen starken
Hinweis darauf, dass eine Entschiitzung, wie bei PANEK,* nicht komplikationsfrei verlaufen wiirde
(Schema 62).

Schema 62: Entschutzungsexperimente zur Isopropylabspaltung.

Tabelle 8: Exemplarische Bedingungen zur Abspaltung der Isopropylether.

Lewissaure Bedingungen Anmerkung
1 BCl; CH,Cl,, -78 °C keine Reaktion
2 BCl; CH,CI,, -50 °C Zersetzung
3 Et,AICI CH,Cl,, -78 — -45 °C keine Reaktion
4 ELAICI CH,CI,, 0 °C Monoentschiitzung, Zersetzung

Samtliche Bedingungen zur Entschiitzung fiihrten nicht zum gewunschten Erfolg (Tabelle 8). Die

Verwendung von BCls, welches z. B. zum Entfernen der Isopropylether im Westfragment 56

19 G, H. Posner, R. B. Perfetti, A. W. Runquist, Tetrahedron Lett. 1976, 39, 3499-3502.
10 R, Mello, J. Martinez-Ferrer, G. Asensio, M. E. Gonzélez-NUfiez, J. Org. Chem. 2007, 24, 9376-9378.
"L T. Hampel, T. Neubauer, T. van Leeuwen, T. Bach, Chem. Eur. J. 2012, 18, 10382-10392.
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verwendet werden kann, flhrt hier bei -78 °C zu keinerlei Reaktion (Eintrag 1) und bereits bei
Erwéarmung auf -50 °C zur vollstdndigen Zersetzung des Produktes (Eintrag 2). Eine etwas mildere
Lewisséure als das von PANEK und BAcCH verwendete AICI; ndmlich Et,AICI fiihrte bei erniedrigter
Temperatur ebenfalls zu keinem Umsatz (Eintrag 3). Bei Erwérmen auf 0 °C konnte jedoch eine
langsame Monoentschitzung der beiden Isopropylether per LC-MS detektiert werden (Eintrag 4). Die
Reaktion stoppte allerdings nicht an diesem Punkt, sodass keine Isolation der Produkte vorgenommen
werden konnte. Das gewiinschte Produkt 105 konnte dabei auch nicht massenspektrometrisch in der

Reaktion nachgewiesen werden.

Aufgrund der in Eintrag 4 beschriebenen Ergebnisse ist davon auszugehen, dass das freie Hydrochinon
105 nicht hinreichend stabil ist, weshalb an dieser Stelle auf weitere Anstrengungen zur Entschiitzung
verzichtet wurde. Stattdessen wurde entschieden, die Isopropoxygruppen im Zielmolekil intakt zu
lassen und die biologische Aktivitat mit diesen Gruppen zu erproben.

Eine theoretische Betrachtung des Bindungsmodus von Dihydrogeldanamycin zeigt, dass das freie
Hydrochinon nicht fiir die Bindung mit den Lysinen 112 und 58 notwendig ist, um eine biologische
Aktivitéat zu erreichen, da die Sauerstoffatome als H-Akzeptoren und nicht als Donoren fungieren. An
dieser Stelle ist es aber von Relevanz, ob der Aromat mit Isopropylethern noch in die Bindungstasche

passt.

Dockingstudien'? mit Diisopropoxygeldanamycin und der Vergleich mit Geldanamycin zeigen, dass
die aromatische Einheit mit Isopropoxyethern in der Bindungstasche tatsachlich noch Platz findet
(Abbildung 24). Die Bindungsenergie ist zwar nicht so gunstig (Tabelle 9; vergleiche Eintrag 1 mit 2),
da es durch die Isopropoxygruppe an C17 eine leichte Kollision mit dem rigide gedockten Protein gibt.
Werden die Seitenketten K112 und N51 jedoch als flexibel betrachtet, gibt es durch die Van-der-
Waals Wechselwirkungen wieder einen Energiezugewinn, sodass beim Herausdrehen der
Lysinseitenkette wieder eine Bindungsenergie in &hnlicher Ordnung erhalten wird (Eintrag 3). Es ist
jedoch ebenfalls denkbar, dass die Kollision in der Realtitdt auch ohne Herausdrehen des Lysins
verhindert wird, da die benétigte Distanz zur Verhinderung der Kollision nur sehr gering ist und in der
Berechnung nur von einem starren Protein ausgegangen werden kann. Die Bindungsaffinitt konnte

bei einem flexibleren Fall etwa gleich groR sein.

12 Dockingstudien wurden mit Autodock Vina 1.1.2 durchgefiihrt und mit PyMol (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrddinger, LLC.) visualisiert. O. Trott, A. J. Olson, J. Comp. Chem. 2010,
31, 455-461.
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Tabelle 9: Dockingstudien zu Diisopropoxygeldanamycin.

Molekdl Docking Bindungsenergie
1 Geldanamycin starr -10.7 kcal mol™
2  Diisopropoxygeldanamycin starr -7.6 kcal mol™
3  Diisopropoxygeldanamycin flexible Seitenketten -9.4 kcal mol™

(K112 und N51)

Abbildung 24: Dockingstudien zu Geldana- und Diisopropoxygeldanamycin. Oben links: Vergleich von Geldanamycin aus
der Kiristallstruktur (rosa) mit dem Dockingergebnis (gelb). Oben rechts Diisopropoxygeldnamycin (griin). Unten links:
Vergleich von Diisopropoxygeldanamycin (griin) mit dem berechneten Geldanamycin (gelb). Unten rechts: Docking von
Diisopropoxygeldanamycin (griin) und Hsp90 mit flexiblen Seitenketten von K112 und N51 (blau).

In der Synthese wurde daher mit der TBS Entschiitzung zum Proansamitocinderivat 105 fortgefahren

(Schema 63), welche sich als problematischer als erwartet erwies (Tabelle 10).
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MeO

Schema 63: TBS Abspaltung des geschiitzten Proansamitocins 104.

Tabelle 10: Exemplarische Entschiitzungsbedingungen der TBS Gruppen.

Reagenz Bedingungen Anmerkung
1 TBAF THF, -20 °C sofortige Zersetzung
2 HF-Pyr THF, RT Zersetzung
3 HF-Pyr Pyr, RT langsame Zersetzung
4 TASF THF, RT sofortige Zersetzung
THF/H,O/HCO,H (3:2:1), langsame TBS Abspaltung
5 HCO,H : .
RT Bildung der Ameisensaurester
langsame TBS Abspaltung
6 PPTS MeOH, 50 °C

63 %; 1.5: 1 106a : 106b

Im Gegensatz zu den Silylethern von Proansamitocin zeigte das Molekil eine starke Sensitivitat
gegenuber Fluoridionen und zersetzte sich rasch mit gangen Methoden wie TBAF (Tabelle 10,
Eintrag 1) aber auch mit sehr milden Fluoridquellen, wie HF-Pyr in THF und auch in Pyridin (Eintrag
2 und 3). Eine Produktbildung konnte in keinem Fall beobachtet werden. Die Verwendung des laut
Literatur sehr milden TASF, fihrte zu fast augenblicklicher Zersetzung bei Zugabe des Reagenzes
(Eintrag 4). Die milde, saure Hydrolyse mit Ameisensdure (Eintrag 5), wie sie auch in der
Totalsynthese von Lankacidin C eingesetzt wurde,™ fiihrte zur Abspaltung der TBS Gruppen, jedoch
bildete sich bereits vor vollstandiger Spaltung einer der beiden TBS Gruppen bereits der Formiatester
des freigesetzten Alkohols. Die Verseifung der Ester gelang weder mit LiOH noch mit KHCO; in
Methanol und fiihrte in beiden Fallen zur Zersetzung des Eduktes, sodass nach einer neuen
Entschltzungsmethode gesucht wurde. Die Verwendung der schwachen Brgnstedt Sdure PPTS in
konzentrierter methanolischer Ldsung bei leicht erhdhten Temperaturen fuhrte dabei zum Erfolg
(Eintrag 6). Wahrend der Entschiitzung bildeten sich aus der Verbindung zwei Atropisomere, welche
mittels HPLC getrennt werden konnten. Es zeigte sich jedoch, dass sich eines der beiden Atropisomere
auch bei Raumtemperatur in das Andere umwandelt, sodass nur eines der beiden tatséchlich in reiner
Form erhalten wurde, wahrend das Andere immer als Atropisomergemisch vorlag. Interessanterweise

suggeriert die chemische Verschiebung der 6-Methyl Gruppe, dass in diesem Fall das stabilere

3 A, S. Kende, K. Liu, I. Kaldor, G. Dorey, K. Koch, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8258-8270.
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Atropisomer nicht der Konformation des TBS geschitzten Atropisomers 34a entspricht, da hier das

Isomer mit der nicht durch den Ringstromeffekt abgeschirmten 6-Methyl Gruppe stabiler ist.

3.1.5.5Mutasynthetische Derivatisierung

Das Proansamitocin 106 sollte zundchst vom Ansamitocinproduzenten A. pretiosum HGF073 in das

entsprechende Ansamitocinderivat transformiert werden (Schema 64).

A. pretiosum
HGFo73  Pr-O
K-Medium
—# ™ MeO

R' = H oder Me
R2 = - oder O

Schema 64: Fehlgeschlagenes Mutasynthesexperiment von 105.

Leider fiihrt die Verfltterung von Atropisomer 106a als auch des Gemisches beider Atropisomere
106a und 106b nicht zu den gewinschten Biotransformationen. Obwohl das Substrat nicht mehr
reisoliert werden konnte, lie sich weder eine Carbamoylierung, Veresterung, Epoxidierung,
Methylierung, Glykosidierung oder der Verlust der Isopropylether beobachten, sodass unklar bleibt
wie der Mikroorganismus die Verbindung metabolisiert. Per ESI-MS-Analyse liel? sich ein Metabolit
mit dem m/z-Wert von 482 aus dem Fermentations-Experiment isolieren, welcher nicht in den
Kontrollexperimenten ohne Mutasynthon und mit AHBA detektierbar war. Dieser Masse konnte
jedoch keine weitere Struktur zugeordnet werden. Da die gemessene Masse im Vergleich zu 105

reduziert ist, sollte es sich um ein unbekanntes Abbauprodukt handeln.

iPr-O

MeO

Schema 65: Mutasynthese von Proansamitocin 106 zu Carbamat 107. Reaktionsbedingungen: a) S. hygroscopicus
K390-61-1, GPMd, 28 °C, 50 %.

Bei der Fermentation zeigt sich kein Unterschied im Ergebnis, wenn entweder das reine Atropisomer

105a oder ein Gemisch aus den Atropisomeren 106a und 106b supplementiert wurde. Auch im Fall
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des reinen 106a konnte eine weitere Verbindung, bei der es sich vermutlich um das Atropisomer 107b
handelt isoliert werden. 107b lieferte unter verschiedenen NMR Bedingungen kein auswertbares
Spektrum. Dies kann darauf zurlickzufiihren sein das es wie bei 34b kein stabiles Konformer in
Ldsung ergibt. Massenspektrometrisch war die Substanz identisch zu 107a.

Um die Synthese des Ansamycin Hybrid 108 abzuschliefen, musste noch die Esterseitenkette

eingeflhrt werden. Hierbei kamen die STEGLICH Bedingungen zum Einsatz, welche in Proansamitocin

114

Semisynthesen von EICHNER bereits erfolgreich genutzt wurden (Schema 66).

iPr-O iPr-O

MeO MeO

Schema 66: Veresterung des Ansamycin Hybrids 108. Reaktionsbedingungen: a) iPrCO,H, DIC, DMAP, CH,Cl,, 1 h, RT,
fur 108a (ausgehend von 107a): 87 %, fiir 108b (ausgehend von 107b): quant.

Die Veresterung verlief sowohl mit 107a als auch 107b problemlos. Auch hier konnte 108b jedoch nur

massenspektrometrisch charakterisiert werden.

Zusammenfassend konnte so das Ansamycin Hybrid 108 tber sechs Stufen in einer Ausbeute von 4.7

% aus den beiden Fragmenten 56 und 32 hergestellt werden (Schema 67).

O OTBS O OTBS
iPr-O
MeO iPr-0
56
iPr-O iPr-O
MeO MeO

Schema 67: Endspiel zur Ansamycin Hybridsynthese. Reaktionsbedingungen: a) Pd(OAc),, TBAB, Cs,COs, Et;N, DMF,
RT, 12 h, 71 %; b) Cul, DMEDA, K,COs;, PhMe, 110 °C, 14 d, 46 %; c) PDC, MS 3 A, CH,Cl,, 0 °C, 52 %; d) PPTS,
MeOH, 50 °C, 63 %); e) S. hygroscopicus K390-61-1, GPMd, 28 °C, 50 %; f) iPrCO,H, DIC, DMAP, CH,Cl,, 1 h, RT, 87 %.

45, Eichner, T. Knobloch, H. G. Floss, J. Fohrer, K. Harmrolfs, J. Hermane, A. Schulz, F. Sasse, P. Spiteller,
F. Taft, A. Kirschning, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 752-757.
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3.1.6 BIOLOGISCHE AKTIVITAT

Jeweils beide vorliegenden Atropisomere von Verbindungen 107 und 108 (Abbildung 25) wurden auf
Hsp90 Aktivitat und Zytotoxizitat untersucht.

iPr-O
MeO

108a E
108b MeO 5

Abbildung 25: Zielverbindungen 107 und 108, jeweils beide Atropisomere.

Die Hsp90 Aktivitat wurde von DR. CARSTEN ZEILINGER aus dem Institut fir Biophysik der Leibniz
Universitdt Hannover untersucht. > Keine der vier vorliegenden Verbindungen zeigte, wie

Ansamitocin P-3 oder Proansamitocin auch, Aktivitat gegen Hsp90.

Die Tests auf Zytotoxizitdt wurden von DR. FLORENZ SASSE vom Helmholtz Zentrum fir
Infektionsforschung in Braunschweig durchgefiihrt. Die Ergebnisse lagen zum Abschluss der Arbeit

noch nicht vor.

115 Getestet wurde gegen die humanen Hsp90c. und Hsp90p und HtpG. Als Kontrolle wurde SEB01 und 17AAG
verwendet.
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3.2 STUDIEN ZUR IDENTIFIKATION DER UNGEWOHNLICHEN
AZIDREDUKTASEAKTIVITAT VON A. PRETIOSUM

Die Azidreduktaseaktivitét sollte zundchst tiber Supplementierungs-Experimente verfiziert und sowohl

mogliche Grenzen der Reduktionsfahigkeit ausgelotet werden, als auch eine grobe zeitliche

Einordnung des Biosyntheseschrittes ermdglichen. Auf der Basis dieser Experimente sollte eine

weitere Vorgehensweise entwickelt werden, die eine genauere ldentifizierung ermdglicht.
Generell sind verschiedene Mdglichkeiten fiir eine Azidreduktion denkbar:

1) Reduktion durch freie Reduktionsmittel wie Thiole (z. B. Glutathion)
2) Reduktion durch ein unbekanntes Redoxenzym aus der Zelle (nicht mit der Ansamitocin
Biosynthese assoziiert)
3) Reduktion durch ein Ansamitocin Biosynthese-assoziiertes Enzym
a) Reduktion durch ein pra-PKS (AHBA Synthese-) Enzym
b) Reduktion durch PKS Enzym
c) Reduktion durch post-PKS Enzym

Die Reduktion durch freie Reduktionsmittel wie Thiole, sollte durch einfache chemische Studien im
Modell nachweisbar bzw. widerlegbar sein. Supplementierungsstudien kdnnen Hinweise auf eine ggf.
vorhandene Substratspezifitat geben.

Die Reduktion durch ein unbekanntes Redoxenzym, welches nicht mit der Ansamitocin-Biosynthese
assoziiert ist, ist schwer nachweisbar. Der Fall lieBe sich durch Verfltterung eines Arylazides an ein
knock-out Konstrukt des gesamten Ansamitocin Biosyntheseclusters nachweisen. Falls die Reduktion
stattfindet, stehen fur die Identifikation jedoch nur wenige Organismus-umfassende Analysemethoden
zur Verfiligung. Da das Genom von A. pretiosum nicht sequenziert vorliegt, ist eine holistische Suche
auf genetischer Ebene nicht mdglich. Desweiteren wird eine Identifikation erschwert, da bis heute kein
Enzym, mit Ausnahme der Nitrogenase, mit Azidreduktase-Funktion publiziert ist und so eine Suche
nach Homologien mithilfe von Datenbankrecherchen nicht erfolgen kann. Die Nitrogenase féllt als
homologes Protein eigentlich aus dem Raster, da es sich um ein sauerstoffsensitives Protein handelt
bei dem das katalytische Metallzentrum durch Sauerstoff vergiftet wird, und daher unter aeroben
Bedingungen nicht funktionsfahig ist. Im vorliegenden Fall muss die Reduktion jedoch unter aeroben
Bedingungen stattgefunden haben. Zur Suche eines solchen Enzyms eignet sich sich die Erstellung
einer Genbank oder ggf. die Proteomanalyse, bei einem induzierbaren Protein.

Fur die Reduktion durch ein PKS bzw. pré-/post-PKS Enzym, kann die Analyse auf genetischer Ebene
erfolgen, da der Biosynthesecluster zur Biosynthese von Ansamitocin P-3 bekannt ist. Auch hier ist
zwar eine direkte Suche nach homologen Proteinen nicht moglich, doch besteht z. B. die Mdglichkeit,

potentielle Redoxproteine mittels bioinformatischer Methoden, z. B. (iber eine Proteinmotivsuche zu
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identifizieren. Auch lassen sich durch Kombination von Supplementierungsexperimenten auf die

Substratspezifitdt und angenommene Rollen in der Biosynthese potentielle Enzyme identifizieren.

3.2.1 SUPPLEMENTIERUNGS-EXPERIMENTE

Um die Beobachtungen von MANCUSO (siehe 2.2) zu verifizieren, sollte N;HBA (110) hergestellt und
verfuttert werden. Eine Verunreinigung von Spuren von freiem AHBA sollte verhindert werden,
indem das geschiitzte AHBA 109 als Ausgangsmaterial verwendet wurde, welches in anderen
Projekten bereits hergestellt wurde. Die séulenchromatographische Trennung nach der Diazotierung
und Einfuhrung der Azidofunktion ermdglichte die saubere Abtrennung des freien Anilins, welches
auch massenspektrometrisch nicht mehr im freien N;HBA nachgewiesen werden konnte, sodass eine

116

Verfltterung an A. pretiosum HGF073 erfolgen konnte (Schema 68).

TBDPSO NHBoc HO N; A. pretiosum
a-c HGF073

26 mg/mL

109 CO.Me 110 CO,H 4%

Schema 68: Verfiitterung von NsHBA (109) zur Verifizierung der Beobachtungen von MANcuso. Reaktionsbedingungen: a)
TFA, CH.Cl,, 0 °C, 2.5 h; b) AcOH, 10 % HCl 4, NaNO,, 30 min, 0 °C, dann NaNj3, 1 h, 0 °C; ¢) LiOH, THF, 50 °C, 3 h,
89 % Uber drei Stufen.

Die Mutasynthese von NsHBA (109) zu AP-3 (8), welche fur vergleichbare Mutasyntheseexperimente
in sehr guten Ausbeuten von 32mgL™ erfolgte, offenbart, dass eine Verunreinigung bei den
Experimenten von MANCUSO mit evtl. vorhandener 3,5-Diaminobenzoesdure sehr unwahrscheinlich
war, und tatsdchlich die Reduktion des Amins erfolgte. Sowohl die hohe Ausbeute bei der
Verfltterung von N;HBA, als auch das Faktum, dass sonst keine Zyklisierung zu AP-3 (8) erfolgen
kann, bestétigen dies. Auch zeigt das Experiment, dass die Reduktion bereits vor den postketidischen

Transformationen in der Biosynthese stattfinden muss.

Die Reduktion von organischen Aziden zu Aminen ist prinzipiell auch chemisch mit freien Thiolen

bekannt. Dabei wird in der Regel DL-Dithiothreitol (DTT) verwendet. Es reduziert organische Azide.

117

Aber auch andere Thiole reagieren reduzierend, wenn auch langsamer.”" Um zu Uberprifen, ob wir es

in unserem Fall mit einer unkatalysierten Reduktion durch freie Thiole, wie z. B. Glutathion in Zellen

1181 . Mancuso, G. Jirrjens, J. Hermane, K. Harmrolfs, S. Eichner, J. Fohrer, W. Collisi, F. Sasse, A. Kirschning,
Org. Lett. 2013, 15, 4442-4445.

173) J. V. Staros, H. Bayley, D. N. Standring, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1978, 80, 568-572. b) A. L.
Handlon, N. J. Oppenheimer, Pharm. Research 1988, 5, 297-299.
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zu tun haben, wurde NsHBA (110) einigen freien Thiolen fiir mehrere Tage in Puffer ausgesetzt
(Schema 69). Fir die Reduktion wurde Ethanthiol als Vertreter fir aliphatische Thiole, Thiophenol ftr
arylische Thiole und Glutathion als biogenes Thiol verwendet. Die Oxidation der Thiole durch
Sauerstoff sollte verhindert werden, indem die Experimente unter Schutzgas durchgefiihrt wurden.

HO N3 HO NH,

110 CO,H CO,H

Schema 69: Versuche zur Reduktion von N3sHBA (109) mit freien Thiolen. Reaktionsbedingungen: a) NsHBA, pH 7 Puffer
(entgast), Thiol (10 Aq.), RT, 60 h.

Um auch Spuren des Anilins detektieren zu konnen, wurden die Reaktionen sorgféltig mittels

UPLC-MS verfolgt (Abbildung 26).

AHBA
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Abbildung 26: UPLC-MS Chromatogramme (negative lonisierung mittels ESI) der Reduktionsexperimente von N;HBA mit
verschiedenen Thiolen. In der NsHBA-Spur wurde jeweils das Chromatogramm des m/z 178 und in der AHBA-Spur nach
einem m/z von 152 gesucht (Hervorhebung durch Rahmen).
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Eine Reduktion der NsHBA konnte bei keinem Thiol detektiert werden. Eine unkatalysierte Reduktion
in der Zelle ist daher nicht sehr wahrscheinlich. Um mehr Information (ber Substratspezifitat und
Zeitpunkt der Reduktion zu erhalten, wurden mehrere Azidobenzoesduren hergestellt und an A.
pretiosum HGF073 verfittert (Schema 70).

Bei den benzylischen Aziden 11 und 113 sowie der para-Azidobenzoesédure (112) wurde der Einbau in
das Ansamitocingeriist aufgrund ihrer Struktur bereits vor der Verfitterung ausgeschlossen, da ein
solches Substitutionsmuster als Mutasynthon (iblicherweise nicht akzeptiert wird.®***® Die
Supplementierung dieser Verbindungen sollte ausschliellich Auskunft Gber die Flexibilitdt der
Reduktaseaktivitat geben. Die Azide 115 und 117 wurden ausgewahlt, da beide Substrate in den
korrespondierenden Anilinformen, also 3-Amino-4-brombenzoséure (114) und 3-Aminobenzoeséure
(116), generell von A. pretiosum HGF073 als Mutasynthon akzeptiert werden. Wahrend 114 ein gut
akzeptiertes Mutasynthon ist, wird 116 nur in minimalen Mengen biotechnologisch transformiert.

CO,Me CO,H CONH,
b A. pretiosum
a HGF073
111 118
Br N3 N3

CONH,

CO,H
A. pretiosum
HGFO073

112 119

N3 N3
Br cd Ny A pretiosum N3
_ = HGFO073
113 > 120

CO,Me CO,H CONH,
Br Br Br
NH» o N3 A. pretiosum N3
HGFO07
M4 — 115 —HGFO78 121
CO.H CO.H CONH,
N A. pretiosum N
NF2 g HGF073
116 ——— 117 122
CO,E CO,H CONH,

Schema 70: Darstellung und Verfitterung verschiedener Arylazide. Reaktionsbedingungen: a) NaNs, TBAI, DMF, 60 °C, 16
h, quant; b) LiOH, 1,4-Dioxan, RT, 4 h, 97 %; c¢) NaN3;, TBAI, DMF, 60 °C, 16 h, 98 %; d) ) LiOH, 1,4-Dioxan, RT, 4 h,
quant.; e) HCI (konz.), NaNO,, H,0, 0 °C, 30 min dann NaN3, 5 min, 89 %; f) HCI (10 %), NaNO,, H,0O, 0 °C, 30 min dann
NaNs, 1 h, RT, quant.; g) LiOH, 1,4-Dioxan, RT, 4 h, 97 %.
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Die Ergebnisse der verschiedenen Verfitterungen zeigen, dass es sich bei der vorliegenden
Transformation um eine sehr chemoselektive Reaktion handelt. Die Reduktion der Azidfunktion
konnte weder in den Fallen in denen keine Inkorperation in das Ansamitocinger(st erwartet wurde,
noch in den anderen Féllen beobachtet werden, was auf eine hohe Substratspezifitat fur die
Transformation hinweist, welche nicht direkt mit der Polyketidbiosynthese zusammenzuhangen
scheint. Bei allen Verfltterungen wurde die erwartete Detoxifizierung der freien Sduren zu priméren
Amiden beobachtet. Da keine kettenverlangerten Abbruchprodukte detektiert werden konnten, auch
nicht von 115 und 117, kann es sein, dass die freie Anilinfunktion essentiell fir die Aufladung auf die
AT ist, oder die entsprechende Aufladung in so geringem MaRe erfolgt, dass entsprechende Produkte
nicht in hinreichenden, nachweisbaren Mengen gebildet wurden. Diese Beobachtung legt auch nahe,
dass die Reduktion vor der PKS Biosynthese stattfinden muss. Die Verfiitterung von 123,*® bei der
beobachtet wurde, dass ein Teil reduziert und zu AP-3 prozessiert, ein Teil reduziert und detoxifiziert
wurde und ein Teil in nicht reduzierter Form und als detoxifizierte Derivate zurtickblieb, stiitzt die
obige Hypothese, da auch hier keine kettenverlangerten PKS-Produkte, die die Azidofunktion

enthielten, detektiert werden konnten.

Betrachtet man eine Zusammenstellung aller Supplementierungsexperimente (Abbildung 27) ist

auffallig, dass die Reduktion scheinbar nur am 1,3,5-trisubstituierten Aromaten stattfindet.

COH H ' | HO N
€Oz N 3 HO N
© ; 117 ! Q ; 110
111 112 COH ! 123 ™">snac CO,H
N N3 1 =z
3 ,
Br i
©/\N3 Ng E H2N\©/N3
113 1
115 '
h 26
CO-H . CO-H
2 CO,H : 2
nicht reduzierte Substrate reduzierte Substrate

Abbildung 27: Zusammenstellung der Verfitterungsexperimente fiir die Azidreduktaseaktivitdt. 122 wurde von L.
Mancuso™® synthetisiert und verfiittert.

Diese hohe Chemoselektivitat legt eine spezifische Bindungstasche des beteiligten Enzyms nahe,
welche eine Bindung zu einem Substituenten in der 5-Position ausbildet. Die Verlangerung der
Séurefunktion wie in 123 ist moglich, senkt jedoch den Umsatz bei der Reduktion, was auf hohe

Spezifitat der Bindungsstelle im Enzym hinweist.

18 Dje Verbindung 123 wurde von L. MANCUSO synthetisiert und verfilttert.
1191, Mancuso, A. Kirschning, unverdffentlichte Ergebnisse.
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Um herauszufinden, ob auch weitere nahe Verwandte diese Féhigkeit zur Reduktion besitzen, wurden
N3HBA und AHBA auch an die mit A. pretiosum eng verwandten Saccharothrix longispora
DSM 43749 (Schema 71; Phylogenie nach 16S rRNA erstellt; Genomsequenz zur Zeit der
Dissertation nicht vorhanden) **°

Verwandter nach NCBI) verfttert.

und Actinosynnema mirum DSM 43827 (ndchster genetischer

10 Sacchardtivix australiensis 7]

Schema 71: Phylogenetischer Baum von A. pretiosum und dem nahen Verwandten S. longispora.'?

Leider konnten aus dem Experiment keine verwertbaren Daten gezogen werden, da weder in den
Kulturen von A. mirum, noch in S. longispora, NsHBA bzw. AHBA oder deren denkbare

Detoxifizierungsprodukte nachgewiesen werden konnten.

Das Supplementierungsexperiment von HERMANE'® zeigte jedoch den Einbau von 26 durch S.
hygroscopicus K390-61-1 zu dem nicht reduzierten Geldanamycinderivat 124, sodass es sich bei
dieser Azidreduktion um keine generelle Eigenschaft der Ordnung Actinomycetales handelt (Schema

72), da der Streptomycet keine Reduktion des Azids vornimmt.

N3 NH, S. hygroscopicus
K390-61-1

26 Co,H

NH,

Schema 72: Verfiitterung von 26 an den Geldanamycinproduzenten S. hygroscopicus.*

120 M. Wei, S. Wang, Y. Fang, Y. Chen, Biores. Technol. 2010, 101, 3617-3622.
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Ein weiteres Supplementierungsexperiment von BUEYSZKO zeigte jedoch, dass die Reduktaseaktivitat
sich auch in Amycolatopsis mediterranei HGF003 wiederfindet, einer AAHBA Mutante des
Rifamycinproduzenten. Rifamycin nutzt ebenfalls AHBA als Startbaustein einer PKS (Schema 73).
Interessant ist, dass auch der verftterte Nitroaromat 125 reduziert und inkorporiert wurde. Betrachtet
man den Ein-Elektronen Ubertragungsmechanismus der fiir die Nitrogenase postuliert wird,>* liegt es
nahe, dass das reduzierende Enzym fiir die Azidogruppe und die Nitrofunktion dasselbe ist.

AcO, .

MeO/,,
A. mediterranei
HO R HGF003
CO5H
R=N3 110
NO, 125

Schema 73: Verfiitterung von 110 bzw. 125 an den Rifamycinproduzenten A.mediterranei.’*

121, Butyszko, A. Kirschning, unverbffentlichte Ergebnisse.
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3.2.2 PROTEOMIKANSATZE ZUR IDENTIFIKATION DER REDUZIERENDEN
FAHIGKEITEN VON A. PRETIOSUM

Es ist nicht davon auszugehen, dass die Azidreduktaseaktivitéat die eigentliche Funktion eines Enzyms

in der Natur ist, da es sich um eine nicht nattirlich vorkommende chemische Funktionalitdt handelt.

Die Fahigkeit kann theoretisch von jedem reduzierend wirkendendem Enzym in der Zelle ausgehen.

Da kein konkretes Enzym flr eine derartige Biotransformation unter physiologischen Bedingungen

bekannt ist, ist auch die direkte Untersuchung des Genoms auf genetischer Ebene kaum hilfreich,

weshalb hier ein Ansatz auf Proteomebene gesucht wurde.

Die Proteinexpression wird bei vielen Enzymen durch das Substrat reguliert, daher sollte erprobt
werden, ob sich eine Induktion der Genexpression durch Verfltterung erreichen lasst. Dazu sollten
parallel AHBA und N;HBA an A. pretiosum HGF073 verfuttert und die beiden resultierenden
Proteome verglichen werden (Schema 74). Dies sollte Giber eine 2D-PAGE erfolgen, eine Methode mit
der Proteine durch isoelektrische Fokussierung zundchst nach ihren isoelektrischen Punkten getrennt
werden und anschliellend in einer zweiten Dimension nach ihrer GroRe. Diese Herangehensweise hat
den Vorteil, schnell die Gesamtheit der Proteine zu untersuchen, obwohl die genetische Sequenz des

gesamten Organismus nicht vollstandig bekannt ist.

HO NH, Zufiitterung
Uber 3 Tage
_, g - zentrifugieren : *

- dekantieren .

CO,H - in Npgymérsern T . —
- Dialyse .

+DM39 — Proteom zum L . *
A. pretiosum Zeitpunkt der ) ) @ .
HGFO073 U
Zufutterung 2D-PAGE L . @
HO. N; Zufiitterung .
Y Uber 3 Tage - zentrifugieren ¢
; d :
; - dekantieren ] .

CO,H - in Npgy mérsern -, . L differenzielle

- Dialyse .o . 2D-PAGE
+DMSO
_ — Proteom zum * .
A. p;eg%sgén; Zeitpunkt der :
Zufltterung 2D-PAGE

Schema 74: Konzept der differentiellen 2D Proteomanalyse zur Identifizierung der Azidreduktase.

Die Experimente fir die 2D-PAGE wurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. HANS
PETER BRAUN am Institut fir Pflanzengenetik der Leibniz Universitdt Hannover durchgefiihrt. Die

erhaltenen SDS-Gele des Experiments sind in Abbildung 28 dargestelit.
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ny/ ~5 kDa
pH 11
Abbildung 28: Kombinierte Gele der differentiellen 2D-PAGE (Berechnung aus drei Wiederholungen). Oben links:
Expressionsmuster durch rot-griin Kontrast dargestellt; oben rechts: Markierung der Proteine mit Nummern; unten:

Proteinspots durch rote Umrandung hervorgehoben mit Skala. Protein 18 wurde bei der Fermentation mit AHBA relativ
vermehrt exprimiert, Protein 46 relativ vermindert in Anwesenheit von AHBA (Tabelle 11).

Tabelle 11: Auswertung der Proteinspots in der 2D-PAGE.

7 S Coettniant o @ Verhaltnis von t-Test des @ normierten Volumen
oertizientenvariabilital - normierter N;HBA N;HBA
Volumen von N.HBA - = __ s Bezeichnung
N.HBA Von Ng Verfiitterung/ normierte Verfiitterung / @ normierten Volumen
8
Verfitterun i i
Verfiitterung 9 AHBA Verfitterung AHBA Verfitterung
0.04908 37.67006 0.42557 0.03466 18

0.22926 11.9003 1.88844 0.02883 46
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Eine MS Analytik ergab, dass es sich bei Protein 18 um einen Na-Ca Tauscher bzw. um Integrin-
Beta4 (homolog zum Protein aus Actinosynnema mirum DSM 43827; GenBank: ACU37905.1;
MASCOT Score: 1252) handelt, welche bei Verfutterung mit N;HBA weniger stark exprimiert
(Tabelle 11, Bezeichnung 18) wurde als in der AHBA Kontrolle. Bei Protein 46 handelt es sich um die
Aminopeptidase Y (homolog zum Protein aus Actinosynnema mirum DSM 43827; GenBank:
ACU34112.1; MASCOT Score: 300), die bei Verfiitterung von N;HBA stérker (Tabelle 11,
Bezeichnung 46) exprimiert wird.

Beide Enzyme sind keine Redoxenzyme. Bei Betrachtung der beiden identifizierten Proteine, ist daher
davon auszugehen, dass diese nicht die Rolle der Azidreduktase tbernehmen. Das unterschiedliche
Expressionsmuster l&sst sich evtl. auch dartber erklaren, dass die Zufiitterung von AHBA in Form des
Hydrochlorids erfolgt und daher etwas saurer ist.

Da aus der Proteomanalytik keine klare Induktion eines Redoxenzyms zu erkennen ist, ist deshalb die
Identifikation einer mdglichen Azidreduktase dadurch nicht méglich. Fir die Azidreduktase l&sst sich
daher ausschlieBlich schlussfolgern, dass eine spezifische Substratinduktion fiir Azide nicht stattfindet,
sondern die Azidreduktase vermutlich konstitutiv exprimiert wird. Es besteht auch die Mdglichkeit,
dass NsHBA und AHBA gleichermalen flr das entsprechende Enzym induzierend wirken. Fir eine
Identifikation der reduzierenden Fahigkeiten sollte daher zu einem genomischen Ansatz (ibergegangen

werden.

3.2.3 GENOMIKANSATZE ZUR IDENTIFIKATION
Da A. pretiosum bsiher nicht komplett sequenziert wurde, wurde zundchst dartiber nachgedacht, eine
Cosmid Datenbank zu erstellen, um den Genort des Enzyms auszumachen. Aufgrund des groRen

Zeitaufwandes konnte dieses jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Fir eine direkte Analyse auf genetischer Ebene stehen in A. pretiosum ausschlieRlich die
Biosynthesecluster von AP-3 (8) zur Verfiigung, welche von FLOSS'# untersucht wurden. Die
Biosynthese ist dabei in zwei Cluster organisiert, wobei Cluster | weitestgehend Enzyme zur PKS und
post-PKS enthdlt und Cluster 1l Gene fir die Biosynthese von AHBA (Abbildung 29). Die beiden
Cluster sind genetisch etwa 30 kbp voneinander entfernt. Die Deletionsmutante A. pretiosum HGF073

verfugt nicht tber Cluster I1, sodass keine AHBA Biosynthese stattfinden kann.

122 T -W. Yu, L. Bai, D. Clade, D. Hoffmann, S. Toelzer, K. Q. Trinh, J. Xu, S. J. Moss, E. Leistner, H. G. Floss,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 7968-7973.
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Cluster I (vorwiegend PKS)

123 67 8 > C > D 9 10 11 12 131415 16 17 18 19 20 21 22
23 24 A B 26 272829 30 313233 34 36 37

4 >

Cluster Il (AHBA Biosynthese - nicht vorhanden in HGF073)

38 3940 41 42 43 44 45 46 47 48
o=
O Resistenz/regulatorisch (:_:‘. Teilsequenz
O PKS Enzym O Protein der AHBA Biosynthese
O Post-PKS Enzyme
O Methoxymalonyl Biosynthese
O Protein mit unbekannter Funktion

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Gensquenz der Biosynthesecluster von AP-3.

Aus den Verfltterungsexperimenten (siehe 3.2.1) zeigte sich eine starke Bevorzugung den 1,3,5-
Trisubstitutionsmusters eines Benzolringes fiir die Reduktion. Da dieses Substitutionsmuster so kaum
in anderen Metaboliten vorkommt, liegt es nahe, dass spate Enzyme aus der AHBA Synthese flir eine
chemoselektive Transformation von N;HBA verantwortlich sein kodnnten, wobei diese eine
entsprechend geformte Bindungstasche haben sollten. Die Genclusteranalyse der Biosynthese von AP-
3 zeigt zwar, dass die meisten verantwortlichen Gene fur die AHBA Synthese im Gencluster Il
vorkommen, welcher aus A. pretiosum HGFO073 entfernt wurden, jedoch finden sich drei Gene,
asm22-24, die man der AHBA Synthese zurechnet auch in Cluster 1. In Anbetracht dessen, dass
Ns;HBA auch bei Abwesenheit von Cluster Il reduziert werden kann, sind die drei verbliebenden
Enzyme Asm22-24 von potentiellem Interesse. Durch Sequenzvergleiche mit AHBA Synthesegenen
von Rifamycin, wurden die drei Enzyme als Kinase (Asm22), aDHQ Dehydratase (Asm23) und
AHBA Synthase (Asm24) identifiziert. Ungewdhnlich ist weiterhin, dass eine weitere AHBA
Synthase (Asm43) in Cluster I vorliegt, sodass insgesamt zwei Enzyme im Organismus vorhanden

sind welche die gleiche Reaktion katalysieren.

Um die Proteine auf Azidreduktaseaktivitat zu priifen, sollte die DNA der Gene asm22-24 aus A.
pretiosum HGF073 mittels PCR isoliert werden, und in den Streptomycetenvektor pGM?9 eingebracht
werden, der im heterologen Expressionssystem Streptomyces lividans T7 exprimiert werden kann. S.
lividans sollte als Expressionssystem genutzt werden, da es genetisch naher mit A. pretiosum verwandt

ist, als beispielsweise Escherichia coli und daher Probleme mit tRNA Codonverteilung und
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Expression minimieren sollte. Durch Verfutterungsexperimente der genetisch veranderten Organismen

mit NsHBA soll die Biotransformation untersucht werden (Schema 75).

DNA —— ST 22
[=) Isolation PCR
= asm 23
A. pretiosum asm 24
HGF073
bakterielles Ligation
Chromosom
HO NH, Verfutterung Trans-
? - formation
O -
D
; S. lividans
CO5H T7
HO N3 pGM9
CO,H

Schema 75: Erstes Konzept zur Uberpriifung der Azidreduktaseaktivitat.

Die Isolation der genomischen DNA, die als Templat fiir die PCR dienen sollte, gelang mit einem

123

Protokoll fur die Isolation von Pflanzen DNA.™ Géangigere Methoden schlugen fehl.

Die PCR wurde mit den folgenden Primern durchgefuhrt:

asm24:
Fiir 5¢ — 3¢ 5¢ (Hindlll)aagcttatgcacctgaaggece 3° Tm: 62.1 °C; 22 Basen
Fir 3= 5% 5¢ (HindlIl)aagcttctcaggcctccteca 3¢ Tm: 61.8 °C; 21 Basen
asm23:
Fiir 5°— 3 5¢ (Hindlll)aagcttatgcccgacctgetee 3¢ Tm: 64.0 °C; 22 Basen
Fur 3‘— 5% 5° (Hindlll)aagcttccaaccaacacctacceg 3¢ Tm: 64.4 °C; 24 Basen
asm22:
Fiir 5°— 3 5¢ (Hindlll)aagcttatgctcgttcgggeggt 3¢ Tm: 64.2 °C; 23 Basen
Fur 3‘— 5% 5° (Hindlll) aagcttcgctactcceggttteee 3¢ Tm: 66.1 °C; 24 Basen

2D, Weigel, J. Glazebrrok, Arabidopsis — A laboratory manual, S. 165, 2002, Cold spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York.
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Es wurde Phusion (THERMO SCIENTIFIC) als DNA Polymerase in GC Puffer nach Vorschrift
verwendet. Sowohl der Einsatz von genomischer DNA als auch des Mikroorganismus selbst, welcher
im PCR Reaktionsgefdl? thermisch aufgeschlossen wurde, waren dabei nicht erfolgreich. Fur alle
gewdhlten Temperaturen liel} sich fir asm22 und asm24 keinerlei PCR Produkt im Gel beobachten
oder unspezifische Bindungsprodukte der Primer. Es wurden dabei die Temperaturen fur den
Schmelzvorgang und Annealing variiert als auch auf Temperaturgradienten zurtickgegriffen. Nur die
PCR Amplifikation und Klonierung von asm23 verlief erfolgreich (Abbildung 30), die Klonierung in
den Vektor konnte aufgrund von Zeitmangel nicht mehr durchgefihrt werden.

5000 ——

1500 —

1000— W

700 —
500 —
400 —

300 —
200 —

75—

Abbildung 30: 1% Agarose in TAE; Taschen v. I. n. r.: 1) Marker: Thermo Scientific Fermentas™ O‘GeneRuler™ 1kb Plus
DNA Ladder, (1 und 3-9) PCR Ansétze zu asm23: 5uL PCR Produkt. Fir das Amplifikat wird eine L&nge von 435 bp
erwartet.

Als alternatives Konzept sollten die entsprechenden Blockmutanten Aasm22, Aasm23 und Aasm24
hergestellt werden. Diese VVorgehensweise umgeht Probleme, die bei der heterologen Genexpression
in S. lividans auftreten konnen, wie Substratinkompatibilitdt aufgrund von Unterschieden im

Metabolismus als auch Expressionsprobleme.

Die Blockmutanten sollten iber homologe Rekombination eines Plasmids, welches die benachbarte

Sequenz eines goi mit einem Resistenzgen statt des Gens aufweist, erzeugt werden (Schema 76).
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benachbarte
Region )
) Hindlll Xbal- r Notl Xbal Hindlll+  Notl
goi
|
DNA J J

[=) Isolation PCR linker Arm rechter Arm

D
A. pretiosum Einklonieren in

HGF073 pJet 2.1
bakterielles Hindll Xbal Xbal Hindll
Chromosom Notl Notl
pJet 2.1 pJet 2.1
Verdau Xbal/Notl ‘ Verdau Xbal/Notl
Dephosphorylierung
Xba
Xbal Xoal Hindlll Hindll
Notl
Xbal Xbal
i \ e/ .
B Konjugation und """l Hindlll
i . crossover Nofl
A. pretiosum = -
HGFO073
Aasmgoi
bakterielles pHZ199
Chromosom Vermehren in E. coli

Schema 76: Konzeptuelles Schema zur Darstellung von Blockmutanten.

Zur Herstellung der Doppelblockmutanten wurde die DNA wie zuvor isoliert. Die PCR wurde mit den

folgenden Primern durchgefiihrt:

asmz24:
linker Arm:

Fiir 5°— 3¢ (Hindlll) 5¢ aagcttcgtagtcgtggeccatcag 3° Tm: 66.3 °C; 25 Basen

Fiir 5°— 3¢ (Notl)
Fir 3> 5
rechter Arm:
Fiir 5°— 3%

5¢ gcggecegceaagcttegtagtegty 3¢
5¢ tctagataatccggceggeaattectt 3

5¢ tctagatcgecctegtctctgcteteg 3¢

Tm: 69.6 °C; 24 Basen
Tm: 63.2 °C; 26 Basen

Tm: 69.5 °C; 27 Basen
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Fiir 3*— 5

asm23:

linker Arm:

5¢ aagcttccggtgacgtgcggacagce 3¢

Fiir 5°— 3¢ (Hindlll) 5° aagcttgtcgatgcgeccggtgac 3¢

Fiir 5°— 3 (Notl)
Fir 3<— 5¢
rechter Arm:
Fiir 5°— 3¢

Fur 3*— 5%

asmz22:

linker Arm:

Fiir 5— 3 (HindlIlI)

Fiir 5‘— 3¢ (Notl)
Fir 3‘— 5
rechter Arm:
Fiir 5°— 3°:
Fir 3<— 5

5¢ gcggecgeaagettgtcgatgeg 3¢
5¢ tctagagaacacctcgcagagegcaaa 3 ¢

5¢ tctagagggegctgetggace 3¢
5¢ aagcttctegtgcteggectgaa 3¢

5¢ aagcttcacccagtcggtgcggaacag 3¢
5¢ gcggecegceaagcttcacccagtegy 3¢
5¢ tctagatgtggcagegeggtgacgtg 3 ¢

5¢ tctagaggtcttcgecagcagaagegecy 3¢

5¢ aagcttcctcctegegeeggtgacgtge 3¢

Tm:

Tm:
Tm:
Tm:

Tm:
Tm:

Tm:
Tm:
Tm:

Tm:
Tm:

69.5 °C; 25 Basen

67.8 °C; 24 Basen
69.9 °C; 23 Basen
66.5 °C; 27 Basen

65.7 °C; 21 Basen
64.2 °C; 23 Basen

69.5 °C; 27 Basen
72.8 °C; 25 Basen
69.5 °C; 26 Basen

72.3 °C; 29 Basen
73.9 °C; 28 Basen

Da auch hier keine positive Ergebnisse gesammelt wurden und sich bei keinem der sechs Genbereiche

Banden im Agarose Gel detektieren lieen, wurde beschlossen, zur Vereinfachungen der PCR

Bedingungen zunéchst schnittstellenfreie Primer zu verwenden, um anschliefend die Schnittstellen

durch eine zweite PCR einzufiigen.

Primer ohne Schnittstellen:

asm24:
linker Arm:
Fiir 5°— 3¢
Fur 3‘— 5%
rechter Arm:
Fiir 5°— 3¢
Fur 3*— 5%

5¢ cgtagtcgtggceccatcag 3¢
5¢ taatccggeggceaattectt 3 ¢

5¢ tegecectegtcetetgceteteg 3¢
5¢ ccggtgacgtgeggacage 3 ¢

Tm:
Tm:

Tm:
Tm:

61.0 °C; 19 Basen
57.3 °C; 20 Basen

65.7 °C; 21 Basen
65.3 °C; 19 Basen
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asmz23:

linker Arm:

Fiir 5°— 3 5¢ gtcgatgcgeccggtgac 3° Tm: 62.8 °C; 18 Basen
Flr 3<— 5% 5° gaacacctcgcagagcgcaaa 3 ¢ Tm: 61.8 °C; 21 Basen
rechter Arm:

Fiir 5°— 3 5¢ gggcgctgcetggacc 3¢ Tm: 58.8 °C; 15 Basen
Fur 3‘— 5% 5¢ ctegtgetcggcectgaa 3¢ Tm: 57.6 °C; 17 Basen
asm22:

linker Arm:

Fiir 5°— 3°: 5¢ cacccagtcggtgcggaacag 3¢ Tm: 65.7 °C; 21 Basen
Far 3‘— 5% 5° tgtggcagcegeggtgacgtg 3 ¢ Tm: 65.5 °C; 20 Basen
rechter Arm:

Fiir 5°— 3°: 5¢ ggtcttcgccagcagaagegeeg 3° Tm: 69.6 °C; 23 Basen
Far 3‘— 5% 5¢ cctectegegeceggtgacgtge 3¢ Tm: 71.4 °C; 22 Basen

Auch hier waren die PCRs problematisch, es konnte bei keinem Primersystem die Bildung eines PCR
Produktes beobachtet werden. Auch Additive wie z. B. DMSO, Detergenzien oder BSA flihrten nicht

zum Erfolg. An dieser Stelle wurden die Experimente aufgrund von Zeitmangel eingestellt.

Neben den drei Genen asm22-24, welche durch ihre Relevanz in der AHBA Biosynthese interessant
sind, verbleibt noch die Mdglichkeit, nach anderen Redoxenzymen zu suchen, welche die
Azidreduktion katalysieren kénnten. Solche Redoxenzyme des Biosyntheseclusters kdnnten eine Rolle
fiir bisher unbekannte Schritte im Biosyntheseprozess von AP-3 (8) spielen und daher auf Substrate

mit dem 1,3,5-Substitutionsmuster des Aromaten beschrankt sein.

Fur eine mechanistische Betrachtung der Bioreduktion ist durch die Eisen-Porphyrin katalysierte
Reduktion von Arylaziden zu Anilinen unter Verwendung von Thiolen als Reduktionsmittel (Schema

122 Auch andere Reduktionsmittel als Thiole, wie Ascorbat, sind laut MEGGERS in

77) interessant.
einem solchen System mdglich. Das katalytische System, welches zur bioorthogonalen Verwendung
entwickelt wurde, zeigt eine verbliiffende Ahnlichkeit zur natiirlich vorkommenden Ham-Gruppe in

Proteinen und biologischen Systemen im Allgemeinen.

124p K. Sasmal, S. Carregal-Romero, A. A. Han, C. N. Streu, Z. Lin, K. Namikawa, S. L. Elliott, R. W. Késter,
W. J. Parak, E. Meggers, ChemBioChem 2012, 13, 1116-1120.
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@ff”@w@ .

Ph Ph
R =Cl, NOZ, CH3’ OCH3 a|:R NH
2

[FeTPP]CI Ph

Schema 77: Reduktion von einfachen (A) und komplexeren (B) Arylaziden zu Anilinen nach MEGGERS unter Verwendung

des Porphyrin-Eisen Katalysators [FeTPP]CI. Reaktionsbedingungen: a) [FeTPP]CI 1 mol%, B-Mercaptoethanol (5 Aqg.),
CH,CI,/MeOH (95:5), 30 °C, Luft, 76-88 %.

Aufgrund der Ahnlichkeit des Modells ist es denkbar, dass bei der Bioreduktion eine prosthetische
H&m Gruppe vorhanden sein konnte.

In diesem Zusammenhang koénnte auch das Gen asm30 des Biosyntheseclusters | interessant sein,
welches in seiner Proteinsequenz (siehe unten) tber verschiedene Profile und Muster verfligt die auf
ein Redoxprotein mit H&m Gruppe hinweisen. Dementsprechend wurde es von FLOSS als Cytochrom

P450 mit unbekannter Funktion eingordnet.'®

In der Proteinsequenz finden sich die Profile einer Flavodoxin-artigen Domane und einer FAD

Bindedomane des Ferrodoxin Reduktase Typs.

1 190 200 300 400 00 GO0 700 800 00 1000

Abbildung 31: Grafische Darstellung der Profil und Doménenanalyse von Asm30.

Flavodoxinartiges Domanenprofil PS50902:
488 - 626: score = 16.122
LHVFYGSNGGSGEGLARTIAGDGAARGWATSVAPLDD-AVRAL--PASGPVVIVSSSYNG

APP-DNAAHFVRWLTQODGPDLSGVDYLVLGCGNLDWSAtYQRVPTLIDEAMAAAGARRLR
E---RGATDARADFFGDWERWYEPLW

Doméne 488- 626 Flavodoxinartig
NP Bindestelle 494-498 FMN (durch Ahnlichkeit)
NP Bindestelle 571-603 FMN (durch Ahnlichkeit)

125 Analyse mit PROSITE Suche von EXPasy.
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Ferredoxin Reduktase Typ FAD Bindungsdoméanenprofil PS51384:

656-864: score = 13.878
GDLASAVVLENRELvrgpdAGSKRHLELRLP--DGTSYRTGDYLSVLPQONHPDlvrrava
rlgtraervvtvessaptglvpvgralrvdelltrcvdlsapagagvvarlaercpcppe
raelaattgatllellerfpscavdlalalellpAPRTRLYSISSAAEEQRaEVALTVSV
TGVTSGYLSRVRPGDRVAVGiaSPPESFRPP

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

i (1005 aa)

Abbildung 32: Grafische Darstellung der Musteranalyse von Asm30.

Cytochrom P450 Cystein Ham-Eisen Ligand Signatur
401 - 410: FGhGARACIG

Aus der Motiv- und der Profilanalyse von Asm30 geht hervor, dass das hypothetische Protein mit
seiner Bindungsstelle fur Flavin Mononukleotid und FAD vermutlich fur Redoxprozesse im Molekil
verantwortlich ist. So machten FLoss et al.*?? dieses urspriinglich fiir die Epoxidierung von
Proansamitocin verantwortlich. Da sich jedoch durch spezifischen knock-out herausstellte, dass

126 yierbleibt die Funktion von Asm30 unbekannt.

Asmll fur diese Transformation verantwortlich ist,
Ein knockout fiihrte nicht zur verénderten die Ansamitocin P-3 Produktion. Zusammen mit den
Erkenntnissen von MEGGERsS und dem Faktum, dass das Gen in einem Biosynthesecluster liegt und
zwar in der rédumlichen Néahe der AHBA Synthesegene asm22-24, macht asm30 zu einem

interessanten Kandidaten fur die weitere Untersuchung der Reduktaseaktivitat.

126 p_ Spiteller, L. Bai, G. Shang, B. J. Carroll, T.-W. Yu, H. G. Floss, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 14236-
14237.
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4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

4.1 SYNTHESE EINES ANSAMYCIN HYBRIDS

4.1.1 ZUSAMMENFASSUNG

Um die biologischen Eigenschaften der beiden Ansamycine, Ansamitocin P-3 (8) und Geldanamycin
(7), potentiell in einer Struktur zu vereinigen, sollte in dieser Arbeit ein Hybrid der beiden Naturstoffe
hergestellt werden. Strukturell wurde entschieden, den Naturstoffhybriden auf dem Grundgerist des
Ansamitocins aufzubauen und mit der aktiven aromatischen Einheit des Geldanamycins zu versehen.
Die entstehende Struktur sollte dann auf seine Aktivitat gegen Hsp90, dem biologischen Target von
Geldanamycin getestet werden.

Das synthetische Ansamycin 108, welches als Hybridstruktur die Hydrochinoneinheit des
Dihydrogeldanamycins mit einem Ansamitocin Rickgrat kombiniert, konnte Uber 29 Stufen in einer
Gesamtausbeute von 0.6 % bzw. 21 Stufen in der langsten linearen Sequenz in einer Gesamtausbeute

von 1.0 % hergestellt werden (Schema 78).

15 Stufen

J (12 Stufen)
———>
I 22 %
(8 %)
6 Stufen iPr-0
———
o,
4.7 % MeO
iPr-O Br
HO:@\ 8 Stufen
MeO OH 56 % MeO O-iPr
36 Z|

56

Schema 78: Zusammenfassung der Totalsynthese von Ansamycinhybrid 108.

In der Synthese des Westfragments 56 wurden als Schlisselschritte eine NEGISHI-Kupplung und eine
Zirkonium-vermittelte Carboaluminierung verwendet, wahrend im Ostfragment 32 eine BROWN
Allylierung, eine VMAR und eine Substrat-kontrollierte anionische Acetataldol-Reaktion verwendet
wurden. Die Fragmente wurden mittels HECK Reaktion unter JEFFREY Bedingungen zusammengefigt
und das Lactam (ber eine GOLDBERG Reaktion geschlossen. Im Endspiel des Hybrids 108 wurde als
Schlisselschritt selektiv eine mutasynthetische Carbamoylierung durch Supplementierung zur

AAHBA Mutante des Geldanamycin Produzenten durchgeflhrt. Bei der Synthese entstanden ab der
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Makrolactamisierung zwei Atropisomere, von denen eines durchweg schwierig mittels NMR-
Spektroskopie zu analysieren war, da offenbar keine stabile Konformation in Lésung eingenommen

wurde.

Allerdings lieBen sich die Isopropylether von 108, welche als Schutzgruppe des Hydrochinons
fungierten, nicht entfernen. Sie sollten aber, sofern der Aromat die gleiche Funktion wie bei der
Bindung von Geldanamycin an Hsp90 erfiillt, keinen Einfluss auf die biologische Aktivitat haben, da
die Sauerstoffatome der Isopropylether immer noch al H-Akzeptoren in Wasserstoffbriickenbindungen

fungieren konnen (Abbildung 33).

Abbildung 33: Bindungsmodus von Diisopropoxygeldanamycin an Hsp90: links: aus dem Dockingexperiment; rechts:
schematisch (siehe 3.1.5.4).

Sowohl die beiden Atropisomere des freien Alkohols 107a und 107b, als auch die beiden
Atropisomere 108a und 108b, zeigten keine Aktivitat gegen Hsp90, wodurch das Ziel ein Ansamycin
zu entwickeln, welches sowohl Hsp90 als auch Mikrotubuli als biologisches Target addressiert, nicht
erreicht wurde. Die Ergebnisse der allgemeinen Tests auf Zytoxizitat lagen bis zum Ende der Arbeit

noch nicht vor.

4.1.2 AUSBLICK

Es bleibt die Mdglichkeit zu prifen, ob eine Hsp90-Aktivitat mit einem freien Carbamat an C7 noch
zu erreichen ist. Aus den Ergebnissen von EICHNER ist bekannt, dass Ansamitocin-Derivate, denen das
zyklische Carbamat fehlt, ihre biologische Aktivitat verlieren.* Dadurch wiirde vermutlich die
Inhibition der Mikrotubulipolymerisation verloren gehen, jedoch gleicht die Struktur 127 eher
Geldanamycin, bei dem das freie Carbamat tief in die Bindungstasche hinein reicht (Abbildung 33).

Hieraus konnte so eine inhibitorische Aktivitit gegentber Hsp90 hervorgehen. Dadurch resultierte
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eine synthetische Verbindung, welche auf einem Ansamitocin Rickgrat basiert, jedoch dennoch
potentiell Hsp90 als biologisches Target adressiert.

Analog zu den Arbeiten von EICHNER konnte ein solches Derivat durch Verfltterung des freien Triols
127 an S. hygroscopicus K390-61-1 dargestellt werden (Schema 79).

]

iPr-O

MeO

1. Acetonidschutzung
2. Veresterung
3. Entschitzung iPr-O
4. S. hygroscopicus
K390-61-1

MeO

Schema 79: Denkbare Darstellung des nicht-zyklischen Carbamats 127 analog zu EICHNER.
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4.2 STUDIEN ZUR IDENTIFIKATION EINER UNGEWOHNLICHEN AZIDREDUKTASE-
AKTIVITAT IN A. PRETIOSUM

4.2.1 ZUSAMMENFASSUNG
Wahrend mutasynthetischer Studien von AHBA Derivaten mit der AAHBA Blockmutante

A. pretiosum HGF073 fiir Ansamitocin ,Klick“ Konjugaten, konnte eine ungewdhnliche
Azidreduktion von Arylaziden zu den korrespondierenden Anilinen beobachtet werden. In der
vorliegenden Arbeit sollte die Reduktion verifiziert und der Zeitpunkt und die Natur der Reduktion
ermittelt werden. Falls mdglich sollte eine Identifikation des Enzyms mit Azidreduktaseaktivitat

erfolgen.

Die Transformation von N;HBA mittels A. pretiosum HGFO73 bestatigte die Azidreduktion des
Ansamitocin-Produzenten. Der Umsatz mit verschiedenen Thiolen von N;HBA zeigte, dass die
Reduktion vermutlich enzymatischer Natur ist und es sich nicht um eine Hintergrundreaktion handelt.
Die Verfiitterung von verschiedenen Aziden (Abbildung 27) offenbarte, dass die Reduktion bei
weitem nicht fir die meisten Azide gelingt, sondern, dass bevorzugt 1,3,5-trisubstituierte
Azidobenzoesduren reduziert werden. Auch legen die Versuche nahe, dass die Reduktion vor der
Beladung auf die PKS stattfindet.

Der Versuch, das Enzym direkt in einem parallelen Supplementierungsexperiment von AHBA und
N3;HBA (iber 2D-PAGE zu identifizieren zeigte lediglich, dass das entsprechende Enzym nicht durch

eine Azidfunktion in einem Substrat spezifisch induziert werden kann.

Die genetische Analyse des Biosyntheseclusters zeigte das asm22-24 und asm30 von besonderem
Interesse sein konnen, eine Isolierung oder Darstellung von Blockmutanten der Gene konnten im

Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr realisiert werden.

4.2.2 AUSBLICK

Die Isolierung und Expression der Gene asm22-24 und asm30 bzw. die Herstellung entsprechender
Blockmutanten sollten weitergehenden Aufschluss Uber die entsprechende Azidreduktasefunktion
geben. Die in dieser Arbeit begonnenen Experimente missen vor allem beziglich der PCR
Bedingungen optimiert werden, da der Mikroorganismus viele Komplikationen bei diesem

Operationsschritt mit sich brachte.

Ebenfalls ware es mdglich, vor allem wenn die Gene keinen weiteren Anhaltspunkt auf die
Azidreduktase bieten, ist die zeitaufwendige Erstellung einer Genbank von A. pretiosum HGF073.
Eine ausgehende Analytik einer Genbank sollte letztlich eine gute Chance zur ldentifikation der

Azidreduktase liefern. Bevor ein solcher Schritt in der Gesamtanalyse des Organismus unternommen
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wird, sollte jedoch zuvor eine Deletionsmutante von A. pretiosum, welche keinen Biosynthesecluster
von Ansamitocin mehr enthélt, durch Verfitterung von N3HBA auf Azidreduktaseaktivitat getestet
werden, um zu verifizieren, dass es sich um ein Enzym handelt, welches nicht in der Biosynthese von
AP-3 involviert ist (Schema 80).

— Einzelanalyse des Biosyntheseclusters Gesamtanalyse des Organismus

Asm22-24 & 30

—> | Genbankerstellung

Screenen der Genbank
Doppelblockmutante auf Azidreduktion
oder
heterologe Expression i I ¥
Identifikation keine Reduktion
§’ Verfiitterung von Arylaziden
o
8 |
3 Y v
g positive Identifikation kein Ergebnis
o
x ¥

Deletionsmutante
ohne PKS Gencluster

Verfiitterung von Arylaziden

I
Y Y

keine Reduktion kein Ergebnis~+——

Schema 80: VVorgeschlagene VVorgehensweise fir die Identifikation der Azidreduktase.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 MOLEKULARBERECHNUNGEN

5.1.1 MODELING

Molekiile fur das Modeling wurde zundchst mit ChemBioDraw Ultra 13.0 gezeichnet und mit

Chem3D Pro 13.0 von PerkinElmer Informatics vorminimiert und als mol2 Datei gespeichert.

Atropisomere wurden vor dem Vorminimieren durch manuelles Darstellen des Molekils erzeugt. Das

eigentliche Modeling von Konformationen wurde mit Maestro Macromodel von Schrddinger

durchgefihrt.

a) Aldehyd 87

Fir die Konformationssuche wurde mixed low-frequency-mode conformational search (LMCS) mit

einem OPLS2005 Kraftfeld verwendet. Als Losemittelhintergrund wurde Chloroform verwendet. Die

Limitierung der Stufen betrug 1400 mit 10 gespeicherten Konformeren.

Ergebnis:

447 unique conformations found so far
417 minimized with good convergence

Found 7 confs within 1.00 kcal/mol ( 4.18 kJ/mol)
Found 36 confs within 2.00 kcal/mol ( 8.37 kJ/mol)
Found 86 confs within 3.00 kcal/mol (12.55 kJ/mol)
Found 258 confs within 5.00 kcal/mol (20.92 kJ/mol)

( )

Found 447 confs within 10.00 kcal/mol (41.84 kJ/mol
Global minimum E = -210.81 found 5 times.
1400 steps performed so far, out of 1400
E of low-energy structures above global min [kJ/mol],
E: 0.00 0.47 0.71 2.12 2.93 3.52 3.93 4.33
No.: 5 12 7 2 1 6 4 1

of
of
of
of
of

glob.
glob.
glob.
glob.
glob.

and no.

4.58 4.

1

min.
min.
min.
min.
min.

times found:

60
6

4.88

1

4.93

Die zehn energiedrmsten Konformationen unterscheiden sich nur durch Ausrichtung des Phenylrings

an der Benzylgruppe. Die energiedrmste Konformation aus Abbildung 20 ist hier in mol2 Dateiformat

angegeben:
@<TRIPOS>MOLECULE
Kk ok ok

73 73 1
SMALL

USER CHARGES

@<TRIPOS>ATOM
1cC 0.0616 2.7749 2.7605 C.2
2 C 0.3361 3.1950 4.1482 C.2
30 0.8499 2.4693 4.9995 0.2
4 C 0.4358 1.3410 2.4048 C.3
5¢C -2.8735 3.0276 -1.1217 C.3

[ N S

* Kk Kk Kk

* Kk Kk Kk

* Kk Kk Kk

* Kk Kk ok

* Kk Kk k

.0000
.4500
-0.
-0.
-0.

4500
1800
1200
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72 31 72 1
73 31 73 1
@<TRIPOS>SUBSTRUCTURE
1 *Hxx 1 GROUP 0 x KKk 0 ROOT

b) Atropisomere 34

Fur die Konformationssuche wurde mixed low-frequency-mode conformational search (LMCS) mit
einem OPLS2005 Kraftfeld verwendet. Als Ldsemittelhintergrund wurde Chloroform verwendet. Die
Limitierung der Stufen betrug 1000 mit 10 gespeicherten Konformeren.

Ergebnis (Atropisomer 34a):

403 unique conformations found so far
19 minimized with good convergence

Found 38 confs within 1.00 kcal/mol ( 4.18 kJ/mol) of glob. min.
Found 188 confs within 2.00 kcal/mol ( 8.37 kJ/mol) of glob. min.
Found 304 confs within 3.00 kcal/mol (12.55 kJ/mol) of glob. min.
Found 403 confs within 5.00 kcal/mol (20.92 kJ/mol) of glob. min.

Global minimum E = -416.39 found 1785 times.
1000 steps performed so far, out of 1000
E of low-energy structures above global min [kJ/mol], and no. times found:
E: 0.00 0.41 0.47 0.83 1.00 1.16 1.19 1.35 1.56 1.58 1.64 1.66
No.: 1785 510 510 1020 1785 1275 1020 1020 1530 765 1020 1275

Die energiedrmste Konformation des Atropisomers 34a aus Abbildung 23 ist hier in mol2 Dateiformat

angegeben:
@<TRIPOS>MOLECULE
innen

132 133 1
SMALL

USER CHARGES

@<TRIPOS>ATOM
1cC -4.9956 4.2823 1.8038 C.2 1 *xkx 0.0000
2 C -4.6161 3.7704 0.6143 C.2 1 *Hxx -0.1150
3 C -4.2564 4.0554 3.1144 C.3 1 *Hxx -0.1800
4 C -9.9284 0.4879 0.8809 C.2 1 *Hxx 0.5000
5 0 -10.4769 -0.0427 -0.0817 0.2 1 *xxx -0.5000
6 C -9.3050 -0.4086 1.9665 C.3 1 *Hxx -0.1200
7 C -8.2271 -1.3586 1.4076 C.3 1 *xxx 0.1333
8 C -7.0409 -0.6037 0.8140 C.2 1 *Hxx 0.0000
9 C -6.8332 -0.5812 -0.5188 C.2 1 *xxx -0.1150
10 C -6.1729 0.1351 1.8247 C.3 1 *Hxx -0.1800
11 C -5.7541 0.1783 -1.2706 C.3 1 *xxx -0.0600
12 C -4.8205 -0.7959 -2.0237 C.3 1 xxxx 0.1333
13 C -3.4790 -0.1767 -2.4723 C.3 1 *xxx -0.1200
14 C -2.4811 0.0661 -1.3118 C.3 1 *Hxxx 0.2050
15 C -6.4020 1.2251 -2.1935 C.3 1 *xxx -0.1800
16 C -1.9921 1.5221 -1.1610 C.3 1 *Hxxx 0.2390
17 C -3.1400 2.4684 -0.8467 C.2 1 *xxx -0.1840
18 O -1.3127 -0.6890 -1.5560 0.3 1 *xkx -0.6830
19 C -3.4654 2.9183 0.3780 C.2 1 *xxx -0.1150
20 N -9.8569 1.8259 0.9429 N.am 1 *xxx -0.3850
21 C -9.1908 2.6289 1.8975 C.ar 1 *xxx 0.0850
22 C -9.5393 2.5872 3.2611 C.ar 1 *xxx -0.1150
23 C -8.8527 3.3800 4.2127 C.ar 1 *xxx 0.0850
24 C =7.7773 4.2020 3.7692 C.ar 1 *xxx 0.0850
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25 C -7.4650 4.2793 2.3879 C.ar 1 *x*x -0.1150
26 C -8.2137 3.5351 1.4453 C.ar 1 *xxx 0.0850
27 C -6.2682 5.1077 1.9286 C.3 1 *xkx -0.0050
28 O -7.8152 -2.2126 2.4635 0.3 1 *xxx -0.4969
29 Si -7.0269 -3.6961 2.2648 sSi 1 *xkx 0.8643
30 C -6.9393 -4.5259 3.9824 C.3 1 **xx -0.1869
31 C -8.0258 -4.7633 1.0724 C.3 1 *xxx -0.5103
32 C -5.2843 -3.3952 1.6061 C.3 1 *xxx -0.5103
33 C -8.3691 -4.7352 4.5103 C.3 1 Fxkx -0.1800
34 C -6.1645 -3.6062 4.9418 C.3 1 *Hxx -0.1800
35 C -6.2223 -5.8820 3.8637 C.3 1 *xkx -0.1800
36 O -5.5146 -1.2660 -3.1664 0.3 1 *xxx -0.4969
37 si -5.6207 -2.8851 -3.6381 Si 1 Fxkx 0.8643
38 C -6.5267 -2.9343 -5.3171 C.3 1 *xxx -0.1869
39 C -3.8809 -3.5944 -3.7951 C.3 1 *xkx -0.5103
40 C -6.5992 -3.8306 -2.3346 C.3 1 *xxx -0.5103
41 C -7.9228 -2.3106 -5.1475 C.3 1 *xkx -0.1800
42 C -6.6575 -4.3925 -5.7900 C.3 1 *xxx -0.1800
43 C -5.7187 -2.1212 -6.3431 C.3 1 *xxx -0.1800
44 O -1.0280 1.4967 -0.1088 0.3 1 *xxx -0.4000
45 C -0.1512 2.6164 -0.1055 C.3 1 *xkx 0.1100
46 O -9.1926 3.4053 5.5530 0.3 1 **xx -0.2850
47 C -10.2098 2.5543 6.0725 C.3 1 *xkx 0.1700
48 C -9.6704 1.1247 6.2460 C.3 1 **xx -0.1800
49 C -10.6241 3.1542 7.4201 C.3 1 **xx -0.1800
50 O -7.0133 4.9763 4.6201 0.3 1 *xkx -0.2850
51 C -6.6673 4.4432 5.8916 C.3 1 **xx 0.1100
52 O -7.9644 3.6261 0.0957 0.3 1 *xkx -0.2850
53 C -8.5629 4.7425 -0.5624 C.3 1 *xxx 0.1700
54 C -7.7139 5.0539 -1.7998 C.3 1 *xkx -0.1800
55 C -10.0173 4.4363 -0.9491 C.3 1 *xxx -0.1800
56 H -5.2506 3.9810 -0.2344 H 1 Axkx 0.1150
57 H -4.1758 4.9918 3.6666 H 1 **xx 0.0600
58 H -4.8099 3.3481 3.7321 H 1 *xkx 0.0600
59 H -3.2458 3.6747 2.9857 H 1 **xx 0.0600
60 H -8.8721 0.1589 2.7849 H 1 Fxkx 0.0600
61 H -10.1106 -0.9980 2.4036 H 1 **xx 0.0600
62 H -8.6833 -1.9762 0.6313 H 1 Fxkx 0.0600
63 H -7.5150 -1.1265 -1.1560 H 1 *xxx 0.1150
64 H -6.5595 1.1401 1.9916 H 1 *xkx 0.0600
65 H -6.1646 -0.3826 2.7835 H 1 **xx 0.0600
66 H -5.1344 0.2124 1.5094 H 1 Fxkx 0.0600
67 H -5.1604 0.7247 -0.5463 H 1 *xxx 0.0600
68 H -4.5930 -1.6456 -1.3766 H 1 Fxkx 0.0600
69 H -3.0241 -0.8516 -3.1980 H 1 *xxx 0.0600
70 H -3.6555 0.7392 -3.0340 H 1 Axkx 0.0600
71 H -2.9059 -0.2687 -0.3635 H 1 *xxx 0.0600
72 H -5.6600 1.8175 -2.7253 H 1 *Hxxx 0.0600
73 H -7.0180 1.9148 -1.6177 H 1 *xxx 0.0600
74 H -7.0456 0.7575 -2.9394 H 1 *Hxxx 0.0600
75 H -1.5211 1.8461 -2.0916 H 1 xHxxx 0.0300
76 H -3.7413 2.7625 -1.6943 H 1 *xxx 0.1150
77 H -0.6693 -0.3527 -0.9420 H 1 *Hxxx 0.4180
78 H -2.8633 2.5845 1.2090 H 1 *Hxx 0.1150
79 H -10.1044 2.2879 0.0817 H 1 *Hxx 0.3000
80 H -10.3438 1.9318 3.5514 H 1 *Hxxx 0.1150
81 H -6.4837 5.5677 0.9672 H 1 *Hxx 0.0600
82 H -6.0953 5.9506 2.5975 H 1 *Hxx 0.0600
83 H -7.5700 -5.7430 0.9386 H 1 *Hxx 0.1078
84 H -8.1051 -4.3024 0.0902 H 1 *Hkxx 0.1078
85 H -9.0389 -4.9199 1.4398 H 1 *Hxxx 0.1078
86 H -5.3011 -2.8946 0.6412 H 1 *xxx 0.1078
87 H -4.7367 -4.3284 1.4841 H 1 *xxx 0.1078
88 H -4.7130 -2.7642 2.2851 H 1 *Hkxx 0.1078
89 H -8.3667 -5.1786 5.5063 H 1 *xxx 0.0600
90 H -8.9430 -5.3951 3.8592 H 1 *xxx 0.0600
91 H -8.9082 -3.7886 4.5714 H 1 *xxx 0.0600
92 H -6.1181 -4.0252 5.9472 H 1 *xxx 0.0600
93 H -5.1396 -3.4491 4.6045 H 1 *xxx 0.0600
94 H -6.6370 -2.6253 5.0138 H 1 Fxxx 0.0600
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1

@<TRIPOS>SUBSTRUCTURE

l * Kk Kk Kk

1 GROUP

Ergebnis (Atropisomer 34b):

379 unique conformations found so far
20 minimized with good convergence

Found 15 confs
Found 89 confs
Found 219 confs
Found 379 confs
Global minimum E

within 1.00 kcal/mol
within 2.00 kcal/mol
within 3.00 kcal/mol
within 5.00 kcal/mol

-394.39 found 480 times.

(4.18
(8.37
(12.55
(20.92

1000 steps performed so far, out of 1000

E of low-energy structures above global min
1.54 2.36 2.52 2.

E: 0.00 1.3
No.: 480 24

3
0

800 80 80

* Kk Kk Kk

kJ/mol)
kJ/mol)
kJ/mol)
kJ/mol)

[kJ/mol],

56 2.57 3.10
80 800 80

0 ROOT

of glob.
of glob.
of glob.
of glob.

and no
3.23
240

min.
min.
min.
min.

. times found:

3.61
1760

3.87 3.94
320 480

Die energiedrmste Konformation des Atropisomers 34b aus Abbildung 23 ist hier in mol2 Dateiformat

angegeben:
@<TRIPOS>MOLECULE
aussen

132 133 1
SMALL

USER CHARGES

@<TRIPOS>ATOM
1cC
2 C
3 C

-0.6771 -3.6619
0.2355 -4.0350
-1.3738 -4.6201

4.9900
5.9115
4.0348

c.2
c.2
C.3

1 * K K*
1 * * k%

1 * Kk Kk

*

*

*

0.0000
-0.1150
-0.1800
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4 C 0.4598 0.2867 9.6364 C.2 1 *x*x 0.5000
5 0 1.1154 1.0724 10.3150 0.2 1 *Hxx -0.5000
6 C 0.7256 -1.2226 9.7330 C.3 1 Fxkx -0.1200
7 C -0.3203 -1.9636 10.5923 C.3 1 *xxx 0.1333
8 C -0.3514 -3.4494 10.2703 C.2 1 *xkx 0.0000
9 C 0.3476 -4.3389 11.0050 C.2 1 **xx -0.1150
10 C -1.2847 -3.8066 9.1238 C.3 1 *xxx -0.1800
11 C 0.4210 -5.8451 10.8353 C.3 1 *xkx -0.0600
12 C 1.8722 -6.2612 10.5043 C.3 1 Fxkx 0.1333
13 C 2.0335 -7.6817 9.9213 C.3 1 *Hxx -0.1200
14 C 1.5693 -7.9453 8.4626 C.3 1 *xkx 0.2050
15 C -0.1407 -6.5511 12.0810 C.3 1 *xxx -0.1800
16 C 2.1902 -7.0728 7.3397 C.3 1 Fxkx 0.2390
17 C 1.5308 -5.7088 7.1525 C.2 1 *Hxx -0.1840
18 O 0.1606 -7.9645 8.3389 0.3 1 *xkx -0.6830
19 C 0.7345 -5.3832 6.1202 C.2 1 **xx -0.1150
20 N -0.4839 0.7471 8.8011 N.am 1 Fxkx -0.3850
21 C -1.2946 -0.0339 7.9431 C.ar 1 **xx 0.0850
22 C -2.6438 -0.2238 8.2898 C.ar 1 Fxkx -0.1150
23 C -3.4809 -1.0702 7.5236 C.ar 1 *xxx 0.0850
24 C -2.9343 -1.7229 6.3840 C.ar 1 Fxkx 0.0850
25 C -1.5902 -1.4877 6.0050 C.ar 1 **xx -0.1150
26 C -0.7725 -0.6214 6.7667 C.ar 1 Fxkx 0.0850
27 C -1.0202 -2.1933 4.7772 C.3 1 **xx -0.0050
28 O -0.0467 -1.7465 11.9646 0.3 1 **xx -0.4969
29 Ssi -1.2276 -1.5810 13.1600 si 1 Fxkx 0.8643
30 C -0.3250 -1.4992 14.8375 C.3 1 **xx -0.1869
31 C -2.1887 0.0062 12.8221 C.3 1 *xkx -0.5103
32 C -2.3773 -3.0744 13.0943 C.3 1 **xx -0.5103
33 C 0.5092 -2.7804 15.0078 C.3 1 *xkx -0.1800
34 C -1.3544 -1.3848 15.9747 C.3 1 **xx -0.1800
35 C 0.6037 -0.2729 14.8434 C.3 1 Hxkx -0.1800
36 O 2.6285 -6.1616 11.6995 0.3 1 **xx -0.4969
37 Si 4.0964 -5.3347 11.8463 Si 1 Fxkx 0.8643
38 C 4.6524 -5.4634 13.6677 C.3 1 *xxx -0.1869
39 C 5.3592 -6.1489 10.7083 C.3 1 Fxkx -0.5103
40 C 3.8427 -3.5303 11.3538 C.3 1 **xx -0.5103
41 C 3.5934 -4.7949 14.5603 C.3 1 Fxkx -0.1800
42 C 6.0066 -4.7549 13.8437 C.3 1 **xx -0.1800
43 C 4.7842 -6.9488 14.0457 C.3 1 Fxkx -0.1800
44 O 3.5828 -6.9429 7.5877 0.3 1 **xx -0.4000
45 C 4.3401 -6.4868 6.4750 C.3 1 Fxkx 0.1100
46 O -4.8140 -1.2799 7.8232 0.3 1 **xx -0.2850
47 C -5.3657 -0.8406 9.0608 C.3 1 Fxkx 0.1700
48 C -6.8876 -0.9203 8.9044 C.3 1 **xx -0.1800
49 C -4.8808 -1.7400 10.2106 C.3 1 Fxkx -0.1800
50 O -3.6638 -2.5810 5.5885 0.3 1 **xx -0.2850
51 C -4.4916 -3.5359 6.2397 C.3 1 *Hxx 0.1100
52 O 0.5390 -0.4282 6.3970 0.3 1 *xxx -0.2850
53 H 2.7126 2.0708 5.9471 H 1 *Hxx 0.0600
54 H 2.9805 0.3409 5.7297 H 1 *Hxx 0.0600
55 H 2.5789 0.9790 7.3212 H 1 *Hxx 0.0600
56 H 0.6739 -3.2464 6.5084 H 1 *Hxx 0.1150
57 H -2.4434 -4.4111 4.0125 H 1 *xxx 0.0600
58 H -1.2642 -5.6662 4.3126 H 1 *Hxx 0.0600
59 H -0.9852 -4.4907 3.0246 H 1 *xxx 0.0600
60 H 1.7185 -1.3793 10.1553 H 1 *Hxx 0.0600
61 H 0.7739 -1.6435 8.7303 H 1 *xxx 0.0600
62 H -1.3157 -1.5679 10.3881 H 1 *Hxx 0.0600
63 H 0.9543 -3.9626 11.8159 H 1 *Hkxx 0.1150
64 H -1.1487 -4.8071 8.7242 H 1 *Hxx 0.0600
65 H -2.3222 -3.7070 9.4429 H 1 *xxx 0.0600
66 H -1.1288 -3.1204 8.2944 H 1 *xxx 0.0600
67 H -0.2158 -6.1338 10.0099 H 1 Fxxx 0.0600
68 H 2.3021 -5.5565 9.7974 H 1 *xxx 0.0600
69 H 3.0955 -7.9254 9.9593 H 1 *xxx 0.0600
70 H 1.5626 -8.4063 10.5846 H 1 *xxx 0.0600
71 H 1.8823 -8.9695 8.2535 H 1 *xxx 0.0600
72 H 0.4324 -6.3036 12.9754 H 1 *xxx 0.0600
73 H -1.1750 -6.2582 12.2612 H 1 Fxxx 0.0600
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5.1.2 DOCKING

Dockingexperimente wurden mit Autodock Vina 1.1.2"*% durchgefiihrt. Als Rezeptor wurde Hsp90 aus
der Cokristallstruktur mit Geldanamycin (PDB Id 1YET)* verwendet. Der Ligand wurde entfernt und
seperat weiter prozessiert. Das Kristallwasser bis auf die Wassermolekiile 381, 383 und 520 wurde
entfernt. Wasserstoffatome fiir die Berechnung und Gasteiger Ladungen wurden mittels AutoDock
Tools hinzugefugt, die Wassertsoffatome wurde anschlieBend bis auf die polarisierten mit dem
Molekil verschmolzen. Bei allen Modifikationen wurden transformierte Koordinaten der einzelnen
Molekiile mitgespeichert. Die Ringkonformation von Diisopropoxygeldanamycin wurde aus dem
Geldanamycin Liganden des Kristalls Gbernommen. Das Docking wurde mit folgenden Parametern

durchgefihrt:

num modes = 50

center x = 39
center y -46
center z 63

size x = 18
size y = 18
size z 16

exhaustiveness =
energy range = 3

Fir das Docking mit flexiblen Seiteketten wurde folgende Datei fiir die Seitenketten verwendet:

BEGIN RES ASN A 51

ROOT

ATOM 397 CA ASN A 51 36.396 -43.313 66.948 1.00 7.70 0.185 C
ENDROOT

BRANCH 397 400

ATOM 400 CB ASN A 51 36.132 -44.625 66.196 1.00 9.17 0.137 C
BRANCH 400 401

ATOM 401 CG ASN A 51 36.320 -45.855 67.077 1.00 10.67 0.217 C
ATOM 402 ODl ASN A 51 36.691 -45.746 68.249 1.00 9.89 -0.274 OA
ATOM 403 ND2 ASN A 51 36.072 -47.030 66.517 1.00 10.26 -0.370 N
ATOM 404 1HD2 ASN A 51 35.765 -47.120 65.548 1.00 0.00 0.159 HD
ATOM 405 2HD2 ASN A 51 36.198 -47.853 67.106 1.00 0.00 0.159 HD
ENDBRANCH 400 401

ENDBRANCH 397 400

END RES ASN A 51

BEGIN RES LYS A 112

ROOT

ATOM 972 CA LYS A 112 45.637 -56.042 70.657 1.00 16.04 0.176 C
ENDROOT

BRANCH 972 975

ATOM 975 CB LYS A 112 44.285 -55.413 70.316 1.00 15.13 0.035 C
BRANCH 975 976

ATOM 976 CG LYS A 112 44.281 -54.778 68.913 1.00 18.05 0.004 C
BRANCH 976 977

ATOM 977 CD LYS A 112 42.998 -54.015 68.625 1.00 22.45 0.027 C
BRANCH 977 978

ATOM 978 CE LYS A 112 42.914 -52.716 69.415 1.00 26.46 0.229 C
BRANCH 978 979

ATOM 979 NZ LYS A 112 43.920 -51.677 69.027 1.00 23.40 -0.079 N
ATOM 980 HZ1 LYS A 112 43.864 -50.807 69.556 1.00 0.00 0.274 HD
ATOM 981 HZ2 LYS A 112 43.862 -51.486 68.027 1.00 0.00 0.274 HD
ATOM 982 HZ3 LYS A 112 44.863 -52.062 69.080 1.00 0.00 0.274 HD
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ENDBRANCH 978 979
ENDBRANCH 977 978
ENDBRANCH 976 977
ENDBRANCH 975 976
ENDBRANCH 972 975
END RES LYS A 112

Die Visualisierung erfolgt mit PyMol. Bindungsenergien der Dockingergebnisse finden sich in Tabelle
9.

5.2 ALLGEMEINE HINWEISE ZU DEN CHEMISCH SYNTHETISCHEN ARBEITEN

Reaktionen

Alle Reaktionen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagenzien wurden in im Vakuum
ausgeheizten Glasgefalen in einer sauerstofffreien, trockenen Inertgasatmosphéare (Stickstoff oder

Argon) durchgefihrt.

Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 A von Acros durchgefiihrt. Qualitative
Dinnschichtchromatographie erfolgte mittels Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien 60 Fys, der
Firma Merck oder mittels beschichteten Aluminiumfolien Alugram® Xtra SIL G/UVs, der Firma
Macherey-Nagel. Der Nachweis erfolgte unter einer UV-Lampe (A = 254 nm) oder mit
Tauchreagenzien (DNPH-, Bromkresolgriin-, Anisaldehyd-, Vanillin- oder Kaliumpermanganat-

Tauchreagenz).

Alle Reagenzien deren Herstellung nicht beschrieben ist, wurden von den Firmen ABCR, Acros,

Aldrich, Alfa Aesar, Fluka, Merck, Solvay, Bayer, Fluorochem oder TCI kéauflich erworben.

Losemittel

Alle Losemittel wurden wie folgt getrocknet und unter einer Inertgasatmosphare (Stickstoff bzw.

Argon) aufbewahrt oder dem Ldsungssystem SPS der Firma MBraun entnommen.

Tetrahydrofuran wurde ber Natrium mit Benzophenon als Indikator unter Riickfluss erhitzt und dann

destilliert.

Zum vollstandigen Entgasen von Losemitteln wurde die Freeze-Pump-Thaw Technik verwendet. Zum
Entfernen von Sauerstoff aus Ldsemitteln bei weniger empfindlichen Reaktionen wurde durch das

Losemittel fir 10 bis 30 Minuten Argon eingeleitet.
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Puffer

pH 7 Puffer wird aus 102.5 g KH,PO, und 167.6 g Na,HPO4 in 1 L H,0 als Konzentrat hergestellt.

Vor Verwendung wird der Puffer 1:10 verdunnt.

pH 4 Puffer wird als 1 M Acetatlésung aus 60 g Essigsdure und 82 g Natriumacetat in 1 L H,O
hergestelit.

Kernresonanzspektren

Die Kernresonanzspektren wurden an den Geraten DPX-200, DPX-400, AVANCE-400 und DRX-500
der Firma Bruker bei Raumtemperatur erstellt. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm
angegeben und wurden im *H-NMR Spektrum auf den Restprotonengehalt des Losemittels (CDCls:
d=7.26 ppm; MeOD: 6 = 3.31 ppm; dg-Aceton: 6 = 2.05 ppm, dg-DMSO: 6 = 2.50 ppm) bezogen. Im
BBC-NMR Spektrum diente das deuteriumgekoppelte Signal des Losemittels (CDCls: & = 77.0 ppm;
MeOD: 6 = 49.1 ppm; ds-Aceton: 5 = 29.9 ppm, ds-DMSO: 6 = 39.5 ppm) als Bezug.

Die Spektren wurden computergestitzt mit dem Programm TOPSPIN der Firma Bruker ausgewertet.

Zur Beschreibung der Signale wurden folgende Signale verwendet:
'"H-NMR: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett, br = breites Signal.
BC-NMR: s = quartar, d = tertiar, t = sekundar, q = primar.

Wenn nétig, wurden zur vollstandigen Interpretation der Kernresonanzspektren COSY, HMBC und
HSQC Experimente durchgefihrt.

Massenspektren

Die Massenspektren wurden unter Verwendung von Elektronspray-lonisations-Massenspektrometrie
(ESI-MS) an einem Gerét des Typs LCT der Firma Micromass gemessen. Alternativ wurden die
Messungen an einem Q-Tof Premier Massenspektrometer der Firma Waters im Lock Spray Modus mit
vorgeschalteter Aquity-UPLC (Waters) Anlage gemessen. Die lonisierung erfolgte hier durch
Elektronenspray-lonisation. Verbindungen, welche nicht mittels ESI ionisiert werden kénnen, wurden
mit einem Finnigan MAT 312 mittels Elektronenstof3-lonisation (EI) mit einem lonisierungspotential

von 70 eV vermessen. Fir alle Verbindungen sind berechnete und gefundene Masse angegeben.
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IR-Spektren

IR-Spektren wurden mit einem FT-IR Gerat Vector 22 der Firma Bruker gemessen, die Aufhahme der
Spektren erfolgte Gber eine ATR-Einheit im Messbereich 4000 bis 600 cm™. Die Lage der
Schwingungsbanden wird in cm™ angegeben. Besonders charakteristische oder intensive Banden sind

mit br fUr breit und/oder s fiir stark versehen.
Schmelzpunkte

Schmelzpunkte sind unkorrigiert und wurden an einem Gerét des Typs OptiMelt der Firma SRS

vermessen.

Drehwerte

Die Drehwerte wurden an einem Polarimeter 341 der Firma Perkin-Elmer gemessen. Dazu wurde
Chloroform zur Spektroskopie der Firma Merck (Uvasol®) verwendet. Die Drehwerte wurden bei
Raumtemperatur (23 °C) bei einer Wellenldnge von 589.3 nm (Natriumlampe) bestimmt. Die
verwendete Quarzglaszelle hatte ein Volumen von 1mL und eine Lénge von 1 dm. Die

Konzentrationen c sind in [g-100 mL™] und die Drehwerte o in [° mL-g™*-dm™] angegeben.

5.3 AUXILIARE UND HILFSREAGENZIEN AUS KAPITEL 3.1
(-)-1pc,BOMe

\BOMe

a) Hydroborierung

(+)-a-Pinen (24 mL; 20 g; 140 mmol; 2.0 Aq.) wird in THF gel6st und BHz-SMe; (6.8 mL; 72 mmol;
1.0 Ag.) langsam zugetropft. Die Lésung wird etwa 15 min geriihrt und anschlieRend fiir 24 h stehen
gelassen, wobei ein farbloser Niederschlag entsteht. Das Losemittel wird im Vakuum per Kaniile
entfernt und der Feststoff drei Mal mit absolutem Hexan gewaschen. Das restliche Lésemittel wird im
Vakuum entfernt um (-)-Ipc,BH als farblosen Feststoff zu erhalten der unter Schutzgas gelagert

werden kann.

1274, S. Racheria, H. C. Brown, J. Org. Chem. 1991, 56, 401-404.



5 Experimenteller Teil 113

b) Methanolyse

(-)-1pc,BH (7.6 g; 1.0 Ag.) wird in Ether (28 mL) suspendiert und auf 0 °C gekiihlt. Methanol
(1.35mL; 1.06 g; 1.2 Aq.) wird auf -78 °C vorgekiihlt und per Spritzenpumpe Gber 30 min zugegeben,
wobei eine klare farblose Lésung entsteht. Die Reaktion wird fiir 2 h bei 0 °C gerihrt, dann wird das
Losemittel und restliches Methanol direkt im Hochvakuum (Kihlung der Losung auf 0 °C) entfernt
und (-)-Ipc,BOMe als farblose Kristalle zu erhalten. Diese werden direkt ohne weitere Analyse in der

nachsten Reaktion verwendet.

RUCI[(S,S)-NTsCH(CgHs)CH(CsHs)NH,](n>-CYmol) (Noyori Katalysator) (69)"%

Cl H

Ph
S : N
| —Ru Ru—— —_— Ru—y—
/ | | \\\\ N

Ph Ts

Cl
69

Zu einer Losung von (S,S)-N-p-Tosyl-1,2-diphenylethylendiamin (0.191g; 0.52 mmol; 2.0 Ag.) und
Dichlor(n®-Cymol)ruthenium-Dimer (0.159 g; 0.26 mmol; 1.0 Aqg.) in Dichlormethan (8 mL) wird
KOH (0.219 g; 3.9 mmol; 15.0 Ag.) gegeben und die orangenfarbene Losung fiir ca. 7 min geriihrt
bevor H,O (5 mL) zugegeben wird. Die Losung wird gut 15 min geruihrt, wobei sie sich intensiv
violett farbt. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden (ber Calciumhydrid getrocknet, der Feststoff Uber
Magnesiumsulfat abfiltriert und das Losemittel des Filtrats im Vakuum entfernt, um (S,S)-Noyori

Katalysator als violetten Feststoff zu erhalten, der ohne weitere Reinigung weiter verwendet wurde.

Der enantiomere (R,R)-Noyori Katalysator wird entsprechend mit (R,R)-N-pTosyl-1,2-
diphenylethylendiamin hergestellt.

128 3. A. Marshall, P. Eidam, H. S. Eidam, J. Org. Chem. 2006, 71, 4840-4844.
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Pent-3-in-2-ol (128)*%

OH

Br
\) -
Br /1\28

iPr,NH (45.54 mL; 32.79 g; 324 mmol; 3.3 Ag.) wird in THF (300 mL) gelost, auf -78 °C gekiihlt und
mit n-BuLi (2.5 M in Hexan; 129.6 mL; 324 mmol; 3.3 Aqg.) versetzt. Die Losung wird auf auf -50 °C
erwédrmt und dort 30 min geriihrt. Die Losung wird auf -78 °C gekdhlt und 1,2-Dibrompropan

(10.1 mL; 19.49 g; 97 mmol; 1.0 Aq.) zugetropft, woraufhin sich die Lésung orange farbt. Die L6sung
wird auf 0 °C erwérmt und dann erneut auf -78 °C gekiihlt. Es wird frisch destillierter Acetaldehyd
(6.8 mL; 5.3 g; 120 mmol; 1.24 Aq.) zugetropft, worauf die Lésung farblos wird, und es wird 30 min
bei der Temperatur gerlhrt. Anschlieend wird auf 0 °C erwédrmt und die Reaktion durch Zugabe einer
Ammoniumchlorid-Losung gestoppt. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit Ether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit geséattigter Natriumchlorid-Ldsung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wird durch Destillation im Vakuum (40 mbar) gereinigt um Pent-3-in-2-ol (128; 4.65 g;

55.3 mmol; 57 %) als farblose, klare Flissigkeit mit charakteristischem Geruch erhalten.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.'?

Sdp. (40 mbar): 59 °C (Lit.: 50 °C / 20 mbar); *H-NMR (200 MHz, CDCl5): 4.40-4.58 (m, 1H, OH),
1.83 (d, 3H, J = 2.1 Hz CHCH,), 1.80 (m, 1H, CH), 1.41 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CCH3) ppm; R; (EE/PE
1:1): 0.40.

129G, W. Gribble, H. H. Joyner, F. L. Switzer, Chem. Commun. 1992, 22, 2997-3002.
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Pent-3-in-2-on (127)

OH @)
/\ /J\
128 129

Pent-3-in-2-ol (128; 4.64 g; 55.16 mmol; 1.0 Aq.) wird in Dichlormethan (250 mL) gel6st und mit
Braunstein (96 g; 1.1 mol; 20.0 Aq.) versetzt. Die Reaktion wird tiber Nacht gertihrt und dann Gber
Kieselgur abfiltriert. Die Losung wird zundchst am Rotationsverdampfer und dann Gber eine kleine
Destillationapparatur eingeengt. Die eingeengte Losung wird direkt in der nédchsten Reaktion

verwendet.

R (PE/EE 1:1): 0.78.

(S)-Pent-3-in-2-ol ((S)-126)

o)
= [ /\
/1: /(S)-1 28

Die L6sung von Pent-3-in-2-on (127; 55.16 mmol; 1.0 Aq.) in wenig Dichlormethan wird in iso-
Propanol (300 mL) gelost und mit (S,S)-Noyori Katalysator (0.31 g; 0.52 mmol; 0.01 Ag.) in
Dichlormethan (10 mL) versetzt. Die Reaktion wird 4 d bei Raumtemperatur gertihrt und dann das iso-

Propanol durch Destillation (iber eine groRe Vigreuxkolonne abdestilliert (70 °C Metallbad,;
180 mbar). Die eingeengte Losung wird in einen 100 mL Kolben tberfiihrt und Uber eine einfache
Destillationsapparatur getrennt. Das Produkt (S)-Pent-3-in-2-ol ((S)-128; 1.94 g; 23.17 mmol; 42 %
tber 2 Stufen) geht bei 62 °C (66 mbar) als klare, farblose Flussigkeit mit charakteristischem Geruch

tber.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.**
Der entsprechende (R)-Alkohol wird mittels (R,R)-Noyori Katalysator hergestellt.

Sdp. (66 mbar): 62 °C (Lit.: 50 °C / 20 mbar); R¢ (EE/PE 1:1): 0.40; *H-NMR (200 MHz, CDCl;): 4.9
(m, 1H, OH), 1.83 (d, 3H, J = 2.0 Hz, CHCH), 1.67-1.78 (m, 1H, CH), 1.42 (d, 3H, J = 6.6 Hz,
CCHa) ppm; [a]®s (¢ = 1.0; CH,CI,): -35.4 ° (Lit. -31.5 °).

1303) T. Brodmann, Studien zur Totalsynthese von Argyrinen und Totalsynthese von Chivosazol F, Dissertation,

2010, Leibniz Universitat Hannover; b) T. Schmidt, Totalsynthese von Carolacton, Dissertation, 2012, Leibniz
Universitat Hannover
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(S)-Pent-3-in-2-ylmethansulfonat (68)

OH OMs
/\ /\
(S)-128 (S)-68

(S)-Pent-3-in-2-ol ((S)-128; 0.1 g; 1.19 mmol; 1.0 Aq.) wird in Dichlormethan (10 mL) gelost und auf
-78 °C gekuhlt. Triethylamin (0.33 mL; 0.24 g; 2.38 mmol; 2.0 Ag.) wird zugegeben und dann
Mesylchlorid (0.14 mL; 0.21 g; 1.79 mmol; 1.5 Aq.) zugetropft. Die Reaktion wird 1 h bei -78 °C
geriihrt und dann durch Zugabe einer NaHCOs-Losung gestoppt. Die Losung wird auf
Raumtemperatur erwarmt, die Phasen getrennt, und die wassrige Phase mit Ether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum
entfernt. Das konfigurativ instabile (S)-Pent-3-in-2-ylmethansulfonat ((S)-68) wird ohne weitere

Reinigung direkt weiter verwendet.

IH-NMR (200 MHz, CDCl): 5.20-5.35 (m, 1H, CH), 3.1 (s, 3H, Ms), 1.89 (d, 3H, J = 2.1 Hz,
CHCH,), 1.61 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CCHa) ppm.

M-(-)-2-(Tributylstannyl)-2,3-pentadien (66)"**

OMs -
Me Me
/’\
(S)-68 SnBu; 66

iPr,NH ((S)-68; 0.35 mL; 0.25 g; 2.50 mmol; 2.1 Aqg.) wird in THF (8 mL) gel6st und auf 0 °C
gekiihlt. n-BuLi (2.5 M in Hexan; 0.95 mL; 2.38 mmol; 2.0 Aqg.) wird zugetropft und die Lésung bei
dieser Temperatur fir 30 min geriihrt. In die Ldsung wird HSnBu; (0.61 mL; 0.61 mL; 2.26 mmol,
1.9 Aqg.) getropft und diese fiir 20 min geriihrt. AnschlieRend wird die Reaktion auf -50 °C gekiihlt und
CuBr-SMe, (0.46 g; 2.26 mmol; 1.9 Ag.) zugegeben und weitere 30 min geriihrt bevor (S)-Pent-3-in-
2-ylmethansulfonat (1.19 mmol; 1.0 Aq.) in THF (6 mL) zegtropft wird. Die Reaktion wird tiber 40
min von -50 °C auf -20 °C erwarmt und dort durch Zugabe einer 1 M NaCN Ld&sung gestoppt. Die
Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit Ether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Pentan)
gereinigt, dann in Petrolether aufgenommen und mit einer KF-Ldsung gewaschen und das Losemittel

entfernt. Das Rohprodukt wird in THF (20 mL) aufgenommen und mit Silberacetat (0.45 g) versetzt

31, K. Belardi, G. C. Micalizio, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 4005-4008.
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und fur 30 min gerihrt. Die Suspension wird Ober Kieselgur/Silicagel filtriert und mit Pentan
nachgespilt. Alternativ kann eine Reinigung per S&ulenchromatographie mit Aluminiumoxid
(Laufmittel PE) und Kugelrohrdestillation erfolgen. Entfernen des Ldsemittels ergibt M-(-)-2-
(Tributylstannyl)-2,3-pentadien (66; 0.21 g; 0.59 mmol; 50 % Uber 2 Stufen).

'H-NMR (200 MHz, CDCly): 4.51-4.59 (m, 1H), 1.81 (m, 3H), 1.61 (d, 3H, J = 6.9 Hz), 1.27-1.39 (m,
6H), 0.87-1.04 (m, 15H) ppm; [a]s (¢ = 1.0; CH,CL,): -28.7 °; Ry (Pentan): 0.98.

(S)-EvANSs Auxiliar (130)**

@)
HOZCYNHQ O//<NH
Bn \\<
130 Bn

a) Bildung des Methylester Hydrochlorids

L-Phenylalanin (40 g; 240 mmol; 1.0 Ag.) wird in Methanol (350 mL) gel6st und auf 0 °C gekihlt.
Acetylchlorid (55 mL; 60 g; 770 mmol; 3.2 Ag.) wird tiber 30 min zugetropft und die Reaktion
anschlieend auf Raumtemperatur erwérmt. Die Losung wird 12 h geruhrt bevor das Ldsemittel im
Vakuum entfernt wird um L-Phenylalaninmethylester Hydrochlorid als farblose Kristalle zu erhalten.

Diese werden direkt ohne weitere Aufarbeitung verwendet.
b) Carbamoylierung

L-Phenylalaninmethylester Hydrochlorid (242 mmol, 1.0 Ag.) wird in H,0 (1.2 L) aufgenommen und
portionsweise mit Natriumhydrogencarbonat (100 g; 119 mmol; 5.0 Aqg.) versetzt. AnschlieRend wird
Chlorameisensaureethylester (27.5 mL; 31.2 g; 287 mmol; 1.2 Aq.) zugetropft und die Reaktion fiir
4 h geruhrt. Die wassrige Reaktionslosung wird mit Essigester extrahiert, die organischen Phasen uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das so erhaltene carbamoylierte

Produkt wird direkt ohne weitere Reinigung weiter verwendet.
¢) Reduktion

Das Carbamat wird in THF/EtOH (600 mL; 2:1) gel6st, mit Calciumchlorid (46 g) versetzt, fiir 5 min
geriihrt und anschlieBend portionsweise NaBH, (33.2 g; 878 mmol; 3.6 Aqg.) zugegeben. Die Reaktion
wird 12 h geriihrt und anschliefend durch Zugabe von Zitronensdure-Ldsung (1 M; 1.2 L) fir 1 h

hydrolisiert. Die Lésung wird durch Zugabe von festem Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und

32 3) N. Lewis, A. McKillkop, R. J. K. Taylor, R. J. Watson, Synth. Comm. 1995, 25, 561-568; b) H. Adams, R.
C. Collins, S. Jones, C. J. A. Warner, Org. Lett., 2011, 13, 6576 -6579; c¢) S. Zheng, F. Li, J. Liu, C. Xia,
Tetrahedron Lett. 2007, 24, 5883-5886.
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anschlieRend mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Der Alkohol wird ohne weitere

Reinigung direkt weiter verwendet.
d) Zyklisierung

Der Alkohol wird mit festem Kaliumcarbonat (48 g; 174 mmol; 1.4 Aq.) versetzt und am
Rotationsverdampfer bei 90 °C und 50 mbar fir 5 h rotiert. Die Reaktion wird anschliefend in
Essigester und H,O aufgenommen, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mehrfach mit
Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet und
das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird durch Umkristallisation aus PE/EE (1:1)
gereinigt, um (S)-EvANs Auxiliar (130; 28 g; 160 mmol; 66 % Uber 4 Stufen) zu erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tberein. Die Darstellung des

(R)-Enantiomers erfolgt analog zu dieser Vorschrift ausgehend von D-Phenylalanin.

Smp.: 86.7 °C (Lit. 86.0-87.5 °C);**® [a]®, (¢ = 1.0; CH,Cl,): -58.2 ° (Lit. ¢ = 1.0; CHCl5; -62 °)%,

(S,E)-4-Benzyl-3-(2-methylpent-2-enoyl)oxazolidin-2-on (131)**

o) o) 0]

O//<NH - o)kN
~ !

130 Bn 131

(E)-2-Methylpentensaure (1.93 g; 16.93 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (50 mL) gelost, mit
Triethylamin (2.93 mL; 21.16 mmol; 2.5 Aq.) versetzt und auf -78 °C gekiihlt. Zu der Losung wird
Pivaloylchlorid (1.04 mL; 1.02 g; 8.48 mmol; 1.0 Aq.) zugetropft und die Losung anschlieBend auf
0 °C erwarmt, bei der sie fur 1 h gerthrt wird. Die Lésung wird erneut auf -78 °C gekiihlt und (S)-
EVANS Auxiliar (130; 3.00 g; 16.93 mmol; 1.0 Ag.) und flammengetrocknetes LiCl (1.08 g; 25.34
mmol; 1.5 Aq.) zugegeben. Die Lésung wird auf Raumtemperatur erwarmt und dort fiir 12 h gertihrt.
Die Reaktion wird durch Zugabe von Ammoniumchlorid-Ldsung gestoppt und die Phasen getrennt.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losemittel entfernt
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (PE/EE 6.5:1) um (S,E)-4-Benzyl-3-(2-
methylpent-2-enoyl)oxazolidin-2-on (131; 4.13 g; 15.11 mmol; 89 %) als farbloses Ol zu erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.'*

133 K.C. Nicolaou, Y. P. Sun, R. Guduru, B. Banerji, D. Y. K. Chen, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 3633-3644.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.25-7.36 (m, 3H, Ph), 7.18-7.22 (m, 2H, Ph), 6.08 (tq, 1H, J = 7.4,
1.4 Hz, Olefin-H), 4.71 (dddd, 1H, J = 8.7, 9.1, 5.3, 3.5 Hz, CHN), 4.25 (dd, 1H, J = 8.7, 8.4 Hz,
CH,0), 4.15 (dd, 1H, J = 8.4, 5.3 Hz, CH,0), 3.35 (dd, 1H, J = 13.5, 3.5 Hz, Bn), 2.82 (dd, 1H, J =
13.5, 9.1 Hz, Bn), 2.22 (qdd, 2H, J = 7.5, 7.4, 0.4 Hz, CH,), 1.90 (d, 3H, J = 1.4 Hz, aMe), 1.06 (t,
3H, J = 7.5 Hz, 3Me) ppm; [a]® (c = 1.0; CH,Cl,): +73.5 °.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der N,O-Silylvinylketenacetale

Amid (1.0 Ag.) wird in THF (0.05 M) gelost und auf -78 °C gekiihlt. NaHMDS (2 M in THF; 1.0 Aq.)
wird langsam zugetropft und die Reaktion fiir 90 min geriihrt. Trialkylsilylchlorid (2.0 Ag.) gel6st in
THF (0.3 M bezogen auf das Silylchlorid) wird sehr langsam zugetropft und die Reaktion weitere
90 min geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Ammoniumchlorid-Lésung gestoppt und
anschlielend auf Raumtemperatur erwarmt. Das Ldsemittel wird im Vakuum weitestgehend entfernt
und die verbliebene Phase mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet, das Losemittel im Vakuum entfernt und das so erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch gereinigt. Ggf. wird mehrfach mit Toluol koevaporiert um Reste von
R3SiOH zu entfernen und sauberes N,O-Silylvinylketenacetal zu erhalten.

(S)-4-Benzyl-3-{(1E,3E)-1[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpenta-1,3-dien-1-yl}oxazolidin-
2-on (132)**

0] o) OTBS
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131 132

Nach der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung der N,O-Silylvinylketenacetale wird aus (S,E)-4-
Benzyl-3-(2-methylpent-2-enoyl)oxazolidin-2-on (131; 2.9 g; 10.6 mmol), 5.3 mL NaHMDS (2 M in
THF) und TBSCI (3.2 g; 21.2 mmol; 2.0 Aqg.) nach saulenchromatographischer Reinigung (100 % PE
— PE/EE 10:1) (S)-4-Benzyl-3-{(1E,3E)-1[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpenta-1,3-dien-1-
yl}oxazolidin-2-on (132; 4.2 g; 10.6 mmol; quant.) als farbloses, klares Ol erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.'*

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.11-7.34 (m, 5H, Ph), 6.16 (d, 1H, J = 15.2, Hp), 5.68 (dg, 1H, J =
15.2, 6.7, Hy), 4.08-4.30 (m, 3H, CHN & CH,0), 3.13 (d, J = 13.0 Hz, 1H, Bn), 2.62 (m, Bn), 1.82 (s,
3H, aMe), 1.81 (d, J = 6.7 Hz, yMe), 0.9 (s, 9H, TBS), 0.21 (s, 3H, TBS), 0.14 (s, 3H, TBS).
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(S)-4-Benzyl-3-{(1E,3E)-1[(triethylsilyl)oxy]-2-methylpenta-1,3-dien-1-yl}oxazolidin-2-on (133)

o) o OTES

L ! O&t b
§
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Nach der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung der N,O-Silylvinylketenacetale wird aus (S,E)-4-
Benzyl-3-(2-methylpent-2-enoyl)oxazolidin-2-on (131; 0.10 g; 0.37 mmol), 0.18 mL NaHMDS (2 M
in THF) und TESCI (0.13 mL; 0.12 g; 0.77 mmol; 2.0 Ag.) nach saulenchromatographischer
Reinigung (100 % PE — PE/EE 10:1) (S)-4-Benzyl-3-{(1E,3E)-1[(triethylsilyl)oxy]-2-methylpenta-
1,3-dien-1-yl}oxazolidin-2-on (133; 0.15 g; 0.37 mmol; quant.) als farbloses, klares Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.22-7.33 (m, 3H, Ph), 7.12-7.16 (m, 2H, Ph), 6.12 (dd, 1H, J = 15.4,
1.5 Hz, Hp), 5.66 (dg, 1H, J = 15.4, 6.5 Hz, Hy), 4.20-4.29 (m, 2H, Evans), 4.08-4.17 (m, 1H, Evans),
3.09-3.21 (m, 1H, Bn), 2.55-2.67 (m, 1H, Bn), 1.83 (s, 3H, aMe), 1.80 (dd, 3H, J = 6.5, 1.5 Hz, yMe),
1.01 (t, 9H, J = 7.9 Hz, TES), 0.74 (q, 6H, J = 7.9 Hz, TES) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCL,):
170.7 (s, COSi), 150.1 (s, Evans), 135.7 (d, Evans), 128.9 (d, y), 128.8 (d, Evans), 127.8 (d, Evans),
127.0 (d, Evans), 115.8 (d, B), 87.8 (s, Evans), 67.7 (s, o), 56.3 (t, Evans), 18.8 (g, yMe), 12.4 (q,
aMe), 6.6 (g, TES), 4.9 (t, TES) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fir C,,H3,NO;SiNa 388.2308
([IM+Na]"), gefunden bei 388.2303 m/z; [a]*» (¢ = 1.0; CH,Cl,): -49.4 °; R; (PE/EE 8:1): 0.48.

(4R)-4-Benzyl-3-[(Z)-2-methylpent-3-enoyl]oxazolidin-2-on (134)®

o) o O
MGOM O%N)Ké/ﬁ
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Bn 434

a) Dekonjugierung

Diisopropylamin (7.39 mL; 5.32 g, 52.58 mmol; 1.2 Ag.) wird in THF (110 mL) gelést und auf -78 °C
gekiihlt, nBuLi (2.5 M in Hexan, 19.28 mL; 48.20 mmol; 1.1 Aqg.) wird zugetropft und die Losung auf
0 °C erwérmt, wo sie eine Stunde geriihrt wird. Die Lésung wird erneut auf -78 °C gekudhlt und mit
DMPU (5.83 mL, 6.18 g, 48.20 mmol; 1.1 Ag.) versetzt, 10 min gertihrt und anschlieRend Methyl-(E)-
pent-2-enoat (4.98 g, 43.82 mmol; 1.0 Aq.) in THF (10 mL) tber 30 min zugetropft. AnschlieRend
wird Methyliodid (13.7 mL; 31.1 g; 219.10 mmol; 5.0 Aq.) zugetropft und die Reaktion weitere
20 min gerthrt bevor sie durch Zugabe von H,O gestoppt wird. Die Mischung wird auf
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Raumtemperatur erwarmt, mit Ether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit H,O und
einer geséattigten NaCl-Losung gewaschen und anschlieRend tber Natriumsulfat getrocknet. Der Ether
wird vorsichtig am Rotationsverdampfer weitestgehend entfernt und der Rickstand unter
vermindertem Druck destilliert um das dekonjugierte Methyl-(Z)-2-methylpent-3-enoat (3.73 g; 29.10
mmol; 66 %) als leichtfllichtige, farblose, klare Flissigkeit zu erhalten, welche direkt weiter umgesetzt

wird.
Sdp. (250 mbar): 93 °C.
b) Verseifung

Methyl-(Z)-2-methylpent-3-enoat (3.73 g; 29.10 mmol; 1.0 Ag.) wird in einem Gemisch aus H,O,
Methanol und Ether (2:1:4; 160 mL) gelést und mit LiOH-Lésung (0.5 M; 70 mL, 34.92 mmol;
1.2 Ag.) versetzt und fiir 5 h der Verseifung unterzogen. Die Reaktion wird durch Zugabe von
Salzsdure (2 M; 25 mL) gestoppt und das Gemisch mit Ether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt um (2)-2-

Methylpent-3-ensaure (2.94 g; 25.76 mmol; 89 %) als farbloses Ol zu erhalten.
c) Kupplung

(2)-2-Methylpent-3-ensaure (2.94 g; 25.76 mmol; 1.1 Ag.) wird in Dichlormethan (50 mL) gelést und
mit (R)-Evans Auxiliar (4.15 g; 23.42 mmol; 1.0 Aq.) versetzt. Die Lésung wird auf 0 °C gekihlt und
mit 4-DMAP (0.43 g; 3.51 mmol; 0.15 Aq.) und DCC (5.07 g; 24.59 mmol; 1.05 Aq.) versetzt, 10 min
geruhrt und anschlielend auf Raumtemperatur erwérmt. Nach 60 h wird die Reaktionslésung Uber
Kieselgur filtriert und durch Zugabe von NaHCO;-Ldsung gestoppt. Die Phasen werden getrennt, die
wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen uber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch (PE/EE 4.5:1) gereinigt. Es wird (4R)-4-Benzyl-3-[(Z)-2-methylpent-3-
enoyl]oxazolidin-2-on (134; 5.05 g; 18.48 mmol; 79 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen Uberein (es liegt ein

Gemisch beider Diastereomere vor).®

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.26-7.34 (m, 6H, Ph), 7.17-7.25 (m, 4H, Ph), 5.47-5.72 (m, 4H), 4.60-
4.89 (m, 4H, HB, Hy), 3.26 (ddd, 2H, J = 17.0, 13.4, 3.3 Hz, ), 2.77 (dt, 2H, J = 13.4, 9.9 Hz), 1.73
(dd, 3H, J=6.7, 1.7 Hz), 1.68 (dd, 3H, J = 6.3, 1.2 Hz), 1.30 (d, 3H, J = 6.9 Hz, aMe), 1.27 (d, 3H, J
= 6.9 Hz, yMe) ppm; R¢ (PE/EE 4:1): 0.62 und 0.71.



5 Experimenteller Teil 122

(R)-4-Benzyl-3-{(1E,3Z)-1[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpenta-1,3-dien-1-yl}oxazolidin-
2-on (135)%

6 o o OTBS

M%—» O%N N

O\/', \/l"/ A
‘Bn 134 BN 435

Nach der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung von N,O-Silylvinylketenacetalen wird aus (4R)-4-
Benzyl-3-[(Z)-2-methylpent-3-enoyl]oxazolidin-2-on (0.25 g; 0.93 mmol), 0.69 mL NaHMDS (2 M in
THF) und TBSCI (0.28 g) nach sdulenchromatographischer Reinigung (100 % PE — PE/EE 10:1) (S)-
4-Benzyl-3-{(1E,3E)-1[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpenta-1,3-dien-1-yl }oxazolidin-2-on
(135; 0.29 g; 0.75 mmol; 80 %) als farbloses, klares Ol erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.®

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.22-7.34 (m, 3H, Ph), 7.11-7.15 (m, 2H, Ph), 5.97 (d, 1H, J = 11.0 Hz,
BH), 5.50 (dqg, 1H, J = 11.0, 7.2 Hz, yH), 4.15-4.24 (m, 2H, CH,0, CHN), 4.01-4.09 (m, 1H, CH,0),
3.19 (dd, 1H, J = 13.5, 3.2 Hz, Bn), 2.59 (dd, 1H, J = 13.5, 9.6 Hz, Bn), 1.93 (s, 3H, aMe), 1.78 (dd,
3H, J =7.2, 1.8 Hz, yMe), 1.00 (s, 9H, TBS), 0.24 (s, 3H, TBS), 0.18 (s, 3H, TBS) ppm; R¢ (PE/EE
4:1): 0.84.

134

Ethyl-2-(triphenyl-15-phosphanyliden)propanoat (89)

O O

B . Php
Ir\Hkoa 3 %‘)\oa
89

a) Bildung des Wittig Salzes

2-Brompropansaureethylester (38 mL; 53 g; 290 mmol; 1.0 Aq.) wird in Toluol (500 mL) geldst und
mit Triphenylphosphin (76 g; 290 mmol; 1.0 Aq.) versetzt, fiir 5 min geriihrt, und die Lésung fiir 24 h
auf 90 °C ohne Rihren erhitzt. Das ausgefallene Wittig Salz wird (ber die Nutsche abfiltriert und mit
Toluol gewaschen um das Wittig Salz (1-Ethoxy-1-oxopropan-2-yl)triphenylphosphoniumbromid als
farblosen Feststoff (83 g; 188 mmol; 65 %) zu erhalten.

132 G. Alvernhe, A. Laurent, K. Touhami, J. Fluorine Chem. 1985, 29, 363-384.
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b) Deprotonierung zum stabilisierten P-Ylid

(1-Ethoxy-1-oxopropan-2-yl)triphenylphosphoniumbromid (83 g; 188 mmol; 1.0 Ag.) wird in H,O
(1 L) angelést und mit NaOH (33 mL einer 70 wt % Losung; 8.27 g; 206 mmol; 1.1 Aqg.) in einem
Scheidetrichter versetzt. Die Lésung wird mehrfach geschittelt und die sich abscheidende organische
Phase in Dichlormethan aufgenommen und die verbleibende wassrige Phase mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet und das
Losemittel im Vakuum entfernt um das Wittig Ylid Ethyl-2-(triphenyl-15-phosphanyliden)propanoat
(89; 63 g; 188 mmol; quant.) als intensiv gelben Feststoff zu erhalten.

Zinn(11)-triflat™®

Zinn(I)chlorid (6.2 g; 32 mmol; 1.0 Ag.) wird vorgelegt und unter Schutzgas mit TfOH (50 mL; 85 g;
566 mmol; 17.5 Aq.) versetzt. Die Suspension wird fir 36 h auf 83 °C erhitzt. Die noch warme
Losung wird mittels Schlenk-Fritte filtriert und mehrfach mit Ether unter Schutzgas gewaschen. Der
farblose Feststoff wird fir 12 h am Hochvakuum bei 80 °C getrocknet und anschlielend unter
Schutzatmosphére aufbewahrt.

Das Produkt wurde ohne weitere Analytik in Reaktionen verwendet.

(S)-1-[4-(tert-Butyl)-2-thioxothiazolidin-3-yl]Jethan-1-on (94)%

HO,C

NH sj o
T — LN

94 tBu

a) Reduktion

(S)-tert-Leucin (5 g; 38.12 mmol; 1.0 Ag.) wird in THF (100 mL) gel6st und mit NaBH, (4.33 g;
114 mmol; 3.0 Ag.) versetzt und die Suspension auf 0 °C gekiihlt. Eine Lésung aus lod (11.61 g;
45.7 mmol; 1.2 Aq.) in THF (30 mL) wird tiber 30 min zugetropft und anschlieRend 24 h unter
Ruckfluss erhitzt. Die Reaktion wird auf Raumtemperatur gekihlt, mit 50 mL MeOH versetzt und
gerihrt bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. Die Losung wird im Vakuum weitestgehend
eingeengt, anschlieBend mit 100 mL NaOH,q (20 wt%) versetzt und flr 4 h gerlhrt. Die Reaktion

wird mehrfach mit Dichlormethan extrahiert, (ber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel

15D, A. Evans, A. E. Weber, J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 6757-6761.
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vorsichtig im Vakuum entfernt um tert-Leucinol als Rohprodukt zu erhalten, welches ohne

Charakterisierung und weitere Reinigung direkt weiter verwendet wird.
b) Zyklisierung

Das tert-Leucinol Rohprodukt (38 mmol; 1.0 Aqg.) wird in KOHyg (5 M; 200 mL) geldst und mit CS,
(18.3 mL; 8.0 Aq.) versetzt und fiir 60 h bei 125 °C unter Riickfluss erhitzt. Die entstehende graugriine
Losung wird auf Raumtemperatur gekihlt und mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (PE/CH,Cl, 2:1 — 100 % CH,CI,) gereinigt, um (S)-4-
(tert-Butylthiazolidine-2-thion (5.23 ¢; 29.83 mmol; 78 % (ber 2 Stufen) als graulichen Feststoff zu

erhalten.
d) Acetylierung

(S)-4-(tert-Butyl)thiazolidine-2-thion (5.23 g; 29.83 mmol; 1.0 Ag.) wird in THF (100 mL) gelést und
auf -78 °C gekiihlt. nBuLi (13.13 mL; 2.5 M in Hexan; 1.1 Ag.) wird langsam zugetropft, die Losung
fir 30 min gerihrt, anschlieRend langsam Acetylchlorid (2.34 mL; 2.58 g; 32.82 mmol; 1.1 Aq.)
zugetropft und die Reaktion fir weitere 30 min geruihrt bevor sie auf Raumtemperatur erwarmt wird
und dort 1 h geruihrt wird. Die Reaktion wird durch Zugabe von gesattigter Ammoniumchlorid-L6ésung
gestoppt und das Losemittel im Vakuum entfernt. Die Reaktion wird mit Dichlormethan versetzt, die
Phasen getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden (ber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losemittel im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt per Saulenchromatographie (PE/EE 15:1) gereinigt, um (S)-1-[4-(tert-Butyl)-2-
thioxothiazolidin-3-yl]ethan-1-on (5.75 g; 26.46 mmol; 89 %) als intensiv gelbes Ol, welches beim

Stehen erstarrt, zu erhalten.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.”

Smp.: < 30 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCls): 5.32 (dd, 1H, J = 8.3, 0.4 Hz, NCH), 3.53 (dd, 1H, J =
11.7 Hz, 8.3 Hz, SCH), 3.10 (dd, 1H, J = 11.7, 0.4 Hz, SCH), 2.78 (s, 3H, Ac), 1.04 (s, 9H, tBu) ppm;
[o]® (c = 1.1; CH,CIy): +496.0 ° (Lit. ¢ = 0.23; CHCl;; +558.9 °).
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(R)-1-(4-1sopropyl-2-thioxothiazolidin-3-yl)ethan-1-on (NAGAO Auxiliar; 93)*%

S

HO,C._ NH, SJ< 0

AL —
93 /\

Das NAGAO Auxiliar wird analog zu (S)-1-[4-(tert-Butyl)-2-thioxothiazolidin-3-yl]ethan-1-on
hergestellt. Aus 11.9 g (101 mmol) D-Valin wird nach Reduktion mit NaBH, (9.22 g; 244 mmol,
4.0 Ag.) und lod (25 g; 101 mmol; 1.0 Aqg.) mit anschlieRender Reaktion mit CS, (40 mL) das freie
Nagao Auxiliar 11.16 g (79 mmol; 78 % uber 2 Stufen) erhalten, welches per Sdulenchromatographie
gereinigt wird (PE/EE 3:1). Acetylierung mit Acetylchlorid (6.78 mL; 7.45 g; 95 mmol; 1.2 Aq.)
liefert (R)-1-(4-lsopropyl-2-thioxothiazolidin-3-yl)ethan-1-on (14.04 g; 69 mmol; 87 %) als intensiv
gelbes Ol.

{[1-(Ethylthio)vinylJoxy}trimethylsilan (98)**

O 98 OTMS

EtS)J\ Ets&

S-Ethylethanthioat (5.31 mL; 5.20 g; 50 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (50 mL) geldst, mit
Triethylamin (8.32 mL; 6.07 g; 60 mmol; 1.2 Aq.) versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wird
TMSOTf (9.05 g; 11.11 g; 50 mmol; 1.0 Aq.) zugetropft und fiir 2 h geriihrt. Das Dichlormethan wird
im Vakuum entfernt und die entstehenden Phasen getrennt. Die obere Produktphase wird im Vakuum
destilliert, um {[1-(Ethylthio)vinylJoxy}trimethylsilan (4.93 g; 27.9 mmol; 56 %) als farblose

Flissigkeit zu erhalten, die direkt weiter verwendet werden kann.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur ein.**"*®

Sdp.: 68 °C / 27 mbar (Lit.: 54 °C / 15 mbar), '"H-NMR (200 MHz, C¢D): 4.51 (d, J = 1.6 Hz,
vinylB), 4.45 (d, J = 1.6 Hz, vinyla), 2.47 (q, 2H, J = 7.4 Hz, Et), 1.09 (t, 3H, J = 7.3 Hz, Et), 0.18 (s,
9H, TMS) ppm.

1363) M. J. McKennon, A. I. Meyers, J. Org. Chem. 1993, 58, 3568-3571; b) D. Delaunay, L. Toupet, M. L.
Corre, J. Org. Chem. 1995, 60, 6604-6607.

B37.G. Simchen, W. West, Synthesis 1977, 247-248.

138 | Shiina, M. Hashizume, Y.-S. Yamai, H. Oshiumi, T. Shimazaki, Y.-J. Takasuna, R. Ibuka, Chem. Eur. J.
2005, 11, 6601-6608.
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(S)-3,3"-Diiodo-[1,1'-binaphthalene]-2,2'-diol (136)"*

a) MOM-Schitzung

NaH (0.37 g; 15.37 mmol; 2.2 Ag.) wird in THF (30 mL) suspendiert und auf 0 °C gekihlt. Eine
Losung aus (S)-BINOL (2 g; 6.99 mmol; 1.0 Ag.) in THF (10 mL) wird zur Suspension zugetropft,
dort 1 h geruhrt und anschliefend auf Raumtemperatur erwérmt, wo die Reaktion weitere 15 min
geruhrt wird, wobei die Losung triib gelb wird. Die Suspension wird auf 0 °C gekiihlt und MOMCI
(1.15 mL; 1.24 g; 15.37 mmol; 2.2 Aq.) in THF (10 mL) zur Reaktion zugetropft. Die Reaktion wird
auf Raumtemperatur erwarmt, wobei die Reaktion zu triib aber farblos umschlagt. Nach 24 h wird die
Reaktion durch Zugabe von Ammoniumchlorid-Losung gestoppt, das Ldsemittel im Vakuum entfernt
und Dichlormethan zugegeben. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet,
das Losemittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt per Saulenchromatographie (PE/EE 10:1 —
5:1) gereinigt um (S)-2,2'-Bis(methoxymethoxy)-1,1'-binaphthalen (2.38 g; 6.34 mmol; 91 %) als

farblosen Feststoff zu erhalten.
b) lodierung

(S)-2,2'-Bis(methoxymethoxy)-1,1'-binaphthalen (2.38 g; 6.34 mmol; 1.0 Aq.) wird in Ether (110 mL)
gelost und nBuLi (7.61 mL; 25 M in Hexan; 19.02 mmol; 3.0 Aq.) zugetropft und fur 3 h bei
Raumtemperatur gertihrt. THF (70 mL) wird zur entstehenden Suspension zugegeben, diese 1 h
gertihrt und anschlieRend auf 0 °C gekiihlt. lod (4.83 g; 19.02 mmol; 3.0 Ag.) wird zugegeben und die
Reaktion flr weitere 15 min geriihrt bevor sie durch Zugabe von einer gesattigten Ammoniumchlorid-
Ldsung gestoppt wird. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase mit Ether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen und tber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt per
Séulenchromatographie (PE/EE 10:1) gereinigt, um (S)-3,3'-Diiodo-2,2'-bis(methoxymethoxy)-1,1'-
binaphthalen (2.55 g; 4.10 mmol; 65 %) als farblosen Feststoff zu erhalten.

139 T.R. Wu, L. Shen, J. M. Chong, Org. Lett. 2004, 6, 2701-2704.
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¢) Entschitzung

(S)-3,3"-Diiodo-2,2'"-bis(methoxymethoxy)-1,1'-binaphthalen (2.50 g; 4.02 mmol; 1.0 Aqg.) wird in
THF/MeOH (100 mL; 1:1) geldst und mit Amberlyst® 15 versetzt. Die Reaktion wird auf 70 °C fiir
18 h erhitzt. Das Polymer wird abfiltriert, das Lésemittel im VVakuum entfernt und das Rohprodukt per
Saulenchromatographie (PE/EE 1:1) gereinigt. Das Produkt wird aus PE/EE umkristallisiert und (S)-
3,3"-Diiodo-[1,1'-binaphthalene]-2,2'-diol (136; 1.58 g; 2.93 mmol; 73 %) als schwach gelbe Kristalle

erhalten.
Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur ein.**

(S)-3,3'-Diiodo-[1,1'-binaphthalen]-2,2'-diol *H-NMR (400 MHz, CDCl,): 8.52 (s, 2H), 7.79 (d, 2H,
J=82Hz),7.38 (dd, 2H, J = 7.2, 7.2 Hz), 7.31 (dd, 2H, J = 7.2, 7.2 Hz), 7.07 (d, 2H, J = 8.2 Hz)
ppm; [a]?s (¢ = 1.0; THF): -104.3 ° (Lit.: -102.7 °), Smp.: 320-324 °C (Zers.) (Lit.: 312-314 °C).

(S)-Kobayashi’s Katalysator®’

I I I
CC CCL 4 OO
OH O-

+ Zr(OtBu), ——> z
oH (OtBu), o ‘ o
;
A X & X0
| |

(S)-3,3"-Diiodo-[1,1'-binaphthalen]-2,2"-diol (136; 0.65 g; 1.2 mmol; 1.2 Ag.) und Zr(OtBu), (0.39
mL; 0.38 g; 1.0 mmol; 1.0 Aq.) werden in entgastem Toluol (2 mL) gel6st und vorgelegt. Eine Lésung
aus nPrOH (0.60 mL; 0.48 g; 8.0 mmol; 8.0 Ag.) und H,O (36 pL; 36ug, 2.0 mmol; 2.0 Aq.) in Toluol
(2 mL) wird langsam zugetropft und die Reaktion fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlielend
wird 100 mL entgastes Hexan zugegeben und der Reaktionsansatz fur 12 h gerthrt. Der entstandene
farblose Feststoff wird mittels Schlenk-Filtration unter Schutzgas abfiltriert und mehrfach mit Hexan
gewaschen. Der entstandene (S)-Kobayashi Katalysator (97) wird trocken unter Schutzgas gelagert

und direkt ohne weitere Analytik eingesetzt.
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4,4¢-Di-tert-butylbiphenyl (DBBP)*

tBu

tBu

Biphenyl (13.2 g; 85 mmol; 1.0 Aq.) wird in Nitromethan (75 mL) gel6st und dann mit
Aluminiumchlorid (3.00 g; 22 mmol; 0.3 Aq.) versetzt. In die tiefviolette Losung wird eine Losung
aus tert-Butylchlorid (20.7 mL; 17.4 g; 190 mmol; 2.2 Aq.) in Nitromethan (20 mL) Gber 30 min
zugetropft. Gegen Ende der Zugabe kommt es dabei zu einer starken HCI-Gas Entwicklung. Die
Reaktion wird 12 h bei Raumtemperatur geriihrt und dann auf Eis gegeben. Die Phasen werden
getrennt und die Nitromethan Phase und die wéssrige Phase mehrfach mit Pentan extrahiert. Die
vereinigten Pentanphasen werden (ber Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und mit Kieselgel
(100 g) versetzt, nochmals abfiltriert und das Losemittel im Vakuum entfernt. Der bréunliche Feststoff
wird aus Nitromethan umkristallisiert und DBBP (22.0 g; 82 mmol; 97 %) als farblose nadelférmige

Kristalle erhalten.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.'*

Smp.: 127.3 °C (Lit.: 127.5 °C); 'H-NMR (200 MHz, CDCl;): 7.43-7.59 (m, 8H, ArH), 1.38 (s, 18H,
tBu) ppm.

Y0 M. T. Hossain, J. W. Timberlake, J. Org. Chem. 2001, 66, 6282-6285.
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5.4 DARSTELLUNG DER VERBINDUNGEN AUS KAPITEL 3.1.2
1,4-Diisopropoxy-2-methoxybenzol (40)

OH O-iPr
36 40

OMe OMe
OH O-iPr

2-Methoxyhydrochinon (1.5 g; 10.7 mmol; 1.0 Aq.), K,COs (5.91 g; 42.81 mmol; 4.0 Ag.) und TBAI
(0.4 g; 1.07 mmol; 0.1 Ag.) werden vorgelegt und in entgastem Aceton (35 mL) suspendiert.
2-Brompropan (3.01 mL; 3.95 g; 32.1 mmol; 3.0 Aq.) wird zugegeben und das Reaktionsgemisch 36 h
unter Rickfluss erhitzt. Die erhaltene Suspension wird Uber Kieselgur filtriert und mehrfach mit
Aceton gewaschen. Das Filtrat wird auf Kieselgel adsorbiert und saulenchromatographisch gereinigt
(Laufmittel PE/EE 20:1 — 15:1) um 1,4-Diisopropoxy-2-methoxybenzol (40; 2.16 g; 9.63 mmol,

90 %) als farbloses, viskoses Ol zu erhalten.
Spektroskopische Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.'**

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 6.81 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hp,), 6.49 (d, 1H, J = 2.8 Hz, H,,), 6.37 (dd,
1H, J =8.7, 2.8 Hz, Hy,), 4.45 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.36 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 2.81 (s, 3H,
OMe), 1.32 (m, 12H, iPr) ppm.

3,6-Diisopropoxy-2-methoxybenzaldehyd (41)

O-iPr O-iPr
40 CHO
OMe OMe
O-iPr O-iPr 41

Diisopropoxy-2-methoxybenzol (40; 2.15 g; 9.58 mmol; 1.0 Aqg.) wird in trockenem THF (40 mL)
gelost und auf 0 °C gekihlt. n-BuLi (4.22 mL; 2.5 M in Hexan; 10.54 mmol; 1.1 Aq.) wird zugetropft,
die Losung langsam auf Raumtemperatur erwarmt und fir zwei Stunden geruhrt. Die Lésung wird auf
0 °C gekihlt und trockenes DMF (0.811 mL; 0.77 g; 10.54 mmol; 1.1 Aq.) zugetropft und die
Reaktion flr drei Stunden geriihrt. Die Reaktion wird mit Et,O verdinnt und mit H,O hydrolysiert.
Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit Et,O extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, um nach Entfernen des Ldsemittels im Vakuum

113, P. Gillespie, L. G. Amoros, F. R. Stermitz, J. Org. Chem. 1974, 39, 3239-3241,
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3,6-Diisopropoxy-2-methoxybenzaldehyd (41; 1.95 g; 7.73 mmol; 81 %) als farbloses Ol zu erhalten,

welches keiner weiteren Reinigung bedurfte und so direkt weiter verwendet wurde.
Spektroskopische Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen iiberein.'*?

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 10.44 (s, 1H, CHO), 7.07 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 6.64 (d, 1H, J = 8.9 Hz),
451 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.41 (sept, 1H, J = 6.1 Hz), 3.91 (s, 3H, OMe), 1.36 (d, 6H, J =
6.1 Hz, iPr), 1.32 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr) ppm; BC.NMR (100 MHz, CDCls): 190.0 (d, CHO), 154.8
(S, Car), 153.0 (s, Car), 144.8 (s, Cay), 124.8 (d, Cay), 121.3 (s, Car), 109.9 (d, Cay), 73.1 (d, iPr), 72.2
(d, iPr), 61.6 (g, OMe), 22.2 (q, iPr), 22.0 (q, iPr).

3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxybenzaldehyd (42)

O-iPr O-iPr
CHO Br CHO
OMe OMe

O-iPr 41 O-iPr 42

3,6-Diisopropoxy-2-methoxybenzaldehyd (41; 1.95 g; 7.71 mmol; 1.0 Ag.) wird mit Natriumacetat
(0.70 g; 8.48 mmol; 1.1 Ag.) in Eisessig (60 mL) gelést und langsam Brom (0.41 mL; 1.29 g;
8.10 mmol; 1.05 Ag.) zugetropft. Die Reaktion wird 40 min lang geriihrt, dann H,O und
Dichlormethan zugegeben. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, Uber
Kieselgel filtriert, das Ldsemittel im Vakuum entfernt und anschliefend sdulenchromatographisch
(Laufmittel PE/EE 20:1 — 10:1) gereinigt um 3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxybenzaldehyd (42;

2.15 g; 6.49 mmol; 84 %) als farbloses, viskoses Ol zu erhalten.
Spektroskopische Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen iiberein.'*®

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 10.34 (s, 1H, CHO), 7.31 (s, 1H, Ha,), 4.48 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr),
4.41 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 3.91 (s, 3H, OMe), 1.37 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.33 (d, 6H, J =
6.1 Hz, iPr) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDClI;): 190.0 (d, CHO), 151.6 (S, Ca;), 149.9 (s, Cp,), 147.8
(s, Car), 126.0 (s, Cay), 125.6 (d, Cay), 112.4 (s, Car), 78.7 (d, iPr), 72.6 (d, iPr), 61.9 (g, OCHj3), 22.1
(q, iPr) ppm; ESI-MS (HRMS): berechnet fiir C;4H;50,BrNa [M+Na]® 353.0364 gefunden bei
353.0362 m/z.

42 A, Lemarchend, T. Bach, Synthesis 2005, 1977-1990.
Y3 H.-L. Qin, J. S. Panek, Org. Lett. 2008, 10, 2477-2479.



5 Experimenteller Teil

131

(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)methanol (43)

O-iPr
Br

42
O-iPr

CHO

OMe

Br

43

O-iPr

O-iPr

OH
OMe

3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxybenzaldehyd (1.08 g; 3.26 mmol; 1.0 Ag.) wird in trockenem
THF (20 mL) gelost, mit Natriumborhydrid (0.123 g; 3.26 mmol; 1.0 Aq.) versetzt und fir 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird mit 1M HCI (0.6 mL) versetzt und fur 30 min
hydrolysiert. Nach Zugabe von Et,O werden die Phasen getrennt und die wéassrige Phase mit Et,0
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung
getrocknet. Das Rohprodukt  wird
PE/EE 8:1) um (3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-
methoxyphenyl)methanol (43; 1.05 g; 3.15 mmol; 97 %) als farbloses Ol zu erhalten.

gewaschen und (ber Magnesiumsulfat so erhaltene

sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.05 (s, 1H, Ha), 4.72 (d, 2H, J = 6.8 Hz, CH,), 4.47 (sept, 1H, J =
6.4 Hz, iPr), 4.46 (sept, 1H, J = 6.4 Hz, iPr), 3.90 (s, 3H, OMe), 2.69 (t, 1H, J = 6.8 Hz, OH), 1.36 (d,
6H, J = 6.4 Hz, iPr), 1.34 (d, 6H, J = 6.4 Hz, iPr) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl;): 148.6 (s, Ca),
147.2 (s, Cay), 146.9 (5, Car), 130.2 (d, Cay), 119.6 (5, Car), 111.4 (s, Ca,), 71.7 (d, iPr), 60.9 (g, OMe),
57.1 (t, CHy), 22.2 (q, iPr), 22.1 (g, iPr) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fir Cy4H,;0,BrNa
[M+Na]" 355.0521 gefunden bei 355.0521 m/z, R; (PE/EE 5:1): 0.31.

1-Brom-3-(brommethyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (44)

O-iPr
Br

43
O-iPr

OH
OMe

Br

44

O-iPr

O-iPr

Br

OMe

(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)methanol (0.5 g; 1.50 mmol; 1.0 Ag.) wird in trockenem
Dichlormethan (25 mL) gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Triphenylphosphan (0.51 g; 1.95 mmol; 1.3 Aq.)
und Tetrabrommethan (0.62 g; 1.88 mmol; 1.25 Aq.) werden in einer Portion zugegeben und die
Reaktion fiir 1.5 h bei 0 °C gerlhrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von H,O beendet, die Phasen
getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Natriumsulfat getrocknet, das Ldsemittel entfernt und das so erhaltene Rohprodukt

sdulenchromatographisch (Laufmittel PE 100 % — PE/EE 10:1) gereinigt, um 1-Brom-3-
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(brommethyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (44; 0.58 g; 1.45 mmol; 97 %) als viskoses,
farbloses Ol zu erhalten, welches beim Stehen kristallisiert.

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.06 (s, 1H, Ha,), 4.65 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, CH,), 4.60 (s, 2H, CH,),
4.47 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 3.99 (s, 3H, OMe), 1.36 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.35 (d, 6H, J =
6.1 Hz, iPr) ppm; BC-NMR (100 MHz, CDCl3): 148.6 (s, Car), 147.2 (s, Car), 146.9 (5, Car), 130.2 (d,
Car), 119.6 (s, Ca), 111.4 (s, Cap), 71.7 (d, iPr), 60.9 (g, OMe), 57.1 (t, CH,), 22.2 (q, iPr), 22.1 (q,
iPr) ppm; Smp.: < 25 °C; EI-MS (HRMS) berechnet fiir C14H,,03Br, 393.977917 (M"), gefunden bei
393.978196 m/z.

(E)-3-(Tributylstannyl)but-2-en-1-ol (137)

BusS OH
N ——— Bw D

137

iso-Butylmagnesiumchlorid (1.54 mL; 2 M in Et,0; 2.3 Aq.) wird mit Ether (2 mL) verdinnt und auf
0 °C gekiihlt. Titanocendichlorid (16 mg; 0.067 mmol; 0.05 Aq.) wird zugegeben und das Gemisch fiir
10 Minuten geriihrt. 2-Butin-1-ol (0.1 mL; 0.094 g; 1.34 mmol; 1.0 Aq.) geldst in Ether (0.5 mL) wird
vorsichtig langsam zugetropft, die Reaktion anschlieBend auf Raumtemperatur erwarmt, und dort fur
zwei Stunden gerthrt. Die Reaktion wird erneut auf 0 °C gekihlt und weiteres Titanocendichlorid (16
mg; 0.067 mmol; 0.05 Aq.) zugegeben. Nach der Zugabe wird die Reaktion fiir weitere zwei Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt, dann auf -78 °C gekihlt und Tributylzinnchlorid (0.84 mL; 1.0 g;
3.08 mmol; 2.3 Aq.) zugetropft. Die Kihlung wird entfernt und das Reaktionsgemisch eine weitere
Stunde gertihrt wahrend sie langsam Raumtemperatur erreicht. Die Reaktion wird durch Zugabe von
pH 7 Puffer bei 0 °C gestoppt, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit Et,O extrahiert, Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch (Laufmittel PE/EE 10:1) gereinigt, um (E)-3-(Tributylstannyl)but-2-en-1-ol

(137; 0.35 g 0.98 mmol; 73 %) als farbloses Ol zu erhalten, welches direkt weiter verwendet wurde.
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(E)-tert-Butyldimethyl[3-(tributylstannyl)but-2-enyloxy]silan (138)

BuzSn Y\/OH BuzSn %\/OTBS
137 138

(E)-3-(Tributylstannyl)but-2-en-1-ol (137; 0.33 g; 0.92 mmol; 1.0 Ag.) wird in THF (3 mL) gelost, auf
0 °C gekuhlt, mit Imidazol (66 mg; 0.97 mmol; 1.05 Ag.) und TBSCI (146 mg; 0.97 mmol; 1.05 Aq.)
versetzt, und langsam auf Raumtemperatur erwérmt. Nach 6 Stunden wird die Reaktion durch Zugabe

gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung beendet, Ether zugegeben, die Phasen getrennt und die
waéssrige Phase mit Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch  (Laufmittel PE/Et,O 40:1) gereinigt um (E)-tert-Butyldimethyl[3-
(tributylstannyl)but-2-enyloxy]silan (138; 0.37 g; 0.79 mmol; 85 %) als farbloses Ol zu erhalten.

IH NMR (400 MHz, CDCls): 6.65 (m, 1H, CH), 4.29 (d, J = 5.5 Hz, 2H CH,), 1.83 (t, Jsn.n = 22.9 Hz,
3H, CHy), 1.44-1.53 (m, 6H, Bu), 1.25-1.36 (m, 7H, Bu), 0.91 (s, 9H, TBS), 0.85-0.92 (m, 14H, Bu),
0.08 (s, 6H, TBS) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl,): 140.7 (s, SnC=C), 139.2 (d, SnC=C), 60.0 (t,
CH3,), 29.1 (tt, Jsp.c = 9.9 Hz, Bu), 27.4 (it, Jsn.c = 26.6 Hz, Bu), 26.0 (q, TBS), 19.4 (g, CHx), 18.4 (s,
TBS), 13.7 (t, Bu), 9.1 (tp, CH,Sn, Jsy.c = 160.6 Hz, Bu), -5.0 (g, TBS) ppm.

Eine lonisierung zwecks massenspektrometrischer Analyse war nicht moglich.

(E)-tert-Butyl(3-iodobut-2-enyloxy)dimethylsilan (139)

BugSn._~_OTBS I_~_OTBS
138 Y\/ Y\/ 139

(E)-tert-Butyldimethyl[3-(tributylstannyl)but-2-enyloxy]silan (138; 0.10 g; 0.21 mmol; 1.0 Ag.) wird
in trockenem Dichlormethan (2 mL) gel6st, auf -78 °C gekiihlt, mit lod (60 mg; 0.23 mmol; 1.1 Aqg.)

versetzt und langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Nach einer Stunde wird die Reaktion durch
Zugabe von gesattigter KF-Losung gestoppt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsemittel im Vakuum entfernt. Nach Filtration Uber Kieselgel werden (E)-tert-Butyl(3-

iodobut-2-enyloxy)dimethylsilan (139; 57 mg; 0.18 mmol; 86 %) als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6.29 (t, 1H, J = 6.5 Hz, H-Olefin), 4.12 (d, J = 6.5 Hz, CH,), 2.41 (s,
CHs), 0.90 (s, 9H, Boc), 0.07 (s, 6H, Boc) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl,): 140.6 (d, C=CH), 96.0
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(s, C=CH), 60.7 (t, CH,), 28.1 (g, CHs), 25.9 (q, TBS), 18.3 (s, TBS), -5.2 (q, TBS) ppm; EI-MS
(LRMS): 312.0 (M*), 254.9, 184.9, 75.0.

1-Brom-3-(chlormethyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (49)

O-iPr O-iPr

Br Br

OH Cl

43 OMe 49 OMe

O-iPr O-iPr

(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)methanol (43; 7.56 g; 22.7 mmol; 1.0 Ag.) wird in
trockenem Dichlormethan (350 mL) gelést und auf -10 °C gekuhlt. Triphenylphosphan (8.34 g;
31.8 mmol; 1.4 Ag.) wird in einer Portion zugegeben und eine auf -10 °C vergekiihlte Losung von
N-Chlorsuccinimid (7.25 g; 31.8 mmol; 1.4 Ag.) in Dichlormethan (150 mL) per Transferkaniile
zugegeben. Die Reaktion wird 15 min bei -10 °C geriihrt, dann auf 0 °C erwéarmt und dort 2 h geriihrt.
Die Reaktion wird durch Zugabe von H,O beendet, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Magnesiumsulfat
getrocknet, das Rohprodukt auf Kieselgel aufgezogen und s&ulenchromatographisch (Laufmittel
PE/EE 60:1—30:1) gereinigt um 1-Brom-3-(chlormethyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (49;
7.32 g; 20.8 mmol; 93 %) als viskoses, farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDClI,): 7.08 (s, 1H, Hp,), 4.60 (sept, 1H, J = 6.2 Hz, CH,), 4.47 (sept, 1H, J =
6.2 Hz, iPr), 3.96 (s, 2H, CH,), 3.99 (s, 3H, OMe), 1.36 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.36 (d, 6H, J =
6.1 Hz, iPr) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 149.2 (s, Ca,), 147.3 (s, Ca)), 147.2 (s, Ca)), 127.6 (d,
Ca), 120.6 (s, Ca), 111.0 (d, Ca), 76.8 (d, iPr), 71.7 (d, iPr), 61.2 (g, OMe), 36.8 (t, CH,), 22.4 (q,
iPr), 22.1 (g, iPr) ppm; EI-MS (LRMS) 352/350, 309/307, 267/265, 231/229, 216/214, 188/186, 124
m/z; EI-MS (HRMS) berechnet fiir C14H,003BrCl 350.0284 (M), gefunden bei 350.0281 m/z.
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[3-(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)prop-1-in-1-yl]trimethylsilan (50)

iPr-O Br iPr-O Br
MeO OiPr MeO OiPr
49 Cl 50 %
T™MS

Trimethylsilylacetylen (3.8 mL; 2.7 g; 27 mmol; 1.3 Aq.) wird in absolutem, entgastem THF (75 mL)
vorgelegt und auf -78 °C gekihlt. n-BuLi (2.5 M in Hexan; 10.9 mL; 27 mmol; 1.3 Ag.) wird langsam
zugetropft und die Reaktion bei -78 °C fur 60 min gerihrt. Eine Losung aus zuvor in der Flamme
ausgeheiztem Zinkbromid (6.08 g; 27 mmol; 1.3 Aq.) in THF (20 mL) wird zugetropft und die Losung
fur 15 min bei -78 °C geruhrt bevor sie auf 0 °C erwdarmt wird. Nach 30 min wird die entstandene
Losung aus Zinkbromidtrimethylsilylacetylid auf Raumtemperatur erwdrmt und 1-Brom-3-
(chlormethyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (49; 7.3 g; 21 mmol; 1.0 Ag.) gelost in THF (10
mL) und Pd(DPEphos)Cl, (0.45 g; 0.6 mmol; 0.03 Aq.) zugegeben. Die Reaktion fiir 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt (Uberwachung durch GC-MS) und dann mit gesattigter Ammoniumchlorid-
Losung gestoppt. Die Phasen werden getrennt, die wassrige mit Ether extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Das so
erhaltene Rohprodukt wird saulenchromatographisch ber eine kurze Kieselgelsaule gereinigt (PE/EE
60:1—40:1) um [3-(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)prop-1-in-1-yl]trimethylsilan (50;

8.4 g; 20.3 mmol; 98 %) als schwach gelbliches, viskoses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 7.00 (s, 1H, Ha,), 4.54 (sept, 1H, J = 6.2 Hz, CH,), 4.46 (sept, 1H, J =
6.2 Hz, iPr), 3.94 (s, 3H, OMe), 3.59 (s, 2H, CH,), 1.36 (d, 6H, J = 3.8 Hz, iPr), 1.34 (d, 6H, J =
3.8 Hz, iPr), 0.09 (s, 9H, TMS) ppm; “*C-NMR (100 MHz, CDCls): 148.6 (s, Ca;), 147.5 (s, Ca),
146.6 (s, Car), 127.3 (d, Ca), 118.5 (s, Car), 111.1 (d, Cp), 105.8 (s, TMS-C), 83.8 (s, TMS-C=C),
76.5 (d, iPr), 71.5 (d, iPr), 60.7 (q, OMe), 22.4 (q, iPr), 22.1 (q, iPr), 16.7 (t, CH,), -0.1 (q, TMS) ppm;
ESI-MS (HRMS) berechnet filr C1oH,003BrSiNa 435.0967 ([M+Na]"), gefunden bei 435.0955 m/z,
EI-MS (LRMS): 414/412 (M"), 372/370, 330/328, 311/309, 287/285, 249, 176, 73 m/z; R; (PE/EE
20:1): 0.63.
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1-Brom-2,5-diisopropoxy-4-methoxy-3-(prop-2-in-1-yl)benzol (52)

iPr-O Br iPr-O Br
MeO O-iPr - > MeO O-iPr
50 % 52 %
TMS

[3-(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)prop-1-in-1-yl]trimethylsilan (50; 8.27 g; 20.0 mmol;
1.0 Ag.) wird in entgastem, wassrigem, Methanol (500 mL) gelést und mit Kaliumfluorid (11.62 g;
200 mmol; 10.0 Aq.) versetzt. Die Reaktion wird fir 60 h bei 45 °C geriihrt, auf Raumtemperatur
gekdhlt und durch Zugabe von Wasser und Ether gestoppt. Die wassrige Phase wird mehrfach mit
Ether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel
entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (PE/EE 50:1) gereinigt um
1-Brom-2,5-diisopropoxy-4-methoxy-3-(prop-2-in-1-yhbenzol (52; 6.41 g; 18.8 mmol; 94 %) als

schwach gelblichen Feststoff zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.01 (s, 1H, Hp,), 4.52 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, CH,), 4.47 (sept, 1H, J =
6.2 Hz, iPr), 3.94 (s, 3H, OMe), 3.56 (d, 2H, J = 2.7 Hz, CH,), 1.97 (t, 1H, J = 2.7 Hz, =C-H), 1.35 (d,
12H, J = 6.1 Hz, iPr) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls): 148.5 (s, Ca), 147.4 (S, Cp,), 146.7 (s, Cay),
126.8 (d, Car), 118.8 (s, Car), 111.1 (d, Ca), 83.0 (s, HC=C), 76.6 (d, iPr), 71.6 (d, iPr), 67.8 (d, =CH),
60.7 (q, OMe), 22.4 (q, iPr), 22.1 (q, iPr), 15.3 (t, CH,) ppm; GC-MS (LRMS) CsH,;03Br gefunden
bei 340/342 (M*) m/z; Smp. 33.8 °C; R; (PE/EE 20:1): 0.50.

(E)-1-Brom-3-(3-iod-2-methylallyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (56)

iPr-O Br iPr-O Br
MeO O-iPr MeO O-iPr
13
52 56 ° =
AN '

Cp,ZrCl, (0.013 g; 0.044 mmol; 0.3 Ag.) wird in entgastem Dichlormethan gel6st, tropfenweise mit
AlMe; (1 M in Heptan, 0.59 mL, 0.59 mmol; 4.0 Aq.) versetzt und auf -78 °C gekiihlt. Entgastes
Wasser (2.7 uL; 2.7 mg; 0.15 mmol; 1.0 Ag.) wird zugetropft, wobei ein weiRer Niederschlag ausfallt,
fiir 30 min bei dieser Temperatur geriihrt, dann auf Raumtemperatur erwéarmt und dort weitere 30 min
gerihrt. Die Lésung wird erneut auf -78 °C gekihlt und 1-Brom-2,5-diisopropoxy-4-methoxy-3-(prop-
2-in-1-yl)benzol (52; 50 mg; 0.15 mmol; 1.0 Ag.) in Dichlormethan (0.5 mL) zugetropft. Die Reaktion

wird langsam auf Raumtemperatur erwarmt und dort fiir 12 h geriihrt. Nach Abschluss der Reaktion
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(Kontrolle per GC-MS) wird die Lésung mit dem Vinylalan auf -78 °C gekihlt und eine L&sung aus
lod (0.37 g; 1.47 mmol; 10.0 Ag.) in THF (2 mL) zugetropft und bei dieser Temperatur 30 min
geriihrt. Die Lésung wird erwdarmt auf O °C und dort weitere 30 min geriihrt wonach sie mit Na,S,03
und ROCHELLE-Salz-Ldsung gestoppt wird. Die wéssrige Phase wird mit Ether extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Losemittels
wird das entstandene Rohprodukt sdulenchromatographisch (PE/EE 40:1) gereinigt um (E)-1-Brom-3-
(3-i0d-2-methylallyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (56; 65 mg; 0.14 mmol; 93 %) als farbloses
Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.00 (s, 1H, Hp,), 5.75 (tq, 1H, J = 1.3, 1.3 Hz , H13), 4.45 (sept, 1H, J
= 6.1 Hz, iPr), 4.41 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 3.76 (s, 3H, OMe), 3.53 (d, 2H, 1.3 Hz, H15), 1.85 (d,
3H, J = 1.3 Hz, C14Me), 1.35 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.27 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr) ppm; *C-NMR
(100 MHz, CDCly): 148.5 (s, Car), 147.2 (s, Car), 147.2 (s, C14), 128.2 (d, Ca), 118.4 (s, Ca), 111.0
(d, Cap), 76.0 (d, C13), 76.0 (d, iPr), 71.5 (d, iPr), 60.5 (g, OMe), 34.7 (t, C15), 24.4 (q, C14Me), 22.3
(q, iPr), 22.1 (q, iPr) ppm; GC-MS (LRMS) C;H.4,0:Brl gefunden bei 481/483 (M") m/z; R;
(PE/EE 20:1): 0.62.

(E)-1-Brom-2,5-diisopropoxy-4-methoxy-3-(2-methylpenta-2,4-dienyl)benzol (35)

iPr-O Br
MeO O-iPr
56 |

Vinylmagnesiumbromid (1 M in THF; 0.16 mL; 0.16 mmol; 1.2 Aq.) wird in entgastem THF (1 mL)
geldst und auf 0 °C gekiihlt. Eine Losung aus frisch ausgeheiztem ZnBr, (36 mg; 0.16 mmol; 1.2 Aq.)
in THF (0.5 mL) wird zugetropft und die L6sung auf Raumtemperatur erwérmt und dort 10 min
gerihrt. (E)-1-Brom-3-(3-iod-2-methylallyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (56; 65 mg; 0.13
mmol; 1.0 Ag.) in THF (0.5 mL) und Pd(DPEphos)Cl, (2.8 mg; 3.9 pmol; 0.03 Aq.) wird zugegeben
und die Reaktion 90 min gerlhrt. Die Lésung wird mit Ammoniumchlorid-Ldsung gestoppt, die
Phasen getrennt, die wéssrige Phase mit Ether extrahiert und die vereinigten organischen Uber
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Losemittels wird das Rohprodukt
séulenchromatographisch (PE/EE 50:1) gereinigt, um (E)-1-Brom-2,5-diisopropoxy-4-methoxy-3-(2-
methylpenta-2,4-dienyl)benzol (35; 50 mg; 0.13 mmol; quant.) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.00 (s, 1H, Ha,), 6.55 (ddd, 1H, J = 16.9, 10.6, 10.3 Hz, H12), 5.65 (dt,
1H, J = 10.6, 0.3 Hz, H13), 5.00 (dd, 1H, J = 16.9, 2.0 Hz, H11a), 4.93 (dd, 1H, J = 10.3, 2.0 Hz,
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H11b), 4.46 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.40 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 3.74 (s, 3H, OMe), 3.42 (d,
2H, J = 0.3 Hz, H15), 1.77 (s, 3H, H14Me), 1.35 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.28 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr)
ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 148.9 (s, Ca;), 147.5 (s, Ca), 147.2 (s, Car), 138.2 (s, C14), 133.3
(d, C12), 129.2 (s, Car), 125.7 (d, C13), 118.5 (d, Ca/), 114.7 (t, C11), 111.1 (s, Car), 76.0 (d, iPr), 71.6
(d, iPr), 60.4 (g, OMe), 35.0 (t, C15), 22.3 (q, iPr), 22.1 (q, iPr), 17.3 (q, C14Me) ppm; EI-MS
(HRMS) berechnet fiir C1gH,,04Br 382.1144 gefunden bei 382.1144 (M) EI-MS (LRMS) 384/382,
342/340, 300/298, 259/257/255, 248/246, 178 m/z.
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5.5 DARSTELLUNG DER VERBINDUNGEN AUS KAPITEL 3.1.3
3-(4-Methoxybenzyloxy)propanal (59)"

L

OPMB

Eine Losung aus Anisalkohol (18 mL; 20 g; 145 mmol; 1.0 Ag.), NaOH (0.35 g, 8.7 mmol; 0.06 Ag.)
und Chloressigsaure (0.82 g; 8.7 mmol; 0.06 Ag.) in H,O (1.8 mL) wird unter Rihren zu frisch
destilliertem Acrolein (12 mL; 10.1 g; 180 mmol; 1.25 Aq.) zugetropft, anschlieBend mit Essigsaure
(3.64 mL; 3.82 g; 64 mmol; 0.44 Aq.) versetzt und fir 7 d bei 40 °C gerihrt. Die Lésung wird mit
Dichlormethan verdinnt, mit Wasser gewaschen und uUber Magnesiumsulfat getrocknet. Die
leichtfliichtigen Verbindungen werden am Rotationsverdampfer entfernt. Der verbliebene Anisalkohol
durch Destillation im Hochvakuum bei 140 °C entfernt, und das zuriickbleibende
3-(4-Methoxybenzyloxy)propanal (59; 19.2 g; 98.5 mmol; 68 %) wird als schwach gelbliches Ol

erhalten.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tberein.”

IH-NMR (200 MHz, CDCl): 9.78 (s, 1H, CHO), 7.25 (m, 2H, PMB), 6.88 (m, 2H, PMB), 4.45 (s,
2H, PMB), 3.78 (t, J = 6.1 Hz, OCH,), 2.68 (t, J = 6.1 Hz, COCH,) ppm.

(3R,4R)-4-Methoxy-1-(4-methoxybenzyloxy)hex-5-en-3-ol (58)

cl) ~ oH
PMBO/\) g PMBO/\/'Y\”
59 58 OMe

Allylmethylether (3 mL; 2.3 g; 32 mmol; 1.5 Ag.) wird in THF (25 mL) gel6st und auf -78 °C gekiihlt.
sec-BuLi (1.3 M in Hexan/Cyclohexan; 19.67 mL; 25.56 mmol; 1.2 Ag.) wird langsam zugetropft und
die entstehende gelbe Ldsung 15 Minuten bei dieser Temperatur gerihrt. (-)-Ipc,BOMe (~28 mmol) in
THF (30 mL) wird langsam zugetropft und die nun klare Lésung fir eine Stunde bei -78 °C gertihrt.
BF;-OEt, (3.6 mL; 4.02 g; 28.33 mmol; 1.33 Aq.) wird langsam zugetropft und unmittelbar danach
eine auf -78 °C vorgekihlte Lésung von 3-(4-Methoxybenzyloxy)propanal (59; 3.71 g; 19.1 mmol,;
1.0 Aq.) iiber MS 4 A in THF (5 mL) per Transferkaniile zugegeben. Die Reaktion wird 3 h weiter bei
-78 °C gerihrt, danach langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und bei dieser Temperatur weitere 24 h
gertihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Triethanolamin (4.5 g; ~28 mmol) in PE/EE (14 mL /
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14 mL) bei 0 °C beendet und das Reaktionsgemisch fur 12 h hydrolisiert. Die Lésung wird mit
Ammoniumchlorid-Losung versetzt und mit Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, das Ldsemittel entfernt, mehrfach mit MeOH koevaporiert,
und das so erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch (PE/EE 10:1—3:1) gereinigt, um (3R,4R)-
4-Methoxy-1-(4-methoxybenzyloxy)hex-5-en-3-ol (58; 4.04 g; 15.7 mmol; 82 %; e.e. 90 %; d.r. 10:1)
als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.22-7.27 (m, 2H, PMB), 6.84-6.88 (m, 2H, PMB), 5.65 (ddd, 1H, J =
17.2, 10.4, 7.9 Hz, H11), 5.25-5.35 (m, 2H, H12), 4.44 (s, 2H, PMB), 3.80 (s, 3H, PMB), 3.66-3.73
(m, 1H, H10), 3.63 (dd, 2H, J = 6.4, 6.4, 1.8 Hz, H7), 3.40 (dd, 1H, J = 7.8, 7.9 Hz, H9), 3.31 (s, 3H,
OMe), 2.92 (s, 1H, OH), 1.84-1.85 (m, 1H, H601), 1.62-1.72 (m, 1H, H6B) ppm; **C-NMR (100 MHz,
CDCly): 159.2 (d, C11), 134.9 (d, PMB), 130.4 (s, PMB), 129.3 (d, PMB), 128.6 (s, PMB), 120.0 (t,
C12), 113.8 (d, PMB), 86.6 (d, C10), 72.8 (t, PMB), 71.6 (d, C11), 67.4 (t, C7), 56.5 (4, OMe), 55.26
(g, PMB), 32.5 (t, C6) ppm; [a]® (c = 1.0; CH,Cly): -7.4 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fir
Ci5H,,04Na 289.1416 ([M+Na]"), gefunden bei 289.1408 m/z, R; (PE/EE 5:1): 0.21.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von MOSHER-Estern

Ein Alkohol wird in Dichlormethan gelost, Triethylamin (4 Aqg.), 4-DMAP (0.1 Ag.) und schlieRlich
Moshersaurechlorid (1.2 Ag.) bei 0 °C zugegeben und bis zum Abschluss der Reaktion auf
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer Ammoniumchlorid-Lésung gestoppt
und die wéssrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Nach

séulenchromatographischer Reinigung erhélt man den MOSHER-Ester.

(R)-MoOsHER-Ester ((R)-60)

O

el AN
OH el 0]

FsC
PMBo/\/'\(\ PMBOW 12

58 OMe (R)-60 OMe

Ausgehend von der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung von MoOsHER Estern wird (3R,4R)-4-
Methoxy-1-(4-methoxybenzyloxy) hex-5-en-3-ol (10 mg; 32 pmol) mit (S)-Moshersaurechlorid
umgesetzt und der (R)-MosHER-Ester 60 (14 mg; 29 pumol; 91 %) nach séulenchromatographischer
Reinigung (PE/EE 10:1) als farbloses Ol zu erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 7.58-7.64 (m, 2H, Ph), 7.34-7.42 (m, 3H, Ph), 7.23 (m, 2H, PMB), 6.87
(m, 2H, PMB), 5.64 (ddd, 1H, J = 17.2, 10.3, 7.6 Hz, H11), 5.38 (m, 1H, H120/), 5.28 (m, 1H, H12p),
4.28-4.37 (m, 2 H, PMB), 3.80 (s, 3H, OMeéwoster), 3.66 (t, 1H, J = 7.6 Hz, H9), 3.57 (m, 2H, H7),
3.26-3.37 (m, 1H, H10), 3.26 (s, 3H, OMe), 1.91-2.02 (m, 1H, H6a), 1.70-1.81 (m, 1H, H6pB) ppm;
ESI-MS (HRMS) berechnet fir C,sHs06F; 483.1994 ([M+H]"), gefunden bei 483.2000 m/z, R;
(PE/EE 6:1): 0.51.

(S)-MOSsHER Ester ((S)-60)

F4CY o
PMBO/\)\(\ PMBo/y\)\(\ 12

58 OMe (S)-60 OMe

Ausgehend von der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung von MOSHER Estern wird (3R,4R)-4-
Methoxy-1-(4-methoxybenzyloxy)-hex-5-en-3-ol (10 mg; 32 pmol) mit (R)-Mosherséurechlorid
umgesetzt um (S)-MosHER-Ester 60 (12 mg; 25 umol; 78 %) nach sdulenchromatographischer
Reinigung (PE/EE 10:1) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 7.53-7.63 (m, 2H, Ph), 7.33-7.43 (m, 3H, Ph), 7.24 (m, 2H, PMB), 6.86
(m, 2H, PMB), 5.54 (ddd, 1H, J = 17.4, 10.2, 7.3 Hz, H11), 5.36 (m, 1H, H120)), 5.17 (m, 1H, H12p),
4.39 (s, 2 H, PMB), 3.80 (s, 3H, OMeyosher), 3.60 (M, 1H, H9), 3.50 (m, 2H, H7), 3.39-3.49 (m, 1H,
H10), 3.17 (s, 3H, OMe), 1.98-2.08 (m, 1H, H601), 1.79-1.84 (m, 1H, H6pB) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C,5H3,06F5 483.1994 ([M+H]"), gefunden bei 483.1993 m/z, R; (PE/EE 6:1): 0.51.

(2R,4R)-4-[(R)-1-methoxyallyl]-2-(4-methoxyphenyl)-1,3-dioxan (61)

PMP
PMBO OH O)\O
X W\u
58 OMe 61  OMe

DDQ (0.094; 0.41; 1.1 Aqg.) wird in Dichlormethan (8 mL) geldst, Uber MS 4A 1h bei
Raumtemperatur gerthrt, dann auf -15 °C gekuhlt und (3R,4R)-4-Methoxy-1-(4-methoxybenzyloxy)-
hex-5-en-3-ol (58; 0.10 g; 0.38 mmol; 1.0 Aq.) in Dichlormethan (1 mL) zugetropft. Die Reaktion ist

nach 2.5 h abgeschlossen und wird durch Zugabe von Na,SO; und einer gesattigter NaHCO;-L6sung
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hydrolysiert. Sobald sich der entstandene Niederschlag geldst hat, werden die Phasen getrennt und die
wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das entstandene Rohprodukt wird
séulenchromatographisch (PE/EE  7.6:1) gereinigt, um (2R,4R)-4-[(R)-1-Methoxyallyl]-2-(4-
methoxyphenyl)-1,3-dioxan (61; 0.76 g; 0.29 mmol; 76 %) als farbloses, klares Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.42 (m, 2H, PMP), 6.87 (m, 2H, PMP), 5.74 (ddd, 1H, J = 17.7, 10.0,
7.3 Hz, H11), 5.30-5.38 (m, 2H, H12), 4.25 (ddd, 1H, J = 11.6, 6.0, 1.7 Hz, H10), 3.94 (dd, 1H, J =
11.4, 2.2 Hz, H7a), 3.91 (ddd, 1H, J = 11.4, 4.3, 2.7 Hz, H7b), 3.69 (ddd, 1H, J = 7.3, 6.0, 0.9 Hz,
H10), 1.84 (dddd, 1H, J = 13.1, 11.6, 12.2, 4.3 Hz, H6a), 1.43 (ddd, 1H, J = 13.1, 2.2, 1.7 Hz, H6b)
ppm; ®C-NMR (100 MHz, CDCls): 159.9 (s, PMP), 134.2 (C11), 131.2 (s, PMP), 127.5 (d, PMP),
119.3 (t, C12), 113.5 (d, PMP), 101.1 (d, PMPCHO,), 84.8 (d, C10), 78.7 (d, C11), 66.7 (t, C7), 57.1
(0, OMe), 55.3 (q, PMP), 26.9 (t, C6) ppm; [a]® (¢ = 1.0; CH,Cl,): +9.5 °; ESI-MS (HRMS)
berechnet fir CysH10, 265.1440 ([M+H]"), gefunden bei 265.1432 m/z, Ry (PE/EE 5:1): 0.53.

1-{[(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enyloxy]methyl}-4-methoxybenzol (63)

OH OBn
PMBo/\)\(\ PMBO/y\/'Y\Q
58  OMe 63 OMe

(3R,4R)-4-Methoxy-1-(4-methoxybenzyloxy)hex-5-en-3-ol (58; 3.7 g; 13.9 mmol; 1.0 Ag.) wird in
THF (300 mL) geldst, Benzylbromid (3.3 mL; 4.8 g; 27.8 mmol; 2.0 Ag.) und TBAI (0.5 g; 1.4 mmol;
0.1 Ag.) zugegeben und die Losung auf 0 °C gekiihlt. Natriumhydrid (0.67 g; 27.8 mmol; 2.0 Ag.)
wird portionsweise zugegeben, die Losung auf Raumtemperatur erwérmt und die Reaktion fir 24 h
gerthrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer Ammoniumchlorid-Losung beendet und THF im
Vakuum entfernt. Nach Zugabe von Ether werden die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit
Ether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (PE/EE
16:1—5.5:1)  gereinigt, um  1-{[(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enyloxy]methyl}-4-
methoxybenzol (63; 4.19 g; 11.8 mmol; 85 %) als farbloses klares Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.20-7.34 (m, 5H, Bn), 7.20-7.34 (m, 2H, PMB), 6.83-6.89 (m, 2H,
PMB), 5.70-5.81 (m, 1H, H11), 5.21-5.33 (m, 2H, H12), 4.71 (d, 1H, J = 11.6 Hz, PMB), 4.50 (d, 1H,
J = 11.6 Hz, PMB), 4.40 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.35 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 3.79 (s, 3H, PMB),
3.60-3.68 (M, 1H, H10), 3.60-3.68 (M, 1H, HY), 3.47-3.58 (M, 1H, H7), 3.30 (s, 3H, OMe), 1.84-1.94
(m, 1H, H6,), 1.64-1.74 (m, 1H, H6) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl): 159.1 (s, PMB), 138.9 (s,
Bn), 135.3 (d, C11), 130.6 (d, PMB), 129.3 (s, PMB), 128.2 (d, Bn), 128.0 (d, Bn), 127.5 (d, Bn),
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118.6 (t, C12), 113.7 (d, PMB), 85.3 (d, C10), 78.1 (d, C9), 73.5 (t, Bn), 72.5 (t, PMB), 66.4 (t, C7),
56.8 (q, OMe), 55.3 (q, PMB), 31.2 (t, C8) ppm; [a]* (c = 1.0; CH,Cl,): +21.4 °; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C,,H,50,Na 379.1885 ([M+Na]"), gefunden bei 379.1885 m/z, R (PE/EE 5:1): 0.91.

(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-en-1-ol (64)

OBn OBn
PMBo/\)\‘/\ _ HO/7\/'Y\12
63 OMe 64 OMe

1-{[(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enyloxy]methyl}-4-methoxybenzol (63; 4.19 ¢; 11.75
mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (300 mL) geldst, mit H,O (2 mL) versetzt und auf 0 °C
gekiihlt. Zu der Losung wird DDQ (3.2 g; 14.11 mmol; 1.2 Aqg.) zugegeben und die Reaktion fiir 1.5 h
geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer NaHCOs-L6sung und festem Natriumsulfit gestoppt
und 30 min gerihrt bis sich der Niederschlag gelost hat. Die Phasen werden getrennt, die wassrige
Phase mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Losemittel wird entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch (PE/EE 5:1)
gereinigt, um (3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-en-1-ol (64; 2.71 g; 11.46 mmol; 98 %) als

farbloses, klares Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.27-7.38 (m, 5H, Bn), 5.76 (ddd, 1H, J = 17.2, 10.4, 7.0 Hz, H11),
5.26-5.36 (m, 2H, H12), 4.78 (d, 1H, J = 11.3 Hz, Bn), 4.61 (d, 1H, J = 11.3 Hz), 3.66-3.78 (m, 4H,
H10, H9, H8), 3.33 (s, 3H, OMe), 2.22 (s, br, 1H, OH), 1.77-1.88 (m, 1H, 6a), 1.65-1.75 (m, 1H, 6p)
ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl5): 138.3 (s, Bn), 134.7 (d, C11), 128.5 (d, Bn), 128.1 (d, Bn), 127.8
(d, Bn), 119.1 (t, C12), 84.9 (d, C10), 79.7 (d, C9), 73.2 (t, Bn), 60.4 (t, C7), 56.8 (g, OMe), 33.2 (t,
C8) ppm; [a]? (¢ = 1.0; CH,Cl,): +30.2 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C1,H00sNa 259.1310
([IM+Na]"), gefunden bei 259.1310 m/z, R; (PE/EE 6:1): 0.18.
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(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enal (65)

OH OBn (? OBn
X - 1012
64 OMe OMe 65

a) Swern Oxidation

Oxalylchlorid (0.37 mL; 0.54 g; 4.23 mmol; 2.0 Ag.) wird in Dichlormethan (8 mL) gel6st und
auf -78 °C gekihlt. DMSO (0.45 mL; 0.5 g; 6.35 mmol; 3.0 Aqg.) wird vorsichtig zugetropft
(Gasentwicklung) und die Reaktion fur 30 min gertihrt und anschlielend (3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-
methoxyhex-5-en-1-ol (64; 0.50 g; 2.11 mmol; 1.0 Ag.) in Dichlormethan (0.5 mL) zugetropft. Die
Reaktion wird 15 min gerihrt und anschlieRend auf -45 °C erwarmt. Nach 1 h wird Triethylamin (2.05
mL; 1.50 g; 14.81 mmol; 7.0 Ag.) zugegeben und die Reaktion auf Raumtemperatur erwarmt. Die
Reaktion wird durch Zugabe einer gesattigten Ammoniumchlorid-Lésung und Ether gestoppt. Die
Phasen werden getrennt, die wassrige mit Ether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
H,O und gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und tber Magnesiumsulfat getrocknet. Entfernen des
Losemittels im Vakuum ergibt (3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enal (65; 0.50 g; 2.11 mmol;

quant.) in hinreichender Reinheit als farbloses Ol.
b) DESS-MARTIN Oxidation

(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-en-1-ol (64; 0.056 g; 0.24 mmol; 1.0 Ag.) wird in
Dichlormethan geldst und auf 0 °C gekiihlt. NaHCO; (20 mg; 0.24 mmol; 1.0 Aq) und Dess-Martin
Periodinan (0.120 g; 0.28 mmol; 1.2 Ag.) wird zugegeben und die Reaktion bis zum vollstandigen
Umsatz geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer NaHCOs-Ldsung und einer Na,S,03-Lésung
gestoppt und fur eine halbe Stunde gerlihrt. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase mit
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch
(PE/EE 6:1) gereinigt, um (3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enal (65; 0.055 g; 0.22 mmol; 92

%) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 9.74 (dd, 1H, J = 2.4, 1.7 Hz, C7), 7.27-7.37 (m, 5H, Bn), 5.77 (ddd,
1H, J = 17.1, 10.6, 7.2 Hz, H11), 5.35 (m, 1H, H12a), 5.31 (m, 1H, H12p), 4.71 (d, 1H, J = 11.4 Hz,
Bn), 4.63 (d, 1H, J = 11.4 Hz, Bn), 4.07 (dt, 1H, J = 7.6, 4.8 Hz, H9), 3.75 (dddd, 1H, J = 7.2, 5.0,
1.0, 0.8 Hz, H10), 2.66 (ddd, 1H, J = 16.7, 4.8, 1.7 Hz, H60), 2.58 (ddd, 1H, J = 16.7, 7.6, 2.4 Hz,
H6B) ppm; C-NMR (100 MHz, CDCly): 201.0 (d, C7), 138.0 (s, Bn), 134.3 (d, C11), 128.4 (d, Bn),
128.0 (d, Bn), 127.8 (d, Bn), 119.4 (t, C11), 83.7 (d, C10), 75.9 (t, Bn), 73.1 (d, C9), 56.9 (q, OMe),
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45.1 (t, C6) ppm; [a]® (¢ = 1.0; CH.CI,): +23.6 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fir Cy4H;503Na
257.1154 ([M+Na]"), gefunden bei 257.1154 m/z, R; (PE/EE 6:1): 0.65.

(4S,5R,7R,8R)-7-(Benzyloxy)-8-methoxy-4-methyldec-9-en-2-yn-5-ol (epi-57)

% A\
65 epi-67
/\fo - s~ ""OH
= ™~ “OBn 1227 " “OBn
(_)Me (_)Me epi—57

a) Allenylstannanmethode

Aldehyd 65 (0.05 g; 0.21 mmol; 1.0 Ag.) und Allenylstannan 66 (0.11g; 0.32 mmol; 1.5 Aqg.) werden
in Dichlormethan (2.5 mL) gelost und auf -78 °C gekiihlt und BF;-OEt; (48 uL; 0.38 mmol; 1.8 Aq.)
zugetropft. Die Reaktion wird 2 h bei -78 °C geruhrt und dann durch Zugabe einer MeOH/NaHCOs-
Losung (3 mL; 5:1 v/v) gestoppt. Die Reaktion wird mit Ether extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen ber Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch
(PE/EE 10:1) gereinigt um isomerenreines epi-57 (0.041 g; 0.21 mmol; 65 %) als farbloses Ol zu

erhalten.
b) Pd-katalysierte Methode

Aldehyd 65 (0.060 g; 0.26 mmol; 1.0 Ag.) und Propargylmesylat (R)-68 (0.31 mmol; 1.2 Aq.) werden
in THF (8 mL) gelést und mit HMPA (2.5 mL) versetzt. Pd(dppf)Cl,-CH,Cl, (0.01 g; 13 umol;
0.05 Ag.) und Inl (0.087 g; 0.36 mmol; 1.4 Aq.) werden zugegeben und der Reaktionsansatz fiir 16 h
bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Wasser und Ether gestoppt, die
Phasen getrennt und die wassrige Phase mehrfach mit Ether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden tber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Das Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch (PE/EE 7:1) gereinigt um isomerenreines epi-57 (0.05 g; 0.165 mmol; 65 %)

als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.27-7.39 (m, 5H, Bn), 5.76 (ddd, 1H, J = 16.9, 10.8, 7.5 Hz, H11),
5.26-5.34 (m, 2H, H12), 4.77 (d, 1H, J = 11.3 Hz, Bn), 4.63 (d, 1H, J = 11.3 Hz, Bn), 3.78-3.84 (m,
1H, H10), 3.70-3.75 (m, 1H, H9), 3.59-3.64 (m, 1H, H7), 3.33 (s, 3H, OMe), 2.43 (dqq, 1H, J = 9.4,
6.8, 2.3 Hz, H6), 1.81 (d, 3H, J = 2.3 Hz, 4Me), 1.61-1.74 (m, 2H, H5), 1.15 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 6Me)
ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 138.7 (s, Ph), 135.0 (d, C11), 128.3 (d, Cpy), 128.0 (d, Cpp), 127.6
(d, Cey), 118.9 (t, C12), 85.0 (d, C10), 79.8 (d, C9), 78.5 (s, C4), 78.3 (s, C5), 73.7 (t, Bn), 71.1 (d,
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C7), 56.8 (g, OMe), 36.3 (t, C8), 33.7 (d, C6), 13.6 (g, 6Me), 3.6 (q, 4Me) ppm; [a]* (c = 1.0;
CH,Cl,): +23.6 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir Cy,H;50sNa 257.1154 ([M+Na]"), gefunden bei
257.1154 m/z, R¢ (PE/EE 7:1): 0.28.

(R)-Mosher-Ester ((R)-70)

% o % o
67 ®70 ) o
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Ausgehend von der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung von Mosher Estern wird epi-67 (10 mg;
32 umol) mit (S)-Moshersaurechlorid umgesetzt, um den (R)-Mosher-Ester 70 (14 mg; 29 umol; 96

%) nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 20:1) als farbloses Ol zu erhalten.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl,): 7.62-7.66 (m, 2H, Ph), 7.26-7.42 (m, 8H, Ph), 5.63 (ddd, 1H, J = 17.3,
10.3, 7.1 Hz, H2), 5.35-5.42 (m, 1H, H7), 5.25 (m, 2H, H1), 4.67 (d, 1H, J = 10.8 Hz, Bn), 4.47 (d,
1H, J =10.8 Hz, Bn), 3.61 (s, 3H, OMewosher), 3.54-3.62 (m, 1H, H10), 3.27-3.33 (m, 1H, H9), 3.22 (s,
3H, OMe), 2.74 (m, 1H, H6), 1.75 (s, 3H, 4Me), 1.70-1.88 (m, 2H, H6), 1.11 (s, 3H, 6Me) ppm; ESI-
MS (HRMS) berechnet fiir CpgH3305F;Na 541.2178 ([M+Na]"), gefunden bei 541.2181 m/z.

(S)-Mosher Ester ((S)-70)

% ‘\\\\ % \\\\\
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Ausgehend von der allgemeinen Vorschift zur Darstellung von Mosher Estern wird epi-67 (10 mg;
32 umol) mit (R)-Moshersaurechlorid umgesetzt, um den (S)-Mosher-Ester 70 (12 mg; 25 umol; 90

%) nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 20:1) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.58-.7.64 (m, 2H, Ph), 7.27-7.43 (m, 8H, Ph), 5.71 (ddd, 1H, J = 17.3,
10.3, 7.3 Hz, H11), 5.34-5.41 (m, 1H, H7), 5.30-5.34 (m, 2H, H12), 4.68 (d, 1H, J = 10.9 Hz, Bn),
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4.50 (d, 1H, J = 10.9 Hz, Bn), 3.66 (m, 1H, H10), 3.54 (s, 3H, OMewosher), 3.42-3.48 (m, 1H, H9), 3.29
(s, 3H, OMe), 2.72 (m, 1H, H6), 1.76-1.97 (m, 2H, H8), 1.71 (d, 3H, J = 2.4 Hz, 4Me), 1.02 (d, 3H, J
= 7.2 Hz, 6Me) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet filr CoH3305F;Na 541.2178 ([M+Na]"), gefunden
bei 541.2178 m/z.

(3R,4R,6R,7S)-3-Methoxy-7-methyldec-1-en-8-in-4,6-diol (72)

% ‘\\\\
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a) Bildung des Radikalanions

4,4’-Di-tert-butylbiphenyl (0.38 g; 1.44 mmol) wird in THF geldst und Lithium (0.017 g; 2.40 mmol)
zugegeben und gerihrt. Nachdem etwa 10 min ist eine Griinfarbung zu beobachten und die

Reaktionsmischung wird auf 0 °C gekdihlt und fiir 6 h intensiv geruhrt.
b) Entfernung der Benzylgruppe

Alkohol 67 (5.0 mg; 18 pmol; 1.0 Aqg.) wird in THF geldst und auf -78 °C gekiihlt. Die Radikalldsung
wird tropfenweise zugegeben, wobei sie sich zunehmend langsamer entféarbt, bis die Reaktion
abgeschlossen ist (Kontrolle per DC). Die Reaktion wird durch Zugabe einer gesattigten
Ammoniumchlorid-Loésung beendet und mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wird iber S&dulenchromatographie (PE/EE 1:1) gereinigt um das Diol 71 als farblosen

Feststoff (4 mg; 16 pmol; quant.) zu erhalten, welche direkt weiter verwendet wird.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.49 (m, 1H, OH), 5.63 (ddd, 1H, J = 17.0, 10.2, 8.2 Hz, H12), 5.28-
5.39 (m, 2H, H11), 3.83 (ddd, 1H, J = 7.8, 9.4, 1.4 Hz, H9), 3.76 (ddd, 1H, J = 9.8, 9.4, 3.1, Hz, H7),
3.44 (dd, 1H, J = 7.8, 7.9 Hz, H10), 2.49 (dqq, 1H, J = 9.8, 6.4, 2.4 Hz, H6), 1.80 (d, 3H, J = 2.4 Hz,
4Me), 1.70 (ddd, 1H, J = 14.5, 9.4, 3.1 Hz, H8a), 1.59 (ddd, 1H, J = 14.5, 7.8, 1.4 Hz, H8b), 1.36 (s,
1H, OH), 1.17 (d, 3H, J = 6.4 Hz, 6Me) ppm.

¢) Bildung des Acetonids

Diol 71 (4 mg; 16 pmol; 1.0 Ag.) wird in 2,2-Dimethoxypropan (0.5 mL) gel6st und mit wenigen
Kristallen PPTS versetzt. Die Reaktion wird tber Nacht gerthrt und mit gesattigter NaHCO;-Lésung



5 Experimenteller Teil 148

gestoppt. Die Reaktion wird mehrfach mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organische
Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Acetonid 72
(4.6 mg; 18 umol; 100% tiber 2 Stufen) wird so in hinreichender Reinheit als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 5.72 (ddd, 1H, J = 16.9, 10.8, 7.9 Hz, H11), 5.26-5.34 (m, 2H, H12),
3.84 (dd, 1H, J = 9.8, 6.1 Hz, H10), 3.71 (ddd, 1H, J = 9.8, 6.1, 6.2 Hz, H9), 3.52-3.57 (m, 1H, H7),
3.33 (s, 3H, OMe), 2.51 (m, 1H, H8), 1.79 (d, 3H, J = 2.4 Hz, 4Me), 1.75 (ddd, 1H, J = 12.7, 9.5,
6.1 Hz, H8w), 1.64 (ddd, 1H, J = 12.7, 9.6, 6.2 Hz, H8B), 1.38 (s, 6H, CHz-Acetonid), 1.12 (d, 3H, J =
7.2 Hz, 6Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl; = 77.16 ppm): 134.8 (d, C11), 119.3 (t, C12), 101.0
(s, Acetonid), 84.8 (d, C10), 80.5 (s, C5), 77.0 (s, C4), 69.6 (d, C7), 69.2 (d, C9), 57.1 (g, OMe), 31.7
(t, C8), 31.1 (d, C6), 24.7 (q, AcetonidMea.), 24.7 (g, AcetonidMep), 16.4 (q, C6Me), 3.8 (g, C4Me)
ppm; [a]® (¢ = 0.46; CH,CIy): +12.0 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;sH,s03Na 275.1623
([M+Na]"), gefunden bei 275.1620 m/z.

(S)-4-Benzyl-3-[(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-hydroxy-8-methoxy-2,4-dimethyldeca-2,9-
dienoyl]oxazolidin-2-on (82)
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(3R,4R)-3-(Benzyloxy)-4-methoxyhex-5-enal (65; 0.05 g; 0.21 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan
(1 mL) gel6st und auf -78 °C gekiihlt. 1 M Ti(OiPr)Cls-Losung (0.42 mL, 0.22 mmol; 2.0 Ag.) wird
langsam zugetropft und die Lésung 1 h zum Vorkomplexieren gertihrt bevor Ketenacetal X (0.09 g,
0.23 mmol; 1.2 Aq.) in Dichlormethan (0.5 mL) zugetropft wird. Die Lésung wird langsam auf -50 °C
aufgewdrmt und dort fiir 48 h gerlihrt. Die Reaktionsgemisch wird durch Zugabe einer geséattigten
NaHCOs-Ldsung und ROCHELLE-Salz-Lésung gestoppt, auf Raumtemperatur erwéarmt und fir 1 h
geriihrt. Die Phasen werden getrennt und die wassrige mehrfach mit Dichlormethan extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen (ber Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel entfernt. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (PE/EE 4:1) gereinigt, um Alkohol 82 (0.045 g; 0.089

mmol; 42 %, d.r. 10:1) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.24-7.39 (m, 8H, Ph), 7.17-7.21 (m, 2H, Ph), 5.88 (dd, 1H, J = 1.4,
11.6 Hz, H5), 5.78 (dd, 1H, J = 6.9, 10.5, 17.1 Hz, H 11), 5.25-5.32 (m, 2H, H12), 4.76 (d, 1H, J =
11.4 Hz, OBn), 4.72 (m, 1H, Evans), 4.60 (d, 1H, J = 11.4 Hz, OBn), 4.25 (dd, 1H, J = 8.7, 8.5 Hz
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Evans), 4.14 (dd, 1H, J = 8.7, 5.6 Hz, Evans), 3.67-3.77 (m, 3H, Evans, H10, H7), 3.31 (s, 3H, OMe),
3.29-3.34 (m, 1H, H9), 2.84 (dd, 1H, J = 13.5, 9.1 Hz, Evans), 2.62 (ddq, 1H, J = 6.7, 11.6, 5.4 Hz,
H6), 1.91 (d, 3H, J = 1.4 Hz, 4Me), 1.86-1.96 (m, 1H, H8«), 1.51-1.61 (m, 1H, H8pB), 1.05 (d, 3H, J =
6.7 Hz, 6Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 171.8 (s, C3), 153.3 (s, Evans), 141.6 (d, C5), 138.1
(s, Cpn), 135.0 (s, Evans), 134.8 (d, C11), 130.3 (s, C6), 129.4 (d, Cpy), 128.9 (d, Evans), 128.4 (d,
Cen), 128.0, (d, Evans), 127.7 (d, Cpy), 127.3 (d, Evans), 118.9 (t, C12), 84.7 (d, C10), 80.8 (d, C9),
73.6 (d, C6), 72.8 (t, OBn), 66.3 (t, Evans), 56.7 (g, OMe), 55.3 (d, Evans), 39.3 (t, Evans), 37.5 (d,
C6), 34.7 (t, C8), 14.6 (q, 4Me), 13.7 (g, 6Me) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C5iH3;NOgNa
530.2519 ([M+Na]"), gefunden bei 530.2519 m/z, R; (PE/EE 5:1): 0.23.

(R)-MoOsHER-Ester ((R)-85)
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Ausgehend von der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung von MOSHER Estern wird 82 (10 mg;
20 pmol) mit (S)-Moshersdurechlorid umgesetzt, um den (R)-MOSHER-Ester (R)-85 (9 mg; 12 umol;
62 %) nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 5:1) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.54-7.59 (m, 2H, Ph), 7.18-7.54 (m, 8H, Ph), 5.80 (ddd, 1H, J = 7.0,
9.8, 17.2 Hz, H11), 5.69 (dd, 1H, J = 1.5, 9.9 Hz, H5), 5.26-5.33 (m, 2H, H12), 5.23-5.26 (m, 1H, H7),
4.65 (m, 1H, Evans), 4.58 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.51 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.21 (dd, 1H, J =
8.5, 8.7 Hz, Evans), 4.14 (dd, 1H, J = 5.0, 8.7 Hz, Evans), 3.76 (dd, 1H, J = 4.9, 9.8 Hz, H10),
3.52-3.57 (m, 1H, H9), 3.47 (s, 3H, OMemqsher), 3.34 (dd, 1H, J = 3.4, 13.5 Hz, Evans), 3.30 (s, 3H,
OMe), 2.85 (m, 1H, H6), 2.80 (dd, 1H, J = 9.4, 13.5 Hz, Evans), 2.05 (dd, 1H, J = 5.7, 14.5 Hz, H8a),
1.91 (dd, 1H, J = 7.3, 14.5 Hz, H8B), 1.75 (d, 1H, J = 1.5 Hz, 4Me), 0.95 (d, 1H, J = 6.8 Hz, 6Me)
ppm; [a]® (¢ = 0.9; CH,CIy): +38.44 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C4H;;NOgFsNa 746.2910
([IM+Na]"), gefunden bei 746.2913 m/z, R; (PE/EE 3:1): 0.44.
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(S)-MosHER-Ester ((S)-85)
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Ausgehend von der allgemeinen Vorschrift zur Darstellung von MOSHER Estern wird 82 (10 mg;
20 pmol) mit (R)-Mosherséurechlorid umgesetzt, um den (S)-MOSHER-Ester (S)-85 (9 mg; 12 umol,;
62 %) nach saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 5:1) als farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.54-7.58 (m, 2H, Ph), 7.17-7.42 (m, 8H, Ph), 5.78 (ddd, 1H, J = 17.3,
10.5, 7.1 Hz, H11), 5.76 (dd, 1H, J = 10.9, 0.7 Hz, H5), 5.25-5.32 (m, 2H, H12), 5.20 (ddd, 1H, J =
5.1, 7.9, 5.1 Hz, H7), 4.62-4.71 (m, 1H, Evans), 4.46 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.40 (d, 1H, J =
11.6 Hz, Bn), 4.22 (dd, 1H, J = 8.6, 8.2 Hz, Evans), 4.14 (dd, 1H, J = 8.6, 4.8 Hz, Evans), 3.70 (dd,
1H, J = 7.1, 4.6 Hz, H10), 3.50 (s, 3H, OMeyosner), 339 (M, 1H, Evans), 3.34 (ddd, 1H, J = 13.7, 4.0,
0.3 Hz, H9), 3.28 (s, 3H, OMe), 2.95 (m, 1H, H6), 2.81 (dd, 1H, J = 13.3, 9.2 Hz, Evans), 2.03 (ddd,
1H,J =143, 6.9, 4.0 Hz, H8a), 1.87 (ddd, 1H, J = 14.3, 0.3, 6.7 Hz, H8pB), 1.81 (d, 3H, J = 0.7 Hz,
4Me), 1.01 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 6Me) ppm; [a]® (¢ = 0.9; CH)Cl,): +4.78 °; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C,0H4NOgF;Na 746.2910 ([M+Na]"), gefunden bei 746.2917 m/z, R; (PE/EE 3:1): 0.44.

(S)-4-Benzyl-3-{(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-8-methoxy-2,4-
dimethyldeca-2,9-dienoyl}oxazolidin-2-on

0
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(S)-4-Benzyl-3-[(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-hydroxy-8-methoxy-2,4-dimethyldeca-2,9-

dienoyl]oxazolidin-2-on (82; 20 pg; 41 pmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan gelést und mit 2,6-
Lutidin (8 pL; 8 pg; 74 pmol; 1.8 Aq.) versetzt und auf -78 °C gekiihlt. TBSOTf (15 pL; 18 pg; 69
umol; 1.7 Aqg.) wird langsam zugetropft und die Reaktion 10 min geriihrt, anschlieRend langsam auf
Raumtemperatur erwérmt und fir 12 h weiter geruhrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer

Ammoniumchlorid-Ldsung gestoppt, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit Dichlormethan
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extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losemittel
entfernt und das so erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (PE/EE 8:1—5:1), um
(S)-4-Benzyl-3-{(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-8-methoxy-2,4-
dimethyldeca-2,9-dienoyl}oxazolidin-2-on (102; 21 pg; 34 pmol; 83 %) als farblosen Schaum zu
erhalten.

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.30-7.38 (m, 6 H, Ph), 7.24-7.29 (m, 2H, Ph), 7.18-7.22 (m, 2H, Ph),
5.99 (dd, 1H, J = 1.1, 10.0 Hz, H5), 5.76 (ddd, 1H, J = 7.2, 10.3, 17.3 Hz, H11), 5.25-5.34 (m, 2H,
H12), 4.75 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.62-4.71 (m, 1H, Evans), 4.58 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.21
(dd, 1H, J = 8.6, 8.4 Hz, Evans), 4.12 (dd, 1H, J = 5.1, 8.6 Hz, Evans), 3.84 (ddd, 1H, J = 8.3, 4.5,
4.0 Hz, H7), 3.66 (dd, 1H, J = 7.2, 5.6 Hz, H10), 3.57 (ddd, 1H, J = 8.7, 5.6, 3.8 Hz, H9), 3.37 (dd,
1H, J = 13.5, 9.4 Hz, Evans), 3.31 (s, 3H, OMe), 2.79 (dd, 1H, J = 9.4, 13.5 Hz, Evans), 2.69 (ddq,
1H, J = 10.0, 4.4, 6.0 Hz, H6), 1.81 (ddd, 1H, J = 14.3, 8.7, 4.0 Hz, H8«), 1.78 (d, 3H, J = 1.1 Hz,
4Me), 1.64 (ddd, 1H, J = 14.3, 5.6, 4.5 Hz, H8B), 0.97 (d, 3H, J = 6.0 Hz, 6Me), 0.89 (s, 9H, TBS),
0.04 (s, 6H, TBS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl5): 172.1 (s, C3), 152.9 (s, Evans), 142.4 (d, C5),
138.8 (s, Cpp), 135.3 (s, Cpp), 135.1 (d, C11), 129.4 (s, C4), 129.4 (d, Cpy), 128.9 (d, Evans), 128.3 (d,
Cen), 127.8 (d, Evans), 127.4 (d, Cpp), 127.3 (d, Evans), 118.7 (t, C12), 85.0 (d, C10), 78.1 (d, C9),
73.0 (t, OBn), 71.5 (d, C7), 66.3 (t, Evans), 56.7 (g, OMe), 55.6 (d, Evans), 37.5 (t, Evans), 37.1 (d,
C6), 35.9 (t, C8), 25.9 (q, TBS), 18.1 (s, TBS), 13.5 (q, 4Me), 13.1 (g, 6Me), -4.1 (g, TBS), -4.8 (q,
TBS) ppm; [a]® (c = 1.0; CH.CIly): +24.1 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fir CgzHs;NOgSiNa
644.3383 ([M+Na]"), gefunden bei 644.3387 m/z.

2-{[(3R,4R)-4-Methoxy-1-[(4-methoxybenzyl)oxy]hex-5-en-3-yl]oxy}-1,1,1,3,3,3-hexamethyl-2-
(trimethylsilyDtrisilan (83)
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Trifluormethansulfonsaure (0.036 mL; 0.41 mmol; 1.1 Aq.) wird zu einer Losung bestehend aus
TTMSS-H (0.13 mL; 0.105 g; 0.41 mmol; 1.1 Aq.) in Dichlormethan (1.5 mL) getropft und fir 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die entstandene Lésung des TTMSSOTTf wird auf -78 °C gekihlt und per
Transferkantile in eine ebenfalls auf -78 °C gekihlte Losung von Alkohol 58 (0.10 g; 0.38 mmol;
1.0 Ag.) und 2,6-Lutidin (0.07 mL, 0.06 g; 0.56 mmol; 1.4 Aq.) in Dichlormethan (0.5 mL) gegeben.
Die Reaktion wird fur 10 min bei -78 °C gerihrt, anschlieBend langsam auf Raumtemperatur erwarmt

und bei dieser Temperatur fiir weitere 12 h geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer geséttigten
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Ammoniumchlorid-Ldsung gestoppt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, das Ldsemittel im Vakuum
entfernt und das so erhaltene Rohprodukt séulenchromatographisch (PE/EE 40:1) gereinigt um 2-
{[(3R,4R)-4-Methoxy-1-[(4-methoxybenzyl)oxy]hex-5-en-3-ylJoxy}-1,1,1,3,3,3-hexamethyl-2-
(trimethylsilyl)trisilan (83; 0.16 g; 0.31 mmol; 81 %) als farbloses Ol zu erhalten.

Das Produkt ist auch unter Schutzgas und Lichtausschluss bei -20 °C nicht langfristig haltbar und zeigt

bereits nach 24 h Zersetzung.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.22-7.26 (m, 2H, PMB), 6.84-6.88 (m, 2H, PMB), 5.77 (ddd, 1H, J =
17.1, 10.8, 6.3 Hz, H11), 5.14-5.28 (m, 2H, H12), 4.42 (d, 1H, J = 11.6 Hz, PMB), 4.38 (d, 1H, J =
11.6 Hz, PMB), 3.80 (s, 3H, PMB), 3.46-3.59 (m, 4H, H7, H9, H10), 3.25 (s, 3H, OMe), 1.83 (dddd,
1H, J = 6.7, 13.7, 6.7, 5.1 Hz, H8a), 1.64 (dddd, 1H, J = 13.7, 8.5, 5.1, 5.1 Hz, H8p), 0.19 (s, 27H,
TTMSS) ppm; C-NMR (100 MHz, CDCl,): 159.0 (s, PMB), 134.8 (d, C11), 130.8 (s, PMB), 129.2
(d, PMB), 117.9 (t, C12), 113.7 (d, PMB), 85.0 (d, C10), 75.7 (d, C9), 72.4 (t, PMB), 66.5 (t, C7),
56.6 (g, OMe), 55.2 (g, PMB), 33.0 (t, C8), 1.8 (g, TTMSS), 0.6 (g, TTMSS), 0.3 (g, TTMSS), -0.7 (4,
TTMSS) ppm; [ (¢ = 1.0; CH,Cl,): +8.4 °; R (PE/EE 40:1): 0.35.

Die lonisierung zwecks Massenspektrometrie war nicht moglich.

(R)-4-Benzyl-3-{(2R,3S,5R,6R)-5-(benzyloxy)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-6-methoxy-2-
methyloct-7-enoyl}oxazolidin-2-on (90)
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a) Aldol-Reaktion

(R)-EVANS Propionyloxazolidinon 88 (6.34 g; 27.18 mmol; 1.1 Ag.) wird in Dichlormethan (100 mL)
gel6st und auf -78 °C gekiihlt, mit Triethylamin (4.28 mL; 30.89 mmol; 1.25 Aq.) versetzt und tiber 30
min nBu,BOTf (1M in Dichlormethan; 27. 18 mL; 27.18 mmol; 1.1 Aqg.) zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wird 1 h bei -78 °C gerihrt, dann auf 0 °C erwarmt. Es wird bei dieser Temperatur
fiir eine Stunde geriihrt bevor der Reaktionsansatz erneut auf -78 °C gekuhlt wird und Aldehyd 65
(24.71 mmol; 1.0 Aq.) in Dichlormethan langsam zugetropft wird. Die Reaktion wird fiir 12 h bei -78
°C geruhrt, dann auf Raumtemperatur erwarmt und mit NaOAc (21 g) in MeOH (95 m L) und pH 7
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Puffer (10 mL) versetzt. Eine Losung aus H,0, (30 %ig; 45 mL) in MeOH (285 mL) wird tber 30 min
zugetropft und die Losung fur 2 h gerlhrt. Im Anschluss werden die Phasen getrennt, die wassrige
Phase mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter NaCl-L&sung
gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Flr eine Charakterisierung
wird eine kleine Menge des Rohprodukt saulenchromatographisch (PE/EE 3:1) gereinigt um (R)-4-
Benzyl-3-[(2R,3S,5R,6R)-5-(benzyloxy)-3-hydroxy-6-methoxy-2-methyloct-7-enoyl]oxazolidin-2-on
(90) als farbloses Ol zu erhalten.

(R)-4-Benzyl-3-{(2R,3S,5R,6R)-5-(benzyloxy)-3-hydroxy-6-methoxy-2-methyloct-7-
enoyl}oxazolidin-2-on *H-NMR (400 MHz, CDCl,): 7.18-7.37 (m, 5H, Bn), 5.78 (ddd, 1H, J = 7.1,
10.5, 17.5 Hz, H11) 5.27-5.36 (m, 2H, H12), 4.77 (d, 1H, J = 11.2 Hz, OBn), 4.61- 4.69 (m, 1H,
CHN), 4.59 (d, 1H, J = 11.2 Hz, OBn), 4.09-4.17 (m, 3H, H7 + CH,CHN), 3.75 (m, 3H, H10,H9,H6),
3.56 (d, 1H, J = 2.1 Hz, OH), 3.31 (s, 3H, OMe), 3.27 (dd, 1H, J = 3.2, 13.4 Hz, Bn), 2.75 (dd, 1H, J =
9.9, 13.4 Hz, Bn), 1.79 (ddd, 1H, J = 3.9, 4.0, 14.4 Hz, H8a), 1.70 (ddd, 1H, J = 14.4, 8.5, 0.1 Hz,
H8B), 1.24 (d, 3H, J = 7.2 Hz, 6Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCly): 175.9 (s, C5), 153.0 (s,
C=Okgvans), 138.0 (s, Car), 135.2 (d, C11), 134.5 (s, Cay), 129.4 (d, Ca), 128.9 (d, Car), 128.4 (d, Cay),
128.0 (d, Ca;), 127.8 (d, Ca), 127.3 (d, Cay), 119.2 (t, C12), 84.3 (d, C10), 80.1 (d, C9), 72.8 (t, OBn),
70.3 (d, C7), 66.0 (t, CH,CHN), 56.7 (g, OMe), 55.3 (d, CH,CHN), 42.6 (d, C6), 37.7 (t, Bn), 34.6 (t,
C8), 11.0 (g, 6Me) ppm; [a]® (c = 1.2; CH,Cl,): -20.33 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fur
C27H33NOgNa 490.2206 ([M+Na]"), gefunden bei 490.2210 m/z, R¢ (PE/EE 2:1): 0.47.

b) Schiitzung

Das Rohprodukt (24.71 mmol) wird in Dichlormethan geldst, auf -78 °C gekihlt und mit 2,6-Lutidin
(4.56 mL; 29.54 mmol; 1.6 Aq.) versetzt. TBSOTT (7.34 mL; 32.12 mmol; 1.3 Aq.) wird vorsichtig
zugetropft und die Reaktion anschlieend langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Nach 12 h wird die
Reaktion mit einer gesattigten Ammoniumchlorid-Lésung gestoppt. Die Phasen werden getrennt und
die wassrige Phase mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch (PE/EE 8:1) gereinigt um 90 (11.88 g; 20.42 mmol; 83 % uber 2 Stufen) als

farbloses Ol zu erhalten.

(R)-4-Benzyl-3-{(2R,3S,5R,6R)-5-(benzyloxy)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-6-methoxy-2-

methyloct-7-enoyl}oxazolidin-2-on ‘H-NMR (400 MHz, CDCl5): 7.13-7.35 (m, 10H, Ph), 5.76 (ddd,
1H,J=7.1,10.3, 17.3 Hz, H11), 5.22-5.32 (m, 2H, H12), 4.72 (d, 1H, J = 12.0 Hz, OBn), 4.59 (d, 1H,
J = 12.0 Hz, OBn), 4.36 (m, 1H, CHN), 4.14 (m, 1H, H9), 3.85 (dd, 1H, J = 2.0, 8.8 Hz, CH,CHN),
3.69-3.81(m, 3H, H6, H7, H10), 3.28-3.33 (m, 1H, CH,CHN), 3.27 (s, 3H, OMe), 3.16 (dd, 1H, J =
13.3, 3.1 Hz, Bn), 2.66 (dd, 1H, J = 13.3, 9.5 Hz, Bn), 1.90 (ddd, 1H, J=1.1, 5.7, 15.0 Hz, H8a), 1.77
(ddd, 1H, J = 3.0, 9.0, 15.0 Hz, H8B), 1.26 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 4Me), 0.90 (s, 9H, TBS), 0.05 (s, 3H,
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TBS), 0.03 (s, 3H, TBS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl5): 175.5 (s, C5), 152.7 (S, C=Ogyans), 139.3
(s, Car), 135.5 (d, C11), 135.0 (5, Cay), 129.4 (d, Ca,), 128.8 (d, Ca,), 128.0 (d, Ca), 127.2 (d, Cay),
127.0 (d, Ca,), 118.6 (C12), 83.2 (d, C10), 75.9 (d, C9), 71.1 (d, C7), 70.8 (OBn), 65.6 (t, CH,CHN),
56.7 (g, OMe), 55.3 (d, CH,CHN), 43.0 (d, C6), 37.5 (t, Bn), 35.5 (t, C8), 25.9 (q, TBS), 18.0 (s,
TBS), 14.4 (q, 4Me), -4.2 (g, TBS), -4.9 (q, TBS) ppm; [a]® (¢ = 1.1; CH,Cl,): -37.1 °; ESI-MS
(HRMS) berechnet fiir C33H47NOgSiNa 604.3070 ([M+Na]"), gefunden bei 604.3067 m/z.

(2S,3S,5R,6R)-5-(Benzyloxy)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-6-methoxy-2-methyloct-7-en-1-ol
(138)

OMe 90

90 (11.88 g; 20.42 mmol; 1.0 Ag.) wird in Ether (200 mL) und MeOH (abs.; 10 mL) geldst und auf
0 °C gekiihlt. LiBH, (0.67 g; 30.63 mmol; 1.5 Ag.) wird zugegeben und die Reaktion fiir 12 h bei 0 °C
geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 1 M Salzséure (30 min riihren) gestoppt. Die Phasen
werden getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel im Vakuum entfernt. Das so
erhaltene Rohprodukt wird s&ulenchromatographisch (PE/EE 5:1) gereinigt, um (2S,3S,5R,6R)-5-
(Benzyloxy)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-6-methoxy-2-methyloct-7-en-1-ol (140; 6.94 g; 16.98

mmol; 83 %) als klares, farbloses Ol zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.26-7.36 (m, 5H, Ph), 5.77 (ddd, 1H, J = 7.8, 9.6, 18.1 Hz, H11), 5.25-
5.33 (M, 2H, H12), 4.70 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 455 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 3.90 (ddd, 1H, J =
7.5,5.4, 3.0 Hz, H7), 3.66 (dd, 1H, J = 5.0, 7.8 Hz, H5pB), 3.52 (dd, 1H, J = 7.5, 10.6 Hz, H10), 3.48
(dd, 1H, J = 4.1, 5.0 Hz, H9), 3.44 (dd, 1H, J = 5.3, 10.6 Hz, H5a), 3.31 (s, 3H, OMe), 1.83 (ddd, 1H,
J =143, 7.5, 4.1 Hz, H80), 1.64 (dd, 1H, J = 14.3, 5.5 Hz, H8B), 0.87 (s, 9H, TBS), 0.79 (d, 3H,
6Me), 0.06 (s, 3H, TBS), 0.04 (s, 3H, TBS) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCl5): 138.7 (s, CAr), 135.1
(d, C11), 128.3 (d, CAr), 128.1 (d, CAr), 127.6 (d, CAr), 118.7 (t, C12), 84.7 (d, C10), 77.7 (d, C9),
72.7 (t, OBn), 71.6 (d, C7), 66.2 (t, C5), 56.8 (4, OMe), 38.9 (d, C6), 34.6 (t, C8), 25.8 (g, TBS), 17.9
(s, TBS), 10.9 (g, 4Me), -4.2 (q, TBS), -4.7 (g, TBS) ppm; [a]® (c = 1.1; CH,Cl,): +26.6 °; ESI-MS
(HRMS) berechnet fir CyH,04SiNa 431.2594 ([M+Na]®), gefunden bei 431.2592 m/z, R
(PE/EE 6:1): 0.41.
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Ethyl-(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-8-methoxy-2,4-
dimethyldeca-2,9-dienoat (92)

HO™ N
oTBS -
=~ TOBn
OMe 140
a) Oxidation

(2S,3S,5R,6R)-5-(Benzyloxy)-3-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-6-methoxy-2-methyloct-7-en-1-ol (140;
0.50 g; 1.22 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (10 mL) gelést, auf 0 °C gekiihlt und nacheinander
mit NaHCO; (0.15 g; 1.84 mmol; 1.5 Ag.) und DMP (0.78 g; 1.84 mmol; 1.5 Aq.) versetzt. Die
Reaktion wird fir 2.5 h bei 0 °C geriihrt und danach durch Zugabe einer gesattigten NaHCO; und
geséttigten Na,S,0s-LOsung gestoppt. Nach Erklaren der Ldsung werden die Phasen getrennt, die
wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert und tber Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtrieren wird
das Losemittel entfernt und der als klares, farbloses Ol erhaltene a-chirale Aldehyd direkt in der

nachfolgenden WITTIG Reaktion eingesetzt.
R¢ (PE/EE 5:1): 0.72.
b) WITTIG Reaktion

Der a-chirale Aldehyd (1.22 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan gel6st und mit dem WITTIG
Ylid 98 (1.11 g; 3.05 mmol; 2.5 Aq.) versetzt. Die Losung wird im verschlossenen Kolben auf 55 °C
erhitzt und fur 78 h geriihrt. Nach Abschluss wird die Reaktion auf Raumtemperatur gekihlt und auf
Kieselgel aufgezogen. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 20:1) wird der Ester 92
(0.51 g; 1.04 mmol; 85 % uber 2 Stufen) als klares, farbloses Ol erhalten.

Ethyl-(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-8-methoxy-2,4-

dimethyldeca-2,9-dienoat (92) *H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.24-7.33 (m, 5H, Ph), 6.71 (dd, 1H, J
=1.4,9.9 Hz, H5), 5.74 (ddd, 1H, J = 7.4, 10.5, 17.2 Hz, H11), 5.24-5.32 (m, 2H, H12), 4.74 (d, 1H, J
= 11.4 Hz, Bn), 4.54 (d, 1H, J = 11.4 Hz, Bn), 4.18 (dq, 1H, J = 7.2, 14.3 Hz, Et), 4.17 (dg, 1H, J =
7.2, 14.3 Hz, Et), 3.77 (ddd, 1H, J = 4.2, 4.4, 8.4 Hz, H7), 3.66 (dd, 1H, J = 5.5, 7.4 Hz, H10), 3.53
(ddd, 1H, J = 3.8, 5.5, 9.3 Hz, H9), 3.30 (s, 3H, OMe), 2.60 (ddqg, 1H, J = 4.2, 6.4, 9.9 Hz, H6), 1.82
(ddd, 1H, J = 3.8, 8.4, 14.3 Hz, H80)), 1.73 (d, 3H, J = 1.4 Hz, 4Me), 1.61 (ddd, 1H, J = 4.4, 9.3, 14.3
Hz, H8pB), 1.28 (dd, 3H, J = 7.2, 7.2 Hz, Et), 0.95 (d, 3H, J = 6.4 Hz, 6Me), 0.89 (s, 9H, TBS), 0.02 (s,
6H, TBS) ppm; **C-NMR (100 MHz, CDCI,): 168.3 (s, C3), 145.7 (d, C5), 138.7 (s, CAr), 135.0 (d,
C11), 128.2 (d, Ca,), 127.7 (d, Ca,), 127.5 (d, Ca;), 126.4 (s, C4), 118.8 (t, C12), 84.9 (d, C10), 78.2
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(d, C9), 72.8 (t, OBn), 71.6 (d, C7), 60.3 (t, Et), 56.7 (g, OMe), 37.5 (d, C6), 36.2 (d, C8), 25.9 (g,
TBS), 18.1 (s, TBS), 14.3 (q, 6Me), 13.3 (g, 4Me), 12.5 (q, Et), -4.1 (q, TBS), -4.8 (g, TBS) ppm;
[a]® (c = 1.0; CH,CL,): +17.7 °; ESI-MS (HRMS) berechnet filr CsH,s05SiNa513.3012 ([M+Na]"),
gefunden bei 513.3012 m/z.

(4S,55,7R,8R,E)-7-(Benzyloxy)-5-[(tert-butyldimethylsilyl) oxy]-8-methoxy-2,4-dimethyldeca-2,9-
dien-1-ol (86)

I. ausgehend vom Oxazolidinon tber VMAR

(S)-4-Benzyl-3-{(4S,5S,7R,8R,E)-7-(benzyloxy)-5-[ (tert-butyldimethylsilyl)oxy]-8-methoxy-2,4-

dimethyldeca-2,9-dienoyl}oxazolidin-2-on (102; 20 mg; 32 pmol; 1.0 Ag.) wird in Et,O (1 mL) und
MeOH (50 pL) geldst und auf 0 °C gekiihlt. LiBH, (1.1 mg; 48 pmol; 1.5 Ag.) wird in einer Portion
zugegeben und die Reaktion fir 12 h gerthrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer 1 M HCI
gestoppt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 5:1) wird der Alkohol 86 (9 mg; 20 umol; 63 %)

als klare farblose Flissigkeit erhalten.
I1. ausgehend vom Ester Gber WITTIG Reaktion

Ester 92 (5.17 g; 10.54 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (230 mL) gelost und auf -78 °C
gekdhlt. Unter Rihren wird die Lésung mit DIBAL-H (1 M in Hexan; 26.35 mL; 26.35 mmol; 2.5
Aq.) tropfenweise versetzt und fiir 30 min geriihrt. Die Lésung wird langsam auf Raumtemperatur
erwarmt, dort 5 min gehalten, anschliefend wieder auf -78 °C gekihlt und durch Zugabe einer
geséttigten ROCHELLE Salz-Lésung hydrolysiert. Die Losung wird auf Raumtemperatur erwérmt und
dort flr 12 Stunden gehalten, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organische Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, und das nach
Entfernen des Losemittels im Vakuum erhaltene Rohprodukt wird saulenchromatographisch (PE/EE

5:1) gereinigt, um Alkohol 86 (4.71 g; 10.50 mmol; quant.) als klares, farbloses Ol zu erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): 7.25-7.35 (m, 5H, Ph), 5.74 (ddd, 1H, J = 6.8, 10.3, 17.3 Hz, H11),
5.20-5.33 (m, 3H, H1 & H8), 4.72 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.54 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 3.95 (s br,
2H, H3), 3.67 (dd, 1H, J = 8.5, 6.8 Hz, H10), 3.64 (dd, 1H, J = 8.2, 3.9 Hz, H7), 3.54 (ddd, 1H, J =
8.5, 4.2, 4.0 Hz, H9), 3.29 (s, 3H, OMe), 2.50 (m, 1H, H6), 1.80 (ddd, 1H, J = 4.4, 8.2, 14.1 Hz, H8p),
1.59 (d, 3H, J = 0.9 Hz, 4Me), 1.58 (ddd, 1H, J = 0.2, 3.9, 14.1 Hz, H8c), 0.89 (d, 3H, J = 6.1 Hz,
6Me), 0.88 (s, 9H, TBS), 0.02 (s, 3H, TBS), 0.01 (s, 3H, TBS) ppm; BC.NMR (100 MHz, CDCly):
138.8 (s, Car), 135.0 (d, C11), 133.6 (s, C4), 130.4 (d, C5), 128.2 (d, Ca;), 127.9 (d, Ca;), 127.4 (d,
CAr), 118.8 (t, C12), 84.8 (d, C10), 78.4 (d, C9), 72.7 (t, OBn), 72.6 (d, C7), 69.3 (d, C3), 56.7 (q,
OMe), 37.4 (d, C6), 36.6 (t, C8), 26.0 (q, TBS), 18.1 (s, TBS), 15.2 (g, 6Me), 13.9 (q, 4Me), -4.1 (q,
TBS), -4.6 (q, TBS) ppm; [a]® (c = 0.9; CH,Cl,): +24.7 °; ESI-MS (HRMS) berechnet flr
C26Ha40,SiNa 471.2907 ([M+Na]*), gefunden bei 471.2904 m/z, R; (PE/EE 5:1): 0.31.

(3S,6S,7S,9R,10R,E)-9-(Benzyloxy)-3,7-bis[ (tert-butyldimethylsilyl)oxy]-10-methoxy-4,6-
dimethyldodeca-4,11-dienamid (95)

_— =

a) Oxidation

Allylalkohol 86 (0.83 g; 1.85 mmol; 1.0 Aq) wird in Dichlormethan (20 mL) geldst, mit NaHCOj
(0.62 g; 7.4 mmol; 4.0 Ag.) und DMP (1.57 g; 3.7 mmol; 2.0 Aqg.) versetzt und die Suspension fir 30
min bei 0 °C geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von weiterem festen NaHCO;, geséttigter
NaHCOs-Ldsung und geséttigter Na,S,03-Losung gestoppt und fir 3 h geriihrt. AnschlieRend werden
die Phasen getrennt, die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird
séulenchromatographisch gereinigt (PE/EE 10:1) um den «,f-ungeséattigten Aldehyd 87 (0.80 g;
1.79 mmol; 97 %) als farbloses, klares Ol zu erhalten, welches ohne weitere Charakterisierung weiter

verwendet wird.

Ry (PE/EE 12:1): 0.29.
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b) Aldol

BSA (0.22 g; 1.10 mmol; 2.0 Aq.) wird in THF (10 mL) gel6st und auf -78 °C gekihlt. n-BuLi (2.5 M;
0.44 mL; 1.10 mmol; 2.0 Ag.) wird zugetropft und die Losung fir 30 min bei -78 °C geriihrt. Die
Losung wird auf -105 °C gekiihlt und der o, -ungeséttigte Aldehyd 87 (0.24 g; 0.54 mmol; 1.0 Ag.) in
THF (3 mL) gelst, vorgekiihlt auf -105 °C, per Transferkaniile zugegeben. Der Reaktionsansatz wird
tber 1 h langsam auf -78 °C erwdrmt, dann fir 2 h gerthrt und anschlielend wird eine Mischung aus
1M HClq/THF 1:1 (20 mL) zugegeben. Die Losung wird langsam auf 0 °C erwarmt (Hinweis:
rasche Eliminierung bei Raumtemperatur) und dort fiir 1 h geriihrt, bevor die Reaktion durch Zugabe
von festem NaHCO; bis zur Neutralisation beendet wird. Das THF wird im Vakuum entfernt,
Essigester zugegeben und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wird mehrfach mit Essigester
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen ber Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel im
Vakuum entfernt. Das Aldoladdukt 95 wird direkt, ohne weitere Reinigung oder Lagerung fir die
Schiitzung genutzt.

R¢ (PE/EE 1:1): 0.13 (richtiges Diast), 0.19 (falsches Diast.).
¢) TBS Schitzung

Das Aldoladdukt 95 (0.54 mmol; 1.0 Aq.) wird in Dichlormethan (10 mL) gelost, auf -78 °C gekiihlt
und mit 2,6-Lutidin (0.22 mL; 0.21 g; 1.93 mmol; 3.5 Aq.) versetzt. TBSOTf (0.32 mL; 0.36 g; 1.36
mmol; 2.5 Ag.) wird langsam zugetropft und die Losung fir 5 min bei -78 °C geriithrt und der
Reaktionsansatz anschliefend langsam auf Raumtemperatur erwarmt, und fur weitere 12 h gerthrt.
Die Reaktion wird durch Zugabe einer gesattigten Ammoniumchlorid-Lésung gestoppt, die Phasen
getrennt, und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird
mehrfach sdulenchromatographisch gereinigt (PE/EE 2:1—1:1), um das geschitzte Aldoladdukt 96
(0.27 g; 0.44 mmol; 83 %) als klares, farbloses Ol zu erhalten. Das nicht gewiinschte Diastereomer
(3R)-96 (0.07 g; 0.10 mmol; 17 %) kann ebenfalls isoliert werden, womit sich ein d.r. von 4.22 : 1
ergibt.

(3S,6S,7S,9R,10R,E)-9-(Benzyloxy)-3,7-bis[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-10-methoxy-4,6-

dimethyldodeca-4,11-dienamid (96) *H-NMR (400 MHz, CDCl5): 7.22-7.34 (m, 5H, Ph), 5.91 (s br,
1H, NH), 5.77 (ddd, 1H, J = 7.2, 10.3, 17.3 Hz, C11), 5.46 (qd, 1H, J = 0.8, 8.0 Hz, H5), 5.22-5.31
(m, 2H, H12), 4.69 (d, 1H, J = 11.4 Hz, Bn), 4.55 (d, 1H, J = 11.4 Hz, Bn), 4.35 (dd, 1H, J =3.8, 7.6
Hz, H3), 3.71 (ddd, 1H, J = 4.6, 4.6, 7.7 Hz, H7), 3.64 (dd, 1H, J = 5.0, 7.2 Hz, H10), 3.59 (ddd, 1H, J
= 5.0, 7.2, 8.5 Hz, H9), 3.29 (s, 3H, OMe), 2.59 (m, 1H, H6), 2.39 (dd, 1H, J = 7.6, 14.2 Hz, H2\),
2.32 (dd, 1H, J = 3.8, 14.2 Hz, H2p), 1.82 (ddd, 1H, J = 4.6, 7.2, 14.1 Hz, H8a), 1.61 (ddd, 1H, J =
4.9, 8.5, 14.1 Hz, H8p), 1.51 (d, 3H, J = 0.8 Hz, 4Me), 0.89 (s, 9H, TBS), 0.89 (s, 9H, TBS), 0.86 (d,
3H, J = 7.2 Hz 6Me), 0.06 (s, 3H, TBS), 0.04 (s, 3H, TBS), 0.02 (s, 3H, TBS), 0.01 (s, 3H, TBS) ppm;
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BBC-NMR (100 MHz, CDCly): 173.41 (s, C1), 138.9 (s, Cpp), 135.2 (d, C11), 135.2 (s, C4), 129.3 (d,
C5), 128.2 (d, Cpy), 127.6 (d, Cpr), 127.4 (d, Cpp), 118.5 (t, C12), 84.8 (d, C10), 78.4 (d, C9), 74.8 (d,
C3), 72.9 (t, OBn), 72.8 (d, C7), 56.8 (g, OMe), 44.0 (t, C2), 36.9 (d, C6), 35.5 (t, C8), 26.0 (g, TBS),
25.8 (g, TBS), 18.1 (s, TBS), 18.1 (s, TBS), 15.3 (g, 6Me), 12.5 (q, 4Me), -4.0 (g, TBS), -4.4 (q, TBS),
-4.5 (g, TBS), -5.3 (g, TBS) ppm; [a]® (c = 0.6; CH,Cl,): +1.7 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fur
Ca4He2NOsSi, 620.4167 ([M+H]"), gefunden bei 620.4144 m/z, R; (PE/EE 1:1): 0.58.

(3R,6S,7S,9R,10R,E)-9-(Benzyloxy)-3,7-bis[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-10-methoxy-4,6-
dimethyldodeca-4,11-dienamid (falsches Diastereomer) '"H-NMR (400 MHz, CDCI,): 7.24-7.36
(m, 5H, Ph), 5.89 (s br, 1H, NH), 5.77 (ddd, 1H, J = 7.1, 10.4, 17.4 Hz, H11), 5.22-5.31 (m, 3H, H12,
H5), 4.67 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.55 (d, 1H, J = 11.6 Hz, Bn), 4.36 (dd, 1H, J = 3.6, 8.2 Hz, H3),
3.56-3.66 (m, 3H, H7, H9, H10), 3.29 (s, 3H, OMe), 2.53 (dq, 1H, J = 4.9, 7.0 Hz, H6), 2.43 (dd, 1H,
J =8.2, 14.0 Hz, H2a), 2.26 (dd, 1H, J = 3.6, 14.0 Hz, H2b), 1.79 (ddd, 1H, J = 14.3, 4.6, 6.7 Hz,
H8a), 1.61 (ddd, 1H, J = 4.5, 8.5, 14.4 Hz, H8pB), 1.45 (d, 3H, J = 1.4 Hz, 4Me), 0.88 (s, 9H, TBS),
0.87 (d, 3H, J = 7.0 Hz, 6Me), 0.87 (s, 9H, TBS), 0.05 (s, 3H, TBS), 0.03 (s, 3H, TBS), 0.02 (s, 3H,
TBS), 0.00 (s, 3H, TBS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl5): 173.4 (s, C1), 138.8 (s, Cen), 135.4 (d,
C11), 135.3 (s, C4), 130.2 (d, C5), 128.2 (d, Cpy), 127.9 (d, Cpr), 127.4 (d, Cpy), 118.5 (t, C12), 84.5
(d, C10), 78.0 (d, C9), 75.9 (d, C3), 72.9 (t, OBn), 72.6 (d, C7), 56.8 (q, OMe), 43.4 (t, C2), 37.3 (d,
C6), 35.2 (t, C8), 25.9 (q, TBS), 25.8 (q, TBS), 18.1 (s, TBS), 18.1 (s, TBS), 15.6 (g, 6Me), 11.2 (q,
4Me), -4.1 (q, TBS), -4.5 (q, TBS), -4.5 (g, TBS), -5.2 (g, TBS) ppm; [a]® (¢ = 0.7; CH,Cl,): +12.3 °;
ESI-MS (HRMS) berechnet filr C34HgNOsSi, 620.4167 ([M+H]"), gefunden bei 620.4145 m/z, R¢
(PE/EE 1:1): 0.68.

(3S,6S,7S,9R,10R,E)-3,7-Bis[ (tert-butyldimethylsilyl)oxy]-9-hydroxy-10-methoxy-4,6-
dimethyldodeca-4,11-dienamid (32)

a) Bildung des Radikalanions

DBBP (2.72 g; 10.2 mmol; 10.0 Ag.) wird in THF (20 mL) gel6st, Lithium (0.10 g; 15.3 mmol,
15.0 Ag.) zugegeben und geriihrt. Nach etwa 10 min ist eine Griinfarbung zu beobachten und der

Reaktionsansatz wird auf 0 °C gekuhlt und flr weitere 6 h intensiv geruihrt. Das Radikalanion kann
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anschlieend unter Argonatmosphare bei -20 °C gelagert werden und ist so fiir etwa eine Woche
haltbar.

b) Entschiitzung

(3S,6S,7S,9R,10R,E)-9-(Benzyloxy)-3,7-bis[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-10-methoxy-4,6-

dimethyldodeca-4,11-dienamid (95; 0.63 g; 1.02 mmol; 1.0 Ag.) wird in THF (5 mL) gel6st und
auf -78 °C gekuhlt. Die Loésung des Radikalanions in THF wird langsam zugetropft, bis keine
Entfarbung mehr auftritt und die Reaktion abgeschlossen ist (Kontrolle per DC). Die Reaktion wird
durch Zugabe von Ammoniumchlorid-Lésung gestoppt und auf Raumtemperatur erwarmt. THF wird
im Vakuum entfernt und der Rest in Essigester aufgenommen. Die wassrige Phase wird mit Essigester
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésemittel wird
im Vakuum entfernt und das so erhaltene Rohprodukt wird chromatographisch gereinigt (PE/EE
2:1—-1:1) um (3S,6S,7S,9R,10R,E)-3,7-Bis[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-9-hydroxy-10-methoxy-4,6-
dimethyldodeca-4,11-dienamid (32; 0.52 g; 0.99 mmol; 97 %) als farbloses Ol zu erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.?® Es l4sst sich in
allen Spektren ein weiteres Rotamer detektieren (in einem Verhéltnis von 5:1) — im Folgenden werden

ausschliellich die Verschiebungen fiir das Hauptrotamer angegeben.

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 5.97 (s br, 1H, NH), 5.66 (ddd, 1H, J = 8.1, 10.5, 17.2 Hz, H11), 5.41-
5.50 (m, 1H, H5), 5.24-5.37 (m, 2H, H12), 4.36 (dd, 1H, J = 6.7, 4.3 Hz, H3), 3.76 (ddd, 1H, J = 10.6,
6.9, 5.3 Hz, H7), 3.66 (dddd, 1H, J = 6.6, 0.2, 0.1, 2.8 Hz, H9), 3.35 (dd, 1H, J = 7.2, 7.2 Hz, H10),
3.30 (s, 3H, OMe), 2.78 (d, 1H, J = 2.8 Hz, OH), 2.64 (dqg, 1H, J = 6.9, 4.8 Hz, H6), 2.28-2.51 (m, 2H,
H2), 1.74 (s br, NH), 1.68 (ddd, 1H, J = 2.6, 0.2, 14.2 Hz, H8a), 1.74 (s, 3H, 4Me), 1.52 (ddd, 1H, J =
9.6, 0.1, 14.2 Hz, H8b), 0.89 (s, 9H, TBS), 0.88 (s, 9H, TBS), 0.85 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 6Me), 0.06 (s,
3H, TBS), 0.06 (s, 3H, TBS), 0.06 (s, 3H, TBS), 0.03 (s, 3H, TBS) ppm; “*C-NMR (100 MHz,
CDCl,): 173.6 (s, C1), 135.2 (s, C4), 135.0 (d, C11), 128.8 (d, C5), 119.9 (t, C12), 86.8 (d, C10), 75.5
(d, C3), 74.1 (d, C7), 70.9 (d, C9), 56.5 (q, OMe), 43.9 (t, C2), 36.9 (t, C8), 36.9 (d, C6), 25.9 (q,
TBS), 25.8 (q, TBS), 18.1 (s, TBS), 18.0 (s, TBS), 15.8 (g, 6Me), 12.8 (g, 4Me), -4.2 (g, TBS,), -4.3
(g, TBS), -4.6 (g, TBS), -5.3 (q, TBS) ppm; [a]*> (c = 0.87; CH.Cl,): -8.3 °; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C,;HssNOsSi, 552.351 ([M+Na]”), gefunden bei 552.3513 m/z; R; (PE/EE 1:1): 0.29.
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5.6 DARSTELLUNG DER VERBINDUNGEN AUS KAPITEL 3.1.4
(3S,4E,6S,7S,9S,11E,13E)-15-(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)-3,7-bis[(tert-
butyldimethylsilyl)oxy]-9-hydroxy-4,6,14-trimethylpentadeca-4,11,13-trienamid (103)

iPr-0 iPr-0

56

(E)-1-Brom-3-(3-iod-2-methylallyl)-2,5-diisopropoxy-4-methoxybenzol (56; 49 mg; 0.1 mmol; 1.4
Ag.) und (3S,6S,7S,9S,E)-3,7-bis[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-9-hydroxy-4,6-dimethyldodeca-4,11-
dienamid (38 mg; 0.072 mmol; 1.0 Ag.) werden in entgastem DMF (0.3 mL) gelost, mit TBABr
(23 mg; 0.072 mmol; 1.0 Ag.), Cs,CO; (26 mg; 0.079 mmol; 1.1 Ag.) und Pd(OAc), (16 mg;
0.072 mmol; 1.0 Aq.) versetzt und der Reaktionsansatz nach Zugabe von Triethylamin (10 pL; 7 mg;
0.072 mmol, 1.0 Aqg.) tiber Nacht gerithrt. Die Reaktionslésung wird direkt auf eine Kieselgelséule
(konditioniert mit PE/EE 5:1) aufgetragen und chromatographisch gereinigt (PE/EE 5:1—1:1) um
(3S,4E,6S,7S,9S,11E,13E)-15-(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)-3,7-bis[ (tert-

butyldimethylsilyl)oxy]-9-hydroxy-4,6,14-trimethylpentadeca-4,11,13-trienamid (103; 45 mg; 0.051

mmol; 71 %) als orange-braunen Schaum zu erhalten.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): 7.02 (s, 1H, Ha,), 6.45 (dd, 1H, J = 15.1, 11.1 Hz, H12), 5.98 (br s, 1H,
NH), 5.71 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H13), 5.48 (d, 1H, J = 9.6 Hz, H5), 5.30 (dd, 1H, J = 15.1, 8.5 Hz,
H11), 5.36 (s, br, 1H, NH), 4.48 (sept, 1H, J = 6.3 Hz, iPr), 4.43 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.37 (dd,
1H, J = 6.8, 4.1 Hz, H3), 3.76 (s, 3H, OMeAr), 3.77 (m, 1H, H7), 3.37 (dd, 1H, J = 7.5, 7.9 Hz, H10),
2.70 (br s, 1H, OH), 2.59-2.70 (m, 1H, H6), 2.34-2.46 (m, 2H, H2), 1.78 (s, 3H, 14Me), 1.64 (m, 1H,
H8a), 1.62 (s, 3H, 4Me), 1.51 (ddd, 1H, J = 14.3, 9.6, 4.7 Hz, H8pB), 1.37 (d, 6H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.30
(d, 6H, J = 6.3 Hz, iPr), 0.92 (s, 9H, TBS), 0.90 (s, 9H, TBS), 0.84 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 6Me), 0.08 (s,
3H, TBS), 0.07 (s, 3 H, TBS), 0.06 (s, 3H, TBS), 0.05 (s, 3H, TBS) ppm; “*C-NMR (100 MHz,
CDCls): 173.6 (s, C1), 148.7 (s, CAr), 147.4 (s, Cay), 147.2 (s, Ca), 139.0 (s, C14), 135.0 (s, C4),
131.7 (s, C12), 129.1 (s, Ca), 127.2 (d, C5), 126.6 (d, C11), 124.1 (d, C13), 118.3 (s, Ca,), 111.1 (d,
CAr), 86.6 (d, C10), 76.0 (d, iPr), 74.5 (d, C3), 73.8 (d, C7), 71.5 (d, iPr), 71.0 (d, C9), 60.4 (q,
OMey,,), 56.3 (0, OMeay), 43.9 (t, C2), 37.4 (t, C8), 36.6 (d, C6), 35.1 (t, C15), 25.9 (q, TBS), 25.8 (q,
TBS), 22.3 (q, iPr), 22.1 (q, iPr), 18.1 (g, TBS), 18.1 (q, TBS), 17.3 (g, 14CMe), 15.4 (g, 7CMe), 12.8
(9, 4CMe), -4.1 (q, TBS), -4.4 (q, TBS), -4.6 (g, TBS), -5.3 (g, TBS) ppm; [a]® (¢ = 0.9;
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CH,Cl,): -8.7 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C,,H-sNOgBrSi,Na 906.4371 ([M+Na]"), gefunden
bei 906.4347 m/z.

Lactam 34

iPr-O

(3S,4E,6S,7S,9S,11E,13E)-15-(3-Brom-2,5-diisopropoxy-6-methoxyphenyl)-3,7-bis[ (tert-

butyldimethylsilyl)oxy]-9-hydroxy-4,6,14-trimethylpentadeca-4,11,13-trienamid ~ (103; 30 mg;
34 pmol; 1.0 Ag.) wird in entgastem Toluol (3.5 mL) gelost und mit Cul (6.5 mg; 34 pmol; 1.0 Aq.),
N,N’-Dimethylethylen-1,2-diamin (7.4 pL; 6 mg; 68 umol; 2.0 Aqg.) und K,CO; (14 mg; 102 umol;
3.0 Aq.) versetzt und bei 110 °C fir 12 d gertihrt. Die Lésung wird auf Raumtemperatur gekiihlt, mit
Ammoniumchlorid-Ldsung gestoppt und die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase wird mit Ether
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen ber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel im
Vakuum entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird s&ulenchromatographisch gereinigt (PE/EE
8:1—1:1), um das Lactam als Atropisomer 34a (13 mg; 16 pumol; 46 %) als farblosen Feststoff zu
erhalten. Wird die Reaktion nach vier Tagen unterbrochen findet sich ein Verhltnis von 1.2:1 der

Atropisomere 34a zu 34b.
Atropisomer A (34a)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 7.99 (s, 1H, Ha,), 7.50 (s, 1H, NH), 6.40 (dd, 1H, J = 15.1, 10.9 Hz,
H12), 6.14 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H13), 5.30 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H5), 5.18 (dd, 1H, J = 15.1, 8.5 Hz,
H11), 4.52 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.40 (dd, 1H, J = 10.4, 4.9 Hz, H3), 4.15 (sept, 1H, J = 5.9 Hz,
iPr), 3.78 (s, 3H, OMey,), 3.56 (ddd, 1H, J = 10.2, 2.4, 1.0 Hz, H9), 3.34 (s, 3H, OMepy), 3.24-3.40
(m, 3H, H15, H10), 3.15-3.21 (m, 1H, H7), 2.97 (s, 1H, OH), 2.59 (dd, 1H, J = 11.6, 4.8 Hz, H2w),
2.45 (dd, 1H, J = 11.8, 10.8 Hz, H2B), 1.86-1.97 (m, 1H, H6), 1.79 (s, 3H, 14Me), 1.67 (s, 3H, 4Me),
1.44 (d, 3H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.40-1.44 (m, 1H, 8a), 1.24-1.27 (m, 1H, 8p), 1.32 (d, 3H, J = 6.1 Hz,
iPr), 1.31 (d, 6H, J = 5.9 Hz, iPr), 0.88 (s, 9H, TBS), 0.81 (s, 9H, TBS), 0.07 (s, 3H, TBS), 0.02 (s,
6H, TBS), -0.04 (s, 3H, TBS), -0.12 (d, 3H, J = 6.1 Hz, 6Me) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls):
167.9 (s, C1), 146.8 (s, Ca), 144.0 (s, CAr), 139.5 (s, C14), 137.7 (s, Ca), 133.3 (d, C5), 132.2 (s,
C4), 132.0 (d, C12), 129.3 (s, Ca), 128.1 (d, C11), 127.7 (s, Ca,), 125.6 (d, C13), 104.6 (5, Cp,), 104.6
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(d, Car), 85.9 (d, C10), 77.2 (d, C3), 76.5 (d, iPr), 74.1 (d, C9), 72.1 (d, C7), 71.3 (d, iPr), 60.8 (q,
OMen,), 56.6 (0, OMeay), 47.3 (t, C2), 39.4 (t, C8), 34.9 (d, C6), 33.4 (t, C15), 25.8 (g, TBS), 25.7 (g,
TBS), 23.1 (q, iPr), 22.4 (g, iPr), 22.1 (g, iPr), 22.0 (q, iPr), 18.0 (q, TBS), 17.6 (q, 14Me), 17.5 (s,
TBS), 17.3 (s, TBS), 10.3 (g, 6Me), 10.2 (q, 4Me), 1.01 (q, TBS), -4.3 (q, TBS), -4.7 (q, TBS), -4.9
(g, TBS) ppm; [a]® (c = 1.1; CH,CI,): -130.5°; ESI-MS (HRMS) berechnet fur Cs4H;7NOgSi,Na
826.5085 ([M+Na]"), gefunden bei 826.5102 m/z; R (PE/EE 4:1): 0.67.

NOESY (CDCls, 400 MHz):

Proton nOe Kontakte
20, NH (w), 2b, 3, 4Me (w)
2B NH, 20, 3, 4Me
3 NH, 5, 2a, 2b, 4Me
4Me NH, 12 (w), 11 (w), 3 (w), 9, 7, 10, 2a (W), 2B, 6, 6Me
5 3, 6Me
6 NH (w), 12 (w), 13 (w), 9, 7, 10, 4Me, 6Me
6Me 19 (w), NH (w), 12 (w), 13 (w), 5, 9 (w), 6, 14Me, 15 (w), 4Me, 170Me (w)
7 13,11, 9, OH, 6, 14Me (w), 4Me
9 11, 100Me, 6, 4Me, 8a, 8b
100Me 13, 11, 210iPr, 14Me
11 12, 13, 100Me, 6 (w), 4Me (w), 6Me (w)
12 13,11, 10, 14Me, 6Me (w)
13 11, 100Me, 14Me, 4Me (w), 6Me (w)
14Me 12, 13 (w), 170Me, 15, 6Me
15 13, 11, 210iPr, 14Me, 6Me (w)
170Me 13 (w), 180iPr (w), 14Me, 6Me (W)
180iPr 19
19 NH (w), 180iPr, 170Me (w), 6Me (w)
210iPr NH, 100Me
NH 11 (w), 3 (w), 2a, 2, 4Me, 6Me (w), 210iPr (w)

Atropisomer B (34b)

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 283K): 6.69 (s, HAr), 6.46 (dd, 1H, J = 10.9, 14.8 Hz, H12), 5.36 (d, 1H,
J=9.7 Hz, H5), 5.16 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H13), 5.05 (dd, 1H, J = 8.8, 14.8 Hz, H11), 4.51 (sept, 1H, J
= 5.7 Hz, iPr), 4.46-4.55 (m, 1H, H3), 4.20 (sept, 1H, J = 5.7 Hz, iPr), 3.77 (s, 3H, OMex,), 3.67-3.82
(m, 2H, H7, H9), 3.36-3.43 (m, 2H, H15), 3.21 (s, 3H, OMeay), 2.48 (qd, 1H, J = 6.3, 15.1 Hz, H6),
2.40 (d, 1H, J = 15.8 Hz, H201), 2.15 (dd, 1H, J = 6.3, 15.2 Hz, 2B), 1.94 (s, 3H, 14Me), 1.58-1.65 (m,
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1H, 8a), 1.57 (s, 3H, 4Me), 1.38-1.44 (m, 1H, 8B), 1.34 (d, 3H, J = 6.16 Hz, iPr), 1.28-1.38 (m, 3H,
iPr), 1.25 (d, 1H, J = 6.2 Hz, iPr), 0.95 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 6Me), 0.91 (s, 9H, TBS), 0.90 (s, 9H, TBS),
0.10 (s, 3H, TBS), 0.05 (s, 3H, TBS), 0.02 (s, 3H, TBS), 0.00 (s, 3H, TBS) ppm; *C-NMR (100 MHz,
CDCl;, 283K): 176.7 (s, C1), 149.4 (s, Car), 148.2 (s, Ca), 147.2 (s, Car), 140.3 (s, C14), 138.0 (s,
C4),132.4 (s, Car), 130.1 (d, C12), 128.6 (d, C11), 127.6 (s, Car), 127.4 (d, C4), 124.5 (d, C13), 115.0
(d, CAr), 88.7 (d, C10), 76.8 (d, iPr), 76.0 (d, C7), 74.8 (d, iPr), 72.7 (d, C3), 71.4 (d, C9), 61.1 (q,
OMea), 56.5 (g, OMeaw), 42.0 (t, C2), 41.4 (d, C6), 40.7 (t, C8), 34.3 (t, C15), 26.8 (q, TBS), 26.7 (q,
TBS), 23.1 (q, iPr), 22.6 (q, iPr), 22.4 (q, iPr), 22.4 (g. iPr), 19.1 (q, 14Me), 18.2 (g, 6Me), 15.0 (q,
4Me), -3.5 (q, TBS), -3.8 (q, TBS), -4.2 (q, TBS), -4.8 (g, TBS) ppm; [a]? (c = 1.0; CH,Cl,): -24.8°;
ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C,4H-;NOgSi,Na 826.5085 ([M+Na]*), gefunden bei 826.5084 m/z;
R¢ (PE/EE 4:1): 0.33

TBS-Proansamitocin 104

Proansaalkohol 34a (59 mg; 73 umol; 1.0 Aq.) wird in trockenem Dichlormethan (5 mL) gel6st, mit
Pyridiniumdichromat (140 mg; 360 umol; 5.0 Aqg.) und einer Spatelspitze MS 3 A versetzt und fir 3 h
bei 0 °C gertihrt. Die Losung wird Uber Kieselgel filtriert, mit Ether nachgewaschen und das
Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (PE/EE 8:1)
gereinigt, um TBS-Proansamitocin 104 (30 mg; 38 umol; 52 %) als farblose Flissigkeit zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.99 (s, 1H, HAr), 7.44 (s, 1H, NH), 6.62 (dd, 1H, J = 10.9, 15.0 Hz,
H12), 6.15 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H13), 5.16 (dd, 1H, J = 8.5, 15.0 Hz, H11), 5.06 (d, 1H, J = 9.6 Hz,
H5), 4.53 (sept, 1H, J = 6.0 Hz, iPr), 4.38 (dd, 1H, J = 5.5, 10.9 Hz, H7), 4.28 (d, 1H, J = 8.5 Hz,
H10), 4.14 (sept, 1H, J = 5.9 Hz, iPr), 4.10 (dd, 1H, J = 2.9, 11.1 Hz, H3), 3.79 (s, 3H, OMe,,), 3.34
(s, 3H, OMepy), 3.34 (s, 2H, H15), 2.86 (dd, 1H, J = 11.1, 15.7 Hz, H2a), 2.56 (dd, 1H, J = 5.5, 11.5
Hz, H8a), 2.43 (dd, 1H, J = 11.5, 10.9 Hz, H8PB), 2.07 (dd, 1H, J = 2.9, 15.7 Hz, H2pB), 1.78 (s, 3H,
14Me), 1.72 (dd, 1H, J = 6.5, 9.6 Hz, H6), 1.57 (s, 3H, 4Me), 1.41 (d, 3H, J = 5.9 Hz, iPr), 1.34 (d,
3H, J = 6.0 Hz, iPr), 1.31 (d, 3H, J = 6.0 Hz, iPr), 1.22 (d, 3H, J = 5.9 Hz, iPr), 0.88 (s, 9H, TBS), 0.80
(s, 9H, TBS), 0.07 (s, 3H, TBS), 0.03 (s, 3H, TBS), -0.03 (s, 3H, TBS), -0.04 (s, 3H, TBS), -0.06 (d,
3H, J = 6.5 Hz, 6Me) ppm: *C-NMR (100 MHz, CDCls): 204.0 (s, C9), 167.9 (s, C1), 146.8 (s, Ca),
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143.8 (s, C14), 141.0 (s, Car), 137.6 (s, Car), 133.6 (s, C4), 133.2 (d, C12), 132.6 (d, C5), 129.3 (s,
Car), 127.3 (s, Ca), 125.2 (d, C13), 123.4 (d, C11), 104.4 (d, CAr), 88.6 (d, C10), 76.9 (d, C7), 76.3
(d, iPr), 71.2 (d, C3), 71.1 (d, iPr), 60.9 (g, OMea,), 56.6 (g, OMeaw), 47.3 (t, C2), 45.5 (t, C8), 35.3
(d, C6), 33.7 (t, C15), 25.7 (g, TBS), 23.1 (s, TBS), 22.3 (s, TBS), 22.1 (q, iPr), 22.0 (q, iPr), 17.3 (g,
14Me), 10.7 (g, 6Me), 9.7 (g, 4Me), -4.5 (g, TBS), -4.6 (q, TBS), -4.7 (q, TBS), -4.8 (g, TBS) ppm;
[a]® (c = 0.4; CH,Cl): -302.0 °; ESI-MS (HRMS) berechnet fur C,H-sNOgSioNa 824.4929
(IM+Na]"), gefunden bei 824.4929 m/z; R; (PE/EE 8:1): 0.21

Proansamitocin 106

iPr-O

MeO

TBS-Proansamitocin 104 (29 mg; 36 pmol; 1.0 Ag.) wird in wassrigem Methanol (1 mL) geldst und
mit PPTS (0.57 g; 2.28 mmol; 60 Ag.) versetzt. Die Reaktion wird bei 40 °C fiir 48 h gerihrt
(Reaktionskontrolle mit LC-MS). Die Reaktion wird mit einer gesattigten Ammoniumchlorid-L&sung
versetzt und das Losemittel im Vakuum entfernt. Es wird Essigester zugegeben, die Phasen getrennt
und die wassrige Phase mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Das Rohprodukt wird per HPLC gereinigt
(MACHEREY NAGEL; NUCLEODUR C18 Isis, 5 um; Acetonitril/H,O: 5:95 — 60:40 min 40) um das
ungeschiitzte Proansamitocin 106 als reines Atropisomer 106a (tz: 25 min; 5.5 mg; 9.6 pumol; 26 %)
und Atropisomer 106b (tg: 27 min; 7.6 mg; 13.2 pmol; 37 %) zu erhalten. Atropisomer 106b
isomerisiert wahrend der Aufarbeitung teilweise zuriick in das Atropisomer 106a. Aufgrund der
starken Uberlagerung und der Bildung von verschiedenen Konformeren in Losung lieR sich

Atropisomer 106b per NMR-Spektroskopie nicht hinreichend charakterisieren.
Atropisomer 106a:

'H-NMR (500 MHz, MeOD, 283 K): 6.76 (dd, 1H, J = 11.5, 15.1 Hz, H12), 6.73 (s, 1H, HAr), 5.19
(d, 1H, J = 10.2 Hz, H5), 5.07 (d, 1H, J = 11.5 Hz, H13), 4.90 (dd, 1H, J = 9.7, 15.1 Hz, H11), 4.56
(sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.49 (dd, 1H, J = 0.8, 10.0 Hz, H3), 4.25 (d, 1H, J = 9.7 Hz, H10), 4.20
(sept, 1H, J=6.0 Hz, iPr), 3.78 (s, 3H, OMe,,), 3.69 (ddd, 1H, J = 2.1, 9.8, 9.5 Hz, H7), 3.52 (d, 1H,
J=16.4 Hz, H150), 3.33 (d, 1H, J = 16.4 Hz, H15B), 3.26 (s, 3H, OMeay), 2.75 (dd, 1H, J = 0.8, 16.8
Hz, H20), 2.48 (dd, 1H, J = 2.1, 18.5 Hz, H8w:), 2.37 (dd, 1H, J = 9.8, 18.5 Hz, H8p), 2.35 (M, 1H,
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H6), 2.01 (s, 3H, 14Me), 1.83 (dd, 1H, J = 10.0, 16.8, Hz, H2pB), 1.50 (s, 3H, 4Me), 1.36 (d, 3H, J=
6.1 Hz, iPr), 1.33 (d, 3H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.26 (d, 3H, J = 6.0 Hz, iPr), 1.17 (d, 3H, J = 6.0 Hz, iPr),
1.01 (d, 3H, J = 6.5 Hz, 6Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, MeOD, 283 K): 207.5 (s, C9), 176.2 (s, C1),
149.2 (s, C17), 148.3 (s, C18), 146.2 (s, C21), 143.0 (s, C14), 138.0 (s, C4), 135.5 (d, C12), 129.8 (s,
C16), 127.2 (s, C20), 126.5 (d, C5), 126.0 (d, C11), 123.8 (d, C13), 114.2 (d, C19), 89.4 (d, C10), 77.0
(d, iPr), 72,5 (d, iPr), 72.2 (d, C3), 71.5 (d, C7), 61.2 (g, OMeAr), 56.5 (g, OMeAlk), 45.8 (t, C8), 39.9
(d, C6), 39.1 (t, C2), 34.2 (t, C15), 23.1 (q, iPr), 22,5 (q, iPr), 22.5 (q, iPr), 22.3 (q, iPr), 19.2 (q,
14Me), 17.9 (g, 6Me), 15.0 (g, 4Me) ppm; [a]® (c = 0.5; MeOH): -230.0 °; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C5,H4;7NOgNa 596.3199 ([M+Na]"), gefunden bei 596.3183 m/z.

Atropisomer 106b:

ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C3,H,;sNOgNa 596.3199 ([M+Na]"), gefunden bei 596.3195 m/z.

Carbamat 107

iPr-O

MeO

Die Zufutterung von Proansamitocin 106 (3.9 mg; 6.80 umol; 1.0 Aq; beide Atropisomere gemischt;
gel6st in 2 mL H,O/DMSO 1:1) zu einer, nach 48 h angeimpften, Hauptkultur von S. hygroscopicus
K390-61-1 in GPMd Medium (25 mL) erfolgte in vier Portionen je nach 24, 48, 72 und 96 h. Nach
132 h Fermentation wird die Kultur mit Essigester vermischt und die Extraktion mittels Zentrifugation
unterstitzt. Das Rohprodukt wird Uber eine kurze Kieselgelsdule filtriert und anschlielend per HPLC
(MACHEREY NAGEL; NUCLEODUR C18 Isis, 5 pum; 1. Reinigung: Acetonitril/H,O: 5:95 — 20:80 bei
min 10; — 50:50 bei min 40; — 70:30 bei min 65; — 100:0 bei min 80; 2. Reinigung: MeOH/H,0:
5:95 — 15:85 bei min 10; — 58:42 bei min 40; — 65:35 bei min 65; — 100:0 bei min 80) gereinigt
um die Atropisomere 107a (tz: 61 min; 1.8 mg; 3.0 umol; 43 %) und 107b (tr: 64 min; 0.3 mg; 0.5
pmol; 7 %) als farbloser Feststoff zu erhalten. Das Substrat 106 (tz: 58 und 63 min; 1.5 mg; 2.6 umol;
38 %) kann zuriickgewonnen werden. Aufgrund der starken Uberlagerung und der Bildung von
verschiedenen Konformeren in Lésung lieR sich Atropisomer 107b per NMR-Spektroskopie nicht

hinreichend charakterisieren.
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Atropisomer 107a:

'H-NMR (500 MHz, MeOD): 6.73 (s, 1H, Ha,), 6.55 (dd, 1H, J = 10.8, 15.1 Hz, H12), 5.26 (dq, 1H, J
=10.2, 0.2 Hz, H5), 5.19 (d, 1H, J = 10.8 Hz, H13), 5.11 (dd, 1H, J = 9.6, 15.1 Hz, H11), 4.57 (sept,
1H, J = 6.0 Hz, iPr), 4.50 (dd, 1H, J = 10.3, 0.9 Hz, H3), 4.25 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.10 (ddd,
1H,J=1.3,10.1, 12.1 Hz, H7), 3.83 (s, 3H, OMe,,), 3.57 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H15a), 3.49 (d, 1H, J =
9.6 Hz, H10), 3.28 (s, 3H, OMeay), 3.23 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H15p), 2.67 (dd, 1H, J = 0.9, 16.7 Hz,
H2a), 2.57 (qdd, 1H, J = 5.4, 13.1, 10.1 Hz, H6), 1.99 (s, 3H, 14Me), 1.84 (dd, 1H, J = 10.3, 16.7 Hz,
H2B), 1.59 (d, 1H, J = 1.3, 13.9 Hz, H8a), 1.39 (d, 3H, J = 6.0 Hz, iPr), 1.35 (d, 3H, J = 6.0 Hz, iPr),
1.27 (d, 3H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.22 (dd, 1H, J = 12.1, 13.9 Hz, H8p), 1.17 (d, 3H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.12
(d, 3H, J=6.3 Hz, 6Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, MeOD): 176.2 (s, C1), 156.0 (s, Carbamat),
149.3 (s, Cay), 148.4 (s, Ca), 146.2 (s, Cpr), 142.0 (s, C14), 139.7 (s, C4), 134.7 (d, C12), 130.5 (s,
Car), 127.2 (s, Car), 126.9 (d, C11), 124.7 (d, C5), 124.5 (d, C13), 114.2 (d, Cx), 88.8 (d, C10), 81.8
(s, C9), 79.0 (d, C7), 76.6 (d, iPr), 72.6 (d, iPr), 72.4 (d, C3), 61.3 (g, OMey,,), 56.4 (q, OMeay), 39.1
(t, C2), 38.8 (d, C6), 36.4 (t, C8), 33.9 (t, C15), 23.1 (q, iPr), 22.6 (q, iPr), 22.5 (q, iPr), 22.3 (q, iPr),
19.4 (g, 14Me), 17.6 (q, 6Me), 15.2 (q, 4Me) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir Cs3H49N,Oq
617.3438 ([M+H]"), gefunden bei 617.3438 m/z; [a]® (¢ = 0.04; MeOD): -30.0 °.

Atropisomer 107b:

ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C53HagN,04617.3438 ([M+H]"), gefunden bei 617.3436 m/z.

Ansamycinhybrid 108

Carbamat 107a (0.6 mg; 1.0 pmol; 1.0 Ag.) wird in CH,Cl, (1 mL) gel6st und mit iso-Buttersaure
(1.0 uL; 10 pmol; 10 Ag.), DIC (1.6 pL; 10 pmol; 10 Aq.) und 4-DMAP (0.22 mg; 20 umol; 20 Aq.)
versetzt und fiir 1 h gerthrt. Die Mischung wird tber Kieselgur filtriert und mit EE nachgesplilt Nach
Entfernen des Ldsemittels wird das Rohprodukt per HPLC (MACHEREY NAGEL; NUCLEODUR C18
Isis, 5 um; MeOH/H,0: 5:95 — 15:85 bei min 10; — 58:42 bei min 40; — 65:35 bei min 65; — 100:0
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bei min 80) gereinigt um Ansamycinhybrid 108a (tz: 64 min; 0.6 mg; 0.87 umol; 87 %) als farblosen
Feststoff zu erhalten.

Carbamat 107b (0.3 mg; 0.5 pumol) wird analog dazu umgesetzt um Ansamycinhybrid 108b (tr:
70 min; 0.4 mg, 0.5 umol; quant.) als farblosen Feststoff zu erhalten. Die Substanz bildete in gangigen
NMR Losemitteln keine hinreichend stabile Konformation flir ein NMR Spektrum und konnte deshalb

nicht hinreichend charakterisiert werden.

Atropisomer 108a:

'H-NMR (500 MHz, MeOD, 283 K): 6.69 (s, 1H, Ha) 6.57 (dd, 1H, J = 15.3, 10.6 Hz, H12), 5.53 (d,
1H, J =10.0 Hz, H3), 5.25 (d, 1H, J = 10.6 Hz, H13), 5.17 (dd, 1H, J = 15.3, 9.4 Hz, H11), 4.88 (d, J
= 10.3 Hz, H5), 4.56 (sept, 1H, J = 6.0 Hz, iPr), 4.24 (sept, 1H, J = 6.1 Hz, iPr), 4.07 (ddd, 1H, J =
11.9, 0.1, 1.7 Hz, H7), 3.84 (s, 3H, OMe,,), 3.58 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H15¢), 3.51 (d, 1H, J = 9.6 Hz,
H10), 3.29 (s, 3H, OMeay), 3.23 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H15B), 2.78 (dd, 1H, J = 17.0, 1.5 Hz, H20),
2.58 (sept, 1H, J = 6.8 Hz, H2*), 2.55 (m, 1H, H6), 2.10 (dd, 1H, J = 17.1, 10.9 Hz, 2), 2.00 (s, 3H,
14Me), 1.59 (s, 3H, 4Me), 1.52 (dd, 1H, J = 13.7, 1.3 Hz, H80:), 1.39 (d, 3H, J = 6.0 Hz, iPr), 1.35 (d,
3H, J=6.0 Hz, iPr), 1.26 (d, 3H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.25 (dd, 1H, J = 13.7, 11.8 Hz, H8B), 1.17 (d, 3H, J
= 6.8 Hz, H3¢), 1.17 (d, 3H, J = 6.1 Hz, iPr), 1.16 (d, 3H, J = 6.8 Hz, 3H*), 1.03 (d, 3H, J = 6.4 Hz,
6Me) ppm; *C-NMR (125 MHz, MeOD): 177.3 (s, C19), 174.4 (s, C1), 155.8 (s, Carbamat), 149.5 (s,
Car), 148.4 (s, Cpr), 146.2 (s, Car), 142.0 (s, C14), 136.0 (s, C4), 134.7 (d, C12), 130.7 (s, C16), 127.1
(s, Car), 126.9 (d, C11), 124.6 (d, C5), 124.6 (d, C13), 114.0 (d, Ca,), 88.7 (d, C10), 81.9 (s, C9), 78.7
(d, C7), 76.7 (d, iPr), 74.2 (d, C3), 72.7 (d, iPr), 61.4 (g, OMea,), 56.5 (0, OMeax), 38.7 (d, C6), 36.8
(t, C2), 36.2 (t, C8), 35.3 (d, C2°), 33.9 (t, C15), 23.1 (q, iPr), 22.6 (g, iPr), 22.5 (q, iPr), 22.3 (q, iPr),
19.5 (g, C3%), 19.4 (q, 14Me), 19.4 (q, C3%), 17.5 (q, 6Me), 15.1 (q, 4Me) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir Cs;Hs,N,O0Na 709.3676 ([M+Na]®), gefunden bei 709.3668 m/z; [a]®» (¢ = 0.06;
MeOD): -333.3 °.

Atropisomer 108b:

ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C4;Hs4N,0,0Na 709.3676 ([M+Na]"), gefunden bei 709.3694 m/z.
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5.7 ALLGEMEINE HINWEISE ZU DEN MIKRO- UND MOLEKULARBIOLOGISCHEN

ARBEITEN

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter keimfreien Bedingungen in einem S1 Labor

durchgefuhrt. Hitzeempfindliche Materialien wurden durch Ethanol oder Isopropanollésung

sterilisiert, nicht autoklavierbare Zuséatze Uber Sterilfilter filtriert.

Die folgenden Gerate wurden fur mikro- und molekularbiologische Standardoperationen verwendet:

Autoklav VX-95

French Press R 125

Heizblock Blockthermostat tcr 100
Inkubator VT5042EK

pH-Meter Checker

Photometer UV-1601 PC Spectrophotometer
Schiittler: CH-4103

Schattler: Innova 4900 Multi-Tier Environmental Shaker
Thermoblock Thermostat 5320
Thermomixer comfort

Vortex Genie 2

Zentrifuge: 5147 R Mikrozentrifuge
Zentrifuge: Hareus Megafuge 16R

Dialyse

SYSTEC

AMERICAN INSTRUMENT COMPANY
ROTH

HAREUS

HANNA

SHIMADZU

INFORS-AG

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
EPPENDORF

EPPENDORF

SCIENTIFIC INDUSTRIES
EPPENDORF

THERMO SCIENTIFIC

Die Dialyse der Proteomldsungen erfolgte mit den Dialyseschlduchen Visking (CARL ROTH,
Deutschland) mit einer Ausschlussgrenze MWCO von 14 kDa.

Gefriertrocknung

Die Lyophilisierung der Proteine erfolgte mittels Sublimation gefrorener wassriger Losungen mit dem
Gerét Alpha 2-4 (CHRIST, Osterode, Deutschland).
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Nahrmedien

e YMG Agar

e YMG

Hefeextrakt
Malzextrakt

D-Glucose Monohydrat
Agar

ddH,O

Hefeextrakt
Malzextrakt

D-Glucose Monohydrat
ddH,0

o Korea Medium (K-Medium)

e R5Agar

Dextrin
Baumwollsaatmehl
D-Maltose Monohydrat
Hefeextrakt

K,HPO,

Fe,SO, 7-H,O

CaCO;

ddH,0O

Saccharose

K,SO,

MgCl,-6H,0
D-Glucose Monohydrat
Casamino acids
Hefextrakt

TES Puffer

Agar
Spurenelementlésung
ddH,O

250 mL

1.00¢g
25049
1.00g
55049
250 mL

250 mL
1.00¢g
25049
1.00¢g
250 mL

1L
60 g
525¢
304¢g
450¢g
0.30g
2mg
5.00¢g

350 mL
36.05¢g
0.09¢g
0.95¢g
350¢
0.04¢g
1.75¢g
2019
7.709g
0.07 mL
350 mL

Zur Losung des R5-Mediums werden nach dem Autoklavieren 0.3 mL KH,PO,-Ldsung (0.5 %), 0.12
mL CaCl,-Lésung (5 M) , 0.45 mL Prolin-Lésung (20 %) und 0.21 mL NaOH-Ldsung (1 M)

hinzugefugt.

e Spurenelementldsung

ZnC|2

FeCl;-6H,0
CUCIZ'ZHZO
MnC|2'4H20
Na,B,0O;-10H,0
(NH4)sM0702-4H,0
ddH,0

100 mL
40 mg
200 mg
10 mg
10 mg
10 mg
10 mg
100 mL
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e GYP 400 mL
Hefeextrakt 1.00¢g
Pepton 4.00¢g
D-Glucose Monohydrat 4.00¢g
Xanthan 1.20g
ddH,0 400 mL

e Kryomedium 70 mL
Glycerin 209
Saccharose 10¢g
ddH,0 70 mL

e GPMd 1L
D-Glucose Monohydrat 40.00 ¢
Pepton 250¢
Trypton 250¢
Haferbrei 5.00¢
Hefeextrakt 2509
Xanthan 3.00¢g
ddH,0 1L

5.8 EXPERIMENTE zU KAPITEL 3.2

5.8.1 DARSTELLUNG DER VERBINDUNGEN AUS KAPITEL 3.2

a. Chemische Darstellung der Mutasynthone

3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsilanyloxy)benzoesauremethylester (109)***

HO OH TBDPSO NHBoc

109

CO,H CO,Me

3,5-Dihydroxybenzoesaure (22.5 g; 146 mmol; 1.0 Ag.), Ammoniumchlorid (19.1 g; 358 mmol;
2.45 Ag.) und konzentrierter Ammoniak (30 %; 68 mL) werden in einer Stahlbombe (Modell T304,
PARR INSTRUMENT COMPANY) fir 40 h auf 180 °C erhitzt. Nach dem Abkihlen wird das
Reaktionsgemisch in vacuo eingeengt, in MeOH (500 mL) aufgenommen und vorsichtig mit
Acetylchlorid (20.8 mL; 18.1 g; 292 mmol; 2.0 Aq.) versetzt und fiir 36 h unter Riickfluss erhitzt. Das
Losemittel wird im Vakuum entfernt, der Riickstand in Eiswasser aufgenommen und zwei Mal mit
Ether extrahiert (die Etherphasen werden verworfen). Die wassrige Phase wird mit NaHCO;-L6sung

neutralisiert und drei Mal mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber

Y4 T, Uemura, X. Zhang, K. Matsumura, N. Sayo, H. Kumobayashi, T. Ohta, K. Nozaki, H. Takaya, J. Org.
Chem. 1996, 61, 5510-5516.
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Magnesiumsulfat  getrocknet und im  Vakuum eingeengt. Die so erhaltene 3,5-
Aminohydroxybenzoesaure kann an dieser Stelle mit konz. Salzsdure als Hydrochlorid umkristallisiert
werden (Referenz bei Verfiitterungsexperimenten) oder als Rohprodukt direkt weiter verwendet

werden.

Das Rohprodukt (146 mmol) des Methyl-3-amino-5-hydroxybenzoats werden in einer Mischung aus
THF (80 mL) und geséttigter NaHCO5-Ldsung (320 mL) geldst und Boc,O (25.3 g; 175.2 mmol,;
1.2 Aqg.) zugegeben. Es wird fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, dann NaHCO; (11.8 g; 204.4 mmol,
1.4 Aq.) zugegeben und die Reaktion fiir weitere 4 d geriihrt. Das THF wird im Vakuum entfernt, der
Rickstand mit Essigester versetzt und die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase wird drei Mal mit
Essigester extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet und das

Ldsemittel im Vakuum entfernt.

Das Phenolrohprodukt (146 mmol; 1.0 Ag.) wird mit Imidazol (11 g; 175.2 mmol; 1.2 Aqg.) in
Dichlormethan (300 mL) gelést, DMAP (1.5 g; 14.6 mmol; 0.1 Aq.) und TBDPSCI (35 mL; 37.0 g;
153.3 mmol; 1.05 Aq.) zugegeben und 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe einer Ammoniumchlorid-Lésung hydrolysiert, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase
drei Mal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat
getrocknet, flitriert und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch (100 % PE — PE/EE 5:1) gereinigt um 109 (47.8 g; 94 mmol; 65 % Uber 3

Stufen) als farblosen Schaum zu erhalten.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.'*

3-(tert-Butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsilanyloxy)benzoesduremethylester 'H-NMR
(400 MHz, CDCly) 6: 7.73 — 7.69 (m, 4H, TBDPS), 7.63 (m, 1H, Hpa;), 7.46 — 7.34 (m, 6H, TBDPS),
7.09 (m, 1H, Hy), 6.96 (m, 1H, Hy,), 6.36 (s, br, 1H, NH), 3.79 (s, 3H, CO,CHz), 1.47 (s, 9H, Boc),
1.10 (s, 9H, TBDPS) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCls) &: 166.6 (CO,), 156.1 (s, Boc), 139.3 (s,
Car), 135.5 (d, TBDPS), 132.4 (s, Ca), 131.6 (s, TBDPS), 130.0 (d, TBDPS), 127.8 (d, TBDPS),
115.4 (d, Ca), 114.2 (d, Ca), 112.3 (d, Car), 80.8 (s, Boc), 52.0 (q, CO,CHj3), 28.2 (g, Boc), 26.5 (q,
TBDPS), 19.4 (s, TBDPS) ppm; HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C,oH3sNOsSi [M+H]" 506.2363,
gefunden bei 506.2365 m/z.
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3-Azido-5-hydroxybenzoesaure (NsHBA; 110)

TBDPSO\©/COZMe HO\©/COZH

109 NHBoc 110 N

Methyl-3-(tert-butoxycarbonylamino)-5-(tert-butyldiphenylsilyloxy)benzoat (109; 2.0 g; 3.96 mmol;
1.0 Ag.) wird in Dichlormethan (40 mL) gelést und auf 0 °C gekuhlt. TFA (15.2 mL; 22.5 g;
197 mmol; 50 Aq.) wird langsam zugetropft und der Reaktionsansatz fur 2.5 h bei 0 °C gerihrt.
AnschlieBend wird das Gemisch durch Zugabe von einer NaHCOs-Ldsung neutralisiert. Die Phasen
werden getrennt und die wassrige Phase mehrfach mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel im Vakuum entfernt.
Das so erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel PE/EE 3:1) gereinigt, um
Methyl-3-amino-5-(tert-butyldiphenylsilyloxy)benzoat (1.79 g; 3.96 mmol; quant.) als gelben Schaum

zu erhalten.

Das Methyl-3-amino-5-(tert-butyldiphenylsilyloxy)benzoat wird in Eisessig (2 mL) geldst, mit 10 %
HCI (6.5 mL) versetzt und auf 0 °C gekihlt. NaNO, (0.3 g; 4.366 mmol; 1.4 Ag.) gel6st in kaltem
Wiasser (1 mL) wird langsam zugetropft und die rot-orange-farbene Losung wird bei 0 °C fiir 30 min
intensiv geriihrt. NaN; (0.19 g; 3.0 mmol; 1.5 Aq.) gelost in Wasser (1 mL) wird langsam zugetropft
und der Ansatz fiir 1 h bei 0 °C gerlihrt, wobei der entstehende Ester als oranger Feststoff ausfallt. Das
Reaktionsgemisch wird auf Raumtemperatur erwéarmt, mit Dichlormethan versetzt und die Phasen
getrennt. Die wassrige Phase wird mehrfach mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen (iber Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wird im Vakuum entfernt, das Rohprodukt tiber
eine kurze Filtersdule (Laufmittel PE/EE 7:1 — 3:1) gereinigt, um Methyl-3-azido-5-(tert-
butyldiphenylsilyloxy)benzoat (1.72 g; 3.96 mmol; quant.) als orange-farbene Kristalle zu erhalten.

Methyl-3-azido-5-(tert-butyldiphenylsilyloxy)benzoat (1.72 g; 3.96 mmol, 1.0 Ag.) wird in THF
(12 mL) gelést und mit einer 1 M LiOH (12 mL; 12 mmol; 3.0 Aq.) versetzt. Die Mischung wird fiir
3 h bei 50 °C geriihrt und auf Raumtemperatur gekihlt. Das THF wird im Vakuum weitestgehend
entfernt, die Lésung mit Ether gewaschen und anschlieRend mit 10 %iger Salzsiure angeséuert. Die
etherischen Phasen werden verworfen und die wassrige Phase mit Essigester extrahiert, Uber
Natriumsulfat getrocknet, um nach Filtration und dem Entfernen des Losemittels 3-Azido-5-
hydroxybenzoesédure (110; 0.63 g; 3.52 mmol; 89 % uber 3 Stufen) als orangen-farbene Kristalle zu

erhalten.

'H-NMR (400 MHz, ds-Aceton): 7.33 (dd, 1H, J = 2.1, 1.4 Hz, Ha,), 7.20 (dd, 1H, J = 2.1, 1.4 Hz),
6.76 (dd, 1H, J = 2.1, 2.1 Hz, Ha) ppm; *C-NMR (100 MHz, ds-Aceton): 166.7 (s, CO,H), 159.6 (s,
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Car), 142.5 (s, Car), 134.2 (s, Car), 114.2 (d, Car), 111.9 (d, Ca), 111.0 (d, Car) ppm; IR: 3065 (bw),
2113 (s, Azidschwingung), 1694 (s, C=0), 1599, 1498, 1442, 1334, 1249, 969, 863, 764, 743 cm™;
ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;H;4N3;O3 [M-H] 178.0253 gefunden bei 178.0251 m/z.

Methyl-4-(azidomethyl)benzoat

MeO,C MeO,C

Br 141 N3

Methyl-4-(brommethyl)benzoat (1.0 g; 4.37 mmol; 1.0 Ag.) wird in DMF (10 mL) geldst, mit
Natriumazid (1.14 g; 17.47 mmol; 4.0 Ag.) und TBAI (16 mg; 0.044 mmol; 0.01 Aq.) versetzt und auf
60 °C erhitzt. Nach 16 h wird die Reaktionsldsung auf Raumtemperatur gekuhlt und mit H,O versetzt.
Essigester wird zugegeben und die Phasen werden getrennt. Die wéssrige Phase wird mit Essigester
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losemittel im Vakuum entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird (ber eine kurze Séule
chromatographisch (PE/EE 20:1) gereinigt, um Methyl-4-(azidomethyl)benzoat (141; 0.84 g; 4.37

mmol; quant.) als farbloses Ol zu erhalten.
Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.**®

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8.06 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Ha,), 7.39 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Ha,), 4.42 (s, 2H,
CH,), 3.93 (s, 3H, CH3) ppm; *C-NMR (100, CDCls): 166.6 (s, CO,), 140.4 (s, Ca,), 130.1 (d, CAr),
130.1 (s, Car), 127.9 (d, Ca), 54.3 (q, CHg3), 53.2 (t, CH,) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir
CoH1oN30, [M+H]* 192.0773 gefunden bei 192.0767 m/z, R; (PE/EE 20:1): 0.31.

4-(Azidomethyl)benzoesdure

MeOZC HOzc

141 Ns 111 Ns

Methyl-4-(azidomethyl)benzoat (141; 0.81 g; 4.24 mmol; 1.0 Ag.) wird in Dioxan (5 mL) gelést und
1 M LiOH (5 mL) L6sung zugegeben. Die Reaktion wird fir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, bevor

Y5y Li, L.-X. Gao, F.-S. Han, Chem. Eur. J. 2010, 16, 7969-7972.
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Et,O und eine 1 M NaOH-L6sung zugegeben werden. Die Phasen werden getrennt, die wassrige Phase
wird mit Et,O extrahiert und die etherischen Phasen verworfen. Die wassrige Phase wird mit einer
10 % KHSO,-Ldsung angesauert, mit Essigester extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Ldsemittels im Vakuum wird
4-(Azidomethyl)benzoeséure (111; 0.73 g; 4.12 mmol; 97 %) als schwach gelblicher Feststoff
erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tberein.**®

'"H-NMR (400 MHz, d-DMSO0): 7.96 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 7.46 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 4.54 (s, 2H, CH,)
ppm; C-NMR (100 MHz, dg-DMSO0): 167.4 (s, CO,), 140.1(s, Ca/), 131.7 (5, Car), 129.7 (d, Ca)),
128.3 (d, Ca), 53.2 (t, CH,) ppm; IR: 2539 (bw), 2105 (s, Azidschwingung), 1676 (s, C=0), 1609,
1575, 1514, 1422, 1343, 1288, 1179, 1116, 1019, 930, 840, 783, 750, 685, 666 cm™; ESI-MS
(HRMS) berechnet fur CgHgN3O, [M-H]™ 176.0460 gefunden bei 176.0466 m/z; Smp.: 134.3 °C (L.it:
129-131 °C)**".

Ethyl-3-azidobenzoat (142)

NH, N,

CO,Et CO,Et
116 142

Ethyl-3-aminobenzoat (116; 0.9 g; 5.5 mmol; 1.0 Ag.) wird in einer 10 %igen Salzsaure (50 mL)
gelost und auf 0 °C gekihlt. Eiskalte NaNO,-Losung (0.45 g; 6.6 mmol; 1.2 Ag.) in Wasser wird
zugetropft und das Reaktionsgemisch fur 30 min bei 0 °C gerthrt. AnschlieBend wird NaN; (0.53 g;
8.2 mmol; 1.5 Ag.) in Wasser gelost zugetropft, auf Raumtemperatur erwarmt und fiir 1 h gerthrt. Die
Reaktion wird mehrfach mit Et,O extrahiert und die vereinigten organischen Phasen (ber
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Ldsemittels im Vakuum wird das erhaltene
Rohprodukt s&ulenchromatographisch (Laufmittel PE/EE 20:1 — 15:1) gereinigt um Ethyl-3-
azidobenzoat (142; 1.0 g; 5.5 mmol; quant.) als gelbliches Ol zu erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.**®

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 7.85 (ddd, 1H, J = 8.0, 1.8, 0.8 Hz, Ha,), 7.73 (dd, 1H, J = 1.8, 2.2 Hz,
Hay), 7.45 (dd, 1H, J = 8.0, 8.0 Hz, Ha), 7.22 (ddd, 1H, J = 0.8, 2.2, 8.0 Hz, Ha,), 4.41 (q, 2H, J =

Y8 Q. Liu, Y. Tor, Org Lett. 2003, 5, 2571-2572.
Y7'C. J. Fahrni, Z. Zhou, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 8862-8863.
Y8 M. Hu, J. Li, S. Q. Yao, Org. Lett. 2008, 10, 5529-5531.
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7.2 Hz, Et), 1.43 (t, 3H, J = 7.2 Hz, Et) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 165.7 (s, CO,), 140.49 (s,
Car), 132.3 (s, Car), 129.8 (d, Ca), 126.0 (d, Ca,), 123.3 (d, Ca), 119.9 (d, Ca,), 61.3 (t, Et), 14.3 (q,
Et) ppm.

Eine lonisierung mittels ESI war nicht méglich.

3-Azidobenzoesaure (117)

K N3

CO,Et CO,H
142 17

Ethyl-3-azidobenzoat (142; 1.2 g; 6.3 mmol; 1.0 Aq.) wird in Dioxan (7 mL) gel6st und eine 1 M
LiOHq-L06sung (7 mL) zugegeben. Die Reaktion wird fiir 3 h bei Raumtemperatur gerthrt, bevor
Ether und eine 1M NaOH-L6sung zugegeben werden. Die Phasen werden getrennt die wassrige Phase
wird mit Ether extrahiert und die etherischen Phasen verworfen. Die wassrige Phase wird mit einer
1 M Salzsdure angesduert, mit Essigester extrahiert und tber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem
Entfernen des Losemittels im Vakuum wird 3-Azidobenzoeséure (117; 1.0 g; 6.1 mmol; 97 %) als
schwach gelblicher Feststoff erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.**®

'"H-NMR (400 MHz, ds-DMSO0): 7.96 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ha,), 7.46 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Hp,), 4.54 (s,
2H, CH,) ppm; ®*C-NMR (100, ds-DMSO): 167.4 (s, CO,H), 140.1 (s, Ca,), 131.7 (s, Cay), 129.7 (d,
Car), 128.3 (d, Cpap), 53.2 (t, CH,) ppm; IR: 2814 (bw), 2130 (s, Azidschwingung), 1682 (s, C=0),
1608, 1581, 1454, 1416, 1304 (s), 1262, 1154, 1095, 929, 910, 891, 810, 751, 698, 671 cm™; ESI-MS
(HRMS) berechnet fur C;H;N30, [M-H] 162.0304 gefunden bei 162.0305 m/z; Smp.: 160.1 °C (Lit.:
159-160 °C)™®°.

Y91, Juwarker, J. M. Lenhardt, D. M. Pham, S. L. Craig, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2740-3743.
150 \W. Bamberger, Chem. Ber. 1902, 35, 3718.
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Methyl-3-(azidomethyl)benzoat (143)

Br N3

COzMe COzMe
143

Methyl-3-(bromomethyl)benzoat (1.0 g; 4.37 mmol; 1.0 Ag.) wird in DMF (10 mL) geldst und mit
NaNs(1.14g, 17.47 mmol, 4.0 Ag.) und TBAI (16 mg; 0.044 mmol; 0.01 Aq.) versetzt. Der
Reaktionsansatz wird bei 60 °C fur 16 h erhitzt, anschlieend auf Raumtemperatur gekihlt und H,O
und Essigester zugegeben. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit Essigester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losemittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel
PE/EE 20:1) gereinigt, um Methyl-3-(azidomethyl)benzoat (143; 0.82 g; 4.3 mmol; 98 %) als
farbloses Ol zu erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.**

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8.01 (ddd, 1H, J = 7.5, 1.5, 0.7 Hz, Ha),7.99-8.01 (m, 1H, Ha) 7.53
(ddd, 1H, J = 7.7, 1.5, 1.3 Hz, Ha,), 7.41 (ddd, 1H, J = 7.5, 7.5, 0.7 Hz, Hp), 4.41 (s, 2H, CH,), 3.93
(s, 3H, OMe) ppm; *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 166.6 (s, CO,), 135.9 (s, Ca), 132.5 (s, Cay), 130.8
(d, Cay), 129.5 (d, Cay), 129.2 (d, Cay), 129.0(d, Cay), 54.3 (t, CH,), 52.2 (g, OMe) ppm.

3-(Azidomethyl)benzoeséaure (113)

N3 N3

J—.

COZMe COzH
143 113

Methyl-3-(azidomethyl)benzoat (143; 0.81 g; 4.24 mmol; 1.0 Ag.) wird in 1,4-Dioxan (5 mL) gelost
und wassrige LIOH-Losung (1 M; 5 mL) zugegeben. Die Reaktion wird fur 3 h geriihrt und
anschlieend mit Ether und NaOH-Ldsung (1 M) versetzt. Die Phasen werden getrennt, die etherische
Phase verworfen, die wassrige Phase mit 10 % KHSO, angeséduert und anschliefend mit Essigester

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das

11y Okada, M. Yokozawa, M. Akiba, K. Oishi, K. O-kawa, T. Akeboshi, Y. Kawamura, S. Inokuma, Y.
Nakamura, J. Nishimura, Org. Biomol. Chem. 2003, 1, 2506-2511.


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYukihiro%20Okada
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMasanori%20Yokozawa
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMiwa%20Akiba
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AKazuhiko%20Oishi
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AKyoji%20O-kawa
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ATomohiro%20Akeboshi
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYasuo%20Kawamura
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASeiichi%20Inokuma
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYosuke%20Nakamura
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYosuke%20Nakamura
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJun%20Nishimura
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Losemittel im Vakuum entfernt. 3-(Azidomethyl)benzoesaure (113; 0.75 g; 4.24 mmol; quant.) wird
als leicht gelblicher Feststoff erhalten.

'"H-NMR (400 MHz, MeOD): 8.01 (dd, 1H, J = 1.1, 0.2 Hz, H,,), 8.00 (ddd, 1H, J=1.2, 0.2, 7.8 Hz,
Har), 7.58 (ddd, 1H, J = 1.2, 1.1, 7.5 Hz, HAr), 7.50 (dd, 1H, J = 7.5, 7.8 Hz, Ha,), 4.44 (s, 2H, Bn)
ppm; BC-NMR (100, MeOD): 169.4 (s, CO,), 137.8 (s, Ca), 133.8 (d, Ca), 132.5 (s, Car), 130.5 (d,
Car), 130.5 (d, Car), 130.4 (d, Car), 55.1 (t, Bn) ppm; IR: 2362 (s), 2105 (s, Azidschwingung), 1686 (s,
C=0), 1608, 1445, 1411, 1343, 1274, 1205, 907, 814, 746, 686, 665, 649 cm™; ESI-MS (HRMS)
berechnet fir CsHgN3O, [M-H]  176.0460 gefunden bei 176.0462 m/z; Smp.: 63.4 °C.

3-Azido-4-brombenzoeséaure (115)

Br Br
NH, N3
—_—
CO,H CO,H
114 115

3-Amino-4-brombenzoesaure (114; 0.15 g; 0.69 mmol; 1.0 Ag.) wird in H,O (1 mL) suspendiert,
konz. Salzsdure (0.3 mL) zugetropft und die entstehende Ldsung auf 0 °C gekihlt. NaNO, (0.052 g;
0.76 mmol; 1.1 Ag.) geldst in H,O wird langsam zugetropft und der Reaktionsansatz fir 30 min
geriihrt und anschlieBend NaN; (0.054 g; 0.83 mmol; 1.2 Ag.) in H,O zugegeben, wobei eine N,-
Gasentwicklung zu beobachten ist. Nach 5 min wird die Reaktion durch Zugabe von H,O und
Essigester gestoppt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit Essigester extrahiert. Die restliche
wassrige Phase wird verworfen und die vereinigten organischen Phasen mit 0.49 M NaOH extrahiert.
Die vereinigten wassrigen NaOH Phasen werden mit einer 1 M Salzsdure angesduert und anschlieend
mit Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losemittel im Vakuum entfernt, um 3-Azido-4-brombenzoesaure (115; 0.15 g; 0.62

mmol; 89 %) als farblosen Feststoff zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, de-DMSO): 7.76-7.81 (m, 2H), 7.62 (dd, 1H, J = 8.4, 1.9 Hz) ppm; *C-NMR
(100, de-DMSO): 166.0 (s, CO2), 138.7 (s), 133.9 (d, Ca), 131.6 (S, Ca/), 126.8 (d, Ca;), 120.5 (d,
Car), 117.8 (s, Car) ppm; IR: 2831 (bw), 2362 (w), 2120 (s, Azidschwingung), 1686 (s, C=0), 1586,
1568, 1480, 1419, 1282, 1258, 1155, 1115, 1033, 919, 1033, 919, 883, 830, 774, 756, 707, 651 cm™;
ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;HsN;O,Br [M-H]™ 239.9409 gefunden bei 239.9406 m/z; Smp.:
190 °C (Zers.).
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b. Chemische Reduktionsversuche mit NsHBA

Es werden drei Reaktionsansitze mit je N;HBA (110; 2.5 mg; 14 umol; 1.0 Aq.) unter Argon in
entgastem pH 7 Puffer gelést und jeweils mit Glutathion (42 mg; 140 umol; 10 Ag.), Ethanthiol (10
uL; 8.7 mg; 140 pumol; 10 Ag.) oder Thiophenol (14 pL; 15 mg; 140 pmol; 10 Aq.) versetzt und fiir 60

h bei Raumtemperatur gerihrt.

Der Umsatz wird per UPLC-MS Uberwacht und mit einer Referenzprobe aus AHBA in pH 7 Puffer

verglichen.

Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung:
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1 17 naj\ 2.54e3
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o
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c. Verfltterungsexperimente

Ansamitocin P-3 (AP-3)

HO N MeO
21

CO,H
110

Die Zufitterung einer Losung von 3-Azido-5-hydroxybenzoesdure (6.3 mg; 35.2 umol; gelost in 2.21
mL H,O/DMSO 1:1) zu einer, nach 48 h angeimpften, Hauptkultur von A. pretiosum HGF073 in
Korea Medium (25 mL) erfolgte in drei Portionen jeweils nach 48, 72 und 96 h. Die Kultur wird zwei
weitere Tage fermentiert bevor sie mit geséattigter NaCl-Losung versetzt und mehrfach mit Essigester
extrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird Uber Kieselgel filtriert (Laufmittel
Essigester), das Losemittel im Vakuum entfernt und per HPLC gereinigt (TRENTEC Reprosil 100 CN
5 um, 250 mm * 8 mm, Acetonitril/Wasser), um AP-3 (0.8 mg; 1.3 pmol; 4%; 32 mgL™) als farblosen

Feststoff zu erhalten.
Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.**

'H-NMR (500 MHz, MeOD): 7.16 (d, 1H, J = 1.5 Hz, 21-H), 6.97 (d, 1H, J = 1.5 Hz, 17-H), 6.63 (dd,
1H, J =153, 11.1 Hz, 12-H), 6.25 (d, 1H, J = 11.1 Hz, 13-H), 5.52 (dd, 1H, J = 15.3, 9.1 Hz, 11-H),
4.70 (dd, 1H, J = 12.0, 3.1 Hz, 3-H), 4.20 (dt, 1H, J = 2.4, 11.1 Hz, 7-H), 3.99 (s, 3H, 20-OMe), 3.57
(d, 1H, J = 8.8 Hz, 15-Ha), 3.56 (d, 1H, J = 13.2 Hz, 10-H), 3.35 (s, 3H, 10-OMe), 3.14 (s, 3H, NMe),
2.82 (d, 1H, J = 9.7 Hz, 5H), 2.73 (sept, 1H, J = 7.0 Hz, 2°-H), 2.64 (dd, 1H, J = 13.9, 12.1 Hz, 2-Ha),
2.15 (dd, 1H, J = 13.9, 3.1 Hz, 2-HB), 1.73 (s, 3H, 14-Me), 1.48-1.59 (m, 2H, 8-Ha, 6-h) 1.28 (d, 3H, J
= 7.0 Hz, 2‘Mea), 1.22 (d, 3H, J = 7.0 Hz, 2‘Mep), 0.87 (s, 3H, 4-Me) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C5;H4,N,0oCl [M+H]" 621.2577 gefunden bei 621.2579 m/z.

152 K. Sakai, T. Ichikawa, K. Yamada, M. Yamachita, M. Tanimoto, A. Hikita, Y. ljuin, K. Kondo, J. Nat. Prod.
1988, 51, 845-850.
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Verfutterung anderer Arylazide

CO,H CONH,

Die Zufutterung einer Losung von Azidobenzoesaure (10 mg; gelost in 3.6 mL H,O/DMSO 1:1) zu
einer, nach 48 h angeimpften, Hauptkultur von A. pretiosum HGF073 in Korea Medium (25 mL)
erfolgt in drei Portionen jeweils nach 48, 72 und 96 h. Die Kultur wird fur zwei weitere Tage
fermentiert bevor sie mit einer gesattigten NaCl-Losung versetzt und mehrfach mit Essigester
extrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Lésemittel entfernt. Das Rohprodukt wird tber Kieselgel filtriert (Laufmittel Essigester), das
Losemittel im Vakuum entfernt und mittels praparativer DC (Laufmittel Essigester) gereinigt, um 4-6
mg des korrespondierenden Amids zu erhalten.

4-Azidobenzamid (119) aus 4-Azidobenzoesaure:

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 7.91 (m, 2H), 7.15 (m, 2H) ppm; **C-NMR (100 MHz, MeOD): 171.3
(s, CONHy,), 145.2 (s, Car), 131.5 (s, Ca), 130.6 (d, Ca), 119.9 (d, Ca) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C;H;N,O [M+H]" 163.0620 gefunden bei 163.0618 m/z.

3-Azidobenzamid (122) aus 3-Azidobenzoesaure:

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 7.66 (ddd, 1H, J = 7.8, 1.4, 0.6 Hz), 7.58 (dd, 1H, J = 1.4, 2.0), 7.48
(dd, 1H, J = 7.8, 7.9 Hz), 7.25 (ddd, 1H, J = 7.9, 2.0, 0.6 Hz) ppm; *C-NMR (100 MHz, MeOD):
168.1 (s, CONH,), 142.1 (s, Ca,), 131.2 (d, Ca,), 125.1 (d, Ca,), 123.3 (s, Ca), 119.3 (s, Ca,) ppm;
ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;H;N,O [M+H]" 163.0620 gefunden bei 163.0612 m/z.

4-(Azidomethyl)benzamid (118) aus 4-(Azidomethyl)benzoesdure:

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 7.89 (m, 2H), 7.45 (m, 2H), 4.45 (s, 2H, Bn) ppm; *C-NMR
(100 MHz, MeOD): 171.9 (s, CO,), 141.2 (s, Ca,), 134.8 (s, Car), 129.3 (d, Ca), 129.1 (d, Ca), 55.0 (t,
Bn) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fir CgHgN,ONa [M+Na]® 199.0596 gefunden bei
199.0593 m/z.
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3-(Azidomethyl)benzamid (120) aus 4-(Azidomethyl)benzoesaure:

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 7.87 (m, 1H), 7.85 (ddd, 1H, J = 7.5, 0.8, 1.3), 7.55 (ddd, 1H, J = 7.6,
1.3, 1.2 Hz), 7.49 (dd, 1H, J = 7.5, 7.6 Hz), 4.45 (s, 2H) ppm; BC.NMR (100 MHz, MeOD): 171.8 (s,
CONH,), 137.8 (s, Car), 135.6 (s, Car), 132.7 (d, Car), 130.0 (s, Ca), 128.6 (s, Car), 128.4 (s, Car), 55.2
(t, Bn) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CgHgN,ONa [M+Na]® 199.0596 gefunden bei
199.0595 m/z.

3-Azido-4-brombenzamid (121) aus 3-Azido-4-brombenzoesaure:

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 7.80 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 7.69 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.54 (dd, 1H, J = 8.2,
2.0 Hz) ppm; *C-NMR (100 MHz, MeOD): 170.0 (s, CONH,), 138.6 (s, Ca/), 135.0 (d, Ca,), 131.2
(s, Ca), 126.0 (d, Ca), 120.0 (d, Ca), 115.1 (s, Ca) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir
C,HsN,OBrNa [M+Na]* 262.9544 gefunden bei 262.9548 m/z.
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5.8.2 2D-PAGE FUR PROTEOMUNTERSUCHUNG VON A. PRETIOSUM HGFO073
(KAPITEL 3.2.2)

Geratschaften

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden in einem S1-Labor unter keimfreien Bedingungen mittels
durch Autoklavieren sterilisierten Geraten und N&ahrmedien durchgefiihrt. Hitzeempfindliche
Geratschaften wurden durch Ethanoleinwirkung sterilisiert, nicht autoklavierbare Zusatze (L-Valin,

Bausteine zur Verfltterung) wurden vor Verwendung als Losung uber einen Sterilfilter filtriert.

. Rehydrationslésung: 25 mL
Harnstoff 8 M 120¢g
Thioharnstoff 2M 19¢
Triton X-100 2 % (vIv) 0.5mL
Bromphenolblau Spt
ddH,0 ad 25.0 mL
Die Losung wird auf 2 mL aliquotiert und bei -20 °C gelagert
DTT* 5.6 mg/ 2 mL
IPG-Puffer* 0.5 % (v/v) 10.0 pl /2 mL
DeStreak* 24ul /2 mL

*werden unmittelbar vor Gebrauch zugegeben

. Aquilibrierungslésung: 200 mL
1,5 M Tris-Cl 50 mM 6.7 mL
(pH 8.8)
Harnstoff 6 M 72079
Glycerin (87 %) 30 % (v/v) 69.0 mL
SDS 2 % (wiv) 40 ¢
Bromphenolblau Spt
ddH,O ad 200.0 mL

(Aliguotierung auf je 40 mL und bei —20° C einfrieren)

. Agarose-L0sung: 100 mL
Tricin-Gelpuffer 100.0 mL
Agarose 0,5% 05¢g
Bromphenolblau Spt

. Anoden-Puffer: 15L
Tris 36.49

pH mit HCI auf 8.9 einstellen

Eine Vorkultur von A. pretiosum HGF073 wird in YMG Medium inokuliert und bei 28 °C fir 48 h bei
200 rpm inkubiert. Aus dieser Vorkultur werden Verfutterungen mit AHBA und eine mit N;HBA zu je
3 x 25 mL nach der allgemeinen Vorschrift flr Verfutterungsstudien abgesetzt. Die Produktbildung
wird mittels LC-MS (berwacht. Die Kulturen werden bei 5000 * g zentrifugiert und die verbliebene

Losung abdekantiert und verworfen. Die Bakterien werden mit N, versetzt und gemorsert.
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Als Alternative fiir den Aufschluss kann der Uberstand in 0.1 M NaCl-Lésung aufgenommen, mittels
French Press aufgeschlossen (5 Zyklen, 2000 psi) und die Salze durch Dialyse gegen destilliertes
Wasser Uber 24 h entfernt werden. Das restliche Wasser wird mittels Gefriertrocknung entfernt.

Das verbliebende Pellet wird in Rehydrationsldsung (300 pL) aufgenommen und bei 17000 * g und
4°C fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird in einen Keramikhalter pippetiert und einem
Gelstreifen versehen und mit IPG-Cover-Fluid Uberschichtet. Die isoelektrische Fokussierung erfolgt
bei 100000 Vh {iber 12 h.

Die fokussierten Gelstreifen werden fir 15 min in Aquilibierlésung mit DTT (0.4 g / 40 mL)
aquilibriert und anschlieBend in eine weitere Aquilibrierlésung mit lodacetamid (1 g / 40 mL)

Uberfuhrt und flr weitere 15 min aquilibriert. Der Gelstreifen wird mit Tricin Gelpuffer gespiilt.

Es wird ein 12 % Polyacrylamidgel aus den folgenden Stoffen hergestellt:

Acrylamidlésung 40 % 13.5mL
Tricine Gelpuffer 15mL
Glycerin 87 % 6 mL
ddH,0 10.5 mL
APS 150 pL
TMEDA 15 uL

Der Gelstreifen wird auf dem Gel plaziert und in einer Gelkammer mit Anoden und Kathodenpuffer
bei 500 V und 30 mA fiir 20 h laufen gelassen.

~100 kDa ~100 kDa ~100 kDa
- P —— -
» »
g ¢ b '
I . b
< , .
° .
‘ . » ." £ » - »
~5 kDa ~5 kDa | ~5kDa
pH3 pH 11 pH3 pH 11 pH3 pH 11
~100 kDa ~100 kDa ~100 kDa
% : v &
= ‘ ;
.
. . R 4
~5 kDa ~5 kDa ~ ~5 kDa
pH3 pH 11 pH3 pH 11 pH3 pH 11
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Die Rohgele wurden vom Institut fir Pflanzengenetik, Abteilung Pflanzenproteomik der Leibniz
Universitat Hannover, am Computer kombiniert und digital ausgewertet. Die Ergebnisse sind Kapitel

3.2.2 zu entnehmen.

5.8.3 VERSUCHE zU AsM22-24 (KAPITEL 3.2.3)

Extraktionspuffer

100 mM Tris-HCI pH 8.0
50 MM EDTA pH 8.0

500 mM NaCl

0.2 % SDS

0.07 % 2-Mercaptoethanol

DNA Isolierung®

Eine 50 mL Vorkultur von A. pretiosum HGF073 wird in YMG Medium inokuliert und bei 28 °C fir
48 h bei 200 rpm geschittelt. Die Kultur wird bei 5000 * g zentrifugiert und die verbliebene Lésung
abdekantiert und verworfen. Das Pellet wird mit ddH,O gewaschen und anschlieend in 5 mL ddH,O

aufgenommen. Die Bakteriensuspension wird in N getropft und anschlieend gemorsert.

Der Uberstand wird mit 25 mL Extraktionspuffer versetzt, in ein 50 mL ReaktionsgefaR tiberfiihrt und
darin bei 65 °C flir 20 min unter Schiitteln inkubiert. Die Losung wird mit 10 mL CHCI; versetzt, stark
geschuttelt und bei Raumtemperatur 20 min auf einem GefaRinvertierer platziert. Das Gemisch wird
anschlielend bei 1000 * g fir 5 min zentrifugiert um die Phasen zu trennen. Die wassrige Phase wird
in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt und mit 17 mL Isopropanol versetzt, gemischt und anschlieRend
fur 10 min auf Eis gekuhlt. Nach der Fallung wird bei 1000 * g fir 5 min zentrifugiert, um das
Prazipitat zu erhalten. Der Uberstand wird verworfen und das Reaktionsgefa auf der Innenseite mit
einem Papiertuch getrocknet (jedoch nicht das Prazipitat). Das Prazipitat wird in 4 mL TE Puffer
durch sanftes Invertieren aufgeldst und anschlielend mit 4 mL 4 M Kaliumacetat-Ldsung versetzt und
20 min auf Eis inkubiert. Die Mischung wird bei 1000 * g fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt, 16 mL 100 % EtOH zugefugt und fur 20 min auf Eis inkubiert.

Das Prazipitat kann durch Zentrifugieren bei 1000 * g fiir 5 min erhalten werden, der Uberstand wird
verworfen. Das innere des Reaktionsgefales wird mit einem Papiertuch getrocknet (nicht das
Prézipitat) und die erhaltene DNA in 900 uL TE Puffer durch sanftes Pipettieren aufgeldst. 100 uL
3 M Natriumacetat-Losung wird zugegeben und das Gemisch in zwei gleichgroRe Mengen in
Mikrozentrifugenréhrchen aufgeteilt. Eine gleiche Menge Phenol wird zu beiden Ro6hrchen
zugegeben, die Phasen gemischt und durch Zentrifugation (1000 * g) getrennt. Die organischen

Phasen werden verworfen, die wassrigen Phasen mit einer gleichen Menge Phenol : CHCI; (5:1)
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versetzt, gemischt und anschlieBend die Phasen durch Zentrifugation (1000 * g) erneut getrennt. Die
organischen Phasen werden verworfen und der Prozess nach Zugabe von CHCI; wiederholt. Die
beiden wassrigen Phasen werden mit zwei Volumen 100 % EtOH versetzt und fir 5 min auf Eis
inkubiert. Durch Zentrifugation fur 5 min bei 5000 * g l&sst sich die saubere DNA als Prazipitat nach
Verwerfen des Uberstands erhalten.

PCR Amplifikation von asm23

Aus einer zwei Tage alten Vorkultur von A. pretiosum HGF073 in YMG Medium wird 500 uL Probe
entnommen und fiir 5 min bei 5000 * g zentrifugiert. Die Lésung wird verworfen und der Uberstand
mit 500 yL ddH,O gewaschen und anschlieRend in weiteren 500 pL ddH,O aufgenommen. Aus der
Losung werden 10 pL abgenommen und auf 100 uL mit ddH,0 aufgefiillt.

PCR Ansatz 50 uL

verdinnte Vorkultur A. pretiosum HGF073 0.5uL

5x Phusion Puffer 10 uL

dNTPs (jeweils 10 mM) 4 uL

Phusion Polymerase 0.4 L

Primer (10 pmol) 2 uL

ddH,0 ad 50 pL

Primer

Fiir 5°— 3°: 5¢ (HindIIT)aagcttatgcccgacctgetee 3¢ Tm: 67.43 °C; 22 Basen
Fiir 3‘— 5¢ 5¢ (HindIIl)aagcttccaaccaacacctacceg 3° Tm: 67.51 °C; 24 Basen

Es wird eine initiale Denaturierung vorgenommen um die Mikroorganismen zu 6ffnen:

Vordenaturierung: 98 °C, 10 min

Es werden 50 Zyklen von folgendem PCR Programm verwendet:

Denaturierung: 98 °C, 30s
Annealing: 63-68 °C (Gradient), 15s
Elongation: 72°C,30s

Die PCR wird mit einem finalen Elongationsschritt abgeschlossen:

Finale Elongation: 72 °C, 5 min



6 ANHANG

6.1 GEN- UND PROTEINSEQUENZEN

asm24

Leserichtung: Antisense
GC-Gehalt: 75 %
Basen (ORF): 1167

Sequenz in Publikation:
gtgggcctgcctccggggeccgecgeccccggcggggcagecccggeccgagageccgeccecteaggectectecagegegea
ggcgacggcctccgceccaccagcecggcatcectgcectecteccgeccccagcagcacccecggtggtgcageccacacgcagtegetge
tgagcgcttccgtgaccgggcaggecgecgggcgagggcecgteccaccgtggtgtcgggggecggecgegectecccagaacgcggeyg
gtgcggtagatcgcgcggaacccggcgaacgccgggactceccgegectcgaccagecgegtecgaccaggecgggecgeggegcete
ctcgccgatgccggggacctggaacatggccatgtagtgecgggttgecggtcgcagegegggtecggtecececctgecgggacga
cgccgggcacctcggcgagcagccgcgacagcacgggccagtgecgetegegecacgteggtetgetgetggagectgecg
agctgggcgcgcagcagcgcggcggagaactcecgttcatgeggaagttcgacccggecgtgeggtggtggtaggeccggte
ggcgagcgggcgcccgcaggcgtggecgcaggaacgectectegtgetggtececececgtccgggagcagcacggecgecgecct
cgcccgcggtcatcagettgecgttcectggaagectgaaggecggcgatcgageccgagcgcecgceccgaggggectecgecgegecac
cgcgcgccgtgggecgtgecgecggegtecctggagecagecgggacgecggtectecggecggacagggecgegcagegegtecatgte
ggcgagctggeccgcecatgtgecacgggecatgatecgecctggtgegetecggtgatcgeggececgecacggeggecgggtega
cgcagtaggtgtccgggtcgacgtcgacggggacgacgaccgcgccgageccgctgggecggectgcgaggaggagatgaag
gtgaacgcgggcacgatcacctcggtgccaggecccggcecgeccatgacctceccaggacgagttcgagggegtgegtgeecegt
ggtgacggcgagcgcgtgeccgggecgecgtgggecctgecgecgaactececcgetcgaacgagacgacctegteccecggtgatee
gccaccaccggccgcectgtecgagegtgegecagecagggectegegeteggtecgagtcgaactgeggeccaggecggggaactec
agcttctgcggggccttcaggtgeacggtcggtcecgeectegtectetgetet

Codogene Sequenz:
agagcagagacgagggcgaccgaccgtgcacctgaaggccccgcagaagctggagttceccecgectggeegecagttegact

cgaccgagcgcgaggccctgctgecgcacgctcgacagecggeccggtggtggecggatcaccggggacgaggtegtectegtte
gagcgggagttcgcgcaggcccacggcgeccggcacgcgctecgecgtcaccacgggcacgcacgcecctecgaactegtect
ggaggtcatgggcgccgggcecctggcaccgaggtgatecgtgeccgegttcaccttcatectecctectegecaggecgeeccage
ggctcggcgeggtegtegtcececcegtecgacgtecgaccecggacacctactgegtecgacccggecgecgtgegggecgegate
accgagcgcaccagggcgatcatgccecgtgcacatggecgggeccagectecgecgacatggacgegectgegegeecctgtecge
cgagaccggcgtcccgcectgcectccaggacgeccgecgcacgcccacggcgecgecggtggecgeggcgagececctecggegegeteg
gctcgatcgecegecttcagectteccagaacggcaagectgatgaccgecgggecgagggecggegecgtgetgeteccggacggg
gaccagcacgaggaggcgttcctgegeccacgectgecgggegeccgetecgecgaccgggectaccaccaccgcacggecgg
gtcgaacttccgcatgaacgagttctccgeccgegectgectgecgegeccagectecggcaggectccagcagcagaccgacgtge
gcgagcggcactggcccgtgetgtegeggetgetegecgaggtgececggegtegtececcgcaggggaccgaccecgegetge
gaccgcaacccgcactacatggceccatgttccaggtcecceccecggcatcggecgaggagcgecgegeccgectggtecgacgeget
ggtcgagcgcggagtcccggcecgttecgeccgggtteccgegegatctaccgecaccgecgegttctgggagecgegecgeccceccyg
acaccacggtggacgccctcgcccgcgectgececcggtcacggaagcgctcagcagecgactgegtgtggetgcaccaccgg
gtgctgctgggggcggaggagcagatgecgetggtggeggaggecgtegectgegegetggaggaggectgagggggegg
gctcteggecgggectgecccgecggggeggcggecccggaggcaggeccac

187
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VHLKAPQKLEFPAWPQFDSTEREALLRTLDSGRWWRITGDEVVSFEREFAQAHGARHALAVTTGTHALELVLEVMGAGPGTEV

IVPAFTFISSSQAAQRLGAVVVPVDVDPDTYCVDPAAVRAAITERTRAIMPVHMAGQLADMDALRALSAETGVPLLOQDAAHAH

GARWRGEPLGALGSIAAFSFONGKLMTAGEGGAVLLPDGDQHEEAFLRHACGRPLADRAYHHRTAGSNFRMNEFSAALLRAQL

GRLOOQTDVRERHWPVLSRLLAEVPGVVPQGTDPRCDRNPHYMAMFQVPGIGEERRARLVDALVERGVPAFAGFRATIYRTAAF

WERAAPDTTVDALARACPVTEALSSDCVWLHHRVLLGAEEQMPLVAEAVACALEEA*

asm23

Leserichtung: Sense
GC-Gehalt: 72 %
Basen (ORF): 435

Sequenz:
tttgcgctctgecgaggtgttectggtgeccgacctgetectgetgaacggeccgaacctgggaatecctgggecgecgega
acccgaggtgtacgggaccgcgacgctcgeccgacatcgaggacgcggtggeccgacgaggtggcggaccgggggtggaagg
tggtggcgaggcagcacgacggcgaagccgagatgatcgggaccatccaggacagectacgacacggtgggegetategtyg
aaccccggcgcgctcatgatcgecggectggagectgegggacgecctggecgaactacccgageccgtggatcgaggteca
cctgtcgaacgtgtgggcccgcgageccgttcececgecaccagteccgtgatcgeccecgectggecgacgggectgatcgecgggeg
tgggcgccctgggcectaccgectggcggcacgggegcectgectggaccgggtecgggggttgacgggtaggtgttggttggegg
gcgagggctggctgggggacgggcgetgctggaccgggecgctggecgagecgagtgttggttggegggeggetggegage

Proteinsequenz:

VPDLLLLNGPNLGILGRREPEVYGTATLADIEDAVADEVADRGWKVVARQHDGEAEMIGTIQDSYDTVGAIVNPG

ALMIAGWSLRDALANYPSPWIEVHLSNVWAREPFRHOSVIAPLATGLIAGVGALGYRLAARALLDRVGG*

Asm22

Leserichtung: Antisense

GC-Gehalt: 75 %

Basen (ORF): 756

Sequenz in Publikation:
gctgggggacgggcgctgetggaccgggccgetggegagegagtgttggttggegggeggetggegagegggtegactyga
ggggcaagccggttggtggcecctgaccggecggctagectcececgcagtteccgacgecggtgggeccacgtectggeccaaccggceg
ggctgccctggccaacgacgtcaccgcgccgccacgtcaccgecgcectgeccacatcgeccgeccceccgaccagecgegctactcece
cggtttccceccacgcecgccaggacaagcgccecccgtgcagcgaggactecggecccgagecaccgecggtegecaccgatggeac
cgggtgcccggtcecctgcecccagecccggcgacccecgctecggeccacagecgggcacgagecctggcagegeggtggtgacaccac
cgccgatcagcgccaactcgggeccgaaccagectceccceccaccecgatcaccagegeggeccaacgcecggacgecggegtectea
caagcctccaccgcccaccgctccccacgecgcgacceccgtecccggacgteccceccageccaccgggeccgeccaccacgcgce

gacggccccgegcagaatcgecgggeccggacgcgaacgectgcacgcacccccgecgeccgecagtecgecacageccceccac
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cccgttcgacgaccacgtgecccacctcecgecacgagccacccgagttcageggcagteccacccgagacgatecccgecacca
accccggtgcecccacaccgacgtacagcagctcaccgcacccggecggcatecggectecggcaagecgeccgcgaggtcaccegte
atccccgtgeccgcaccgaggcgeccggggaacatcgecccccaacgcaccgagcacgtccaccccgacccacccgggecgac
ccggccaggcgaccacgacgccggaccgatcgagecgtggcaggcacagcgacaccaaccgacctgacacccccaccccca

ccagcccgctcgaccgecccgaacgagcatggcgaggtecttcgeccagcagaagecgeccgcteteccaccge

Codogene Sequenz:

gcggtgggagageggegettetgectggegaagacctegecttgetegttegggeggtegagegggetggtgggggtgggyg
gtgtcaggtcggttggtgtcgctgtgcctgccacgctcgatcggteccggegtecgtggtecgectggecgggtecggeccggg
tgggtcggggtggacgtgctcggtgcgttgggggecgatgttcceccggegectecggtgecggcacggggatgacggtgacct
cgcggcgcttgccgaggccgatgeccgecgggtgeggtgagetgetgtacgtecggtgtgggcaccggggttggtggecggga
tcgtctcgggtggactgeccgectgaactcgggtggectecgtgecgaggtggggcacgtggtecgtcgaacggggtggggggetyg
tgcgactgcgggcggcgggggtgecgtgcaggecgttegegtccgggeccgecgattetgegecggggecgtecgegegtggtgg
gcggcccggtgggctgggggacgtccgggacggggtcgegegtggggageggtgggecggtggaggecttgtgaggacgecyg
cgtccgecgttggecgegectggtgatcggggtgggggagectggttcggeccgagttggegetgatcggeggtggtgtecacce
accgcgctgccagggctcgtgeccecgectgtggecgagecgggtecgecgggectgggcaggaccgggcacccecggtgecateggt
gcgaccggcggtgctcecggggeccgagtectecgetgcacggggegettgtecctggegegtgggggaaaccgggagtagegceyg
ctggtcgggggcggcgatgtggcagegeggtgacgtggeggegeggtgacgtegttggeccagggcageccgeecggttgge
caggacgtgggcccaccgcgtcecggaactgecggagetagecgecggtcaggecaccaaccggettgecectecagtegacce

gctcgccagecgeccgecaaccaacactcecgectegecageggeccggtccagecagegeccgteeccccage

Proteinsequenz:
LLVRAVERAGGGGGVRSVGVAVPATLDRSGVVVAWPGRPGWVGVDVLGALGAMFPGASVRHGDDGDLAALAEADA
AGCGELLYVGVGTGVGGGIVSGGLPLNSGGSCEVGHVVVERGGGLCDCGRRGCVQAFASGPATLRGAVARGGRPG
GLGDVRDGVARGERWAVEACEDAASALAALVIGVGELVRPELALIGGGVTTALPGLVPAVAERVAGLGRTGHPVP
SVRPAVLGAESSLHGALVLARGGNRE *

Proteinsequenz von asm30:

MVATGTRIPGPKPLPLVGNLLDVLTSDLDTDVDFLDRCHREHGGIVALTFAGQROVFASSHELVARMCSDPSWGK
AVHPALEQVRDFAGDGLFTARGDEPNWGKAHRLLMPAFGPTAMRDHFPAMLDIAEQMLVRWRREFGPDHRIDVADD
MTRLTLDTIALCAFGAREFNSEFYRDRAHPEFVDAMVRSLVEAGERAERLPGVQPFLVGRNQRYRDDIATMNRIADGI
VAARAALPAGERPDDLLERMLTCADPVTGERLSARNVRYQLATFLIAGHETTSGLLSFAVHRLLAHPEVLRKAKD
AVDGVLGDRVPAFEDLARLDYLGQVLRETLRLHPTAPAFALAPDEPAELGGHAIGAGEPVLVMLPTLHRDPAVWR
DPDVFDPERFAPERMDEIPACAWMPFGHGARACIGRPFALQEATLVLALVLOQRFDLALADPDHRLTIKQTLTLKP
DSLVVRARPRADRPGATATVETVVPHQVPATHRHGTPLHVFYGSNGGSGEGLARTIAGDGAARGWATSVAPLDDA
VRALPASGPVVIVSSSYNGAPPDNAAHFVRWLTQDGPDLSGVDYLVLGCGNLDWSATYQRVPTLIDEAMAAAGAR
RLRERGATDARADFFGDWERWYEPLWPLLSAECGVEVGEIGPRFRVVESDAADGLGDLASAVVLENRELVRGPDA
GSKRHLELRLPDGTSYRTGDYLSVLPONHPDLVRRAVARLGTRAERVVTVESSAPTGLVPVGRALRVDELLTRCV
DLSAPAGAGVVARLAERCPCPPERAELAATTGATLLELLERFPSCAVDLALALELLPAPRTRLYSISSAAEEQRA
EVALTVSVTGVTSGYLSRVRPGDRVAVGIASPPESFRPPADNTVPVVLIAAGTGIAPFRGFLRARAALGGEPGPA
LLLFGCRGPELDDLYAEEFAALGDWLEVDRAYSRHPDGEVRHVOQHRLWORRDRVRELVDAGARVYLCGDATRVGP
AVEEVLGRIGPGAGWLDALRAGGRYATDVE
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7 SPEKTRENANHANG
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