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Allgemeiner Telil






1. Einleitung

In den alternden Gesellschaften der industrialisierten Welt stellen Krebsleiden nach Herz-
Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache dar. Allein in Deutschland sind
zur Zeit etwa 4 bis 5 Millionen Menschen an Krebs erkrankt und die Zahl der jdhrlichen
Krebs-Neuerkrankungen wird vom Robert Koch-Institut auf ca. 436 500 geschiitzt.[!]

Nur bei wenigen Krebsarten fiihrt eine medikamentose Behandlung allein zur vollsténdi-
gen Heilung. Héufig jedoch begleiten Chemotherapien andere Behandlungsmethoden wie
den operativen Eingriff oder die Strahlentherapie. In vielen Fillen kann der Krankheits-
verlauf durch den Einsatz von Chemotherapeutika entscheidend verzogert werden. Die
Suche nach effektiveren antineoplastischen Wirkstoffen, die Aufklidrung ihrer Wirkmecha-
nismen und die Optimierung ihrer pharmakologischen und pharmakokinetischen Eigen-
schaften sind daher Betitigungsfeld fiir Naturforscher unterschiedlichster Fachrichtungen.
Viele besonders potente Substanzen sind komplexe Naturstoffe, die erst durch chemische
Totalsynthese vollstidndig charakterisiert und in ausreichender Menge bereitgestellt werden
konnen. Haufig werden derartige Naturstofte strukturell verandert, um ihre Wirksamkeit zu

verbessern.

Eine neuartige und vielversprechende Wirkstoff-Familie bilden die hochaktiven Zellgifte
aus der Substanzklasse der Cryptophycine.?! Die toxische Wirkung dieser Naturstoffe
ist jedoch nur bedingt tumorselektiv. Daraus resultierende Nebenwirkungen miissen vor
einem moglichen Einsatz in der Krebstherapie vermindert werden. Da Cryptophycine als
Depsipeptide’ aus insgesamt vier Aminosiure- und Hydroxycarbonsiure-Bausteinen auf-
gebaut sind, kann jedes der vier Fragmente auf der Suche nach einer neuen Leitstruktur
einzeln und systematisch modifiziert werden. Im Idealfall sollten strukturell optimierte
Cryptophycin-Analoga allein im Tumorgewebe eine therapeutisch wirksame Konzentrati-

on erreichen.

Nicht zuletzt aufgrund ihres modularen Aufbaus sind peptidische Wirkstoffe ein attrakti-
ves Forschungsobjekt. In der belebten Natur sind aus «-L-Aminosiuren aufgebaute Pep-
tide und Proteine an samtlichen Lebensfunktionen beteiligt, sei es als Gewebebaustein
oder Transportmolekiil, als Enzym, Hormon oder Antikorper. Angesichts der Vielfalt ihrer

biologischen Funktionen erscheinen Peptide als pharmazeutische Wirkstoffe interessant.

! Depsipeptide enthalten neben Aminosiure-Bausteinen auch iiber Esterbindungen verkniipfte Hydroxycar-

bonsduren.
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Indessen werden die meisten a-L-Aminosdurepolyamide im Organismus innerhalb kurz-
er Zeit enzymatisch abgebaut. Durch den Einbau strukturell verdnderter Aminosdurebau-
steine wird die metabolische Stabilitit peptidischer Wirkstoffe hingegen deutlich erhoht.
Unter anderem kann das Kohlenstoffgrundgeriist der o.-Aminosiduren um eine Methylen-
einheit zu entsprechenden -Aminosiuren verldngert werden. Eine a-monosubstituierte
,,B2-Aminosiure* ist auch als Baustein im Naturstoff Cryptophycin-1 enthalten. Ungeach-
tet ihrer einfach anmutenden Struktur ist die stereoselektive Synthese von 32-Aminosiuren
jedoch eine Herausforderung und die Entwicklung effizienter und generell anwendbarer
Synthesestrategien daher Gegenstand aktueller Forschung.

Die vorliegende Abhandlung beschreibt die stereoselektive Synthese funktionalisierter

B2-Aminosiuren und ihre Verwendung zum Aufbau von Cryptophycin-Analoga.



2. Cryptophycine

2.1. Entdeckung, Struktur und Nomenklatur

Cyanobakterien besiedeln die Erde seit 3.5 Milliarden Jahren und sind damit die stammes-
geschichtlich dltesten photoautotrophen Organismen. Zu ihrer Verteidigung produzieren
viele Cyanobakterien toxische Sekundirmetabolite, die selektiv bestimmte Mikroorganis-
mengruppen abtoten. [®! Die Cyanobakterienart Nostoc sp. ATCC 53789 bildet zusammen
mit Pilzen eine als Flechte bezeichnete Lebensgemeinschaft. Aus ihrem methanolischen
Zellextrakt isolierten Forscher der Firma MERCK, SHARP & DOHME Ende der 1980er Jah-
re das Toxin 1 (siehe Abbildung 2.1).I”! Die Substanz erwies sich als hochgradig toxisch
gegeniiber Pilzen der Gattung Cryptococcus und wurde daher ,,Cryptophycin® genannt.

Die Stereochemie, sowie das vollstindige biologische Potential dieser Verbindung blie-
ben unbekannt, bis im Jahre 1994 MOORE und Mitarbeiter weitergehende Erkenntnisse
veroffentlichten.®! Sie isolierten Cryptophycin (1) aus der Cyanobakterienart Nostoc sp.
GSV 224 und erkannten die cytostatische Wirkung von 1 gegeniiber mehrfach medika-
mentenresistenten humanen Krebszellen. Bislang konnten MOORE et al. 28 strukturell eng
verwandte Cryptophycine aus Cyanobakterien isolieren und charakterisieren (siehe Tabelle
2.1).[°-111 Simtliche von dieser Arbeitsgruppe untersuchten natiirlichen und synthetischen
Cryptophycine wurden mit arabischen Ziffern nummeriert°~'?! — eine Nomenklatur, die
mittlerweile allgemeine Anwendung findet. Die Verbindung 1 ist das am ldngsten bekann-
te, in der Natur haufigste und biologisch aktivste Mitglied der Cryptophycin-Familie und
erhielt daher den Namen ,,Cryptophycin-1°.

Ebenfalls im Jahr 1994 gelang der Arbeitsgruppe von KOBAYASHI und KITAGAWA die ers-
te liickenlose Aufklirung der absoluten Konfiguration eines Cryptophycins.!!3! Auch die
erste Cryptophycin-Totalsynthese wurde von dieser Arbeitsgruppe veroffentlicht.[14] Der
in ihren Arbeiten beschriebene Naturstoff ,,Arenastatin A (2) ist zwar strukturell eng mit
Cryptophycin-1 (1) verwandt, wurde jedoch interessanterweise aus dem Tiefseeschwamm
Dysidea arenaria isoliert. Als eigentliche Produzenten der Substanz werden symbionte
Cyanobakterien vermutet.!!'>! Arenastatin A (2) wurde nachtriiglich auch von MOORE et
al. aus Nostoc sp. GSV 24 isoliert und in Cryptophycin-24 umbenannt. !

Cryptophycine sind makrocyclische Depsipeptide. Sie bestehen aus vier, mit den Buch-
staben A-D bezeichneten Bausteinen, die den einzelnen Amino- oder Hydroxycarbonséu-
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4: Cryptophycin-3 5:R2=Me, R®=H Cryptophycin-55

6: R2 = Me, R® = C(O)CH,NH, Cryptophycin-55Gly
7:R?=H, R®=C(O)CHNH, Cryptophycin-249

Abbildung 2.1.: Struktur und Retrosynthese natiirlicher und synthetischer Cryptophycine.

ren entsprechen (siehe Abbildung 2.1). Fragment A ist eine fiir Cryptophycine charakte-
ristische a,f-ungesittigte §-Hydroxycarbonsdure. Im Cryptophycin-1 (1) enthlt dieser
Baustein ein benzylisches -Epoxid. Viele der aus Nostoc sp. isolierten Cryptophycine,
wie z. B. Cryptophycin-3 (4), enthalten an gleicher Stelle ein trans-Olefin. Derartige Des-
epoxy-Cryptophycine stellen eine biosynthetische Vorstufe der entsprechenden Epoxide
dar!'®! und sind biologisch deutlich weniger aktiv als diese. Fragment B besteht im Falle
von 1 aus O-methyliertem und in 3’-Position chloriertem D-Tyrosin. Der als Fragment C
bezeichnete Baustein entspricht entweder 3-Aminopropionsdure (-Alanin) oder (R)-3-
Amino-2-methylpropionséure ((R)-f-Aminoisobuttersdure). Somit gehdren einige der na-
tirlichen Cryptophycine zu den wenigen peptidischen Naturstoffen, die eine «-chirale
B-Aminosidure enthalten. Komplettiert wird der 16-gliedrige Makrocyclus durch eine als
Fragment D bezeichnete a-Hydroxycarbonsdure. In den meisten Fillen handelt es sich

dabei um L-Leucinsiure.

Im Rahmen von Struktur-Aktivitits-Studien wurden zahlreiche synthetische Analoga un-
tersucht. Verglichen mit dem Naturstoff 1 weist die strukturell vereinfachte Substanz Cryp-
tophycin-52 (3) eine dhnlich hohe biologische Aktivitit auf. Sie wurde im Auftrag der Fir-
ma ELI LILLY in klinischen Studien als Krebsmedikament erprobt.!!7~2 In vorklinischen
Studien erwies sich das durch Offnung des Epoxidringes von Cryptophycin-52 erhaltene
Chlorhydrin 5 (Cryptophycin-55), sowie dessen Glycinat 6 (Cryptophycin-55Gly) und das
Chlorhydringlycinat 7 (Cryptophycin-249) ebenfalls als hochaktiv.[>!l Insbesondere 7 ist
aufgrund seiner gegeniiber Cryptophycin-52 erhdhten Wasserloslichkeit und seiner hohe-

ren in vivo-Aktivitit ein vielversprechender Wirkstoffkandidat der zweiten Generation.



2.1. Entdeckung, Struktur und Nomenklatur

Tabelle 2.1.: Von MOORE et al. aus Nostoc sp. isolierte Cryptophycine.>-1!]

Fragment: A B C D
c?.c? R CB=C™* coh R x x2 R} R

Cryptophycin-1 B-Epoxid Me trans (R Me ClI H Me i-Bu
Cryptophycin-2 B-Epoxid Me trans (R Me H H Me i-Bu
Cryptophycin-3 CH=CH Me trans (R) Me CI H Me i-Bu
Cryptophycin-4 CH=CH Me trans (R) Me H H Me i-Bu
Cryptophycin-16  -Epoxid Me trans (R H ClI H Me i-Bu
Cryptophycin-17 CH=CH Me trans (R H CI H Me i-Bu
Cryptophycin-18 CH=CH Me trans (R Me ClI H Me s-Bu
Cryptophycin-19 CH=CH Me trans (R) Me CI H Me i-Pr
Cryptophycin-21  B-Epoxid Me trans (R Me ClI H H i-Bu
Cryptophycin-23  -Epoxid Me trans (R H C a Me i-Bu
Cryptophycin-24  -Epoxid Me trans (R Me H H H i-Bu
Cryptophycin-28  B-Epoxid H trans (R) Me CI H Me i-Bu
Cryptophycin-29 CH=CH Me trans (R) Me CI H H i-Bu
Cryptophycin-31  -Epoxid Me trans R) Me Cl (Cl Me i-Bu
Cryptophycin-38  o-Epoxid Me trans (R) Me ClI H Me i-Bu
Cryptophycin-40 CH=CH H trans (R Me ClI H Me i-Bu
Cryptophycin-43 CH=CH Me trans (k)  H H H Me i-Bu
Cryptophycin-45 CH=CH Me trans (R) H a da Me i-Bu
Cryptophycin-46 CH=CH Me trans () Me CI H Me i-Bu
Cryptophycin-49 CH=CH Me trans (R) Me ClI H Me n-Pr
Cryptophycin-50  B-Epoxid Me trans (R Me ClI H Me n-Pr
Cryptophycin-54  -Epoxid Me trans (R) Me CI H Me s-Bu
Cryptophycin-175 CH=CH Me trans (R) Me ClI (Il Me i-Bu
Cryptophycin-176  -Epoxid Me trans (R H ClI H H i-Bu
Cryptophycin-326 [-Epoxid Me trans (R) Me ClI Cl H i-Bu
Cryptophycin-327 [-Epoxid Me cis (R) Me ClI H Me i-Bu

<mp@ e e
ALA Ay

Cryptophycin-26 Cryptophycin-30
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Paclitaxel-Bindungsstelle

postulierte
Cryptophycin-Bindungsstelle

o-Tubulin a-Tubulin
B-Tubulin des folgenden Dimers

Abbildung 2.2.: Kristallstruktur von Tubulin im Komplex mit Colchicin, Vinblastin und dem hier
nicht gezeigten Protein RB3-SLD (pdb-Eintrag: [*?! 1Z2B).[?¥] Farblich gekennzeichnet ist die

durch Kristallstrukturanalyse ermittelte Bindungsstelle von Paclitaxel (griin),?* 2 sowie eine auf

Grundlage von molecular modelling-Studien postulierte Cryptophycin-Bindungsstelle (rot). 6!

2.2. Biologische Aktivitat

2.2.1. Tubulin als Zielmolekiil fiir Krebsmedikamente

Die hohe und selektive Toxizitdt von Cryptophycinen gegeniiber Krebszellen ist auf eine
Interaktion dieser Wirkstoffe mit dem Protein Tubulin zuriickzufithren. Zum néheren Ver-
standnis des Wirkmechanismus wird daher in einem kurzen Exkurs auf die Eigenschaften

des Zielmolekiils eingegangen.

Tubulin besteht als Heterodimer aus den beiden Untereinheiten o-Tubulin und B-Tubulin
(Abbildung 2.2). Jede Tubulinuntereinheit besteht aus ca. 440 Aminosduren (50 kDa), die
einen von -Helices umgebenen Kern aus zwei 3-Faltblittern ausbilden. Beide Unterein-
heiten enthalten jeweils einen Guanin-Nucleotid-Liganden. Das an a-Tubulin gebundene
GTP ist fixiert, wihrend der an -Tubulin koordinierende GTP/GDP-Ligand austauschbar
ist. Die o-/B-Tubulin-Heterodimere ordnen sich reversibel zu polymeren, réhrenformigen

Filamenten an. Diese als Mikrotubuli bezeichneten Filamente weisen einen Durchmesser
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von 24 nm auf und erreichen eine Linge von bis zu mehreren Mikrometern. Mikrotubuli
sind Bestandteil des Cytoskeletts eukaryotischer Zellen. Wihrend der Interphase dienen sie
unter anderem dem Erhalt der Zellform und als Leitachse fiir den Transport von Organel-
len. Wihrend der Zellteilung bilden Mikrotubuli den Spindelapparat, der die Chromoso-
men der Zelle in einer Ebene anordnet, die Chromatiden trennt und sie in die beiden Toch-
terzellhilften transportiert. Die fiir diese Aufgaben erforderliche rasche Lingenédnderung
der Mikrotubuli wird durch fortwéhrende Angliederung und Abspaltung einzelner Tubulin-

Dimere ermoglicht. Mikrotubuli sind daher hochgradig dynamische Filamente.[?”]

Auf- und Abbau der Mikrotubuli werden durch ihre Interaktion mit Regulationsproteinen,
sowie durch Expression verschiedener o- und -Tubulin-Subtypen und deren posttrans-
lationale Modifikation koordiniert. Primér wird die Polymerisation und Depolymerisation
durch den Phosphorylierungsgrad des Guanosin-Nucleotid-Liganden am 3-Tubulin beein-
flusst. Im Komplex mit GTP nehmen freie Tubulindimere eine gestreckte Konformation
ein, nach Hydrolyse des GTP zu GDP und Freisetzung des Phosphats eine gekriimmte.
Das an B-Tubulin gebundene GTP wird wihrend der Angliederung von freiem Tubu-
lin an das Ende eines Mikrotubulus zu GDP und Phosphat hydrolysiert. Dennoch bleibt
auch im Polymer die gestreckte Konformation des urspriinglichen GTP-Komplexes erhal-
ten. Die Tubulin-Bausteine sind daher konformativ gespannt im Mikrotubulus verankert.
Der rasche Abbau des Polymers wird durch eine als GTP-Kappe bezeichnete Schicht von
GTP-koordiniertem Tubulin an den Enden des Mikrotubulus verhindert. Geht diese Kappe
verloren, so konnen die Tubulin-GDP-Bausteine unter Entspannung ihrer Konformation

abdissoziieren.[27- 281

Die Fihigkeit der Mikrotubuli zur Langenverdnderung durch Auf- und Abbau ist entschei-
dend fiir den Erfolg der Zellteilung. Wird die Mikrotubuli-Dynamik gestort, so verharren
die betroffenen Zellen in einem Zwischenstadium des Zellcyclus und leiten daraufhin den
programmierten Zelltod (Apoptose) ein. Dieser Befund ist von therapeutischem Nutzen,
da Krebszellen gegeniiber den meisten gesunden Zellarten eine deutlich erhohte Teilungs-
rate aufweisen und die Dynamik mitotischer Mikrotubuli im Vergleich zu Interphasen-
Mikrotubuli den 4- bis 100-fachen Wert erreicht.>’! Antimitotische Wirkstoffe mit Tubu-
lin als Zielmolekiil beeinflussen daher mit groflerer Wahrscheinlichkeit die sich haufiger
teilenden Krebszellen.

Die iiberwiegende Mehrzahl der mit Tubulin interagierenden niedermolekularen Cytostati-
ka binden an eine von drei Dominen des Tubulin-Dimers.?’3!1 Diese Koordinationsstel-
len werden als Taxol-Bindungsstelle, Vinca-Domiéne und Colchicin-Doméne bezeichnet
(sieche Abbildung 2.2).

Alle an der Taxol-Bindungsstelle koordinierenden Substanzen binden nicht an freies Tu-

bulin, sondern koordinieren bevorzugt an der Innenseite der Mikrotubuli-Oberflache. Ne-



10 Kapitel 2. Cryptophycine

ben den Taxanen (Paclitaxel, Docetaxel) sind dies unter anderem die Epothilone (Ixempra,
ZK-EPO) und Discodermolid. Diese Substanzen wirken stabilisierend auf Mikrotubuli.
In hohen Konzentrationen fordern sie den Aufbau von Mikrotubuli und verhindern deren
Abbau. Vermutlich erhoht die durch den Wirkstoff hervorgerufene Konformationsinde-
rung die Affinitdt zwischen benachbarten Tubulin-Dimeren. Die Lage der Bindestelle am
Protein wurde durch Rontgenkristallstrukturanalyse eines Tubulin-Paclitaxel-Komplexes
ermittelt.[24- 2]

Alle an oder in der Nihe der Vinca-Doméne bindenden Substanzen bewirken eine Desta-
bilisierung von Mikrotubuli und induzieren in hohen Konzentrationen einen Mikrotubuli-
Abbau. Beispiele solcher Substanzen sind neben den Vinca-Alkaloiden (Vinblastin, Vin-
cristin, Vindesin, Vinflunin, Vinorelbin) insbesondere auch verschiedenartige (Depsi)pep-
tide, wie z. B. die Cryptophycine, Dolastatin 10, Hemiasterlin und Phomopsin A. Die Vin-
ca-Domine befindet sich am -Tubulin in der Kontaktregion zum ¢-Tubulin des folgenden
Tubulin-Dimers. Die Lage der Bindestelle wurde vor kurzem durch Rontgenstrukturanaly-
se eines Kristalls von Tubulin im Komplex mit Vinblastin, Colchicin und dem Protein RB3-
SLD eindeutig lokalisiert.>>! Die Bindung von Vinblastin bewirkt in Tubulin-Dimeren
eine Konformationsinderung und infolgedessen ihre Selbstaggregation zu spiralformigen
Oligomeren. Auf zelluldrer Ebene bewirken Vinca-Alkaloide einen Arrest der Mitose im
Stadium der Metaphase. Einzelne Chromosomen werden nicht in der Aquatorialebene an-
geordnet und die Zelle leitet darauthin die Apoptose ein.

Ebenfalls eine Mikrotubuli-destabilisierende Wirkung zeigen Substanzen, die an der
Colchicin-Doméne an Tubulin koordinieren. Die Colchicin-Bindungsstelle befindet sich
innerhalb des Tubulin-Dimers im Kontaktbereich zwischen o- und 3-Untereinheit.’’?! Das
namensgebende Colchicin bindet vermutlich nicht direkt an Mikrotubuli-Enden, sondern
bildet einen Komplex mit freien Tubulin-Dimeren. Durch die Komplexierung kann das
Tubulin nicht von der gekriimmten in die gestreckte Konformation iibergehen.*?! Die Co-
polymerisation des Colchicin-Tubulin-Komplexes mit nicht komplexiertem Tubulin fiihrt
daher zur Destabilisierung des Mikrotubuli-Geriists. An der Colchicin-Doméne koordinie-
ren unter anderem auch Methoxybenzolsulfonamid und Methoxydstradiol. Die hohe syste-
mische Toxizitét aller an dieser Position bindenden Cytostatika verhinderte jedoch bislang
ihren Einsatz in der Krebstherapie.

2.2.2. Interaktion zwischen Cryptophycin und Tubulin

Cryptophycine binden mit sehr hoher Affinitdt an Tubulin unter Ausbildung eines tiber-
aus stabilen Komplexes.**! Die Bindungsverhiltnisse im Cryptophycin-Tubulin-Komplex

sind jedoch ebenso ungeklirt, wie die exakte Lage der Bindungsstelle am Protein.

Eine kovalente Bindung durch nucleophile Offnung des Epoxids in einer Reaktion mit
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Abbildung 2.3.: Hauptprodukte der Reaktion von Cryptophycin-52 mit Methyl-2-mercaptoacetat
in Abhingigkeit vom pH-Wert. 3]

Aminosdureseitenketten ist denkbar. Da jedoch Cryptophycin nach thermischer oder che-
mischer Denaturierung des Tubulins aus dem Komplex zuriickerhalten werden kann, er-
scheint eine nicht-kovalente Koordination wahrscheinlicher.[**: 3 Zudem inhibieren Cryp-
tophycine die Tubulinpolymerisation auch in Gegenwart von Dithiothreitol, 3-Mercapto-

e. [33.34] Ein messbarer Aktivititsverlust tritt

ethanol, Histidin, Lysin und Glutaminsdur
nicht auf, so daf} unter physiologischen Bedingungen von einer geringen Reaktivitit der
Cryptophycine gegeniiber Stickstoff-, Sauerstoff- und Schwefelnucleophilen ausgegangen
werden kann. Im Rahmen einer Untersuchung zur Reaktivitit von Cryptophycin-52 ge-
geniiber dem Schwefelnucleophil Methyl-2-mercaptoacetat konnte die nucleophile Ring-
offnung des benzylischen Epoxids nur im sauren pH-Bereich beobachtet werden (siche
Abbildung 2.3).1351 Unter basischen Bedingungen reagiert bevorzugt die o, -ungesittigte
Amidfunktion als Michael-Akzeptor in einer konjugaten 1,4-Addition. In einem neutralen
Gemisch aprotischer, organischer Losungsmittel erfolgt innerhalb von 24 h kein messba-
rer Umsatz. Erst nach mehrtigiger Reaktionszeit wird eine vollstindige Hydrolyse des
Epoxids durch vorhandene Wasserspuren zum benzylischen Diol beobachtet. In gepuffer-
ter wissriger Losung (pH 7.4) entsteht innerhalb von mehreren Tagen — bei unvollstindi-

gem Umsatz — ein Gemisch aller beschriebenen Produkte. 3!

Bislang wurden keine Rontgenstrukturdaten eines Tubulin-Cryptophycin-Komplexes ver-
offentlicht. Kinetische Vergleichsstudien mit Tubulin-Bindern, deren Wirkmechanismus
bekannt ist, ermoglichen jedoch Riickschliisse auf die wahrscheinliche Position der Tubu-
lin-Bindungsstelle. So beeinflussen Paclitaxel und Cryptophycin einander nicht in ihrem
Bindungsverhalten zu Tubulin.*®! Gleiches gilt fiir Cryptophycin und Colchicin, wobei
Cryptophycin zusitzlich die Abnahme der Affinitdt von in Losung vorliegendem Tubu-
lin gegeniiber Colchicin verhindert. 3731 Andererseits inhibieren Cryptophycine nicht-
kompetitiv die Bindung von Vinblastin an Tubulin. **! Das Fragmentierungsmuster des
Tubulins nach tryptischem und chymotryptischem Verdau wird von Vinblastin und Cryp-
tophycinen in gleicher Weise beeinflusst. Die zur Erzielung des gleichen Effektes erforder-

liche Cryptophycin-Menge ist jedoch deutlich geringer.[*°! Vinblastin und die Cryptophy-
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cine inhibieren jeweils die GTPase-Aktivitit des Tubulins.*® Der Austausch des Nucleo-
tids wird von Vinblastin jedoch generell inhibiert, von Cryptophycinen nur nach Vorinku-
bation des Tubulins mit dem Wirkstoff und nachfolgender Zugabe des fiir den Austausch

vorgesehenen Nucleotids. (3]

Die Ergebnisse dieser Studien deuten darauf hin, daf} die
Bindungsstelle der Cryptophycine mit der Vinca-Domine iiberlappt. Die antimitotischen
(Depsi)Peptide Cryptophycin-1, Dolastatin 10, Hemiasterlin und Phomopsin A inhibieren
einander kompetitiv in ihrer Bindung an Tubulin. *!! Trotz ihrer strukturellen Diversi-
tit koordinieren sie offensichtlich an der gleichen Position am Zielmolekiil. In Uberein-
stimmung mit diesen Ergebnissen wurde als Resultat einer molecular modelling-Studie
eine gemeinsame Koordinationsstelle am B-Tubulin postuliert (siche Abbildung 2.2). 2%
Die einzig offensichtliche strukturelle Gemeinsamkeit der genannten (Depsi)Peptide ist ih-
re ausgepriagte Hydrophobizitit. Vermutlich beruht ihre hohe Affinitit gegeniiber Tubulin
in erster Linie auf einer Verkleinerung der gegeniiber dem umgebenden wissrigen Medi-
um exponierten hydrophoben Oberflidche. Fiir ihre gemeinsame Bindungsstelle wurde von

HAMEL der Begriff ,, peptide site* geprigt.[34%]

Die von Cryptophycinen im Tubulin-Heterodimer hervorge- Tubulin-Heterodimer

rufene Konformationsinderung bewirkt bei hohen Wirkstoft-
Konzentrationen die Aggregation von freiem Tubulin zu
ringformigen Oligomeren, bestehend aus acht oder neun
Tubulin-Dimeren (Abbildung 2.4). #4461 In gleicher Weise
binden Cryptophycine auch an die Enden von Mikrotubu-

li. Als Folge einer Konformationsidnderung ihrer Tubulin- 0 (i

bausteine 16sen sich daraufhin die Protofilamente aus dem
Abbildung 2.4.: Cryoelek-

Mikrotubuli-Verband und oligomerisieren ebenfalls zu klei-
tronenmikroskopische Auf-

1145, 46]

nen Ringe Die geringe Grofle und die enge Gro-

nahme eines durch Crypto-

Benverteilung der durch Cryptophycine induzierten Tubulin- phycin-1 induzierten Tubu-

Oligomere stehen im deutlichen Gegensatz zu den grofe- linrings (elektronische Uber-
ren und flexibleren Oligomer-Strukturen, die durch andere Jagerung mehrerer Einzel-

Tubulin-destabilisierende Substanzen erzeugt werden.** 471 bilder).[43 4]

Cryptophycin-1 inhibiert die GTP-induzierte Tubulin-Polymerisation bereits in substo-
chiometrischer Konzentration. In Abhiingigkeit von der Tubulin-Konzentration (15-20 uM)
bewegen sich die ICso-Werte im Bereich von 1-2 uM.*”]" Eine effektive Storung der Mi-
krotubuli-Dynamik durch Cryptophycine wird jedoch bereits bei deutlich geringeren Kon-
zentrationen beobachtet. So reduzieren Cryptophycin-1 und Cryptophycin-52 die Mikro-
tubuli-Dynamik bei einer Konzentration von 25 nM bzw. 20 nM um jeweils 50 %. 3+ 471
Im Fall von Cryptophycin-52 entspricht dies einer Groflenordnung von nur fiinf bis sechs

Wirkstoffmolekiilen an jedem einzelnen Mikrotubulus.4’!



2.2. Biologische Aktivitit 13

2.2.3. Cytotoxizitat

In ihrer antiproliferativen Wirkung tibertreffen Cryptophycine die etablierten Chemothe-
rapeutika Paclitaxel und Vinblastin um den Faktor 100 bis 1000. Abhingig vom unter-
suchten Zelltyp bewegen sich die aus in vitro-Cytotoxizititstest erhaltenen 1Cso-Werte im
niedrigen picomolaren Bereich (z. B. KB-Zellen: 4.6 pM, LoVo-Zellen: 7.6 pM).®! Visu-
ell erkennbare Verdnderungen des Cytoskeletts oder interphasiger Mikrotubuli treten nicht
auf. %41 Eine Studie mit A10-Zellen zeigt, daB eine hohe Dosis von Cryptophycin zum
Abbau von Mikrotubuli fiihrt. Der Effekt wird jedoch durch Vorinkubation mit Paclitaxel
reduziert. 48]

Ein gravierender Nachteil von Wirkstoffen wie Paclitaxel und Vinblastin ist ihre vermin-
derte Wirkung auf mehrfach medikamentenresistente (multiple drug resistant, MDR)
Krebszellen. Diese Zelltypen exprimieren hdufig aktive Transmembrantransporter wie P-
Glykoprotein, mit denen sie verschiedenartigste Substanzen aus dem Zellinneren entfernen
konnen. 37331 Gegeniiber Cryptophycinen sind P-Glykoprotein-exprimierende Zelllinien
jedoch weitaus weniger resistent als gegeniiber Vinblastin, Paclitaxel oder Colchicin. 36 48]
Moglicherweise sind Cryptophycine schlechtere Substrate fiir diesen Transmembrantrans-
porter. Dariiber hinaus konnte die eingeschréinkte Reversibilitit der Cryptophycin-Tubulin-
Bindung die Verfiigbarkeit der Substanz fiir den Transporter reduzieren. #’] So bleibt die
antiproliferative Aktivitdt von Cryptophycin, im Gegensatz zu der von Taxol und Vinblas-
tin, auch nach dem Ende der Wirkstoffgabe iiber einen lingeren Zeitraum erhalten. 8- 541

Cryptophycine werden rasch durch Tumorzellen aufgenommen und im Zellinneren ange-
reichert. So wurden Hela-Zellen in Gegenwart einer konstanten Cryptophycin-52-Kon-
zentration von 11 pM kultiviert. Innerhalb von 20 h stieg die intrazellulidre Konzentration
des Wirkstoffs auf 8§ nM an, was dem 730-fachen Wert der Umgebungskonzentration ent-
spricht.[47]

Die Behandlung von Zellen mit Cryptophycinen fiihrt iiberaus rasch zum Zelltod durch
Apoptose, wobei das Apoptose-Effektorenzym Caspase 3 aktiviert wird. %3 Eine lin-
gere Phase des mitotischen Stillstands wird nicht beobachtet. Stattdessen treten die cha-
rakteristischen morphologischen Verdnderungen innerhalb der Zelle deutlich schneller auf,
als beispielsweise nach Behandlung mit Paclitaxel, Cisplatin oder Etoposid.[®! Viele tubu-
linbindende Substanzen bewirken eine Phosphorylierung des Apoptosesuppressorproteins
Bcl2, das daraufhin seine apoptosehemmende Wirkung verliert. Die induzierende Wir-
kung von Cryptophycin-52 und Cryptophycin-55 auf die Bcl2-Phosphorylierung ist um

drei GroBenordnungen hoher, als die von Paclitaxel. 56371
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2.2.4. Antitumoraktivitat und klinische Studien

Bereits frithe in vivo-Studien am Mausmodell zeigten, dal Cryptophycine eine bemer-
kenswert hohe Aktivitdt gegeniiber mehrfach medikamentenresistenten soliden Tumoren
aufweisen. 1 Dariiber hinaus konnen Cryptophycine in einer Kombinationstherapie mit
anderen Chemotherapeutika eingesetzt werden. Als vorteilhaft erwies sich eine Kombinati-
on mit Wirkstoffen, deren Effekt nicht auf der Interaktion mit Tubulin beruht. Insbesondere
sind dies DNA-interagierende Substanzen wie DNA-Vernetzer (z. B. Platinkomplexe wie
Cisplatin), Interkalantien (z. B. Doxorubicin) und Basen- oder Nucleosid-Analoga (z. B.
5-Fluoruracil, Gemcitabin).!®8! Die jeweiligen Wirkstoffkombinationen ergeben eine iiber

die Summe der Einzeleffekte hinausgehende Aktivititssteigerung.

Cryptophycin-52 wurde im Auftrag der Firma ELI LILLY als Antitumorwirkstoff in klini-
schen Phase-I- und Phase-II-Studien erprobt. [!7-2%1 Aufgrund seiner hohen, wenngleich
reversiblen Neurotoxizitit konnte der Wirkstoff nicht in der therapeutisch notwendigen
Dosierung verabreicht werden. Obgleich die Antitumoraktivitit gering war, wurde im Ver-
lauf der Phase-II-Untersuchungen eine signifikante Stabilisierung des Krankheitsbildes be-
obachtet.!8:20]

Eine das therapeutische Fenster einengende Neurotoxizi- % (RR) 0.009 (KB)
tdt ist von allen tubulinbindenden Chemotherapeutika be- ©/C‘)>/
kannt. Die Ursache fiir diesen Befund ist nicht vollstindig % 3.6 (KB)
geklart. Tubulin erreicht innerhalb des menschlichen Or- @g’\‘}/
ganismus in Nervenzellen die hochste Konzentration und % 21 (KB)
ist u. a. entscheidend am axonalen Transport beteiligt.!?’] ©/é>/

@/\v%s 4.6 (KB)
2.3. Struktur-Aktivitats-Studien OH .

O
T m‘g

Vor dem Hintergrund der unzureichenden Tumorselekti-

vitit und der geringen Wasserloslichkeit des klinischen % (S,S) 54 (KB)
Kandidaten Cryptophycin-52 wurden zahlreiche Struktur- ©/OV
Aktivitits-Studien durchgefiihrt. Dabei wurde der Einflu3 @/oyt‘s (R,S) 72 (KB)
nahezu jedes Strukturelements auf die in vitro-Bioaktivitit

untersucht. (24 @Q‘Fﬂ (SR 654 (KB)
2.3.1. Fragment A-Analoga Abbildung  2.5.: ICso-Werte

[nM] nach Modifikation des f3-

Epoxids. Verwendete Zelllinie:
des A-Fragments ist fiir eine hohe biologische Akti- KB _ humanes Gebirmutter-

Die benzylische, (R,R)-konfigurierte S-Epoxidfunktion

vitdit des Gesamtmolekiils von entscheidender Bedeu- hals-Karzinom. % 11- 12,59, 60]
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Abbildung 2.6.: Cytotoxizitit von Halohydrin-Derivaten des Cryptophycin-52 (ICso-Werte in nM).

Zelllinien: GC3 — humanes Darmkarzinom, B16V — murines Melanom.[61-63]

tung. Thr Ersatz durch ein Aziridin, Thiiran oder trans-Styrol reduziert die in vitro-
Cytotoxizitit ebenso signifikant, '>! wie die Hydrolyse des B-Epoxids zum gemina-
len Diol.! Eine noch deutlichere Aktivititsabnahme wird nach Inversion der Stereo-
chemie an beiden oder an einem der beiden stereogenen Zentren beobachtet. Das ent-
sprechende (S,S)-konfigurierte a-Epoxid > %% und die (R,S)- oder (S,R)-konfigurierten
cis-Epoxide!' ! biien jeweils deutlich an Effektivitiit ein (sieche Abbildung 2.5).

Die nach nucleophiler Offnung des Epoxid-Ringes mit HX erhaltenen Halohydrine sind in
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vitro vergleichbar aktiv, wie die Ausgangsverbindungen selbst (siche Abbildung 2.6).1 6!

Im Vergleich zu epoxidischen Cryptophycinen erreichen die analogen Chlorhydrine, wie
z.B. Cryptophycin-55 (5), jedoch eine 100- bis 1000-fach hohere in vivo-Aktivitit ge-
geniiber verschiedenartigen Tumoren und zeigen dariiber hinaus ein breiteres therapeuti-
sches Fenster. ?!l In wissriger Losung reagieren die Halohydrine in einer intramoleku-
laren Sy-Reaktion zuriick zu den Epoxiden. Die Reaktivitit der Halohydrine nimmt mit
steigender Abgangsgruppenqualitit des Halogens zu und ihre Stabilitit in wéssriger Lo-
sung nimmt dementsprechend ab.®?! Im Falle des Chlorhydrins wird innerhalb von 48 h

ein Umsatz von 9 % beobachtet. [2!]

Eine Veresterung der sekunddren Alkoholfunktion
des Chlorhydrins 5 ergibt jedoch in wissriger Losung stabile Analoga mit vorteilhaftem
Wirkspektrum. [21-1-631 Da die Chlorhydrinester wahrscheinlich erst im Serum oder in-
nerhalb der Zelle in biologisch aktive Substanzen iiberfiihrt werden, konnen sie als Vor-
stufen (prodrugs) der aktiven Epoxide angesehen werden. Aus diesem Grund kommt der
selektiven Spaltbarkeit des Esters unter physiologischen Bedingungen eine zentrale Rolle
zu. Zur Ermittlung der optimalen Struktur wurde eine Bibliothek von Chlorhydrin-Estern
synthetisiert und deren in vitro-Cytotoxizitit und in vivo-Aktivitit in Abhidngigkeit vom
Substitutionsmuster der Carbonsédure untersucht (Abbildung 2.6). (61,631 Von den unter-
suchten Cryptophycin-55-Esterderivaten weist der Glycinester Cryptophycin-55Gly (6)
die mit Abstand hochste in vitro-Cytotoxizitdt auf. Seine hohe in vivo-Aktivitit gegen-
tiber verschiedenen mehrfach medikamentenresistenten Tumorarten wird noch tibertroffen
von dem von Cryptophycin-1 abgeleiteten Chlorhydringlycinat Cryptophycin-249 (7, siehe
Abbildung 2.1).21]

In weiteren Studien wurde der Einflul von Modifikationen des Phenylrings auf die Bioak-
tivitdt von Cryptophycin-52 untersucht. Der Austausch der Phenylgruppe gegen eine Me-
thylgruppe oder einen Thiophenring verringert die Cytotoxizitdt ebenso, wie zusétzliche
Methylsubstituenten an unterschiedlichen Positionen des Phenylrings.!'?! Andererseits er-
hohen polare Substituenten am Phenylring die Wasserloslichkeit des Wirkstoffes und viele
der polar funktionalisierten Cryptophycin-52-Analoga zeigen eine deutlich erhdhte biolo-
gische Aktivitit (Abbildung 2.7 A). 61641 Im Vergleich zu Cryptophycin-52 sind viele
dieser polaren Analoga jedoch deutlich weniger aktiv gegeniiber medikamentenresistenten
Zelllinien. ®'1 Eine besonders ausgepriigte Cryptophycin-Resistenz zeigen HL-60/Vinc-
Zellen, die den aktiven Transmembrantransporter P-Glykoprotein (P-gp) exprimieren. Im
Gegensatz dazu sind HL-60/Adr-Zellen, die den MRP1-Transporter enthalten, gegeniiber
Cryptophycinen kaum resistent. Anscheinend iiberfiihren polare funktionelle Gruppen am
Phenylring die entsprechenden Cryptophycin-Analoga in bessere Substrate der Transmem-
branpumpe P-gp.[®!] Besonders hohe Resistenzfaktoren weisen aminosubstituierte Analo-
ga auf. Dieser Befund stimmt mit der Erkenntnis iiberein, daf} die P-gp-Pumpe generell hy-

drophobe und dabei schwach kationische Substrate bevorzugt.’% 33! In vivo-Experimente
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Abbildung 2.7.: Cytotoxizitit von Cryptophycin-Fragment-A-Analoga (ICso-Werte in nM). Zell-
linien: CCRF-CEM - humane T-Zell-Leukdmie; HL-60 — humane akute myeloide Leukdmie; HL-
60/Vinc — P-gp-exprimierender, Vincristin-resistenter Subklon von HL-60; HL-60/Adr — MRP1-
exprimierender, Adriamycin-resistenter Subklon von HL-60; KB-3-1 — humanes Gebarmutter-

halskarzinom.[!2 61-64.65]
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im Mausmodell ergaben zudem, daf3 viele der in vitro besonders aktiven Amino-Analoga
eine ausgeprigte systemische Toxizitdt und somit ein sehr enges therapeutisches Fenster

aufweisen. [64]

Andererseits wird ein in Wasser schwerldsliches Cryptophycin-24-Triamid-Analogon durch
Einfiihrung polarer Substituenten am Phenylring in besser wasserlosliche und in vitro ak-
tive Derivate iiberfiihrt (Abbildung 2.7 B). Das aktivste der Analoga zeigt dariiber hinaus

im Mausmodell eine hohe in vivo-Aktivitit gegeniiber dem murinen S180-Sarcom. %3]

Unabhingig vom Substitutionsmuster in der benzylischen Region des A-Fragmentes ist

sowohl die Anwesenheit der Methylgruppe an C%, als auch die S-Konfiguration dieses

stereogenen Zentrums fiir eine hohe Bioaktivitit erforderlich. [ 6% 6]

2.3.2. Fragment-B-Analoga

Die Struktur des B-Fragments von Cryptophycin-1 und -52 ist fiir eine maximale biolo-
gische Aktivitit dieser Wirkstoffe unabdingbar (sieche Abbildung 2.8). Anderungen am
Substitutionsmusters des 3-Chlor-O-methyl-D-Tyrosin-Bausteins werden zwar in engen

et o vo
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Abbildung 2.8.: Cytotoxizitit von Cryptophycin-Fragment-B-Derivaten (ICso-Werte in nM). Zell-

linien: CCRF-CEM - humane T-Zell-Leukdmie; MCF-7 — humaner Brustkrebs; MCF-7/ADR —

Adriamycin-resistenter Subklon von MCF-7, KB — humanes Gebédrmutterhals-Karzinom. [59. 60, 67]



2.3. Struktur-Aktivitits-Studien 19

Grenzen toleriert, aber eine Verbesserung der biologischen Aktivitit durch Modifikation
des nativen B-Fragments konnte bisher nicht erzielt werden. Ein zweiter meta-stindiger
Chlorsubstituenten verringert beispielsweise die in vitro Cytotoxizitdt im Vergleich zu
Cryptophycin-1 um den Faktor 60-340.0% 671 Andererseits kann die p-Methoxyfunktion
unter Aktivititserhalt gegen andere polare Reste wie N, N-Dimethylamino- oder Chlorsub-
stituenten ausgetauscht werden. ) Jedoch bewirkt der p-Chlorsubstituent eine deutlich
verminderte Wirksamkeit des entsprechenden Analogons gegeniiber der medikamentenre-
sistenten, P-Glykoprotein exprimierenden Zelllinie MCF-7/ADR.[%71 Auch eine freie phe-
nolische Hydroxylfunktion in para-Position fiihrt zu einer deutlich geringeren Aktivitit. >
Sobald der komplette Benzylsubstituent des B-Fragments gegen strukturell abweichende
Alkyl- oder Arylgruppen ersetzt wird, fiihrt dies zu einem drastischen Aktivititsverlust.!>]
Die gleiche Wirkung hat eine Inversion der Konfiguration am stereogenen Zentrum. (0]

2.3.3. Fragment-C-Analoga

Natiirliche Cryptophycine enthalten als Fragment C entweder (R)-f3-Aminoisobuttersdure
(z. B. Cryptophycin-1) oder den a-unsubstituierten Baustein -Alanin (z. B. Cryptophycin-
21 und -24). Das -Alanin-haltige Cryptophycin-24 (2) erzielt jedoch nur eine marginale
in vivo-Aktivitdt. Da dessen C-Fragment keinen ¢-Substituenten enthilt, ist die Esterbin-
dung zwischen den Fragmenten C und D sterisch nur unzureichend abgeschirmt. Dadurch
ist Cryptophycin-24 (2) unter physiologischen Bedingungen hydrolyseempfindlich. Die
Halbwertszeit von 2 in Miuseserum betrigt lediglich zehn Minuten.!”?! Im Gegensatz da-
zu ist die durch einen a-Methylsubstituenten abgeschirmte Esterbindung im Cryptophy-
cin-1 (1) in vivo deutlich stabiler und die Substanz weist eine entsprechend hohe in vivo-
Aktivitdt auf. Erste Hinweise auf die Labilitdt der Fragment-C-D-Esterbindung in Crypto-
phycinen ergaben sich bereits wihrend der Isolierung der Naturstoffe aus Cyanobakterien.
Im Verlauf der methanolischen Extraktion wurde der Makrocyclus durch Methanolyse der
Fragment-C-D-Esterbindung geoffnet.!® Bislang ist jedoch kein Fall einer solvolytischen

Spaltung des entsprechenden Esters zwischen den Fragmenten A und D bekannt.

Auf Grundlage der Hypothese, daB sterisch effektiv abgeschirmte C-D-Esterbindungen
zu einem stabilen Makrocyclus mit hoher biologischer Aktivitit fithren, wurden verschie-
dene or,ax-dialkylierte B-Aminosiduren als C-Fragmente in das Cryptophycin-Geriist ein-
gebaut (siehe Abbildung 2.9).!%! Die a,a-Dimethylverbindungen Cryptophycin-52 und
Cryptophycin-55 weisen eine auflerordentlich hohe in vitro-Cytotoxizitit auf, wahrend die
entsprechenden o,-Diethylverbindungen um den Faktor 30 bis 50 weniger aktiv sind, die
a,0.-Di-n-propylverbindungen sogar um den Faktor 175 bis 400. Die Aktivititen der ent-
sprechenden cyclopropyl-, cyclopentyl- und cyclohexylsubstituierten Spiroverbindungen

zeigen die gleiche Tendenz. Das Cyclopropyl-Analogon weist eine mit Cryptophycin-52
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Abbildung 2.9.: Cytotoxizitit von Cryptophycin-Fragment-C-Derivaten (ICso-Werte in nM). Zell-
linien: CCRF-CEM - humane T-Zell-Leukdmie, GC3 — humanes Darmkarzinom, KB — humanes
Gebérmutterhalskarzinom. % 68: 691
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Abbildung 2.10.: Einflu} struktureller Variationen im Fragment D auf die Cytotoxizitéit von Cryp-

tophycinen (ICsp-Werte in nM). Zelllinien: KB — humanes Gebédrmutterhalskarzinom, MCF-7 —

humanes Brust-Adenokarzinom. [® 70- 711
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bzw. Cryptophycin-55 vergleichbare Aktivitit auf, wihrend die beiden hoher substituierten
Spiroverbindungen deutlich niedrigere in vitro-Cytotoxizititen erzielen.!%®! Zwar iibertrifft
die in vitro-Aktivitit der Cryptophycine 52 und -55 diejenige von Cryptophycin-1. Fiir ihre

in vivo-Aktivitit gilt dies jedoch nicht generell. (]

Eine Verlagerung des Methylsubstituenten im C-Fragment des Cryptophycin-1 von der o-
Position auf das -Kohlenstoffatom fiihrt zu keiner signifikanten Verringerung der in vitro-
Cytotoxizitdt. Mit zunehmender GroBe der Alkyl- oder Arylreste in 3-Position verringert
sich die in vitro-Aktivitit jedoch deutlich.[®8] Einerseits konnen sterische Effekte die Inter-
aktion der hoher substituierten Analoga mit Tubulin erschweren. Andererseits begrenzt die
mit zunehmender Lipophilie abnehmende Wasserloslichkeit der Analoga ihre Wirksam-
keit. Im Mausmodell erwies sich die in vivo-Aktivitit dieser q-unsubstituierten Analo-
ga jedoch ebenfalls als gering. 8] Dieser Umstand kann auf die bekannte hydrolytische
Instabilitét der sterisch nicht abgeschirmten Fragment-C-D-Esterbindung zuriickgefiihrt
werden. Der o, 3-disubstituierte C-Fragment-Baustein cis-2-Aminocyclohexansiure fiihrt
zu einem lediglich siebenfach weniger toxischen Analogon. Die konformativ stark einge-
schriinkte 2-Aminobenzoeséure ergibt dagegen ein praktisch inaktives Cryptophycin.[68]

Die stereoselektive Synthese o-chiraler f-Aminosduren ist aufwéndig. Ein Austausch des
B-Aminosidurebausteins gegen einfach zugingliche, proteinogene L-a-Aminosiduren hat
jedoch drastische AktivititseinbuBen zur Folge.®8! Den geringsten Aktivititsverlust ver-
ursacht der Einbau von L-Alanin (30- bis 50-fach verringerte Aktivitit), wihrend die hoher
substituierten L-Aminosduren Valin, Leucin, Phenylalanin und Prolin zu praktisch inakti-
ven Analoga fithren. Vermutlich kann der verengte 15-gliedrige Makrocyclus im Gegen-
satz zum flexibleren 16-gliedrigen Ring nicht die fiir eine effektive Interaktion mit Tubulin

erforderliche Konformation einnehmen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dal Modifikationen des f3-Aminosidurebausteins in ei-
nigen Fillen hochaktive Analoga mit einer gegeniiber den Naturstoffen erhohten biolo-
gischen Aktivitdt ergeben. Die Hohe der biologischen Aktivitdt wird durch zwei Fakto-
ren beeinflusst: Einerseits konnen grofere Substituenten durch ihren Raumanspruch eine
effektive Wechselwirkung mit Tubulin unterbinden. Andererseits konnen sterische Wech-
selwirkungen oder eingeschrinkt flexible Fragment C-Bausteine den Makrocyclus in der

Einnahme einer aktiven Konformation behindern.

2.3.4. Fragment-D-Analoga

Die aus Nostoc sp. isolierten Cryptophycine zeigen eine bemerkenswerte strukturelle Va-
riation im Bereich der Alkylseitenkette des D-Fragments. Neben dem am hiufigsten auftre-
tenden iso-Butylrest der L-Leucinsidure werden auch sec-Butyl-, iso-Propyl- und n-Propyl-

substituenten gefunden.®! Die entsprechenden Cryptophycine sind im Vergleich zum iso-
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butylsubstituierten Naturstoff um den Faktor 4 bis 135 weniger cytotoxisch (siehe Ab-
bildung 2.10). Ein neo-pentylsubstituiertes D-Fragment fiihrt hingegen zu einer erhdh-

ten in vivo-Aktivitiit. [58]

Obwohl natiirlich vorkommende Cryptophycine ausschlielich
L-konfigurierte oc-Hydroxycarbonsduren enthalten, hat ein Austausch der in Cryptophycin-
24 enthaltenen L-Leucinsdure gegen D-Leucinsdure nur einen méfBigen Aktivitdtsverlust
um den Faktor 10 zur Folge. "% Dies ist das bisher einzige Beispiel dafiir, daB eine
Inversion der Konfiguration an einem stereogenen Zentrum des Cryptophycins weitge-
hend toleriert wird. Ein deutlicher Riickgang der Aktivitdt um den Faktor 40 000 resultiert
aus dem Einbau eines achiralen, o,a-dimethylierten D-Fragments.!”!l Das resultierende
Cryptophycin-Analogon ist in Méuseserum stabil, so daB} eine instabile Fragment-C-D-
Esterbindung als Ursache der geringen Aktivitdt ausgeschlossen werden kann. Vielmehr
liegt der Schluss nahe, daB die Alkylseitenkette des D-Fragments direkt an der Interaktion

des Wirkstoffs mit Tubulin beteiligt ist.

2.3.5. Austausch ringstiandiger Esterbindungen

Die labile Fragment-C-D-Esterbindung des Cryptophycin-24 kann unter Abnahme der
Cytotoxizitit durch eine hydrolysestabile Amidbindung ersetzt werden.”!-7# Ein Tetra-
amid-Analogon, in dem beide Esterbindungen durch Amide ersetzt wurden, erwies sich
dagegen als vollkommen inaktiv. "] Ein Grund fiir die geringe oder fehlende Aktivitit
der beiden Amid-Analoga ist sicherlich ihre geringe Loslichkeit in polaren Losungsmit-
teln wie Wasser, DMSO oder Alkoholen.[” Bemerkenswert ist, da Amid-Analoga von
Cryptophycin-24 nach Einfithrung polarer funktioneller Gruppen am A-Fragment nicht
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Abbildung 2.11.: Austausch der Esterbindungen in Cryptophycinen durch hydrolysestabile Bin-

dungen (IC50-Werte in nM). Zelllinien: CCRF-CEM — humane T-Zell-Leukidmie, GC3 — humanes

Darmkarzinom, KB — humanes Gebirmutterhalskarzinom.[08 6971, 73-75]
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nur deutlich besser wasserloslich sind, sondern auch in vitro wie in vivo eine deutlich
hohere biologische Aktivitit zeigen (siehe auch Abschnitt 2.3.1 und Abbildung 2.7). (6]
Der Austausch der Fragment-A-D-Esterbindung durch eine Amidbindung fiihrt hingegen
zu einer schlecht wasserloslichen Verbindung, die nach wie vor die labile Fragment-C-D-
Esterbindung enthilt und daher biologisch weitgehend inaktiv ist.[’#!

Ein Austausch der labilen Fragment-C-D-Esterbindung gegen eine Etherbindung hat eine
Abnahme der Cytotoxizitit um das 200-fache zur Folge.”*! Ein entsprechendes Keto-
Analogon sollte die Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen ermégli-
chen, ist jedoch sogar um den Faktor 300 inaktiver als der Naturstoff.!”3! Ein Fragment-
C-D-Thioester ist zwar in vitro biologisch hoch aktiv, aber Stabilititstests in Mauseserum
ergaben, das diese Substanz noch hydrolyseempfindlicher ist, als der entsprechende Oxo-
Ester.

Sowohl von Cryptophycin-1, als auch von Cryptophycin-55 und von dessen Fragment-C-
Cyclopropyl-Derivat wurden die entsprechenden Fragment-C-D-Amid-Analoga syntheti-
siert (siche Abbildung 2.11, obere Reihe).!%% 75 Im Gegensatz zu den Cryptophycin-24-
Derivaten sind die in vitro-Aktivititen der Cryptophycin-1- und -55-Amidanaloga ver-
gleichbar mit jenen der analogen Ester. Auch sind keinerlei Loslichkeitsprobleme in pola-
ren Losungsmitteln bekannt. Andererseits ergaben in vivo-Tests im Mausmodell eine gerin-
gere Aktivitidt des Cyclopropyl-C-D-Amid-Analogons im Vergleich zum entsprechenden
Fragment-C-D-Ester. [*°]
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2.4. Cryptophycin-Totalsynthese

Der modulare Aufbau des Depsipeptids Cryptophycin ermoglicht seine konvergente Syn-
these aus den entsprechenden Amino- und Hydroxycarbonsiurebausteinen (fiir eine Uber-
sicht siehe Lit.[>")). Als Beispiel einer moglichen Syntheseroute ist in Schema 2.1 die von
SEWALD et al. entwickelte Cryptophycin-1-Synthese skizziert. "% Die vier Fragmente
A bis D entsprechen hier den Bausteinen 8 (D), 9 (C), 11 (B) und 13 (A). Diese wer-
den zunidchst zum acyclischen seco-Depsipeptid 14 kondensiert, dessen Cyclisierung den
sechzehngliedrigen Makrocyclus 15 ergibt. Wegen ihrer vergleichsweise hohen Reaktivi-
tit wird die benzylische Epoxidfunktion des A-Fragments erst am Ende der Cryptophy-
cin-Totalsynthese eingefiihrt. Die Synthesen der einzelnen Cryptophycin-Bausteine, sowie
mogliche Varianten der Epoxideinfithrung und der Makrocyclisierung werden in den fol-

genden Abschnitten diskutiert.

/LO)\:OB” o BnO._.O BocHN _ .o cl
OH + HO)H/\NHBOC _a Lo\@o/
11

o)
b)
©) NHBoc HO
10 °)
\Ko BnO. O  BocHN._ .« cl
O d 1, X
QM 9 EOJYN o O/
0.0 OtBu H
LI "
o BocHN _ . Cl e)
o)
L
14 L H
O OH
13
~_.0
[e) :
(e} Oj) HNI\\QC
o) H/\N o) o)
H

8 9

Ot-Bu

OH
= (0]
HO”,  :
O)H/\H o = O/ e

15 1

Schema 2.1: Cryptophycin-1-Synthese nach SEWALD et al.[’%

a) EDC - HCI, DMAP, EtsN, CH,Cl,, 0°C — RT, 98 %; b) TFA, CH,Cl,, 0°C; c¢) EDC-HCI,
EtN, HOAt, CH,Cly, 95 % (2 Stufen); d) Ha, 10 % Pd/C, EtOAc; e) EDC-HCIl, DMAP, EzN,
CH,Cl,, 0°C — RT, 98 % (2 Stufen); f) 1. TFA, CH,Cl,/H,0, 0°C; 2. HATU, DIPEA, DMF,
0°C, 77 % (2 Stufen); g) 1. (CH30)3CH, PPTS, CH,Cl,, RT, 2 h; 2. AcBr, CH,Cl,, RT, 6 h;
3. KHCOs, [(n-Bu)4NBr], DME/EtOH 3:2 v/v, 40 °C, 24 h, 71 % (3 Stufen).
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2.4.1. Synthese des A-Fragments und Einfiihrung des Epoxids

Der A-Fragmentbaustein von Cryptophycin-1 ist die (55,6S,E)-5-Hydroxy-6-((2R,3R)-3-
phenyloxiran-2-yl)hept-2-ensidure (siehe Abbildung 2.1 auf Seite 6). Die stereoselektive
Synthese dieser §-Hydroxycarbonsidure mit ihren vier stereogenen Zentren, der trans-
Doppelbindung und der benzylischen Epoxidfunktion stellt eine der zentralen Herausfor-
derungen in der Cryptophycin-Totalsynthese dar.

Zur FEinfiihrung des im A-Fragment enthaltenen \)\/
c Ox

benzylischen Epoxids wurden bislang drei unter- 5 f&* —> Y g

(ON ON

schiedliche Strategien entwickelt (Abbildung 2.12): ¥ ¢

Die Epoxidierung eines Styrols (Variante A), die

A@ B%
Transformation eines geminalen Diols zum Epoxid OH
(Variante B) und schlieBlich die Einfiihrung des @A\)VE @JYU%
. . . O. P OH O.
Epoxids zusammen mit dem Phenylring des A- - ¥

Fragments durch Addition eines Schwefel-Ylids an . o
Abbildung 2.12.: Struktur moglicher

Fragment-A-Vorldaufer, entsprechend
drei Synthesewege werden unterschiedliche Anfor- 4o drei bekannten Varianten A—C

einen Aldehyd (Variante C). Entsprechend dieser

derungen an die Struktur des jeweiligen Fragment- zur Einfilhrung der benzylischen

A-Vorldufers gestellt. Epoxidfunktion.

2.4.1.1. Variante A: Epoxidierung eines Olefins

Die formal einfachste Synthesevariante zur Einfithrung der Epoxidfunktion ist die dia-
stereoselektive Epoxidierung eines Cryptophycin-Vorldufers mit benzylischer Doppelbin-

dung. Als Reagenzien wurden vielfach meta-Chlorperbenzoesiure [°%- 64 68,69, 77801 yypq

[14, 60, 67,70, 71, 73, 74, 81-84]

Dimethyldioxiran verwendet, sowie Kaliumperoxomonosulfat

(Oxon®) in Gegenwart eines chiralen Ketonkatalysators nach SHI (siche Schema 2.2).[85]
Die erzielten Diastereoselektivitdten bei der Oxidation am vollstindig aufgebauten Dep-
sipeptid erreichen moderate Werte von /3 = 1:1.1 — 1:3.5. Die hochste Diastereo-
selektivitit zeigt dabei die Shi-Epoxidierung, allerdings bei nur sehr geringem Umsatz.
Desepoxy-Cryptophycine wie 16 sind aufgrund ihrer geringen Wasserloslichkeit und als
Folge ihres hohen sterischen Anspruchs keine guten Substrate fiir diese Reaktion. (8]
Im Rahmen einer Reihenuntersuchung erprobten MOHER et al. weitere Epoxidierungs-
reagenzien und alternative Edukte. Sie erkannten, dafl die Shi-Epoxidierung des acycli-
schen Cryptophycin-Vorldufers 17 mit einer deutlich hoheren Diastereoselektivitit von

a/B = 1:6.5 erfolgt (siche Schema 2.2 unten). 8]

Die Trennung der diastereomeren, - und -Epoxid-haltigen Cryptophycine gelingt aus-
schlieBlich mittels priaparativer HPLC-Aufreinigung. Durch Umsetzung dieser Epoxide
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51 %naCh HPLC /o =2:1
O%<\N 0 = O/ l B

H
16 b) C)

\ cl cl |
OH é\; * OH 6\5

A0 )vz
OH  HN L\@CI ©/\
17 ce 0 N0 oo Bla=65:1

Schema 2.2: Epoxidierung olefinischer Cryptophycin-Vorliufer 5% 3 und Uberfithrung von

Epoxiden und Chlorhydrinen ineinander. (%73 a) m-CPBA, CH,Cl,, RT; b) TMS-CI, Et,0,
—60°C — RT; ¢) NayCO3, CH3;CN/H,0, RT oder K,CO3, Aceton, RiickfluB; d) Oxon®, K,COs3,
(n-Bu)4NHSO4, Nay;B407, Na,EDTA, CH3CN/H;0, pH 10.3-10.7 (Rohprodukt, 71 % Ausbeute
tiber 2 Stufen nach Veresterung mit Fragment-C-D-Baustein).

mit HCI oder Trimethylchlorsilan entsteht jedoch ein Diastereomerengemisch der entspre-
chenden Chlorhydrine, das durch Siulenchromatographie an Kieselgel trennbar ist.[6% 73]
Durch Umsetzung mit Natriumcarbonat in Wasser/Acetonitril(®®- 731 oder mit Kaliumcar-
bonat in refluxierendem Aceton®! konnen die Chlorhydrine stereospezifisch zuriick zu

den Epoxiden umgesetzt werden.

Auch die Cryptophycin-Biosynthese in Nostoc sp. verliuft iiber eine Styrolvorstufe. [16]
Die benétigte Cryptophycin-CYP450-Epoxidase (CrpE) kann in E. coli exprimiert und an-
schlieBend in vitro zur Epoxidierung eines Desepoxy-Cryptophycins verwendet werden. 37!
Die Reaktion verlduft vollstandig diastereoselektiv mit einem HPL-chromatographisch er-
mittelten Umsatz von 75 %. Isolierte Ausbeuten wurden bisher nicht angegeben.

Fiir die beschriebene Epoxidierungsstrategie wird im Rahmen der chemischen Totalsyn-
these ein strukturell vereinfachter Fragment-A-Baustein mit nur zwei stereogenen Zentren
bendtigt. Die effizienteste Synthese dieses Bausteins wurde von GOSH und BISCHOFF ver-
offentlicht.’®?] Beide stereogenen Zentren werden auxiliarvermittelt im Rahmen einer dia-
stereoselektiven Aldoladdition eingefiihrt. Ausgangsprodukt ist (E)-3-Phenylbut-3-ensdure
(19), die zunichst mit dem chiralen Auxiliar 18 verestert wird (sieche Schema 2.3). Das
entspechende Titan-Enolat wird mit 3-(Benzyloxy)propanal umgesetzt und das Auxiliar

anschliefend reduktiv wieder abgespalten. Die neu entstandene primédre Hydroxylgrup-
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pe in 22 wird selektiv tosyliert und die anhidngende Methylengruppe durch anschlieBende
Reduktion mit Lithiumalanat zum Methylsubstituenten des A-Fragmentes desoxygeniert.
Die sekundédre Hydroxylgruppe wird als Silylether geschiitzt und der Benzylether in 23
durch Umsetzung mit Bortribromid gespalten. Der freie primire Alkohol wird zum Al-
dehyd 24 oxidiert und in einer Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion zum vollstindigen
Fragment A-Baustein verlidngert. Nach Verseifung des Ethylesters wird die Carbonsiure

25 in einer bemerkenswert hohen Gesamtausbeute von 59 % erhalten.

NHZ NHTs (e} NHTs o) OH OBn

OH 3) > O —»b) l0)
X (0]
= =
18 m 20 21
19 O Ph Ph

—»c) /\)\N *»d) /\)\/\/ 4>e) /\)\/\/
Ph AN . OBn Ph N ' OBn Ph S . o]
22 OH 23 OTIPS 24  OTIPS
f) x ~_0

25 OTIPS OH

Schema 2.3: Fragment-A-Synthese nach GOsH und BiscHOFF.[#?] a) TsCl, DMAP, CH,Cl,, 0 °C,
dann 19, EDC, RT, 98 %; b) TiCly, DIPEA, 0°C — RT, dann BnO(CH,),CHO, —78 °C, 98 %; c)
LiAlHy4, THF, 0°C, 92%; d) 1. PhLi, THF, —78 °C, dann TsCl, —20 °C, dann LiAlHy4, 0°C; 2.
TIPSOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, RT, 95 % (2 Stufen); e) 1. BBr3, K,COj3, CH,Cl,, 0°C; 2. PCC,
Molekularsieb 4 A, CH,Cl,, RT, 81 % (2 Stufen); f) 1. (EtO),P(O)CH,CO,Et, NaH, THF, 0 °C;
2. LiOH, EtOH/H,0 (1: 1), RT, 86 % (2 Stufen).

2.4.1.2. Variante B: Diol-Epoxid-Transformation

Alternativ kann das Strukturmotiv des benzylischen syn-Epoxids ausgehend von einem ge-
minalen syn-Diol erhalten werden.[76-86- 88911 Dag dreistufige Verfahren zur Umwandlung
des Diols zum Epoxid wurde von SHARPLESS et al. entwickelt!”?! und von HOARD et al.
an die Erfordernisse basensensitiver Substrate angepasst (Schema 2.4, Variante 1).[8) Da
diese Reaktionssequenz stereospezifisch unter Gesamtretention verlduft, wird die Stereo-
chemie des Epoxids durch die Konfiguration des Diols vorgegeben. Im ersten Schritt wird
das Diol 26/27 mit Trimethylorthoformiat zum cyclischen Orthoester A umgesetzt, der
nachfolgend mit Acetylbromid oder Trimethyliodsilan zum entsprechenden Halohydrin-
formiat B gedffnet wird. Im letzten Schritt der Transformation wird das Formiat verseift
und gleichzeitig der Epoxidring durch intramolekularen nucleophilen Angriff geschlos-
sen. Problematisch ist bei dieser Reaktion, dafl der Ameisensdureester durch Angriff eines

nucleophilen Alkoholats gespalten wird. Die Reaktionsbedingungen miissen dabei so mild
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Schema 2.4: Diol-Epoxid-Transformation — Variante 1 nach HOARD ez al.:# a) (CH30);CH,
PPTS, CH,Cl,, RT; b) AcBr (X = Br) oder TMSI (X =1), CH,Cl,, RT; ¢) KHCOs3, 40°C, 15h
oder K»,COs3, 0°C, 6 h, Losungsmittelgemisch, R = Me: 93-94 % , R = H: 70 % (jeweils iiber 3 Stu-
fen);[76-8%- 901 _ Varjante 2 nach LEAHY und GARDINIER (R = H):1%¢  d) N3(CH,)3C(OCHj3)3,
TMSCI, CH,Cl,, RT, 63 %; e) PPhs, 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, THF/H,O, Riickfluf3,
2.5d, 63 %; f)K,COs3, Aceton, RiickfluB3, 24 h, 98 %.

gewihlt werden, dafl die Esterbindungen innerhalb des Depsipeptidrings erhalten blei-
ben. Entscheidend fiir den Erfolg der Reaktion ist eine geeignete Kombination aus Base
(KHCOj3 oder K,CO3), Losungsmittel (DME/Ethanol/Methanol oder DME/Ethylenglykol),

Temperatur und Reaktionsdauer.

Das Problem der selektiven Esterverseifung wird von LEAHY und GARDINIER umgangen,
indem sie an Stelle des Trimethylorthoformiats einen von 4-Azidobuttersdure abgeleiteten
Orthoester verwenden (Schema 2.4, Variante 2).3] Das resultierende Azid C wird durch
eine Staudinger-Reaktion zum Amin umgesetzt, welches unter den vorherrschenden neu-
tralen Reaktionsbedingungen zu y-Butyrolactam (28) und dem Cryptophycin-Chlorhydrin
D fragmentiert. AbschlieBende Umsetzung mit Kaliumcarbonat im aprotischen Losungs-
mittel Aceton ergibt das Epoxid 1.

Der fiir die Diol-Epoxid-Transformationsstrategie erforderliche Fragment A-Baustein ent-
hilt mit vier stereogenen Zentren bereits die vollstindige stereochemische Information.
Die kiirzeste und effizienteste Synthese dieses Bausteins wurde von EISSLER et al. ent-
wickelt und geht ebenfalls von (E)-3-Phenylbut-3-ensiure (19) aus (Schema 2.5). ©1- 93
Der entsprechende Methylester 29 wird in einer asymmetrischen Dihydroxylierung nach
SHARPLESS zum Lacton 30 umgesetzt. Die nachfolgenden Reaktionen erfolgen substrat-
kontrolliert diastereoselektiv. Daher entstammt die Stereoinformation des gesamten Bau-
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Schema 2.5: Synthese eines Fragment-A-Vorldufers mit benzylischem syn-Diol nach EISSLER
et al. 1?31 a) Mel, Cs,CO3, Aceton, RiickfluB, 97 %; b) Asymmetrische Dihydroxylierung,
(DHQD),PHAL, 0°C, 78 %, 99 % ee; c) LDA, Mel, THF, —78 °C, 87 %; d) (CH3),C(OCH3),,
MeOH, Amberlyst-15, RT, 88 %; e) DIBAL-H, CH,Cl,, —78 °C; f) AllSn(n-Bu)s, MgBr,-Et,0,
CH,Cl,, —78°C, 77 % (e-f); g) tert-Butylacrylat, Grubbs II-Katalysator, CH,Cl,, RT, 71 %.

steins vollstandig dem wihrend der Dihydroxylierung verwendeten chiralen Katalysator
(DHQD),PHAL. Das Lacton 30 wird mit LDA in sein Lithiumdianion iiberfiihrt und an-
schlieBend diastereoselektiv und chemoselektiv alkyliert. In einer Eintopfreaktion wird der
Lactonring 31 zum Methylester gedffnet und das freie Diol als Acetonid geschiitzt. Der
Reduktion des Methylesters 32 zum Aldehyd 33 folgt eine Magnesiumbromid-vermittelte
diastereoselektive Allylierung zum Homoallylalkohol 34. Dieser enthélt alle vier stereoge-
nen Zentren des A-Fragments und kann daher bereits als Fragment-A-Baustein eingesetzt
werden. Durch eine Kreuzmetathesereaktion von 34 mit Acrylsiure-fert-butylester in Ge-
genwart von Grubbs-II-Katalysator wird trans-selektiv der entsprechende fert-Butylester
13 der a,-ungesittigten 6-Hydroxysdure erhalten.

2.4.1.3. Variante C: Schwefel-Ylid-vermittelte Epoxidierung

Eine dritte Methode zur Synthese des benzylischen Epoxids wurde von KOBAYASHI et al.
eingefiihrt. [°*! In ihrem Ansatz verwenden die Autoren eine von AGGARWAL et al. ent-
wickelte Epoxidsynthese durch Umsetzung von Aldehyden mit chiralen Schwefel-Yliden
(Schema 2.6).1%! Im Rahmen dieser Strategie wird ein verkiirzter Fragment A-Baustein
37 eingesetzt, dessen Synthese zuvor von WHITE et al. verdffentlicht wurde. 1 Aus-
gangsmaterial ist der chirale o-Hydroxyaldehyd 35, der SnCly-vermittelt mit Allyl-tri-n-
butylzinn zum Homoallylalkohol 36 umgesetzt wird (dr 20:1). Nach Umschiitzung der
primdren Alkoholfunktion wird die verbleibende sekundidre Hydroxylfunktion mit dem
Fragment D-Baustein 38 zum AD-Segment 39 verestert. Die olefinische Doppelbindung
wird oxidativ gespalten und der erhaltene Aldehyd in einer HWE-Reaktion mit dem Frag-
ment-B-Baustein 40 zum DAB-Segment 41 umgesetzt. Die Wahl der Base ist entscheidend
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Schema 2.6: Cryptophycin-Synthese nach KOBAYASHI et al.%% %!

a) AllSn(n-Bu)s, SnCly, CH,Cly, —100°C, 76 %, dr 20:1; b) 1. HClI/MeOH, RiickfluB3, 80 %;
2. TBDPSCI, Et3;N, DMAP, CH,Cl,, 95 %; c¢) 39, EDC - HCI, DMAP, CH,Cl,, 87 %; d) 1. OsOy,
NMO, THF/wissr. pH 7.0-Puffer; 2. NalOy; 3. 41, Ba(OH),, THF/H,O 40: 1 v/v, 60 % (3 Stufen,
von 40); e) 1. BF;3 - Et,O, PhSH, CH,Cl,, —45°C, 71 %; 2. 43, EDC - HCI, DMAP, CH,Cl;, 98 %;
3. TFA, CH,Cly, 0°C; 4. DPPA, NaHCO3, DMF, 61 % (2 Stufen); f) 1. HF/Pyridin, THF, 84 %;
2. DMP, CH,Cly; g) P»-Et (46)/47, CH,Cl,, — 78 °C, 79 % (2 Stufen, von 44).

fiir den Erfolg dieser Reaktion. In vorliegenden Fall ergibt Bariumhydroxid das beste Re-
sultat. Die a-Hydroxygruppe des D-Fragments wird entschiitzt und mit N-Boc-f3-Alanin
(42) verestert. Sowohl die Boc-Schutzgruppe, als auch der TMSE-Ester werden in einem
Schritt mit TFA abgespalten und das seco-Depsipeptid 43 wird zum Makrocyclus 44 kon-
densiert. Der silylgeschiitzte primére Alkohol des A-Fragments wird durch Umsetzung mit
Fluorid entschiitzt und die freie Hydroxylgruppe zum Aldehyd 45 oxidiert. AbschlieBend
wird das mit der Phosphazen-Base P,Et (46) erzeugte Ylid des Benzylsulfoniumsalzes
47 in stochiometrischer Menge mit dem Aldehyd 45 zum Epoxid 3 umgesetzt. In diesem
letzten Schritt der Synthese wird gleichzeitig das Arylmotiv des A-Fragments eingefiihrt.
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2.4.2. Synthese der Fragmente B, C und D

Die weitaus meisten der bislang verdffentlichten Synthesen eines Fragment B-Bausteins
gehen von D-Tyrosin (48) aus. Sie unterscheiden sich lediglich in der Reihenfolge der
Reaktionen und in der Struktur der verwendeten Schutzgruppen.!”’-°71 Beispielhaft wird
in Schema 2.7 A eine solche, von LAUTENS et al. ausgearbeitete Fragment-B-Synthese
skizziert.”’l Der Phenylring der freien Aminosiure D-Tyrosin (48) wird zunichst durch
Umsetzung mit Sulfurylchlorid monochloriert. Nach Einfithrung einer Boc-Schutzgruppe
werden Carbonsdure und Phenol in einem Reaktionsschritt methyliert. Die Verseifung des

Methylesters 51 ergibt den Fragment B-Baustein 11.

Eine enantioselektive Variante der Fragment-B-Synthese wurde von MAIER et al. verdf-
fentlicht (Schema 2.7 B). 8 Nach einer von O’DONNELL et al. ®)1 entwickelten Me-
thode wird ein Benzophenonimin- und fert-Butylester-geschiitztes Glycin 52 unter Pha-
sentransferbedingungen enantioselektiv alkyliert. Durch den Einsatz des p-methoxy- und
m-chlorsubstituierten Benzylbromids 53 als Elektrophil wird die vollstindig funktionali-
sierte Seitenkette des B-Fragments in einem Schritt eingefiihrt. Der chirale Katalysator 54
bewirkt einen Enantiomereniiberschuss des Alkylierungsproduktes 55 von iiber 99 %.

"9 Qe 0 o)
HOJK;NHg a) HO)K;NHggl b) HOJYNHBOC o RO)J\;NHBOC

o L, L, o

48 49 50 51 R =CH3
d)E 11R=H

O 0 o
B0~ Ny P e PN Ny PP t-BuOJ\é/ NHFmoc g, OJ\;/ NHFmoc

Ph Br cl > Ph cl cl
52 TI I

Schema 2.7: Synthesen des Cryptophycin-Fragment B-Bausteins.7 98]

A: a) SO,Cl,, AcOH, RT, 94 %; b) Boc,O, NaOH, H,O/t-BuOH, 99 %; c¢) Me,>SO4, K,CO3,
CH;CN, RiickfluB, 96 %; d) LiOH, MeOH, H,O, THF, 99 %.°")

B: e) 53, 50 %ige wissrige KOH-Losung, Toluol/CHCls (7:3), 54 (0.01 Aq.), 0°C, 20 h, 87 %,
>99 % de; f) 1. 15%ige Zitronensidure, THF, RT, 16 h; 2. FmocCl, Na,COs, RT, 14 h, 72 %
(2 Stufen, von 55); g) TFA, CH,Cl,, 0°C — RT, 5 h, 93 %.[%8!



32 Kapitel 2. Cryptophycine

Das chirale C-Fragment des Naturstoffs Cryptophycin-1 erfordert eine vergleichsweise
aufwiindige stereoselektive Synthese. Der Aufbau derartiger 32-Aminosiure-Bausteine

wird im folgenden Kapitel 3 detailliert beschrieben.

Vergleichsweise einfach zuginglich sind hingegen achirale, o,o-dialkylierte 3-Amino-
sauren, wie z.B. die als C-Fragment im synthetischen Cryptophycin-52 eingesetzte 3-
Amino-2,2-dimethylpropionsaure (61, Schema 2.8). Ausgangsmaterial ist Ethylcyanoace-
tat (58), das als Malonsédurederivat leicht durch Umsetzung mit Cédsiumcarbonat in DMF
enolisiert wird. Durch den jeweiligen Einsatz der Base und eines Alkylhalogenids im Uber-

schuss erfolgt eine Dialkylierung. (6% 100]

Das Nitril kann anschliefend durch katalyti-
sche Hydrierung an einem Rhodium- oder Platinkatalysator in eine Aminomethylenein-
heit iiberfiihrt werden. Durch Zusatz von Di-tert-butyldicarbonat (Boc,O) zum Reaktions-
gemisch wird die Boc-Schutzgruppe in einer Eintopfreaktion eingefiihrt. Anschlieende
Verseifung des Ethylesters ergibt den Fragment C-Baustein 61.1°1- 191 Alternativ konnen
dialkylierte Ethylcyanoacetate 62a-d mit Lithiumalanat zu den Aminoalkoholen 63a-d re-
duziert werden.!%) Die Aminofunktion wird daraufhin Urethan-geschiitzt und der Alkohol

wieder zur Carbonsiure oxidiert.

Bei Fragment D handelt es sich im Allgemeinen um L-Leucinsdure. Diese ist kommerziell
erhiltlich und zudem leicht durch eine Diazotierungsreaktion im wissrigen Milieu aus
der ai-Aminoséure L-Leucin zugédnglich. Nach Einfithrung geeigneter Schutzgruppen kann
dieser Baustein direkt zur Cryptophycin-Synthese eingesetzt werden.

(0] (0] (0] (0]

a) b) <)
EtO)J\/CN a9 EIO&CN 9% EtO%CNHBoc 8o HO) ‘><\NHBoc

58 59 60 61

ld)

o) o)
Eto)‘><CN O HO X NH, e HO X NHBoe 9 HO)S(\NHBOC
R R R R

R R R R

62aR=Et (64%) 63aR=Et (67%) 64aR=FEt (63%) 65a R=Et (87 %)
62bR = n-Pr (93 %) 63bR=n-Pr (73 %) 64bR = n-Pr (62 %) 65b R = n-Pr (80 %)
62c R = (CHp)s (82 %) 63c R = (CHp)s (87 %) 64c R = (CHp)4 (85 %) 65¢ R = (CHp)s (79 %)
62d R = (CHp)s (78 %) 63d R = (CHa)s (83 %) 64d R = (CHp)s (69 %) 65d R = (CHao)s (71 %)

Schema 2.8: Synthese achiraler Cryptophycin-Fragment C-Bausteine. %% 1001

a) Mel, Cs,CO3, DMF, —10°C — RT; b) 5% Rh/Al, Boc,O, THF, H, (4bar), 70°C; c¢) SN
wissr. NaOH; d) RX (Etl, n-Prl, Br(CH;)4Br, Br(CH,)5Br), Cs,CO3, DMF, 0°C — RT; e)
LiAlHy, THF; f) Boc,O, wissr. NaOH/THF; g) [RuCls], NalO4, CH3CN/CCly/H,O.
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2.4.3. Makrocyclisierung

Der Makrocyclus von Cryptophycinen  Fragment A RCM / HWE-Reaktion

Z

0 Makrolactamisierung |

A8 LT
OJ‘S/\N <o OMe
H

kann auf vielfdltige Weise geschlos-

sen werden. Entsprechende retrosyn-

thetische Schnitte am Cryptophycin-

" . . . Fragment D 1R2
Molekiil sind in Abbildung 2.13 g AR Fragment B
L o Fragment C
skizziert. Ausgewihlte Beispiele al-
Makrolactonisierung | und Il Makrolactamisierung Il

ler bisher angewendeten Makrocycli-

sierungs-Strategien sind in Tabelle 2.2 Abbildung 2.13.: Retrosynthetische Schnitte zur
zusammengefasst. Makrocyclisierung des Depsipeptids.

Die am hiufigsten verwendete Cyclisierungsmethode ist die Makrolactamisierung, wobei
die finale Amidbindung sowohl zwischen den Fragmenten A und B (Makrolactamisie-
rung ), (66, 67.70.76,78,81, 86, 96,98, 101-103] 15 auch zwischen den Fragmenten B und C (Ma-
krolactamisierung II) [3% 68, 69,71, 75,77, 79, 82, 85, 88-90, 104, 1051 gekniipft werden kann. Ei-
ne Reaktionsfithrung unter Pseudohochverdiinnungsbedingungen unterdriickt die Bildung
acyclischer Oligomere. 76! Fiir eine effektive Kupplungsreaktion im derartig niedrigen
Konzentrationsbereich muss die jeweilige Carbonsdurefunktion durch hochaktive Kupp-
lungsreagenzien wie DPPA, FDPP, HBTU oder HATU aktiviert werden.

Eine erstmals von FRAY beschriebene Variante der Makrolactamisierung verzichtet auf
den Einsatz von Kupplungsreagenzien.!'%*! Der Ringschluss erfolgt stattdessen durch 2-
Hydroxypyridin-vermittelte, intramolekulare Aminolyse der Trichlorethylesters von Frag-
ment B durch die Aminofunktion des C-Fragments.[#3-90- 1941 Djese Form des Ringschlus-
ses kann auch in einer Eintopfreaktion mit der Abspaltung einer Fmoc-Schutzgruppe am
C-Fragment kombiniert werden (siehe Tabelle 2.2, Eintrag 2).83] Durch Umsetzung des
entsprechenden acyclischen Vorldufermolekiils 66 mit Piperidin in DMF wird nicht nur die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe induziert, sondern auch die selektive intramolekulare
Aminolyse des Trichlorethylesters. Die Reaktionsbedingungen dieser Cyclisierungsvari-

ante sind zudem mit der benzylischen Epoxidfunktion des A-Fragments kompatibel.

Ebenfalls sehr milde Reaktionsbedingungen bietet eine Makrocyclisierung durch Ring-
schlussmetathese (RCM). Auch diese Cyclisierungsmethode ist kompatibel mit der ben-
zylischen Epoxidfunktion des A-Fragments, die folglich zu einem fritheren Zeitpunkt der
Totalsynthese eingefiihrt werden kann (siehe Tabelle 2.2, Eintrag 3).1'%! Die Reaktion er-
folgt zwischen dem terminalen Alken eines verkiirzten A-Fragments und dem Acrylamid-
Derivat des B-Fragments und kann sowohl durch einen Ruthenium-basierten GRUBBS-
Katalysator der ersten,*”- 1% wie auch der zweiten Generation!®!-*7! vermittelt werden.
Durch Auswahl einer geeigneten Kombination aus Katalysator, Losungsmittel und Reak-

tionstemperatur verlduft die Ringschlussreaktion selbst in Gegenwart einer benzylischen
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Doppelbindung am A-Fragment regioselektiv.”’! Unter simtlichen bislang ausgearbeite-

ten Reaktionsbedingungen entsteht das «,3-ungesittigte Amid vollstindig E-selektiv.

Die Horner-Wadsworth-Emmons-(HWE)-Reaktion wurde hiufig im Zuge von Fragment-
A-Synthesen zur Einfithrung der o, 3-ungesittigten Carbonsiureesterfunktion verwendet.
In ihrer Pionierarbeit zur Synthese des Cryptophycin-Geriistes setzten KOBAYASHI et al.
jedoch auch diese Reaktion als Ringschlussreaktion ein (Tabelle 2.2, Eintrag 4).1!4! Die
terminale Hydroxylfunktion eines verkiirzten A-Fragments wird zundchst durch Dess-
Martin-Periodinan (DMP) zum Aldehyd oxidiert. Dieser reagiert in Folge mit dem Di-
ethylphosphonoacetamid des B-Fragments unter Einwirkung der Base DBU in Gegenwart

von LiCl in miBiger Ausbeute zum E-konfigurierten «,f3-ungesittigten Amid 69 .

Eine alternative Ringschlussreaktion durch Makrolactonisierung zwischen den Fragmen-
ten C und D wurde von GEORG et al. entwickelt. #3341 Die Synthese erfolgt iiber einen
B-Lactam-Vorldufer des C-Fragments, der unter Zusatz von 10 mol% Tetrabutylammo-
niumcyanid mit der sekunddren Alkoholfunktion des D-Fragments zum makrocyclischen
Ester 71 reagiert (Tabelle 2.2, Eintrag 5). (83

Im Rahmen ihrer Studien zur Aufklarung des Cryptophycin-Biosyntheseweges in Nostoc
sp. ATCC 53789 identifizierten SHERMAN et al. das fiir die Makrocyclisierung erfor-
derliche Enzym Cryptophycin-Thioesterase (CrpD-TE). [!%7l Cryptophycine werden im
Cyanobakterium an einem Multi-Enzymkomplex aufgebaut, der eine Kombination von
Polyketidsynthasen und nichtribosomalen Peptidsynthetasen beinhaltet.['®! Nachdem das
A-Fragment am Polyketidsynthase-Teil aufgebaut wurde, verkniipfen es die anhidngenden
Peptidsynthetasen mit den iibrigen Fragmenten zum acyclischen Depsipeptid. Die Cryp-
tophycin-Thioesterase CrpD-TE spaltet schlieflich den acyclischen Vorldufer unter Cycli-
sierung vom Multi-Enzymkomplex ab. Weitere Enzyme, die nicht Teil des Multi-Enzym-
komplexes sind, bewirken unter anderem die Chlorierung des Phenylrings im B-Frag-
ment (Cryptophycin-Halogenase, CrpH) und die Epoxidierung des Styrols im A-Fragment
(Cryptophycin-Epoxidase, CrpE). [1%871 Die enzymatische Makrolactonisierung durch
CrpD-Thioesterase kann an dem synthetischen Cryptophycin-Vorldufermolekiil 72 nach-
vollzogen werden (Tabelle 2.2, Eintrag 6). Die Carboxylgruppe des D-Fragments liegt dar-
in als N-Acetylcysteaminester vor und wird enzymkatalysiert unter Ringschluss in einer
isolierten Ausbeute von 56 % mit der freien Hydroxylfunktion des A-Fragments veres-
tert.['71 Als Nebenprodukt wird das acyclische Hydrolyseprodukt des Thioesters in einer
Ausbeute von 9 % isoliert. Die beiden finalen Stufen der Cryptophycin-Biosynthese kon-
nen auch in einer kombinierten Eintopfsynthese durchgefiihrt werden. So wurde ein seco-
Cryptophycin-4-Intermediat in Gegenwart der Thioesterase CrpD-TE und der Epoxidase
CrpE cyclisiert und das so entstandene Desepoxy-Cryptophycin in situ direkt weiter zum

Epoxid umgesetzt. [16]
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Tabelle 2.2.: Ausgewihlte Cyclisierungsreaktionen in der Cryptophycin-Synthese.

Nr. Methode Lit.
1 Makrolactamisierung I: Ringschluss zwischen Fragment A und B (761
\KO 1. TEA/H;0/GH,Cl, OH
~_0 0°C 0
i X M >< 2 DVF, DIPEA, | R o -
/)\oj:o o] HATU, 0 °C AM00G 0 5 HNC cl
\ IS 1L TX
o BocHNI\©:CI O)YH o o
O}Y\N o o~
14 H 15
2 Makrolactamisierung II: Ringschluss zwischen Fragment B und C (851
@MO D A0
0 5 Piperidin, DMF || | O :
79%
0cClke” 0 0 o~ o)%u o o~
o6 O)><\NHFmoc s
3 Ringschlussmetathese (RCM) [106]
= 10 mol% Grubbs | = (0]
0 H | 2Cla, 0 H
)\oio (e} 6 h, Riickfluss [OX g ©) o HN =
e L
j\/le \©\ O/U\/\m o o
~
67 © N © © 2
4 Horner-Wadsworth-Emmons-(HWE)-Reaktion (14]
N OH 1. DMP N 0
Y 2. DBUJLICI, H
HsCN o
0%
j\/ilNL \©\ OJ\/\H o ol
~
68 © N O 0 69
5  Makrolactonisierung I: Ringschluss zwischen Fragment C und D (831
X = (0] 10 mol% BusNCN X = (0]
B CHCl, oder THF 7
0.0 HN_ 30 min, RT Oy 0 HN_ s Ay
\/\ 65 % L \
oH 7 NS0 o~ O%CH o o~
70 {\o 7
[107]

6 Makrolactonisierung II: Ringschluss zwischen Fragment A und D

CrpD TE, aq. Phos-
N P (0] phat-Puffer, pH 7.0
: 5 % DMSO

§
OH HN o 30 °C,40h 0.0 HN_ o
H . o
g LT JOSPRReW
s HNTTO o) o o o)







3. B2-Aminosiuren

3.1. Struktur und Nomenklatur der B-Aminosduren

B-Aminosduren enthalten im Vergleich zu o-Aminoséuren eine zusitzliche Methylenein-
heit zwischen Carboxyl- und Aminogruppe. Dementsprechend kann ihr 3-Aminopropan-
sduregeriist sowohl am a-, als auch am f-Kohlenstoffatom substituiert sein. Eine von
SEEBACH eingefithrte Nomenklatur veranschaulicht die moglichen Substitutionsmuster
(siehe Tabelle 3.1). In a-Stellung substituierte 3-Aminosiuren werden als f32-Amino-
siuren bezeichnet, in B-Position substituierte als f33-Aminosiuren. Die SEEBACH-No-
menklatur umfasst auch die Beschreibung komplexerer Substitutionsmuster. Beispiele sind
a,a-disubstituierte 82-Aminosiuren und die an beiden Geriistkohlenstoffatomen sub-
stituierten 32°-Aminosiuren. Falls die Seitenkette einer einfach substituierten 3-Amino-
sdure mit derjenigen einer proteinogenen ¢-Aminosaure identisch ist, so erhilt das Mo-

3

lekiil die Bezeichnung ,,f"-Homoaminosédure”. Die Vorsilbe ,,Homo-“ in Kombination
mit einem Aminosiuretrivialnamen verdeutlicht dabei die zusitzliche Methylengruppe, die

Ziffer ,,n“ die Position der Seitenkette. 3-Alanin erhilt die Bezeichnung ,,-Homoglycin®.

Tabelle 3.1.: -Aminosiure-Nomenklatur nach SEEBACH. %]

Aminosiure: o-Aminosiure Bz-(Homo)Aminoséure B 3_.(Homo)Aminosiure
(0] (0] O R
Ho)‘\/NHZ HO)S/\NHQ HO/U\)\NHZ
R R
3-Buchstabencode: Xaa B*hXaa B3hXaa
i 1 HO NH
Beispiel: o
L-Alanin (R)-B?-Homoalanin (S)-B>-Homoalanin
(0] O o R?
HO) ‘\/\NHZ HO NH; HOMNHg
1 2
Sonderfiille: R' R R

B-hGly (3-Alanin)

B?2-Aminosiure

B?3-Aminosiure
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3.2. B%-Aminosiuren in Peptiden

In der belebten Natur sind DNA-kodierte Proteine i. A. aus den 22 proteinogenen -
Aminocarbonsduren aufgebaut. Diese Bausteine bilden die Schnittstelle zwischen dem im
Erbgut gespeicherten Bauplan jedes Lebewesens und dem komplexen Stoffwechsel sei-
nes Organismus. Im Vergleich zu den ubiquitiren o-Aminosiduren sind -Aminoséduren
in der Natur wesentlich weniger verbreitet. Insbesondere $2-Aminosiuren sind auBeror-
dentlich selten, sowohl in freier Form, wie auch als Baustein peptidischer Naturstoffe.
B2-Homoalanin ist die einzige B2-Aminosaure, die als Primirmetabolit in hoheren Le-
bewesen auftritt. Der menschliche Organismus produziert diese Substanz sowohl in der
(R)-Konfiguration (als Zwischenprodukt des Abbaus von Thymin zu Succinyl-CoA), als
auch in der (S)-Konfiguration (als Nebenprodukt des L-Valin-Katabolismus).[1%°]

B2-Homoalanin ist auch die bislang einzige %-Aminosiure, die als Baustein in pepti-
dischen Sekundirmetaboliten gefunden wurde. Sie ist zum einen in den von Nostoc sp.
produzierten Cryptophycinen enthalten (siehe Kapitel 2), zum anderen in einer Klasse von
Lipopeptiden, die aus verschiedenartigen Pilzen isoliert wurden (Abbildung 3.1). Das cyc-
lische, von Thermospora alba str. 1520 produzierte Topostatin (74a) inhibiert die Kern-
Topoisomerasen I und II. Die Substanz, deren Stereochemie bislang unbekannt ist, in-
terkaliert nicht in DNA und wirkt selektiv toxisch gegeniiber Nerventumorzelllinien wie
SNB-75 und SNB-78.119" Auys einem Pilz der Gattung YL-03606F wurde die offenket-
tige Verbindung YM-170320 (75) isoliert, ein Inhibitor der Ergosterol-Biosynthese. [!!1]
Kiirzlich wurden mit Fusaristatin A (74b) und B (74c¢) zwei weitere Vertreter dieser Sub-

stanzklasse aus einer Kultur des endophytischen Pilzes Fusarium sp. YG-45 erhalten.!!1?]

0
H
Rl _N 0 Topostatin (74a): R1=‘7?2/\)kNH2 R2=CHs, R®=H

OSOH
o)

R? o} o o)
O« NH
; NS j’\ FusaristatinA(74b):R1=‘??2/\)]\NH2 R2=H, R%=CH,
R
07N
H OH
Fusaristatin B (74c): R' = %~ "y R2=H, R® = CHs
o 0
N__o
HZNW
OH
o
™~ 0 OH ' O_NH
AN
YM-170320 (75)
07N
H

Abbildung 3.1.: Aus Pilzen isolierte Substanzklasse 32-Homoalanin-haltiger Lipopeptide.'! 01121
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o Der Biosyntheseweg von (R)-B2-Homoalanin (78) in Nostoc sp. wur-
HOJ\( de detailliert untersucht. %1131 Die Ausgangssubstanz (25,3R)-3-
7; © Methylaspartat (77) wird durch eine -Methylaspartat-a-Decarboxy-

0. OoH lase (CrpG) decarboxyliert (Abbildung 3.2). Zwar setzt dieses En-
0 Y

JY zym auch L-Aspartat um, allerdings mit einer um zwei bis drei Gro-
HO NH

’ Benordnungen geringeren Reaktionsgeschwindigkeit. [''3)  Aufgrund
77

O, der vergleichsweise hohen L-Aspartat-Konzentration im Organismus

CrpG
l ist es dennoch wahrscheinlich, dal auf diesem Wege in nennenswer-

o
)Y tem Umfang -Alanin synthetisiert wird. Die geringe Substratspezifi-
HO NH;

, tit der Cryptophycin-aufbauenden Peptidsynthetasen gewdhrleistet auch
(R)-BhAla (78) . . . . .

P den Einbau von f-Alanin in das Cryptophycin-Geriist. Dies stellt eine
Abbildung 3.2.: plausible Erklirung fiir die Existenz der zahlreichen 3-Alanin-haltigen
Biosynthese von
B%hAla in Nostoc
sp. 16,1131

Cryptophycine dar. Das fiir die Synthese von 32-Homoalanin erforderli-
che Methylaspartat 77 wird wahrscheinlich ausgehend von Pyruvat (76)
aufgebaut, analog zur Biosynthese verzweigtkettiger Aminosduren. So
produzieren in Gegenwart von '3C-markiertem Pyruvat kultivierte Nostoc-Cyanobakterien

Cryptophycine mit einem isotopenmarkierten 32-Aminosiurebaustein.!!¢]

Synthetische Oligomere von f-Homoaminosduren — NH,
sogenannte 3-Peptide — zeigen bereits ab einer Ket- 0
tenldinge von 4 Bausteinen eine ausgeprigte Ten-

denz zur Ausformung stabiler Sekundirstrukturen wie
e
Schleifen,'’3 Faltblitter [0 und Helices.[!17- 118 HIA
H
79

0
Aufgrund ihres um eine Methyleneinheit verldnger- §<
ten Geriists sind 3-Aminosduren konformativ weniger NH,

stark eingeschrinkt als o-Aminosduren. Daher zeigen
. . . . . H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp

B-Peptide im Vergleich zu ,,normalen ¢t-Peptiden viel-
. L . . 80 HO-Cys-Ser-Thr-Phe-Thr-Lys

filtigere und in ihrer Geometrie abweichende Sekun-

dérstrukturen. Das diesen Strukturen zugrundeliegen- Abbildung 3.3.: Primirstruktu-

de Wasserstoffbriickenmuster innerhalb der 3-Peptide ren des natiirlichen Tetradeka-

hingt sehr stark vom Substitutionsmuster der Baustei- Peptidhormons  Somatostatin (80)

ne ab. Mogliche Variablen sind Anzahl, Position, Gro- und des synthetischen, B-peptidi-

schen Somatostatin-Mimetikums

Be und Polaritdt der Substituenten, sowie die jeweilige 79 114]

Konfiguration an C* und CB 1119 120]

B-Peptide sind sowohl in vitro,[1>1- 1221 als auch in vivo'?3] stabil gegeniiber enzymati-
scher Proteolyse. Einige dieser Peptidomimetika zeigen dariiber hinaus eine hohe biologi-
sche Aktivitit. Beispielsweise bindet das $2/B3-Tetrapeptid Ac-B>hThr-B2hLys-B>hTrp-
B3hPhe-NH; (79) als Ligand mit nanomolarer Affinitit an humane Rezeptoren des Peptid-

hormons Somatostatin (80).[114 124, 125]
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3.3. Enantioselektive f?>-Aminosiure-Synthesen

3.3.1. Synthesestrategien im Uberblick

Wihrend enantiomerenreine 33-Homoaminosiuren durch Arndt-Eistert-Homologisierung
aus den entsprechenden a-Aminosiuren erhalten werden konnen,! ist keine derartige Ho-
mologisierungssequenz zur Synthese von B2-Homoaminosiuren bekannt. Zwar gelingt
auch die Umwandlung von a-Aminosiuren in 32-Homoaminosiuren, jedoch nicht unter
gleichzeitigem Erhalt der stereochemischen Information.[!'?’- 1281 Der Aufbau enantiome-
renreiner 3%-Aminosiuren erfordert daher entweder eine spitere Racematspaltung oder

eine mehrstufige stereoselektive Totalsynthese. 0% 129]

Eine durch Auxiliare vermittelte, diastereoselektive Synthese von 2-Aminosiuren kann
grundsitzlich auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen (sieche Schema 3.1 A und B):
Im ersten Fall wird die Seitenkette der 32-Aminosiure durch Alkylierung eines -Alanin-
Aquivalents eingefiihrt (Schema 3.1, A). Zur Ubertragung der stereochemischen Infor-
mation ist das -Aminosduregeriist entweder mit einem chiralen Auxiliar (,,X.) ver-
kniipft (A1) oder Bestandteil eines chiralen Heterocyclus (A2). Alternativ kann anstel-
le der Seitenkette auch die zum Grundgeriist der B2-Aminosiure gehdrende Aminome-
thylenfunktion eingefiihrt werden (Schema 3.1, B). Ausgangssubstanz ist in diesem Fall
eine Carbonsure, die bereits die Seitenkettenfunktionalitit der zu synthetisierenden B2-
Aminosaure enthilt. Fiir eine solche Aminomethylierung stehen drei unterschiedliche Me-
thoden zur Auswahl: die Carboxymethylierung mit anschlieBendem Curtius-Abbau der
Carboxylfunktion zum Amin oder Urethan (B1), die direkte Umsetzung mit einem Ami-
domethylierungsreagenz in einer Mannich-artigen Reaktion (B2), sowie eine Hydroxyme-
thylierung (Aldoladdition an Formaldehyd) mit nachfolgender nucleophiler Substitutions-
reaktion zum Alkylazid (B3).

Zwar sind neben den vorgestellten stochiometrischen Methoden des Chiralititstransfers
auch B2-Aminosiuresynthesen bekannt, bei denen die stereochemische Information z. B.
durch chirale Organokatalysatoren [!3% 1311 oder durch die substochiometrische Menge
von chiralen Liganden eines Ubergangsmetallkatalysators iibertragen wird. Die weitaus
meisten dieser Methoden zeigen jedoch ein enges Substratspektrum oder eine unvollstin-
dige Stereoselektivitiat. Haufig erfordert zudem die Isolierung des Endprodukts harsche
Reaktionsbedingungen. Daher sind katalytische Methoden i. A. nicht fiir den raschen Auf-
bau beliebig funktionalisierter $2-Aminosiuren geeignet. Eine Ubersicht iiber katalytische

asymmetrische 82-Aminosiuresynthesen bietet Lit.[1%]

Als vielseitigste 32-Aminosiurevorldufer haben sich bislang substituierte Evans-Auxiliare

I Die B3-Homologen der 20 hiufigsten proteinogenen ¢t-Aminosiuren sind bekannt und fast alle davon sind

kommerziell erhiltlich. Ausnahmen sind lediglich 83-Homocystein und 33-Homohistidin. 120!
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A: Einfihrung der Seitenkette B: Einflihrung der Aminomethylenfunktion
A1: Alkylierung von B-Alanin B1: Curtius-Abbau von Succinaten
(0} e} e} O
1 * 1 * * '
XC)J\/\N,SG . XC)K(\N,SG . )WOH . XC)WOR
SG? R SG? R O R O

! ' f

B2: Mannich-Reaktion

0 o 0
HOJY__\\NHSG — xc) ‘\(\ NHSG = xC)H
R R

A2: Alkylierung von B-Alanin

(cyclischer Vorlaufer) R
o t! !
SG'N SG'N R 0 B3: Aldol-/Sn-Reaktion 0
R.){N R,){N Xc)‘\V\Ns - Xc)‘\*K\OH
SG? SG? R R

Schema 3.1: Strategien zur Auxiliar-vermittelten bzw. substratkontrolliert diastereoselektiven
B?-Aminosiure-Synthese. X, = chirales Auxiliar, SG = Schutzgruppe.

erwiesen. Sehr gut untersucht sind zudem die chiralen und cyclischen f3-Alanin-Derivate
aus der Substanzklasse der Tetrahydropyrimidin-4-one. Moglichkeiten und Grenzen dieser
beiden B2-Aminosiurevorliufer-Klassen werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

3.3.2. Substituierte Evans-Auxiliare als f2-Aminosiure-Vorliufer

. e Ly
3.3.2.1. Synthese von und mit Evans-Auxiliaren oMo
.. ) ) o)l\N)\/R2
Oxazolidin-2-one wurden erstmals im Jahr 1981 von EVANS et al. als chi-
ey [132] . . . . _ ey R1
rale Auxiliare verwendet. Mittlerweile sind sie als Evans-Auxiliare Chelationtrolle
bekannt und werden iiberaus hdufig eingesetzt. Hauptgriinde dafiir sind T

die hohen mit ihrer Hilfe erzielbaren Stereoselektivititen, sowie die mil- 0 o
den Reaktionsbedingungen ihrer Abspaltung, die zu vielfiltigen funktio- O)kNJ\/R2

nellen Gruppen kompatibel sind. Verschiedene Ubersichtsartikel bieten \_(FU

eine Zusammenfassung ihrer Anwendungsmoglichkeiten, [!33: 1341 l

Auxiliar und Substrat sind nur @iber eine drehbare Imidbindung mitein- oML
ander verkniipft. Dennoch schirmt das Auxiliar durch seinen sterisch an- éN)NRZ

spruchsvollen Alkylrest effektiv eine der beiden diastereotopen Seiten des O%O‘
Auxiliar-Substrat-Konjugats ab. Dies ist moglich, da der stereoselektiven i \|
Inimales

Reaktion eine Metall-Enolat-Zwischenstufe vorausgeht, in der das Kon-  Dipolmoment
jugat eine bevorzugte Konformation einnimmt. Deren dreidimensionale Abbildung 3.4.:
Struktur ist entweder durch die Chelatisierung eines Metallkations!'  Epolat-Konfor-

oder durch die Minimierung des Gesamtdipolmoments bedingt.['3?- 1361 mationen.
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A i 1. n-BuLi, 2. XC(O)CH,R"
cl

Cl, Base \
/ \ o o0
A~ NH, XG(O)CH,R", DMAP O)KNJ\/R"
HO Y o}
R\ /
R'O)J\OR', [Base]

R' = Me, Et .
XC(O)CH2R", Et3N, LiCl /

=0

O NH

e

R

B O o) o) o) c R
K oM o o

0
R'MgX R
O"°NH O °NH O °NH O H MeO)‘\(NHz — HQK(NHz
R

o
O)J\N
O ul A
PR B Bn Ph o
1.CICO,R", EtsN

2. KoCO3 oder NaOH O)]\NH

(1S,2R)-
N i - - - -
orephedrin) (L-Phe) (L-Phg)  (L-Val) (L LeLD R,H
R R
Y SuperQuat: R' = Me, R =Ph, Bn, i-Pr
konventionelle Evans-Auxiliare DIOZ: R'=Ph, R=/Pr

Schema 3.2: A: Synthese und N-Acylierung von Evans-Auxiliaren; B: Struktur konventioneller
Evans-Auxiliare (in Klammern die jeweilige Ausgangssubstanz); C: Synthese und Struktur 4,4-

disubstituierter Auxiliare der zweiten Generation.

Die direkteste Methode zur Synthese von Oxazolidin-2-onen ist die Umsetzung chiraler
a-Aminoalkohole mit Phosgen oder Dialkylcarbonaten, wobei in jlingerer Zeit die zwei-
te Variante bevorzugt wird (Schema 3.2 A). Alkylfunktionalisierte &-Aminoalkohole sind
leicht durch Reduktion entsprechender Aminosiduren wie Phenylalanin, Phenylglycin, Va-
lin oder Leucin zugédnglich. Einige Aminoalkohole werden zudem groBtechnisch erzeugt,
wie z. B. Norephedrin. Ihre Umsetzung mit Dimethyl- oder Diethylcarbonat erfolgt basen-

katalysiert in Gegenwart von Kaliumcarbonat oder einem Natriumalkoxid.!37]

Eine strukturelle Variante der klassischen Evans-Auxiliare sind 4,4-disubstituierte Oxazo-
lidinone, wie beispielsweise die von DAVIES et al. entwickelten SuperQuats 138 1391 ynd
das aus Valin zugingliche DIOZ nach SEEBACH et. al.!'*! Thre Synthese beginnt durch
Umsetzung von Grignard-Reagenzien mit a-Aminosdureestern zu Aminoalkoholen. Diese
werden in Ethyl- oder Trichlorethylcarbamate iiberfiihrt und abschlieend durch Reaktion
mit K,CO3 oder NaOH in alkoholischer Losung cyclisiert (Schema 3.2 C).113% 1401 Die ge-
minale 4,4-Disubstitution fixiert die Konformation am benachbarten stereogenen Zentrum
und erhoht dadurch den Abschirmungseffekt des Substituenten in 5-Position. Vorteilhaft
ist ferner die hohe Kristallinitdt dieser Auxiliare im N-acylierten Zustand, weshalb sich
Zwischenprodukte hiufig durch Umkristallisation reinigen lassen. Zudem vereinfacht ihre
geringe Neigung zu Ringdffnungsreaktionen im basischen Milieu die hydrolytische Ab-

spaltung dieser Auxiliare am Ende der Synthese.
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Bei der urspriinglich von EVANS et al. verwendeten Methode zur N-Acylierung wird das
Oxazolidinon zunidchst durch n-Butyllithium lithiiert und greift anschlieBend nucleophil
an einem Carbonsiurechlorid oder -anhydrid an.['3?] Einige neuere Acylierungsmethoden
vermeiden die Verwendung von n-Butyllithium (Schema 3.2 A). So gelingt die Acylierung
von Oxazolidinonen mit verschiedenartig aktivierten Sduren in Gegenwart einer katalyti-
schen Menge 4-DMAP.[141: 1421 Alternativ konnen die N-Acylimide auch durch Reaktion
des Oxazolidinons mit gemischten Anhydriden in Gegenwart von Triethylamin und einem

geringen Uberschuss an Lithiumchlorid erhalten werden.[143]

Die N-Acylimide werden durch Umsetzung mit starken, nicht-nucleophilen Basen wie
LDA ! oder Natriumhexamethyldisilazid (NaHMDS) [!32! enolisiert. In Gegenwart
eines tertiiren Amins ist auch eine Enolisierung durch Dibutylbortriflat ['361 oder Ti-
tan(IV)chlorid ['*! méglich. Die in allen Féllen mit hoher Diastereoselektivitit (dr >100:1)
entstehenden Z-Enolate konnen durch eine Vielzahl unterschiedlicher Kohlenstoff-Elektro-
phile abgefangen werden (Schema 3.3). Im einfachsten Fall erfolgt durch Umsetzung mit
Alkylhalogeniden eine diastereoselektive o-Alkylierung. Insbesondere mit NaHMDS er-
zeugte Natriumenolate erzielen dabei hohe Ausbeuten und Selektivititen.

Durch Aldolreaktion der Enolate mit Aldehyden sind o-substitutierte 3-Hydroxyverbin-
dungen zuginglich. Die effizienteste Reaktion erfolgt mit Borenolaten, ¢! die aufgrund
der kurzen B-C- und B-O-Bindungen konformativ besonders stark fixiert sind. Daraus re-
sultiert eine iiberaus hohe und reproduzierbare syn-Selektivitit der Aldolreaktion.['3¢] Bei
dieser Reaktion entsteht das sogenannte ,,Evans-syn“-Produkt. Durch Variation der Re-
aktionsbedingungen sind aber auch die drei iibrigen Stereoisomere zugénglich (Schema
3.3). Nach Vorkomplexierung des Aldehyds mit einer sterisch anspruchsvollen Lewissédure
wie Ety AICI verlduft die Aldol-Reaktion mit dem Borenolat anti-selektiv (,,Evans-anti‘-

Produkt).[!331 Andererseits erfolgt unter Verwendung von Titan-Enolaten eine chelatkon-

O O OH R3CHO O o

C o o
O)kNJ\/\F@ Bu,BOTH, EtgN OJ\N)H NaHMDS, R%-X OJKNJYRZ

R2 L g OderLDARSX (1 o

R’ R R
"Evans-syn-Aldol" Alkylierung
R3CHO R3CHO R3CHO
Bu,BOTf, Et,AICI TiCly, EtgN MgCly, EtsN, TMSCI

ji O OH ji O OH )OL O OH
At A R -
R2 — R R2
R! R! R!
"Evans-anti-Aldol" "nicht-Evans-syn-Aldol" "nicht-Evans-anti-Aldol"
Schema 3.3: Diastereoselektive Alkylierung bzw. Aldol-Reaktion; Abhingigkeit der relativen Kon-

figuration des Produkts vom verwendeten Enolisierungsreagenz.
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trollierte Reaktion, die syn-selektiv das zum Bor-Enolat-Produkt entgegengesetzt konfigu-
rierte, sogenannte ,,nicht-Evans-syn“-Produkt ergibt.!!4”- 1481 Das entsprechende anti-Dia-
stereomer (,,nicht-Evans-anti*) kann durch MgCl,- oder MgBr; - Et;O-katalysierte Al-

[149. 1501 \Mechanistischen Stu-

dolreaktion in Gegenwart von TMSCI erhalten werden.
dien zufolge ist dabei die Silylierung des Metall-Enolats entscheidend fiir den katalyti-
schen Prozess. In einem Gleichgewicht aus Aldol- und retro-Aldolreaktion wird bevor-
zugt das anti-Aldol-Produkt silyliert. Diese Silylierung wiederum verlagert das Gleich-
gewicht zur Aldolproduktseite. Ein Mukaiyama-Aldol-Additionsmechanismus iiber eine
Silylenolether-Zwischenstufe kann ausgeschlossen werden, da ein gesondert synthetisier-

tes Silylketenacetal unter den genannten Reaktionsbedingungen nicht reaktiv ist.[14% 1501

Generell sind durch diastereoselektive konjugate Addition von Organocupraten an «,f3-
ungesittigte N-Acyloxazolidinone auch B-verzweigte Produkte zuginglich.['3!> 1521 Eben-
so ist der umgekehrte Fall bekannt — eine konjugate Addition nucleophiler Oxazolidinon-
Substrate an o,f-ungesittigte Verbindungen. Ein Beispiel dafiir ist die Addition eines
Titan-Enolats an Michael-Akzeptoren. [133]

Die Abspaltung des Auxiliars vom gewiinschten Reaktionsprodukt kann auf unterschiedli-
che Weise erfolgen (Schema 3.4). In wissriger Alkalihydroxidlosung verlauft die Reaktion
hiufig nicht regioselektiv, da neben der gewiinschten Spaltung der exocyclischen Imidbin-
dung auch eine Offnung des Oxazolidinonrings unter Decarboxylierung erfolgt (endocycli-
sche Reaktion). Durch Verwendung von Lithiumhydroperoxid als Reagenz wird hingegen
eine hohe exocyclische Regioselektivitit erreicht. ! Die zunichst entstehende Persiu-
re wird anschliefend mit Natriumsulfit zur Carbonsidure reduziert. Durch Umsetzung mit
Lithium- oder Natriumalkoholaten wird anstelle der freien Carbonsiure ein entsprechen-
der Ester erhalten. 132 1441 Auch Magnesium-['%1 und Titanalkoholate!'3¢ 1571 konnen
als Abspaltungsreagenzien eingesetzt werden. Die reduktive Abspaltung des Oxazolidin-
ons mit Lithiumboranat 381601 oder Lithiumalanat!'®'! bietet einen Zugang zu chiralen
Alkoholen. Da der Oxazolidinon-Ring bei allen drei vorgestellten Abspaltungsvarianten

erhalten bleibt, kann das Auxiliar jeweils erneut verwendet werden.

o o 1. LIOOH j\
2. NapSO.
HO HN— J e HO™ "R?
- 0" NH
R \—(R1 i 0 M(OR?), j\ i
) L naormo A metNamg T o I

002 )(J)\ R1 R1
HO” “R? LiBH,4 oder LiAlH, Ho™ > R2

endocyclisch exocyclisch -

Schema 3.4: Varianten zur selektiven Abspaltung des Auxiliars vom Substrat.
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3.3.2.2. Alkylierung von -Alanin

Der formal direkteste Weg zur Synthese o-substituierter B-Aminosduren ist die Alkylier-
ung von 3-Alanin (siehe Seite 41, Schema 3.1, Variante A1). Entscheidend fiir den Erfolg
dieser Reaktion ist die Auswahl einer geeigneten Aminoschutzgruppe. In ersten Studien
erprobten LAVIELLE et al. die Umsetzung von unterschiedlich N-geschiitzten 3-Alanin-
Derivaten in Verbindung mit dem Oppolzer-Sultam B als chiralem Auxiliar und Carboxyl-
schutzgruppe (Schema 3.5, oben).['%2! Die Umsetzung eines diacylgeschiitzten N-Boc-
N-Benzoyl-B-Alanin-Derivats mit LDA fiihrt zur B-Eliminierung. Auch die Alkylierung
des Lithium-Dianions von einfach N-Boc-geschiitztem f3-Alanin gelingt nicht. Erfolgreich
verlduft hingegen die Alkylierung von Lithiumenolaten der Benzophenonimine 81. Neben
dem Oppolzer-Sultam B wurde auch das Evans-Auxiliar A erfolgreich eingesetzt, das Sul-

tam induziert jedoch eine hohere Diastereoselektivitit.

Lavielle et al.
0 [
0 Ph 0 Ph
X)J\/\N/)\Ph a) X)H/\N/)\Ph O/U\N;72 N}7
¢ A: RX = BnBr, i-Bul ¢ L N
B:

Xe )
X = B: RX = BnBr, i-BuTf R Bn d o
81 82a:X.=A R=Bn: 80%de A B
82b:X.= A R=iBu: 0% de

82c: X, = B, R=Bn: >98 % de, 72 %
82d: X, = B, R = -Bu: >98 % de, 51 %

Xue et al.
O O O O O
OJKNJ\/\N,Cbz b) OJKN I NN e
. Bn 75 % v\ Bn 90 % Bn
."Bn ;'Bn COxt-Bu COt-Bu
83 84 85

Schema 3.5: Einfilhrung der Aminoséureseitenkette durch Alkylierung eines geschiitzten f3-
Alanin-Derivats: Synthese von 2hPhe und 3%hLeu nach LAVIELLE et al.,['®?! sowie von BZhAsp
nach XUE et al.l'®) a) 1.LDA,-78 °C, THF (X, = B: THF/DMPU); 2.RX,-78°C b) 1. LDA,
—78°C, THF; 2.BrCH,CO;t-Bu, -78 °C— -30°C; c) LiOH/H,0,, H,O/THF, 0 °C.

Ausgehend von N-Benzyl-N-Cbz-geschiitztem f3-Alanin gelang X UE et al. die Darstellung
von (R)-B2-Homaspartat 85 (Schema 3.5, unten). %3] Das mit LDA gebildete Lithium-
enolat von 83 wird dazu mit dem Elektrophil tert-Butylbromacetat umgesetzt. Die diaste-
reoselektive Alkylierung wird durch ein von D-Phenylalanin abgeleitetes Evans-Auxiliars

vermittelt.

SEEBACH und Mitarbeiter wihlten eine diastereoselektive Aldolreaktion mit Formalde-
hyd als direkte Route zur Einfiihrung der Hydroxymethylen-Seitenkette von 32-Homoserin
(siehe Schema 3.6).!1%4! Die Ausgangsverbindung ist N-Phthaloyl-f-alanin, das zunzchst
als Séurechlorid aktiviert und dann mit dem Auxiliar DIOZ zu 86 verkniipft wird. Das
entsprechende Titanenolat reagiert mit 1,3,5-Trioxan als Formaldehydquelle in einer Al-
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dolreaktion zum diastereomerenreinen ,,nicht-Evans‘“-Additionsprodukt 87. Nach Einfiih-
rung einer tert-Butyletherschutzgruppe wird das Auxiliar abgespalten. Eine Umsetzung
mit Lithiumhydroperoxid fiihrt zur teilweisen Offnung des Phthalimids und verhindert da-
durch die Trennung der Reaktionsprodukte. Eine Behandlung von 88 mit Lithiumbenzyl-
alkoholat ermdglicht hingegen die saubere Abspaltung des 32-Homoserins als Benzylester
89. Die Reaktion muss bei —30 °C durchgefiihrt werden, da der entstehende Ester 89 bei
hoherer Temperatur teilweise epimerisiert. Durch Umsetzung von 89 mit Ethylendiamin
in n-Butanol kann die Phthaloylschutzgruppe selektiv in Gegenwart des Benzylesters ab-
gespalten werden. AnschlieBende Hydrogenolyse des Benzylesters und Fmoc-Schutz der
Aminofunktion ergibt (R)-Fmoc-f hSer(z-Bu)-OH (90).

Das Hydroxymethylierungsprodukt 87 stellt dariiber hinaus ein geeignetes Ausgangsma-
terial zur Synthese von B2-Homocystein dar. !4 Dazu wird der Alkohol 87 unter mo-
difizierten Mitsunobu-Bedingungen mit Tritylmercaptan, Tri-n-butylphosphin und Azodi-
carbonsiuredipiperidid (ADDP) zum Thioether 91 umgesetzt. Zwar erfolgt die Reaktion
unter teilweiser Epimerisierung (dr 82:18), aber die Diastereomere konnen chromatogra-
phisch getrennt werden. Da ein Benzylester mit der Tritylschutzgruppe inkompatibel wire,
wird das erhaltene 32-Aminosiurederivat analog als Trimethylsilylethylester 92 abgespal-
ten. AbschlieBend wird die Aminofunktion vom Phthalimid zum terz-Butylcarbamat umge-
schiitzt und die Carboxylschutzgruppe fluoridvermittelt entfernt. Als Endprodukt entsteht
(R)-Boc-BZhCys(Trt)-OH (93).

0 o o) o)
OANJ\/\NPht %» XC)J\E/\NPht %» XC)J\i/\NPht
Ph N 86 > 98% de 87 “OH 88 “Ot-Bu
71 % 0
64%dele) 80/"l°)
5 o) o)
S NPht = §-N Xc)Ki/\NPht BnOJ\i/\NPht
- S BN
91 STr 89 “OtBu
o]
SS%lf) ez%ld)
o) o) o)
HOJ\i/\NHBoc % Me3S'\/\o)vNPht HO)J\i/\NHFmoc
B2hCys (93) STrt 92 STt B2hSer (90) “Of-Bu

Schema 3.6: Einfiihrung der Aminoséureseitenkette durch Aldolreaktion mit Formaldehyd (Hydro-
xymethylierung): Synthese von 3%hSer und $2hCys nach SEEBACH et al.l'%  a) 1. TiCl4/E3N,
CH,Cl,, 0°C; 2.1,3,5-Trioxan, TiCly; b) Isobuten, [H,SO4], CH,Cl,, RT, 4d; c¢) BnOLi, THF,
-30°C; d) 1. (CH;NH»),, n-BuOH, RT; 2. H,, Pd/C, MeOH, RT; 3. FmocOSu, Na,COs,
H,O/Aceton, RT; e) (n-Bu);P, TrtSH, ADDP, THE, RT; f) n-BuLi/(CH3)3Si(CH;),OH, —40 °C
— =30°C; g) 1. (CH,NH3),, n-BuOH, RT; 2. Boc,O, MeOH/Dioxan, RT; 3. (n-Bu)4F, THE,
0°C — RT.
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)OJ\ JCL/\ O  OtBu
NHBoc —2L -
N ° Te8% )K(k 6% C FEs %
Ph P(h @ Ep|g1re ?e1 NHBoc NHCbz NHCbz
ﬁ 94 #2hThr (97)
)L o OH
/// (?,79/;’ CbzHN N 75 % CbzHN 71 % CbzHN
roc
(2-Epimere) [100PG= Troc
08 99 101 PG - Boe (65 %) B2hTrp (102)

Schema 3.7: Einfithrung von Aminoséureseitenketten durch diastereoselektive Aldolreaktion:
Synthese von B*hThr und B%hTrp nach SEEBACH er al.['*6)  a) 1. (n-Bu),BOTf (2.2 Aq.),
EtzN, CH;Clp, —78°C; 2. MeCHO, —78°C; b) 1. TFA, CH,Cl,, 0°C; 2. CbzCl, NaHCOs,
CH2C12/H20, RT; C) 1. Isobuten, [HzSO4], CH2C12, RT; 2. (n—Bu)4NOH/H202, HzO/THF, 0°C
— RT; d) 1. (n-Bu);BOTf (2.2 Aq.), EtzN, CH,Cl,, — 78°C; 2. [(1-Troc)-Indol-3-ylJCHO, — 78°C;
e) BF3 - Et;0O, Et3SiH, CH,Cl,, 0°C; f) 1. Zn-Pulver/AcOH, RT; 2. Boc,0, 4-DMAP, CH3CN;
g) LiOH/H,0,, H,O/THE, 0 °C.

Zur Einfiihrung der beiden stereogenen Zentren in 2-Homothreonin verwenden SEE-
BACH et al. ebenfalls eine Aldoladdition (Schema 3.7, oben). ['2°]  Ausgangssubstanz
ist Boc-B-Alanin, das durch Pivaloylchlorid unter Zusatz von Triethylamin als gemisch-
tes Anhydrid aktiviert wird und daraufhin in Gegenwart von LiCl mit dem Auxiliar zum
Acylimid 94 reagiert. Wihrend der nachfolgenden Aldolreaktion des Bor-Enolat-Dian-
ions mit Acetaldehyd entsteht neben dem gewiinschten Evans-syn-Additionsprodukt 95
auch das entsprechende 2’-Epimer im Verhiltnis 1:9. Die Aminofunktion wird vom fert-
Butyl- zum Benzyl-Carbamat umgeschiitzt, so daf} die sekundire Hydroxylgruppe séure-
katalysiert zum zert-Butylether umgesetzt werden kann. Durch abschlieende Reaktion mit
(n-Bu)4NOOH wird (2R,3S)-Cbz-B>hThr(t-Bu)-OH (97) vom Auxiliar abgespalten.

Die milden Reaktionsbedingungen der Aldoladdition ermoglichen ferner die Einfiihrung
einer indolfunktionalisierten Tryptophan-Seitenkette (Schema 3.7, unten).!'?! Die Aldol-
addition aromatischer Aldehyde an Acylimid-Enolate des 4,4-disubstituierten Auxiliars
DIOZ verlduft jedoch nur mit geringer Diastereoselektivitit. Daher wurde in diesem Fall
auf ein klassisches, von D-Valin abgeleitetes Evans-Auxiliar zuriickgegriffen. Nach Al-
doladdition von N-Troc-Indol-3-carbaldehyd an das Borenolat von 98 wird das Evans-
syn-Aldolprodukt 99 durch Umsetzung mit Triethylsilan/BFj3 - Et,O desoxygeniert. Das im
Produkt 100 enthaltene Trichlorethylcarbamat wird durch Reaktion mit Zn/AcOH gespal-
ten und das freie Amin daraufthin als fert-Butylcarbamat 101 geschiitzt. Anschlieende
Abspaltung des Auxiliars mit Lithiumhydroperoxid ergibt nach reduktiver Aufarbeitung
die B2-Aminosiure (S)-Cbz-BhTrp(Boc)-OH (102).
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3.3.2.3. Curtius-Abbau substituierter Succinate

B2-Aminosiuren konnen auch durch den einseitigen Curtius-Abbau eines chiralen Bern-
steinsdure-Derivats erhalten werden (vgl. Seite 41, Schema 3.1, Variante B1). Die ersten
Anwendungen dieses Synthesekonzepts wurden von WYATT et al. veroffentlicht. [163- 1661
Im ersten Beispiel wird ein aus (1R,2S5)-Norephedrin abgeleitetes Evans-Auxiliar mit ak-
tivierter Pent-4-ensiure zum Acylimid 103 umgesetzt (Schema 3.8, oben). '] Das ent-
sprechende Natriumenolat reagiert mit Bromessigsduremethylester diastereoselektiv zum
Alkylierungsprodukt 104, welches nach Kristallisation isomerenrein erhalten wird. Die
terminale C=C-Doppelbindung wird durch Reaktion mit RuCls/NalO4 oxidativ gespal-
ten und die erhaltene Carbonsidure 105 mit Diphenylphosphorylazid (DPPA) in Gegen-
wart von Benzylalkohol und Triethylamin zum Benzylcarbamat 106 umgesetzt. Bei dieser
von YAMADA et al. entwickelten Variante der Curtius-Umlagerung wird eine Azidogruppe
vom Reagenz DPPA auf die Carbonsiure iibertragen, wodurch ein Acylazid entsteht. Carb-
onsiureaktivierung und nucleophile Substitution erfolgen in einem Schritt.['®”] Nach ther-
mischer Np-Abspaltung wird das als Produkt einer Sextettumlagerung entstehende Isocya-
nat durch Benzylalkohol zum Benzylcarbamat 106 abgefangen. Abschlieend wird durch
Umsetzung von 106 mit LiOOH sowohl das Evans-Auxiliar abgespalten, als auch der Me-
thylester verseift. Als Endprodukt entsteht die Aminosiure (S)-Cbz-B3*hAsp-OH (107).

o o o) 0 o)
)J\ W _a )J\/\/ _b) )J\/\ 9 1J\/\
N 60% X< Y G XY COM zggr  ROYTTNHCLz
PhH >Co,Me SCOoMe SCO,R2
0,
103 104 105 d).865% 406:R! =X, RZ=Me

$2hAsp (107):R' = OH, R2=H

PN R T i
e) f). ) d)
0N P —gogm X< Y Ph grem XY TPh gy HO)K(\NHCbz
PhH ar>911 ~CO,tBu “NHCbz Ph
108 109 110 p2hPhe (111)

Schema 3.8: Aminomethylierung durch Alkylierung und nachfolgende Curtius-Umlagerung: Syn-
these von B%hAsp und SZhPhe nach WYATT et al. [195: 1661 a) 1. NaHMDS, THF, —-78°C; 2.
BrCH,;CO,Me, —-78 °C — —15°C; b) RuCls, NalO4, CH3CN, CCly, H,O, RT; c) DPPA, Et3N,
BnOH, Toluol, RiickfluB; d) LiOH/H,0,, H,O/THF, 0°C; e) 1. NaHMDS, THF, —-78°C; 2.
BrCH,CO,t-Bu; f) TFA, RT, 1 h.

Die analoge Synthese von 32-Homophenylalanin beginnt mit dem aus 3-Phenylpropion-
siure erhaltenen Acylimid 108 (Schema 3.8, unten).['%! Dessen Natriumenolat wird mit
Bromessigsiure-tert-butylester zum Alkylierungsprodukt 109 umgesetzt, wobei das Dia-

stereomerenverhidltnis mit dr > 9:1 angegeben wird. Der fert-Butylester 109 wird durch
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Behandlung mit TFA gespalten und die freie Carbonsiure wie zuvor beschrieben zum
Urethan 110 abgebaut. Nach LiOOH-vermittelter Abspaltung des Auxiliars wird (S5)-Cbz-
B*hPhe-OH (111) erhalten.

In ihrer Synthese von 32hAla und B2hPhe gehen SIBI ef al. von Bernsteinsiuremono-tert-
butylester aus, der DCC/LiCl-vermittelt mit einem modifizierten Evans-Auxiliar zur di-
funktionalisierten Bernsteinsiure 112 verkniipft wird (Schema 3.9).['%8] Das Acylimid 112
wird durch Behandlung mit NaHMDS in das Z-Enolat iiberfiihrt und daraufhin durch die
reaktiven Alkylhalogenide Benzylbromid bzw. Methyliodid elektrophil angegriffen. Wih-
rend das Natriumenolat bei Temperaturen unterhalb von —48 °C stabil ist, erwies sich das
entsprechende Lithiumenolat bereits unterhalb von —78 °C als instabil. Die Alkylierungs-
reaktionen verlaufen vollstindig regioselektiv, eine Seitenkettenalkylierung wird nicht be-
obachtet. Nach Spaltung der fert-Butylester 113a/b mit TFA werden die freien Carbonsiu-
ren einem klassischen, dreistufigen Curtius-Abbau unterzogen. Darin werden die Sduren
zunichst als gemischte Anhydride aktiviert und anschlieBend mit Natriumazid in wéssriger
Losung zu den Acylaziden umgesetzt. Diese Intermediate werden in Toluol aufgenommen
und enthaltene Wasserreste werden durch azeotrope Destillation entfernt. In der Siede-
hitze lagern sich die Acylazide zu den Isocyanaten um und werden durch fert-Butanol
als fert-Butylcarbamate 114a/b abgefangen. Die Abspaltung der Endprodukte (R)-Boc-
B?hPhe-OH (115a) und (R)-Boc-B2hAla-OH (115b) erfolgt unter Standardbedingungen
mit Lithiumhydroperoxid.

0 O o) o) o}
d
O)LNJ\ﬂoozt.Bu A, xc)voozr-su 9. XC)K(\NHBOC 9, HO)YNHBOC
/ R R R

7/Ph 112 113a: R = Bn (83 %, 92 % de) 114a: R =Bn (63 %) 115a: R = Bn (87 %)
Ph 113b: R = Me (83 %, 81 % de) 114b: R = Me (36 %) 115b: R = Me (83 %)

Schema 3.9: Chirales Succinat als 32-Aminosiure-Vorldufer: Synthese von $2hAla und ShPhe
nach SIBI et al.l'%8! a) 1. NaHMDS, THF, —78 °C; 2. BnBr oder Mel, —78 °C— —48°C; b) TFA,
CH,Cl,, RT; c¢) 1. CICOzEt, Et3N, Aceton, 0°C; 2. NaN3, HoO/THF, 0°C; 3. Toluol/t~-BuOH,
Riickflu; d) LiOH/H,0,, H,O/THF, 0 °C.

Das Synthesekonzept des ,,chiralen Succinats* verwenden STONCIUS et al. zur Darstellung
weiterer funktionalisierter 32-Aminosiuren (Schema 3.10). ') Die Ausgangssubstanz
116 wird durch direkte Umsetzung des lithiierten Auxiliars mit Bernsteinsdureanhydrid
und anschlieBenden Schutz der freien Carbonsdure als fert-Butylester aufgebaut. Damit
entfallt die nicht unproblematische Synthese von Mono-tert-butylsuccinat. Das Natrium-
enolat von 116 wird bei —95 °C bis — 78 °C mit Bromessigsidurebenzylester umgesetzt. Der
Reaktionsmischung zugesetztes Natriumiodid {iberfiihrt das Alkylbromid in situ in das re-

aktivere Alkyliodid. Dadurch verkiirzt sich die Reaktionszeit von mehreren Tagen auf we-
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nige Stunden. Im ' H-NMR-Spektrum des Rohproduktes wurden Signale verschiedener Re-
gioisomere identifiziert, bei denen es sich gemiB massenspektrometrischer Untersuchun-
gen unter anderem um Seitenkettenalkylierungsprodukte handelt. Eine Reinigung durch
Chromatographie und Kristallisation ergibt jedoch isomerenreines 117. Die drei Carbon-
sdaurefunktionen dieses Molekiils sind orthogonal geschiitzt. Daher werden durch selektive
Spaltung des fert-Butyl- oder Benzylesters und einen nachfolgenden Curtius-Abbau der
jeweiligen freien Carbonsiure 118 und 123 beide Enantiomere von $2-Homoaspartat er-
halten. Die verbliebenen fert-Butyl- bzw. Benzylester in den Verbindungen 120 und 124
konnen wiederum selektiv gespalten werden. Die freien Carbonsiduren werden durch Re-
duktion mit BH3 - Me,S zu den entsprechenden Pyrrolidinen 121 und 125 cyclisiert, so
daB nach Abspaltung des Auxiliars die beiden Enantiomere 122 und 126 von 32-iso-Prolin
(B-Prolin) erhalten werden. Somit sind ausgehend von dem Produkt einer einzigen Alky-

lierung (117) vier unterschiedliche B2-Aminoséuren zuginglich.

0 o o) o)
O)]\N)J\/\COgt—Bu 3, %, CoptBu 2 XC)J\;/\COZH
_/ 60 % 100 % i
P COLBn CO,t-Bu
Bn
116 117 118
e)l% % c)lse %
o) o) o) o
C d
XC)K(\NHBOC ﬁ XC)YCOZH XC)J\E/\NHCbz ?l/» HO)K&/\NHCbz
CO»Bn CO,Bn CO0,t-Bu CO,tBu
124 123 119 120
b), f) l 73% e), f)l65 %
o) o} o) o)
d d
X NBoc 9. o NBoc XC)J\;/\NCbz 9, HO)J\.,/\NCbz
89 % ) 82% :
125 126 121 122

Schema 3.10: Chirales Succinat als gemeinsamer Vorliufer von (R)- und (S)-B*hAsp, sowie von
(R)- und (S)-B>-iso-Prolin (STONCIUS et al.).!'® a) 1. NaHMDS, THF, —-78°C; 2. BrCH,-
CO;,Bn/Nal, -95 °C — -78°C; b) Hp, Pd/C, EtOAc, RT; c¢) 1. CICO,Et, EtsN, THE, - 15 °C
— RT, 2. NaN3, H,O, 0°C; 3. Toluol, 118: BnOH, 123: -BuOH, Riickflu; d) LiOH/H;0,,
H,O/THF, 0°C; e) TFA, CH,Cl,, RT; f) BH3-Me,S, THF, 0°C — RT.

Im gleichen Zeitraum wie STONCIUS et al. verdffentlichten SEEBACH und Mitarbeiter ih-
re Synthese von 32-Homoaspartat, 32-Homoglutamat, $2-Homoasparagin und 32-Homo-
glutamin (Schema 3.11). 79 Das von ihnen verwendete (R)-DIOZ-Auxiliar wird zu-
néchst durch LiCl-vermittelte Reaktion mit gemischten Pivaloyl-Anhydriden von Mono-
tert-butylsuccinat bzw. Mono-fert-butylglutarat N-acyliert. Die Lithiumenolate der

N-Acyloxazolidinone 127a/b reagieren mit lodessigsaurebenzylester zu den Alkylierungs-
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produkten 128a/b. Die nachfolgende Hydrogenolyse der Benzylester 128a/b erfolgt in tro-
ckenem THF und muf3 nach sorgfiltiger Beobachtung des Reaktionsfortschritts rechtzeitig
beendet werden. Andernfalls wird auch der Fiinfring des Auxiliars unter Decarboxylierung
geoffnet. Die Carbonsduren 129a/b werden durch Curtius-Abbau in die Cbz-geschiitzten
B2-Aminosiurederivate 130a/b iiberfiihrt. Die Abspaltung des Auxiliars mit LIOOH er-
gibt (S)—Cbz—,BzhAsp(Ot—Bu)—OH (120) und (S)—Cbz—Bthlu(Ot—Bu)—OH (131). Zur Syn-
these der entsprechenden Seitenkettenamide werden zunidchst die freien Carbonsduren 120
und 131 in die Benzylester 132a/b tiberfiihrt — eine direkte Abspaltung dieser Benzylester
vom Auxiliar durch Behandlung mit LiOBn fiihrt zu teilweiser Epimerisierung. Die fert-
Butylester in den Seitenketten von 132a/b werden sauer gespalten, gefolgt von einer CDI-
vermittelten Kupplung der freien Carbonsduren mit Ammoniak zu den Amiden 133a/b.
Sowohl der Benzylester, wie auch die Cbz-Schutzgruppe werden hydrogenolytisch gespal-
ten und die freien Aminosiuren in die Fmoc-geschiitzten Endprodukte (S)-Fmoc-B2hAsn-
OH (134a) und (S)—Fmoc—Bthln—OH (134b) umgewandelt.

)k MCOgt Bu a) X¢ hCOLt-Bu b, Xg hCOLt-Bu 9, X¢ nCOt-Bu
dr>98:1
Ph/\\—/

B H NH
by COsBn COs Cbz
127a:n = 1 128a:n = 1 (57 %) 129a:n = 1 (82 %) 130a: n = 1 (76 %)
127b-n =2 128b-n =2 (55 %) 129b: n - 2(89 %) 130b° n = 2 (75 %)
0 o)
d e
9, Ho)K[Wcogt-Bu o), BnOMCOzt Bu - Bno)K[ﬁﬁCONH2 9, HO)K[WCONH2
NHCbz NHCbz NHCbz NHFmoc
120:n = 1 (89 %) 132a:n=1(91 %) 133a:n =1 (72 %) 134a:n = 1 (94 %)
131:n -2 (93 %) 132b°n = 2 (93 %) 133b: n 2(83 %) 134b- n = 2 (90 %)

Schema 3.11: Chirales Succinat bzw. Glutarat: Synthese von B2hAsx und B?hGlx nach SEEBACH
et al. "% a) 1. LIHMDS, —78°C; 2. ICH,CO,Bn, —78°C — —50°C; b) Hy, Pd/C, THF, RT,
1h; ¢) DPPA, Et3N, BnOH, Toluol, 110°C; d) LiOH/H,0O,, THF/H,0, 0°C; e) BnBr, NaHCO3,
(n-Bu)sNI, DMF, RT, 20h; f) 1. TFA, CH,Cl,, TES, RT; 2. CDI, THE RT; 3.NH3(g); g) 1. Ha,
Pd/C, MeOH, RT; 2. FmocOSu, Na,COs3, H,O/Aceton, RT.

Ebenfalls mit Hilfe einer Curtius-Umlagerung synthetisierten SEEBACH et al. die Ami-
nosiuren 32-Homoarginin!'”!! und B2-Homotryptophan (Schema 3.12).[1721 Ausgangs-
material zum Aufbau der Argininseitenkette ist das durch nucleophile Substitution aus
dem Alkylbromid 135 erhaltene Alkylazid 136. Dieses wird zunéchst mit fert-Butylbrom-
acetat als Elektrophil diastereoselektiv alkyliert. Nach Curtius-Abbau der entschiitzten
Carbonsdure 138 zum Benzylcarbamat 139 wird die darin enthaltene Azidofunktion unter
Staudinger-Bedingungen in das entsprechende Amin iiberfiihrt. Die Aminofunktion wird
in situ mit dem Pyrazol 140 abgefangen und zur Boc-geschiitzten Guanidino-Verbindung
141 umgesetzt. Eine Abspaltung des Auxiliars ergibt (S)-Cbz-B2hArg(Boc),-OH (142).
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O O NHBoc

OJ\NJ\/\/\ 82 " )‘\(\/\ 92 o/ C)K(\/ 78 ” )K(\/\ NHBoc
o ‘o
Ph%»,,

b /,, NHCsz _/<NBOC NHCbz
)[135 X = Br E137 = = NHBoc f)[141:R=XC

136: X = N3 (100%) 138:R = 100 %) 140 142: R = OH (78 %)

Jv\(@ .

RO,C CbzHN CbzHN
144 R=Bn

C1a5:R-H (100 %)

Schema 3.12: Synthese von $ZhArg (142) und BhTrp (102) nach SEEBACH et al. !71: 1721 g)
NaNs, DMF, RT; b) 1. NaHMDS, THE, —78°C; 2. BrCH,CO-Bu: ¢) TMSOT, 2,6-Lutidin,
CH,Cl,,-10°C — 0°C; d) DPPA, Et;N, BnOH, Toluol, RiickfluB3; e) PPhs, 140, THF/H,O, RT;
f) LIOH/H,0,, HyO/THF, 0 °C — RT; g) 1. NaHMDS, THF, —78 °C; 2. BrCH,CO;Bn; h) Hp,
Pd/C, abs. THF, 4 h, RT.

Die Azidofunktion kann somit als wertvoller Amino- und Guanidinogruppenvorliufer an-
gesehen werden, da sie unter den verschiedensten Reaktionsbedingungen chemisch inert

und stabil ist.

Alternativ zu der in Schema 3.7 auf Seite 47 skizzierten Synthese von 32-Homotryptophan
kann auch das Boc-geschiitzte Indolderivat 143 als Vorldufermolekiil dienen (siehe Sche-
ma 3.12, unten).!'7%" Die Boc-Schutzgruppe ist kompatibel zu den basischen Bedingungen
der Enolatbildung mit NaHMDS und der anschlieBenden Carboxymethylierung mit Brom-
essigsdurebenzylester als Elektrophil. Zwar wird der neu eingefiihrte Benzylester ortho-
gonal zur Boc-Schutzgruppe durch Palladium-katalysierte Hydrogenolyse gespalten. Da
der Fiinfring eines DIOZ-Auxiliars jedoch unter diesen Reaktionsbedingungen gedffnet
wird, muss auf ein klassisches Evans-Auxiliar zuriickgegriffen werden. Bei lingerer Reak-
tionsdauer oder in einem polaren Losungsmittelgemisch wird zudem die Doppelbindung
innerhalb des Indolfiinfrings von 145 hydriert. Die Hydrierungsreaktion muss daher in
absolutem THF durchgefiihrt und der Reaktionsfortschritt sorgfiltig kontrolliert werden.
Curtius-Abbau der freien Carbonsdure 145 und anschlieBende Abspaltung des Auxiliars
ergibt in guter Ausbeute die geschiitzte Aminoséure (S)-Cbz-f3 2hTrp(Boc)—OH (102).

3.3.2.4. Amidomethylierung durch Mannich-Reaktion

Titan-Enolate von N-Acyloxazolidinonen kénnen in einer Mannich-artigen Reaktion mit

Elektrophilen umgesetzt werden, die einem [NH,CH,]*-Syntheseiiquivalent entsprechen.
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Durch eine derartige diastereoselektive Aminomethylierungsreaktion werden o-unsubsti-
tuierte Carbonsiuren auf direktem Weg in $2-Aminosiuren iiberfiihrt (vgl. Seite 41, Sche-
ma 3.1, Variante B2). Ein erstes Beispiel ist der von EVANS ef al. durch Umsetzung
des Titan-Enolats von 147 mit N-(Chlormethyl)benzamid erhaltene 2-Homoglutamat-
Vorliufer 148 (Schema 3.13).1!%] Unter Anwendung der gleichen Methode synthetisierten
SEEBACH et al. und spiter auch ROBERTS et al. die alkylsubstituierten Aminosiuren f32-
Homoalanin, 82-Homoleucin, 32-Homophenylalanin und B2-Homovalin.[108: 173, 174]

O O 1. TiCls, CHxClp 0 °C O O
2. DIPEA
OANJ\/\/ COMe 3" BINHCH,CI, TiCl O)kNJ\;/\/ CO:Me
( 87 % (Hauptisomer) —(
Bn dr96:4 Bn NHBz
147 148

Schema 3.13: Erste Synthese eines 2-Aminosiurevorliufers durch Amidomethylierung nach
EVANS et al. 1%

Das Amidomethylierungsreagenz N-(Chlormethyl)benzamid hat jedoch zwei Nachteile:
Zum einen ist diese Substanz vergleichsweise instabil und zum anderen lédsst sich ein
damit eingefiihrtes Benzoylamid nur in refluxierender Mineralsdure hydrolysieren. Der
N-Benzoylschutz ist somit inkompatibel zu (sdure)empfindlichen funktionellen Gruppen.
Mit Hilfe alternativer Mannich-Reagenzien kann jedoch stattdessen eine Cbz-geschiitzte
Aminomethyleneinheit eingefithrt werden. Als erste verwendeten WYATT et al. derarti-
ge Reagenzien in der B2-Aminosiuresynthese (siche Schema 3.14).11%1 In Anwesenheit
eines o-Arylsubstituenten kann ein entsprechendes Lithiumenolat mit dem Benzotriazol-
Derivat 152 umgesetzt werden. Die Cbz-geschiitzte Aminomethyleneinheit wird dabei dia-
stereoselektiv und in guter Ausbeute eingefiihrt. In Abwesenheit einer a-Arylgruppe ist die
Reaktivitdt des Benzotriazols 152 jedoch gering. o-Alkylsubstituierte Titan-Enolate rea-
gieren zwar mit dem alternativen Mannich-Elektrophil CbzZNHCH,OAc, das gewiinschte

Produkt wird jedoch nur in geringer Ausbeute erhalten.

Abhilfe verschafft ein von EVANS entwickeltes Mannich-Reagenz, das als Abgangsgrup-
pe anstelle von Acetat eine Methoxyfunktion enthilt.['”>1 Durch Umsetzung von Titan-

o O R =Bn:a) o O N
R=Ph:b c 5
O)J\N)K/R 4)> Xc)l\g/R 4)> HO)X\E/R @EN'N
PhH “NHCbz “NHCbz \ NHCbz
108: R = Bn 110: R = Bn (38 %, dr> 90:10) 111: R = Bn (67 %) 152
149: R = Ph 150: R = Ph (65 %, dr 96:4) 151: R = Ph (65 %)

Schema 3.14: Synthese von B’hPhg und B?hPhe durch Amidomethylierung nach WYATT
et al."% a) TiCly, DIPEA, CbzNHCH,O0Ac, CH,Cl,, 20°C; b) 1. LDA, THF, -78°C, 2. 152;
¢) LiOH/H,0,, H,O/THF, 0 °C.
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Enolaten mit diesem N-Methoxymethylbenzylcarbamat (CbzZNHCH,OMe) werden un-
ter vergleichsweise milden Reaktionsbedingungen hohe Ausbeuten erzielt. Damit eroft-
net sich ein direkter Zugang zu vielfiltig funktionalisierten 32-Aminosiuren (siehe Sche-
ma 3.15). Die hohe Lewis-Aciditit des Enolisierungsreagenz TiCly verhindert jedoch ei-
ne erfolgreiche Amidomethylierungsreaktion in Gegenwart siurelabiler Funktionen. [!70)
Seitenketten-Schutzgruppen, wie sie fiir Festphasenpeptidsynthesen nach der Fmoc/¢-Bu-

Strategie erforderlich sind, miissen daher nachtréiglich eingefiihrt werden.

Ein Beispiel fiir diesen Umstand ist die von der Arbeitsgruppe SEEBACH beschriebe-
ne Synthese von 32-Homolysin (Schema 3.15A).[1'%1 Da die Reaktionsbedingungen ei-
ner Enolisierung mit Titan(IV)chlorid generell mit Carbamatschutzgruppen inkompati-
bel sind, beginnt die Synthese mit dem N¥-Phthalimid-geschiitzten Homolysin-Vorldufer
153. Auf eine diastereoselektive Amidomethylierung folgt die Abspaltung der Aminosaure
vom Auxiliar durch Behandlung mit LiIOOH. Wie bereits erwéhnt, wird unter den basi-
schen Reaktionsbedingungen auch der Phthalimidring hydrolytisch geoffnet. Da ein offen-
kettiges Phthalsduremonoamid-Intermediat nur schwer abspaltbar ist, wird der Phthalimid-
Fiinfring zunéchst mit Hilfe des Kupplungsreagenz CDI wieder geschlossen. AnschlieBen-
de Hydrazinolyse fiihrt zur glatten Spaltung des Phthalimids 155, woraufhin die freie
e-Aminogruppe als tert-Butylcarbamat geschiitzt wird. Eine Umschiitzung der Cbz-ge-
schiitzten 3-Aminofunktion fiihrt zum Endprodukt (S)-Fmoc-B2hLys(Boc)-OH (156).

Auch in Gegenwart des im Isoleucin-Vorldufer 157 enthaltenen zweiten stereogenen Zen-
trums erfolgt die entsprechende Amidomethylierungsreaktion hochgradig diastereoselek-
tiv (Schema 3.15B).1'7%1" Das stabile DIOZ-Auxiliar kann durch Reaktion von 158 mit
NaOH in einem Wasser/THF/MeOH-Losungsmittelgemisch abgespalten werden. Dies er-
fordert jedoch eine Reaktionszeit von 24 h. Als Nebenprodukt entstehen groBBere Mengen
des Methylesters, wodurch die Ausbeute an 159 moderat ausfillt. Hydrogenolyse der Cbz-
Schutzgruppe und nachfolgender Fmoc-Schutz fiihrt zu (25,3S)-Fmoc-B2hlle-OH (160).

Da auch rert-Butylether gegeniiber TiCly nicht stabil sind, wird fiir die Synthese von
B2-Homotyrosin der fert-Butyldiphenylsilyl-geschiitzte Vorliufer 161 verwendet (Sche-
ma 3.15C). 1781 Die fluoridlabile Silylschutzgruppe kann nach erfolgter Amidomethy-
lierung durch Umsetzung mit TBAF selektiv entfernt werden. Das freie Phenol wird an-
schlieBend in einer sdurekatalysierten Reaktion mit Isobuten als zerz-Butylether verkappt.
Interessanterweise kann diese 3-Aminosdure mit Hilfe einer NaOH-Losung rasch und in
hoher Ausbeute vom Auxiliar abgespalten werden. Umschiitzung der Aminogruppe ergibt
(S)-Fmoc-B2hTyr(t-Bu)-OH (164).

Im Verlauf der Amidomethylierung des Methylsulfanyl-Derivats 165 entsteht neben dem
erwarteten Benzylcarbamat 166a auch das Methylcarbamat 166b (Schema 3.15D). [176]
Beide Substanzen sind jedoch chromatographisch trennbar. Das Benzylcarbamat 166a
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o N ) R NPht ), e), f) HO NHBoc
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Ph N // >68 % de NHCbz NHFmoc
153 b) c)[154:|=1=xc #2hLys (156)
* )~ 155: R = OH (76 %)
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N 96 % de NHCbz NHCbz NHFmoc
/—4 157 B2hlle (160)
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161 162 R = TBDPS B2hTyr (164)
163 R - tBu (68 %)
D
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Ph Pih NHR NHCbz NHFmoc
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)OK o) 53 %
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Ph //,. CbzHN Fmoc
169a: n =2 170a: n = 2 (80 %, 78 % de) ~ 171 B2hPro (172)
135 :n=3 170b: n = (79 %, 86 % de)—————= (92 %)
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170c: n = 4 (77 %, 88 % de)
)
95 %
) NHBoc
69% °/ Xs

NHCbz NHCbz

Schema 3.15: Synthese von B2hLys, B2hlle, B?hTyr, B?hMet und BhPro durch Amidomethylie-
rung nach SEEBACH et al. (114 126 1761 3) 1 TiCly, EtsN, CH,Cl,, —20°C; 2. CbzNHCH,OCH3;
b) LiOH/H,0,, THF/H,0, 0°C; c¢) CDI, THF, RT; d) 1. NoHy4, EtOH, RT; 2. Boc,0, THF/H,O0,
RT; e)H,, Pd/C, THF, RT; f) FmocOSu, Na,CO3, H,O/Aceton, RT; g) NaOH, H,O/THF/MeOH,
RT; h) 1. TBAF, THF, RT; 2. Isobuten, CF3SOsH, CH,Cl,, RT; i) HBr/AcOH, EtSMe, RT; j)
MeSNa, DMF, RT; k) NaH, [(n-Bus)NI], DMF, 70 °C; 1) NaN3, DMF, RT; m) H,, Lindlar-Kat.,
Boc,0, MeOH, RT.
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wird in NaOH-Losung in hoher Ausbeute zur freien Carbonsdure 167 hydrolysiert. Die
Cbz-Schutzgruppe dieser schwefelhaltigen Aminosiure kann nicht durch katalytische Hy-
drierung abgespalten werden. Erfolgreicher verlduft dagegen die Entschiitzung durch HBr
in AcOH. Der Reaktionsmischung zugesetztes EtSMe vermindert als Abfangreagenz die
Reaktion der Thioether-Seitenkette mit freigesetztem Benzylbromid zum Sulfoniumsalz.
Die freie S2-Aminosiure wird durch Ionenaustausch-Chromatographie gereinigt und
schlieBlich in die N-geschiitzte Aminosdure (S)—Fmoc-Bthet—OH (168) iiberfiihrt.

Besonders vielseitige B2-Aminosiurevorliufer sind die @-Bromalkylderivate 135 und
169a/c (Schema 3.15E). [!261  Alle drei Acylimide konnen unter Standardbedingungen
amidomethyliert werden, ohne daf} als Folge der Enolisierung mit TiCl4/Et3N ein drei-,
vier- oder fiinfgliedriger Ring entsteht. Eine Br/SCH3-Substitution durch Umsetzung von
169a mit MeSNa in DMF fiihrt direkt zum B2-Homomethioninvorliufer 166a. Die ana-
loge Br/N3-Substitutionsreaktion mit 135 und 169c fiihrt zu entsprechenden 2-Homo-
ornithin- und B2-Homolysin-Vorldufern. Das Alkylazid 173 wird durch katalytische Hy-
drierung in Gegenwart von Boc, O zum Boc-geschiitzten Amin 174 reduziert. Da das Azid
unter Vermittlung eines desaktivierten Lindlar-Katalysators hydriert wird, bleibt die Cbz-
Schutzgruppe dieses B2-Homolysin-Vorliufers erhalten. Weiterhin bewirkt die Deproto-
nierung von 170b mit NaH eine intramolekulare N-Alkylierung. Das Cyclisierungsprodukt
171 wird mit LiOOH umgesetzt und nach Schutzgruppenaustausch wird (S)-Fmoc-f32-
Homoprolin (172) erhalten. Eine analoge Cyclisierung von 170a fiihrt zum fiinfgliedrigen

Pyrrolidinring des entsprechenden f2-iso-Prolins.

3.3.2.5. Aldolreaktion mit Formaldehyd/nucleophile Substitution

Auch die im Abschnitt 3.3.2.2 vorgestellte Aldoladdition von Formaldehyd an Titanenolate
kann zur a-Aminomethylierung von Carbonsduren verwendet werden. Ein Beispiel ist die
Synthese von 32-Homohistidin nach SEEBACH e al. (Schema 3.16).[1%41 Die Anwesenheit
eines nucleophilen Stickstoffs in der (1H-Imidazolyl)methyl-Seitenkette erschwert den
Aufbau dieser Aminosiure. So fiihrt eine Amidomethylierung des Titan-Enolats von 175
durch CbzZNHCH;OMe zu einem komplexen und untrennbaren Gemisch aus gewiinschtem
Produkt und einer Vielzahl von Nebenprodukten. Urséchlich dafiir ist die geringe Reakti-
vitiit des Elektrophils und eine damit einhergehende lange Reaktionszeit. Die Reaktion mit
dem reaktiveren Elektrophil 1,3,5-Trioxan fiihrt stereoselektiv und in hoher Ausbeute zum
Hydroxymethylierungsprodukt 176. Die Abspaltung vom Auxiliar erfolgt durch Umset-
zung mit Benzylalkoholat. Die Alkoholfunktion des Benzylesters 177 wird anschliefend
durch eine Mitsunobu-Reaktion in das Alkylazid 178 iiberfiihrt. Falls in umgekehrter Rei-
henfolge zunichst das Azid erzeugt und danach das Auxiliar abgespalten wird, kommt

es unter den basischen Reaktionsbedingungen zu einer Eliminierungsreaktion. Durch ka-



3.3. Enantioselektive B-Aminosiure-Synthesen 57

talytische Hydrierung in Gegenwart von Palladium auf Aktivkohle werden in einem Re-
aktionsschritt sowohl der Benzylalkohol gespalten, als auch die Azidofunktion zum Amin
reduziert. Da auch die Tritylschutzgruppe der Seitenkette unter diesen Reaktionsbedingun-
gen nur bedingt stabil ist, muss der Fortschritt der Reaktion sorgfiltig kontrolliert werden.
Ein abschlieBender Fmoc-Schutz der freien Aminosiure ergibt als Endprodukt (S)-Fmoc-
B>hHis(Trt)-OH (179).

o
N
)K/\E> 70 % )ﬁ/\[> 83 % Bno)lj/\[> 62% Ho)ﬁ/\[?
dr9:1 N

FmocHN \

Ph // T Trt

175 176:R = x 179
b)[ 177'R — 0Bn (70 %)

Schema 3.16: Synthese von B2hHis nach SEEBACH et al. durch Hydroxymethylierung und nach-
folgende nucleophile Substitution.['% a) 1. TiCly, EtzN, CH,Cl,, — 15 °C; 2. 1,3,5-Trioxan, TiCly,
-30°C — 0°C; b) BnOLi, THF, 0°C; c) DIAD, PPh3, HN3, Benzol, RT; d) 1. H,, Pd/C, EtOH,
RT; 2. FmocOSu, Na,CO3, HyO/Aceton.

3.3.3. Hydropyrimidinone als cyclische B?-Aminosiure-Vorliufer

3.3.3.1. Die Selbstregeneration stereogener Zentren (SRS)

Der stereochemische Verlauf einer Reaktion kann entweder durch U A

die asymmetrische Induktion eines chiralen Reagenzes oder durch R're + R%CHO
ein bereits im Substrat enthaltenes stereogenes Zentrum beein- )Ri -H0
flusst werden. In einem von SEEBACH als ,.Selbstregeneration U B

von Stereozentren‘ (self regeneration of stereocenters, SRS) be- R"re "
zeichneten Synthesekonzept wird hingegen das einzelne stereo- R? _

gene Zentrum einer chiralen Ausgangsverbindung zunichst um X)*\Y c

ein zweites stereogenes Hilfszentrum ergidnzt (Abbildung 3.5, R1&J > Riz
A — B).U7"l Die Einfiihrung dieses Hilfszentrums geschieht ji
substratkontrolliert diastereoselektiv, z. B durch Cyclisierung ei- 13{(*\_)( °

nes bifunktionalen Edukts A (X/Y = OH, NH,, CO,H, CONH, AR > +H0
etc.) mit einem achiralen Aldehyd zu einem cyclischen Acetal U . B
B. Im nidchsten Schritt wird das urspriingliche stereogene Zen- AR

trum entfernt (B — C) und das Intermediat unter dem Einfluf3 Abbildung 3.5.: Kon-

zept der Selbstregenera-
(z.B. durch Alkylierung eines Enolats; C — D). AbschlieBend tjon von Stereozentren

der stereogenen Hilfszentrums diastereoselektiv funktionalisiert

wird die temporire Hilfsgruppe wieder entfernt (D — E). Durch nach SEEBACH.!!77]
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diesen Kunstgriff bestimmt die Konfiguration des stereogenen Zentrums der Ausgangssub-
stanz den stereochemischen Verlauf der Reaktion, ohne dabei selbst anwesend zu sein. Das
Produkt der vierstufigen Reaktionssequenz kann wie das Edukt nur ein einzelnes stereo-
genes Zentrum enthalten, das jedoch im Vergleich zum Edukt anders substituiert, anders
konfiguriert oder sogar an einem anderen Zentralatom lokalisiert sein kann. Chirale Auxi-

liare oder chirale Reagenzien kommen nicht zum Einsatz.

3.3.3.2. B2-Aminosiure-Synthese nach dem SRS-Prinzip

Wie in Schema 3.17 skizziert, kann das SRS-Prinzip auch zur Synthese enantiomerenrei-
ner B2-Aminosiuren eingesetzt werden. Als Chiralititsquelle bietet sich die proteinogene
a-Aminosdure L-Asparagin (180) an, da sie aufgrund ihrer Seitenkettenfunktionalitét be-
reits ein B-Aminosiure-Geriist enthilt. ['78] Die entsprechende Synthesesequenz geht in
Teilen auf KONOPELSKI ef al. zuriick, 7% 184 wurde jedoch von JUARISTI et al. mo-
difiziert und erstmals zur $2-Aminosiure-Synthese eingesetzt. [!7% 1811 Durch Konden-
sation von L-Asparagin (180) mit Pivalaldehyd entsteht cis-selektiv das sechsgliedrige
cyclische N,N-Acetal 181. Der Aminostickstoff von 181 wird benzoyliert und das Pro-
dukt 182 mit Pb(OAc)s in Gegenwart einer katalytischen Menge Cu(OAc), umgesetzt.
Dabei erfolgt eine oxidative Decarboxylierungsreaktion, durch welche die Carboxylgrup-
pe entfernt und das urspriingliche stereogene Zentrum zerstort wird. Der Amidstickstoff
des erhaltenen ¢, 3-ungesittigten Dihydropyrimidinons 183 wird durch Methylierung ver-
kappt. Hierfiir wird das Amid 183 durch eine starke Base wie LDA oder n-Butyllithium

o) o}
HZNJj\r _a) )ﬁ\r HNJjWr RNﬁ
OH 98% % OH 60% %

HzN (2 Stufen) N E‘Z
o)
180

183
ER Me: 184 (83 %)

o) o o
~ \R
NN
)ﬁ )ﬁ 9) Ho R
98 % N RX = Mel N
Bz

BnBr Bz H,N
n-Bul
185 n-CgHigl R=Me:  186a, 77 %, 96.7 % de 187a, 80 %
R =Bn: 186b, 75 %, 95.5 % de 187D, 85%
R=nBu:  186c, 80 %, > 96 % de 187¢, 80 %
R = n-CgHi3: 186d, 80 %, > 96 % de 187d, 80 %

Schema 3.17: B?-Aminosiure-Synthese nach dem SRS-Prinzip mit Hilfe von Tetrahydro-
pyrimidin—4—on—lntermediaten.['7&'83] a) 1. KOH/H,0; 2.+BuCHO, MeOH, 60 °C; b) PhCOClI,
NaHCOs3, H,0, 0°C — RT c¢) [Cu(OAc),], Toluol/THF, Pyridin, 0 °C — RT, dann Pb(OAc)y,
—70°C; d) LDA, Mel, THF, -78 °C — RT; e) H, (45 atm), Pd/C, EtOAc, 45 °C; f) LDA, RX,
THE, —78°C; g) 6 N HCl in H,O, 100 °C im verschlossenen Gefif}, dann Dowex® 50WX8.
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deprotoniert und anschlieBend mit Iodmethan umgesetzt. [1831 Die Doppelbindung des
Dihydropyrimidinons 184 wird unter Palladiumkatalyse und erhdhtem H,-Druck hydriert.
Das gesittigte Tetrahydropyrimidinon 185 wird durch LDA oder LiHMDS enolisiert und
reagiert daraufthin mit Kohlenstoff-Elektrophilen diastereoselektiv zu den Alkylierungs-
produkten 186a-d. Vollstindige saure Hydrolyse von 186a-d ergibt die entsprechenden

B2-Aminosiuren 187a-d.[17%: 181, 182]

3.3.3.3. Synthese und Struktur von Tetrahydropyrimidin-4-onen

Der Tetrahydropyrimidinon-Heterocyclus kann durch Kondensation von Asparagin mit
verschiedenartigen Aldehyden erhalten werden. So ergibt die Reaktion von Pivalaldehyd
mit dem Kaliumsalz von L-Asparagin (180) in methanolischer Losung in guter Ausbeute
das Cyclisierungsprodukt 181 (Schema 3.18, oben).['8] Dessen freie Aminofunktion kann
unter Schotten-Baumann-Bedingungen als Benzylcarbamat 188 geschiitzt werden.18?]
Unter optimierten Reaktionsbedingungen lassen sich auch aromatische Aldehyde zu Te-
trahydropyrimidinonen umsetzen. Die Resonanzstabilisierung der entsprechenden acycli-

schen Schiff-Basen erschwert jedoch die Cyclisierungsreaktion, so daf i. d. R. niedrigere

0 0
a) HN b) HN
X\H oK X\N OH

o) Cbz o
181 188

(80 % von 180)

0
: ﬁ
OH —M—
HoN CO,H
o] COMe
180 190

(40 % von 180)

0] )
e) HN f) HN
R)\H oK HJ\E OH
o) 20
R = tBu: 182 (71 % von 180)
R = i-Pr: 191a (68 % von 180)
R =Ph: 191b (15 % von 180)

Schema 3.18: Diastereoselektive Kondensation von L-Asparagin mit verschiedenen Aldehyden zu
Hydropyrimidinonen.“go’ 182, 185, 186] a) 1. KOH/H,O, RT; 2. abs. MeOH, -BuCHO, Riick-
flu; b) Cbz-Cl, NaHCO3, H,O, 0°C— RT; c) p-Cl-C¢H4CH,CHO, H,O/DME, RT; d) MeO-
COClL, NaHCOs3, H>0, 0°C — RT; e) KOH/MeOH, R-CHO, RiickfluB}; f) BzCl, NaHCOs3, H,O,
0°C —RT.
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Ausbeuten erzielt werden. Beispielsweise gelang KONOPELSKI et al. die Synthese von
190 durch Umsetzung von p-Chlorbenzaldehyd mit Kalium-Asparaginat und anschlie3en-
de in situ Reaktion des cyclischen Kaliumsalzes 189 mit Methylchlorformiat (Schema
3.18, Mitte). (1851 Trotz der mit 40 % moderaten Ausbeute ist die Synthese von 190 im
Multigramm-MaBstab durchfiihrbar. Die Reaktivititsunterschiede zwischen aromatischen
und aliphatischen Aldehyden werden im direkten Vergleich besonders deutlich. JUARIS-
TI et al. setzten L-Asparagin (180) unter identischen Reaktionsbedingungen in methano-
lischer KOH-Losung mit Pivalaldehyd, Isobutyraldehyd und Benzaldehyd um (Schema
3.18, unten).!'86] Wihrend die cyclischen Derivate 182 und 191a der beiden aliphatischen
Aldehyde in guter Ausbeute erhalten werden, entsteht das cyclische Kondensationspro-
dukt 191b von Benzaldehyd nur in einer geringen Ausbeute von 15 %. Alle beschriebenen
Tetrahydropyrimidin-4-on-Synthesen verlaufen jedoch hochgradig cis-selektiv und erge-

ben diastereomerenreine Produkte.

Zur oxidativen Decarboxylierung von 182 wurden verschiedene Reaktionsvarianten er-
folgreich eingesetzt (Schema 3.19). Eine davon ist die von MCMURRY et al. fiir B-Keto-
Carbonsduren entwickelte Decarboxylierung durch Reaktion mit Pb(OAc), in Gegenwart
einer katalytischen Menge Cu(OAc),.!"8”) Unter diesen Reaktionsbedingungen wird das
Dihydropyrimidinon 183 in hoher Ausbeute erhalten.[!80- 1811 Eine Alternative zum Rea-
genz Pb(OAc), ist das Oxidationsmittel lodosobenzoldiacetat (Diacetoxyiodbenzol, DIB).
In Gegenwart von elementarem lod ergibt die Umsetzung der Carbonsdure 182 mit DIB
jedoch ein Gemisch aus Alkenon 183 und Iodalkenon 19211831891 Dag Todalkenon 192
kann allerdings nach einer Vorschrift von OLAH 1?1 bzw. Ho "1l durch Umsetzung
mit TMSI zum gewiinschten Alkenon 183 hydrodehalogeniert werden (Schema 3.20).[13%1
Die Reaktion verlduft iiber ein intermedidres Silylketenacetal, das abschliefend hydroly-
siert wird. 190 1911 Andererseits besteht auch die Moglichkeit, das Todalkenon 192 durch
Zusatz von BF3 - Et,O als alleiniges Oxidationsprodukt zu erhalten.['86] Als reaktive Spe-
zies der lodierungsreaktion wird ein Iodoniumion (I") angenommen, das elektrophil am

Alkenon 183 angreift. Aus dem intermedidren Kation C entsteht schlieBlich das Iodoenon

o o) o) . —
| Rea_knons— Verhaltnis
HN -CO, HN | HN | bedingungen 183:192  Ausbeute
OH + a) 100:0 80 %
N N N b 40 :60 /
Bz 0 Bz Bz
182

)
b)+c) 100:0 1%
b)+d) 0:100 60 %

183 192

Schema 3.19: Oxidative Decarboxylierung von 182: Ausbeute und Produktverteilung unter
verschiedenen Reaktionsbedingungen. (180, 181, 183, 186] a) [Cu(OAc);,], Toluol/THF, Pyridin,
0°C — RT, dann Pb(OAc)4, — 70°C; b) DIB/I,, CH,Cl,, RT; ¢) TMSCI/Nal, CH3CN, RT;
d) BF3 - Et,0, CH,Cl,, RT.
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o) 5 o) o) o)
-2e ® ! ©) I
HN -CO, HN | HN H -H HN |
Is) ®
XLN co  -H® X\N X\N/ X N
Bz Bz Bz Bz
C

182 183 192

O ®
-e -H
J-COQ )\

4 2
O (0] (0] (0]
HNJj <2 HN% - HN% CH3ON HN)ﬁ
. ®. ® X\ @
N N N N™ “N=
X\Bz X\Bz X\Bz Bz _\
A B D
Herkunft des lodoniumions: DIB: OY
BF3 - Et,O 0...0
) N

)Ok DiBhy, o{\I e i Bt 0
OH o~ o3

Schema 3.20: Mechanismus der oxidativen Decarboxylierung von 18231 und der Entstehung
des Todalkens 192 bei Umsetzung mit DIB/I, in Gegenwart von BFj3 - Et,0.[!86]

192. Die Entstehung des erforderlichen I7-Ton wird wie folgt erklirt: Die wihrend der
Reduktion von DIB freiwerdende Essigsaure reagiert mit DIB/I; zu Acetylhypoiodit, das
daraufhin durch BF; - Et,O aktiviert wird und I freisetzt (Schema 3.20, Kasten).[!8¢]

Da die beschriebene oxidative Decarboxylierungsreaktion auch elektrochemisch erfolgen
kann,[18% 1891 wuyrde der Reaktionsweg mit Hilfe der Cyclovoltammetrie untersucht (Sche-
ma 3.20). 18] Die gesamte Oxidationsreaktion verliuft iiber zwei aufeinanderfolgende
Einelektronen-Transfer-Reaktionen (single electron transfer, SET). Eine anodische Oxi-
dation des Carboxylats 182 ergibt zunichst ein Carboxyl-Radikal, das sofort unter Decar-
boxylierung zum C-Radikal A weiterreagiert. Nach erneutem SET entsteht das resonanz-
stabilisierte Kation B, das unter anderem mit Acetonitril zum Aminoketal D abgefangen
werden kann. Im inerten Losungsmittel Dichlormethan entsteht jedoch nach Abstraktion

eines Protons die gewiinschte ungesittigte Verbindung 183.

Eine Alternative zu der von L-Asparagin ausgehenden EPC-Synthese enantiomerenreiner
Tetrahydropyrimidin-4-one ist die Synthese der entsprechenden Racemate durch Acetali-
sierung der achiralen B-Aminosiure B-Alanin (193) (Schema 3.21 A).[179-192] SEEBACH
et al. gelang es, das aus dem f3-Alanin-Amid 197 erhaltene racemische Gemisch rac-199
durch HPL-Chromatographie an der chiralen stationdren Phase Chiralcel-OD aufzutrennen
(Schema 3.21 B).!'?3 Dieser Ansatz erdffnet somit einen direkten und kostengiinstigen

Zugang zu beiden Enantiomeren dieses Tetrahydropyrimidinons.

Tetrahydropyrimidinone sind in Form der freien Amine instabil gegeniiber Sduren. Da-

her fiihrt der Versuch einer Co-Kristallisation von rac-200 mit chiralen Sduren wie Man-
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delsdure nicht zur erhofften Ausbildung diastereomerer Salze. Stattdessen erfolgt eine
Ringoffnung zum acyclischen Imin 201 (Schema 3.21 C).!"¥2] Dieser Befund steht im
Gegensatz zur bekannten Stabilitdt der analogen fiinfgliedrigen Imidazolidinone, deren
diastereomere Salze von FITZI und SEEBACH erfolgreich durch Kristallisation getrennt

wurden. [194]

Grundlage fiir die hohe Diastereoselektivitit von Alkylierungsreaktionen mit Tetrahydro-
pyrimidin-4-on-Enolaten sind einige strukturelle Besonderheiten, die iiber die bekannte
konformative Einschrinkung sechsgliedriger Ringe hinausgehen. Die als Kondensations-
produkte von Asparagin mit Aldehyden erhaltenen 6-Carboxyderivate weisen eine cis-
Konfiguration der an die beiden stereogenen Zentren gebundenen Reste auf. Eine Rontgen-
strukturanalyse des Methylester-Derivats 202 zeigt, dal der Ring eine Boot-Konformation
einnimmt und daB die Alkylgruppe am acetalischen C?-Atom axial angeordnet ist (Abbil-
dung 3.6 A).[12l Dieser bemerkenswerte Befund ist vermutlich auf einen als ,,allylische
1,3-Spannung* (A'3 strain) bezeichneten EinfluB der N3/C*-Amidgruppe zuriickzufiihren
(fir eine Ubersicht iiber A!3-Effekte siche Lit.[1%31). Moglicherweise wird durch diese
Konformation eine effektive Konjugation zwischen der Carbonylgruppe und den freien

Elektronenpaaren der beiden ringstindigen Stickstoffatome ermoglicht.!!71 In Uberein-

A o
0 o °) R=tBuic)
a ® O b =z R=Ph: d N
HO)K/\ Hy La) \NJ\/\NH3CI /)\ \NJ\/\NAR R=Ph: d)_ 1
91 % H R” ™0 H R N
193 194 Bz
R = +Bu: 195a (60 %) R = +-Bu: rac-185 (80 %)
R =Ph: 195b (100 %) R =Ph: rac-196 (32 %)
B (0] (0] O
j\/\ e) HN)H 9) HNJS HNJS
=, %, "
HaN NHCbz g5 o, )&N >§«.kN XN
197 R Boc Boc
f)[: R=H: rac-198 (R)-199 (S)-199
R = Boc: rac-199 (91 %)
C
2 \
~ ®
N)ﬁ [H ] | NH
%N chirale Saure | \Nﬂo
H
rac-200 201

179.1921 Versuche zur Enantio-

Schema 3.21: Synthese racemischer Tetrahydropyrimidinone (A);!
merentrennung durch HPLC (B)!'*3! und durch Kristallisation (C).['82!  a) 1. MeOH, TMS-CI,
0°C — RT; 2. MeNH,, MeOH/H;0, 0°C b) R-CHO, Et3N, CH;,Cl,, RiickfluB, —-H,O; «¢)
Ph(CO),0, 180°C; d) PhCOCI, DMAP, Benzol, RiickfluB}; e) 1. Hy, Pd/C, MeOH, RT; 2. ¢-
BuCHO, CH;Cl,, Riickflu, —H,O; f) Boc,O, CH,Cl,, Riickflul; g) HPLC an chiraler statio-

ndrer Phase (Chiralcel OD, Eluent: Hexan/i-PrOH 96:4 v/v).
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stimmung mit der Festkorperstruktur des Methylesters 202 zeigen die C°- und C°-Protonen
der entsprechenden freien Carbonsiure 182 im 'H-NMR-Spektrum ein ABX-System mit
3 J-Kopplungskonstanten von 10.2 Hz (axial-axial) und 4.8 Hz (axial-dquatorial).[178- 1801

Der C3/CS-unsubstituierte Tetrahydropyrimidinon-Ring 185 nimmt eine Sessel- bzw. Um-
schlag-Konformation ein. Die fert-Butylgruppe an C? ist ebenfalls axial orientiert und
schirmt durch ihren hohen sterischen Anspruch effektiv die ihr zugewandte diastereoto-
pe Seite des Rings gegeniiber elektrophilen Angriffen ab (Abbildung 3.6 B).[7%: 1921 Gut
erkennbar ist dieser Abschirmungseftekt an der frans-Konfiguration des Alkylierungspro-
duktes 186b (Abbildung 3.6 C). Im entsprechenden Protonen-NMR zeigt die COH-C°H,-
Region 3J-Kopplungskonstanten von 6.9 und 4.3 Hz.!'"” Diese niedrigen Werte wei-
sen auf eine axialstindige Benzylgruppe am C’-Kohlenstoffatom hin, da ein axiales Pro-
ton an gleicher Position eine vergleichsweise hohere axial-axial-Kopplungskonstante von
> 10 Hz zur Folge hitte.

0 0 o
HN \N \N
202 >—<2 o 185 +< 186b #——( “Bn
BzN BzN BzN

COZMe

Abbildung 3.6.: Durch Rontgenstrukturanalyse ermittelte Festkorper-Konformationen unter-
schiedlich substituierter Tetrahydropyrimidin-4-one; blau = Stickstoff, rot = Sauerstoff. Die Struk-
turdaten wurden aus Lit. ['2! entnommen (CCDC-Hinterlegungsnummern 118438, 142239 und
142249) und mit Hilfe des Programms Mercury visualisiert.!!%¢!

3.3.3.4. Asymmetrische Synthese mit Hydropyrimidin-4-onen

Die iiberaus grofle sterische Abschirmungswirkung der axialen Alkylgruppe wird bereits
durch die hohe Diastereoselektivitit der Alkylierungsreaktionen deutlich (sieche Schema
3.17 auf Seite 58). Dariiber hinaus verlduft selbst die Protonierung von Enolaten hochgra-
dig diastereoselektiv. Dadurch sind auf einfache Weise die Epimere 203a-g der alkylierten
Tetrahydropyrimidinone 186a-g zuginglich (Schema 3.22). Somit kénnen beide Enantio-
mere einer $2-Aminosiure aus der gleichen Ausgangssubstanz erhalten werden.['8?1 Auf-
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o} OLi 0 o
“R! R! R! 1
\Njﬁ, a) \N)ﬁ/ b) \Njﬁ, 0 Ho)‘j,R
N N N
X\ Bz X\ Bz X\ Bz HaN
R = Me: 186a (186a-d)-Li 203a-d R! = Me: 204a, 80 % (2 Stufen)
R' = Bn: 186b R'=Bn: 204b, 85 % (2 Stufen)
R'=n-Bu: 186¢c d) R'=n-Bu:  204c, 80 % (2 Stufen)
R'= n-GgH3: 186d - 95 % de R = n-CgH13: 204d, 80 % (2 Stufen)

o}
R o _,
~ R
NJ\J'RZ e) Ho)‘\juRz
Sy

Bz HoN
R'=Me,R2=Bn: 205a, 96 % R'=Me, R2=Bn:  206a, 87 %
R'=Bn, R2=Me: 205b, 92 % R'=Bn, R2=Me: 206b, 86 %
R' = Me, R2 = n-Bu: 205c, 81 % R'=Me, R2 = n-Bu: 206c, 81 %
R'! = n-Bu, R2 = Me: 205d, 88 % R' = n-Bu, R2 = Me: 206d, 76 %

Schema 3.22: a-Epimerisierung 18?1 und «,a-Dialkylierung. "7l a) LDA, THF, —-78°C; b)
20 % NH4Cl-Lsg., —78°C — RT; c¢) 6 N HCI in H,O, 100°C im geschlossenen Gefil3, dann
Dowex 50WXS8; d) —20°C (20 min), dann — —78°C, RX, DMPU; e) 8 N HCI in H,O, 100-
140 °C, 45 min - 72 h, Reaktion im geschlossenen Gefili, dann Dowex® 50WX8.

grund der hohen Reaktivitit der Tetrahydropyrimidin-4-on-Enolate (186a-d)-Li ist ferner
eine o,o-Dialkylierung moglich (Schema 3.22). Die Alkylierungsreaktionen zum Auf-
bau der quartdren stereogenen Zentren in 205a-d erfolgen bei —78 °C in Gegenwart von
DMPU und zeigen in allen Fillen eine hohe Diastereoselektivitit. Bemerkenswert ist, daf3
Ausbeute und Stereoselektivitit weitgehend unabhiingig sind vom sterischen Anspruch des

Elektrophils, wie auch von dem des zuerst eingefiihrten -Substituenten. 197!

Bereits o-monosubstuierte 32-Aminosiuren konnen nur unter drastischen Reaktionsbe-
dingungen durch Hydrolyse in 6 N wissriger HCI bei 100 °C im geschlossenen Reakti-
onsgefif} aus dem Tetrahydropyrimidinon-Ring isoliert werden. Die Freisetzung der o, -
disubstituierten 2?-Aminosiuren 206a-g erfordert eine nochmals hohere Siurekonzen-

tration bei gleichzeitig hoherer Temperatur und lingerer Reaktionszeit. Dennoch wer-

88 % 80 % 61% % 66 %

61 % de (96 % ee) HeN
192 207 208 209 210

Schema 3.23: 32-Aminosiure-Synthese durch Sonogashira-Kupplung von Iod-Dihydropyrimidin-
onen. 1861 a) PACI, (8 mol %), Cul (8 mol %), PPhs, CH3CN, Ei;N, RT, 30min; b) H; (4 bar),
Pd/C, MeOH, RT, 22 h; c) H, (120bar), Raney-Ni, MeOH, 80 °C, 24 h; d)4 N HCI, MW (200 W,
98°C), 6 h.
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den sowohl die 3%-Aminosiuren 204a-d, als auch die f%?-Aminosiuren 206a-d nach

Ionenaustausch-Chromatographie in hohen Ausbeuten optisch rein erhalten.

Eine interessante Variante zur a-Funktionalisierung von 3-Alanin stellt die Sonogashira-
Kupplung des Todenons 192 mit diversen Alkinen dar (Schema 3.23).['86] Wihrend die
Dreifachbindung in der Seitenkette des Kupplungsproduktes 207 problemlos unter Palla-
diumkatalyse hydriert werden kann, erfordert die Hydrierung der ringstdndigen Doppel-
bindung den Einsatz von Raney-Nickel, sowie einen hohen Druck, erhthte Temperatur
und eine ausgedehnte Reaktionszeit. Der erzielte Diastereomereniiberschuss von 61 % ist
zwar nur moderat, aber 209 und sein entsprechendes C>-Epimer sind chromatographisch
trennbar. Saure Hydrolyse von 209 durch Erhitzen in 6 N HCI fiihrt zu einer teilweise ra-
cemisierten 32-Aminosiure 210. Die beste Kombination aus hoher Ausbeute und hoher
optischer Reinheit wird durch Umsetzung in 4 N HCI unter Mikrowellenbestrahlung er-

reicht.

Aufgrund der harschen Reaktionsbedingungen wihrend der hydrolytischen Ringspaltung
konnen Tetrahydropyrimidinone nicht zur Synthese von 32-Aminosiuren mit siurelabiler
Funktionalitidt verwendet werden. Einen Ausweg bietet der von SEEBACH et al. entwickel-
te Iminoester 211. 1931 Dieser wird durch O-Methylierung des Tetrahydropyrimidinons
199 mit Hilfe des Meerweinsalzes erhalten. Der Iminoester 211 146t sich durch LDA zum

o~ (0]
)ﬁ )j LIN)j )j Qj"\R L)» \o)ﬁ“\R
90 % X\ ® XU
Boc Boc Boc Boc 2
(S)-199 211-Li 212a-g 213a-g 214a-g
R=
\?2;“\ Ls;‘\\ AN :: \2{\\\\/ ‘26‘ \ Lﬁz\ W ‘Zgz ‘[ :] SIME3
212a(73%) 212b(95%) 212¢ (76 %) 212d (87 %) 212e (50 %)  212f (98 %) 2129 (71 %)
214a (12 %) 214b (41 %) 214c (62 %) 214d (41 %) 214e (53 %) 214f (77 %) 214g (91 %)
-y /
o” _J o /
) NP d). 9 S0
73% X\ 85 %
N BocHN
Boc Boc
212a 212h 214h

Schema 3.24: Hydropyrimidine als 32-Aminosiure-Vorliufer.!'”3  a) Me3OBF4, CH,Cl,, 0°C;
b) LDA, THF, -78°C; c) RX, -78°C — RT; d) TMS-OTf, CH,Cl,, —15°C, 12h; e) 1. TFA
3 Aq.), THF/H,0, 4°C, 4d; 2.Boc,0, EtsN, CH,Cl,, RT; f) r-BuLi, AllBr, THF, - 78 °C — RT;
g) 1. CH,Cl1,/TFA (2/1 v/v), RT, 4h; 2.2N TFA/H,0, 0°C, 4d; 3. Boc,O, CH,Cl,, RT.
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Lithium-Enaminat 211-Li deprotonieren und reagiert anschlieBend hochgradig diastereo-
selektiv mit unterschiedlichsten Elektrophilen wie Alkylhalogeniden, Aldehyden, Aldimi-
nen und Enoaten. Der methylierte Iminoester 212a kann zudem erneut deprotoniert werden
und reagiert mit Allylbromid zum quartir funktionalisierten 22-Aminosiure-Vorliufer
212h. Eine direkte und milde Hydrolyse der Alkylierungsprodukte 212a-g zu den entspre-
chenden B2-Aminosiuren ist zwar nicht moglich. Nach Abspaltung der Aminoschutzgrup-
pe konnen die deutlich labileren freien Amine 213a-g jedoch durch Behandlung mit stark
verdiinnter wissriger Trifluoressigsiure bei niedriger Temperatur in die S2-Aminosiure-
methylester 214a-g tiberfiihrt werden. Die Ringspaltung des dialkylierten Aminosédurevor-
liufers 212h zum B22-Aminosiureester 214h erfordert jedoch eine hohere Siurekonzen-

tration.

3.3.3.5. Alternative Verwendungen fiir Hydropyrimidin-4-one

In diesem Zusammenhang soll nicht unerwihnt bleiben, dafl Derivate der Hydropyrimidin-
4-one nicht nur als B2-Aminosiurevorliufer eingesetzt werden konnen. Eine weitere An-
wendungsmaoglichkeit ist beispielsweise die diastereoselektive o-Alkylierung von Aspara-
gin (Abbildung 3.7 A).!"8] Dariiber hinaus ermoglicht der hohe sterische Anspruch der
axialstdndigen acetalischen Alkyl- oder Arylgruppe den Einsatz von Dihydropyrimidin-
onen als chirale Auxiliare (Abbildung 3.7 B).[!8] Dje Reaktionsbedingungen der Acylie-
rung, Alkylierung und Auxiliar-Abspaltung dhneln denen der Evans-Auxiliare. Auch die

erzielbaren Diastereoselektivititen sind vergleichbar hoch.

Die strukturellen Eigenschaften des sechgliedrigen Ringes ermoglichen seine Verwendung
als Prolin-Mimetikum in Peptiden (Abbildung 3.7 C).!"] Ferner dient das Aminal auch
als SPPS-kompatible Dipeptidschutzgruppe, die unter mild sauren Bedingungen abspalt-
bar ist und in organischen Losungsmitteln gut 16sliche Asparagin-Derivate erzeugt. %%
SchlieBilich erwiesen sich von Formaldehyd abgeleitete Tetrahydropyrimidinone als poten-
te und selektive Matrix-Metalloproteinase(MMP)-Inhibitoren (Abbildung 3.7 D). [200]

A: B: : D: R
7 N2 ¢ 29 MeO N._O
o O FmocHN (
HN . | N
)\ $ N NG R )\ S/N
Ar” N7 YCO,R? | . \qE® Ar” N7 CO,t-Bu 0, /
COzR! N tBu " 07
a-Alkyl-Asparagin- COzMe Dipeptidschutzgruppe/ OH
Vorlaufer Auxiliar Prolin-Mimetikum MMP-Inhibitor

Abbildung 3.7.: Verwendung von Hydropyrimidinonen als «-Alkyl-Asparagin-Vorliufer (A),[!8]
als chirales Auxiliar (B), "3 als Prolin-Mimetikum ['°81 und Dipeptid-Schutzgruppe in der
Festphasen-Peptidsynthese“99] (C), sowie als MMP-Inhibitor (D).2%!
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4. Zielsetzung

Cryptophycine sind hochaktive Cytostatika, die jedoch aufgrund ihrer ausgeprigten Neu-
rotoxizitdt bislang nicht in der Krebstherapie eingesetzt werden konnen. Als makrocyc-
lische Depsipeptide bestehen Cryptophycine aus vier Hydroxy- und Aminosdurebaustei-
nen (Fragmente A —D). Diese wurden bereits in zahlreichen Studien mit dem Ziel modifi-
ziert, die Spezifitit, Stabilitit und Wasserloslichkeit des Wirkstoffes zu erhhen. 2=

Struktur-Aktivitdts-Untersuchungen an Cryptophycinen im Bereich ihres 3-Aminoséure-
fragments (Fragment C) beschriinkten sich jedoch bislang auf den Einbau achiraler 3%2-
Aminosiuren, natiirlicher «-L-Aminosiuren und deren homologer f°-Aminosiuren. In
samtlichen Studien wurden zudem ausschlieBlich Aminosduren mit unpolaren Seitenketten
als Cryptophycin-Bausteine eingesetzt. Zwar ergaben die Untersuchungen, daf} derartige
Seitenketten bis zu einem gewissen Grad unter Erhalt der Bioaktivitit toleriert werden.
Ginzlich unbekannt ist jedoch, inwiefern polare funktionelle Gruppen im Bereich des C-
Fragments die biologische Aktivitit des Wirkstoffes beeinflussen und welchen Einfluss die
Stereochemie des natiirlichen Fragment-C-Bausteins (R)-Bz—Homoalanin auf die Stabilitét
und Bioaktivitit des Cryptophycins ausiibt.

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit ist daher, die bisherigen Struktur-Wirkungs-Studien am
Fragment C des Cryptophycins zu erginzen. Zu diesem Zweck sollen chirale 32-Amino-
sduren, die eine funktionelle Gruppe in der Seitenkette tragen, als Fragment-C-Bausteine
in das Cryptophycin-Geriist eingebaut werden.

Die stereoselektive Synthese funktionalisierter 32-Aminosiuren erfordert i. d. R. eine auf-
windige Totalsynthese und stellt somit eine synthetische Herausforderung dar. Vor diesem
Hintergrund sollen Synthesemethoden erkundet werden, die mit moglichst geringem syn-
thetischen Aufwand eine moglichst groBe Anzahl divers substituierter B2-Aminosiuren
ergeben. Einerseits soll dabei eine bekannte, Evans-Auxiliar-gestiitzte Synthesesequenz
auf neuartige Substrate angewandt werden. Andererseits sollen mit 2-phenylsubstituier-
ten Tetrahydropyrimidin-4-onen alternative 32- Aminosiure-Vorliufermolekiile entwickelt
werden, die im Gegensatz zu bekannten analogen Systemen auch die Synthese polar funk-

tionalisierter und orthogonal geschiitzter 32-Aminosiuren erlauben.

Die effektive Synthese einer Bibliothek unterschiedlich funktionalisierter Cryptophycin-
Fragment-C-Analoga erfordert eine Synthesestrategie, welche die Anzahl der Synthese-

schritte minimiert. Daher soll ein einheitliches Cryptophycin-Vorldufermolekiil entwickelt
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werden, das die Cryptophycin-Fragmente A, B und D enthélt und den raschen Einbau
verschiedener B2-Aminosiurebausteine in das Depsipeptidgeriist erlaubt. Dariiber hinaus
ist ein effektiver Zugang zu groeren Mengen der Cryptophycin-Fragmente A, B und D
erforderlich, deren Synthese entsprechend optimiert werden soll.

Neben strukturellen Modifikationen, welche die intrinsische Tumorselektivitdt von Cryp-
tophycinen erhohen, besteht ferner die Moglichkeit einer Konjugation des Wirkstoffes mit
tumor-targeting-Gruppen. Eine entsprechende Ligationsreaktion muss jedoch aufgrund der
Labilitit insbesondere der benzylischen Epoxidfunkton unter vergleichsweise milden Be-
dingungen erfolgen. In Vorversuchen sollen daher Reaktionen erprobt werden, die eine
Verbindung von Cryptophycinen mit anderen Molekiilen iiber eine im C-Fragment einge-
fiihrte funktionelle Gruppe erméglichen.

Wihrend die beiden im Cryptophycin-Ring enthaltenen Esterbindungen bereits in vorher-
gehenden Struktur-Aktivitdts-Studien gegen Amid-, Ether- oder C-C-Einfachbindungen
ausgetauscht wurden, waren die im Naturstoff enthaltenen Amidbindungen bislang nicht
Gegenstand derartiger Untersuchungen. Im Rahmen dieser Arbeit soll daher die Amid-
Bindung zwischen den Fragmenten B und C gegen einen 1,4-disubstituierten Triazolring
ausgetauscht werden. Die Aminofunktion des -Aminosidure-Fragments C wird hierzu
durch eine Azidofunktion ersetzt, die Carbonsdurefunktion des ¢-Aminosidure-Bausteins

Fragment B durch ein terminales Alkin.



5. 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one als

B2-Aminosiurevorlaufer

5.1. Problemstellung und Syntheseplanung

,Klassische* Tetrahydropyrimidin-4-one (Schema 5.1 B) weisen als 32-Aminosiurevor-
laufer zahlreiche Vorteile auf. So sind ihre Enolate gegeniiber unterschiedlichsten Elektro-
philen reaktiv und entsprechende Alkylierungsreaktionen verlaufen hochgradig diastereo-
selektiv. Im Verlauf der 32-Aminosiuresynthese wird zudem — bedingt durch das Synthe-
seprinzip — auf den Einsatz chiraler Auxiliare verzichtet. Die $2-Aminosiure kann jedoch
i.d. R. nur durch Hydrolyse in konzentrierter wissriger Mineralsdure bei hohen Tempera-
turen und ggf. unter hohem Druck aus dem Heterocyclus isoliert werden. Derart drastische
Reaktionsbedingungen schrinken die Anwendungsmoglichkeiten der Substanzklasse deut-
lich ein. Wiinschenswert wére daher ein unter neutralen oder mild basischen Reaktions-
bedingungen spaltbares Tetrahydropyrimidinon-Derivat. Dieses konnte einen Zugang zu
B 2_Aminosiuren mit siurelabil geschiitzten Funktionalititen eroffnen, wie sie in Festpha-
senpeptidsynthesen nach der Fmoc/s-Bu-Strategie verwendet werden. Im Idealfall blieben

dabei die genannten Vorteile der Tetrahydropyrimidinone erhalten.

Seit langem bekannt ist die selektive Spaltbarkeit Urethan-funktionalisierter Imidbindun-
gen im mild basischen Milieu. Bekannteste Anwendung ist die Spaltung der Bindung
zwischen Evans-Auxiliaren und entsprechenden N-Acylgruppen (Schema 5.1 A). Ein am
N3-Amidstickstoffatom mit einer Urethan-Schutzgruppe funktionalisierter Tetrahydropy-

R X S LN
. _ . o
07 "NYR2 LIOOH, 0" "NH + HO™ “R? \Njﬁ»R ®
Hs0 A
R % Sy e
R R Bz R’
c o o
M Jl g o) Th o) 0
R20” NN i e Ha, Pd/C .
){1 LiOOH HO)H/\_!}I_:‘"‘NJ\ORZ — 2 T HO)H/\NHZ
Ph gb R'" &bz M - 3, - COz, - HoNCO, =
Z

Schema 5.1: Struktur- und Reaktivititsvergleich acylierter Evans-Auxiliare (A), klassischer Tetra-

hydropyrimidinone (B) und moglicher Carbamat-funktionalisierter Tetrahydropyrimidinone (C).
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rimidin-4-on-Ring wiirde das Strukturmotiv eines solchen N-acylierten Evans-Auxiliars
nachahmen (Schema 5.1 C). Entsprechend modifizierte Ringe sollten daher regioselek-
tiv unter den gleichen Reaktionsbedingungen gedffnet werden konnen, die auch zur Ab-
spaltung eines Evans-Auxiliars fithren. Wenn, wie in Schema 5.1 C gezeigt, an Stelle ei-
nes Pivalaldehyd-Aminals ein Benzaldehyd-Analogon eingesetzt wird und das N'-Amino-
stickstoffatom dariiber hinaus als Benzylcarbamat geschiitzt ist, sollte die entsprechende
B2-Aminosiure unter den neutralen Reaktionsbedingungen einer katalytischen Hydrierung

freigesetzt werden konnen.

5.2. Synthese racemischer

2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one

Da bislang keine effiziente Strategie zur Synthese 2-phenylsubstituierter Tetrahydropyri-
midin-4-one bekannt ist, wurde zunichst erkundet, auf welchem Weg diese Substanzen als

racemisches Gemisch ausgehend von 3-Alanin (193) erhalten werden konnen.

Vorab wurde eine im LabormalBstab praktikable Syntheseroute fiir das als Ausgangsverbin-
dung benétigte B-Alaninamid 215 ausgearbeitet. Dies war erforderlich, da in entsprechen-

den Literaturvorschriften [193]

gasformiger Ammoniak eingesetzt wird, dessen Handha-
bung einen unverhiltnisméfig hohen apparativen Aufwand erfordert. Die Aminofunktion
von -Alanin (193) wurde zunichst unter Schotten-Baumann-Bedingungen Cbz-geschiitzt,
die geschiitzte Aminosdure 197 anschliefend durch Ethylchlorformiat aktiviert und mit
wissriger Ammoniak-Losung zum Amid 215 umgesetzt. Die hohe Wasserloslichkeit des
Amids 215 erschwert zwar seine Isolierung aus wissriger Losung, so da} die Substanz
nur in einer Ausbeute von 57 % erhalten wurde. Dennoch ist 215 auf diesem Wege im

Multigramm-Mafstab zugéanglich.

Die palladiumkatalysierte Hydrogenolyse der Cbz-Schutzgruppe von 215 in methanoli-
scher Losung ergibt das entsprechende freie Amin, dessen direkte Umsetzung mit Benz-
aldehyd in guter Ausbeute zur resonanzstabilisierten Schiff-Base 216 fiihrt (Schema 5.2).
Zwar sind in der Literatur Beispiele bekannt, wie derartige Imine durch Umsetzung mit
Sdurechloriden oder -anhydriden in ihre cyclischen Tautomere iiberfithrt werden
konnen. ['21 Entsprechende Versuche zur Cyclisierung von 216 in Gegenwart der Siu-
rechloride Cbz-Cl und Phenylacetylchlorid fiihrten jedoch unter verschiedenen Reaktions-
bedingungen zu unvollstindigem Umsatz oder zu komplexen Produktgemischen.

Als geeignetere Ausgangssubstanz erwies sich Cbz-geschiitztes 3-Alaninamid (215), das
unter zwei verschiedenen Reaktionsbedingungen zum Tetrahydropyrimidin-4-on 218 cyc-
lisiert wurde. Zum einen gelang die p-Toluolsulfonsadure-katalysierte Umsetzung von 215

mit Benzaldehyd-Dimethylacetal (217) in siedendem Toluol, indem das wihrend der Reak-
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0 0 o) o)
b ,d
HO)K/\NHZ 2 HO)K/\NHCbz o H2NJ\/\NHCbz L HZNJ\/\NAPh
89 % 57% 67 %
193 197 215 216
O— |e), 73%
Ph oder
217 0— |f), 86% 9)
0 o) 0
CszJj i) HN% h) BocNJj
Ph)\N 88 % Ph)\N 95 % Ph)\N
Cbz Cbz Cbz
220 218 219

Schema 5.2: Synthese Carbamat-geschiitzter 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one. a) Cbz-Cl,
NaOH, H;0, 0°C — RT; b) 1. CICO,Et, EsN, THF, —15°C; 2. NH4OH, — RT; c) Hy, Pd/C,
MeOH, RT; d) PhCHO, Toluol, 110°C, Wasserabscheider; e) 217, [p-TsOH], Toluol, 110°C,
azeotrope Destillation; f) 217, BF; - Et,O (2 Aq.), CH,Cl,, RT; g) Cbz-Cl, DMAP, Toluol, 110°C
oder CH,Cl,, RT; h) Boc,O, [DMAP], CH3CN, RT; i) 1. n-BuLi, THF, - 78 °C; 2. Cbz-Cl, RT.

tion entstehende Methanol durch azeotrope Destillation aus dem Reaktionsgleichgewicht
entfernt wurde. Da der Ringschluss durch ,,Umacetalisierung® des Acetals zum N,N’-
Aminal erfolgte, wurde die Bildung eines resonanzstabilisierten linearen Imids vermie-
den. Eine hohere Ausbeute wurde jedoch erzielt, indem das wihrend der Kondensation
entstehende Methanol durch Reaktion mit Bortrifluorid-Diethyletherat chemisch irreversi-
bel gebunden wurde, wobei fiir einen vollstindigen Umsatz insgesamt zwei Aquivalente
BF;5 - Et;O erforderlich waren. Die Cyclisierungsreaktion verlief bei Raumtemperatur so-
wohl im polaren Losungsmittel Acetonitril, als auch im unpolaren Losungsmittel Dichlor-
methan schnell und vollstindig. Die Ausgangssubstanz 215 war in beiden Losungsmitteln
zunichst schwer 16slich, ging jedoch unmittelbar nach Zugabe von BF3 - Et,O rasch in
Losung — wahrscheinlich infolge der Ausbildung des entsprechenden BF3-Addukts. Nach
wassriger Aufarbeitung konnte der Heterocyclus 218 sowohl chromatographisch, als auch
durch Umkristallisation aus EtOAc/Hexan gereinigt werden. Somit ist 218 ohne Chromato-
graphie in einer dreistufigen Synthese ausgehend von 3-Alanin (193) zugénglich. Die Sub-
stanz ist gegeniiber Luftfeuchtigkeit hydrolysestabil und auch bei Raumtemperatur iiber
mehrere Jahre problemlos lagerfihig.

Die Bortrifluorid-vermittelte Variante der Ringschlussreaktion gelang in vergleichbarer
Ausbeute durch Umsetzung von 215 mit Benzaldehyd. Hingegen schlugen alle Versuche
fehl, 215 in Gegenwart von BF; - Et;O mit Acetophenon-Dimethylketal zu einem cycli-

schen Aminal umzusetzen.

Die cyclische Struktur von 218 und dessen damit einhergehende Chiralitidt wurde durch
NMR-spektroskopische Analyse bestitigt. Das 'H-NMR-Spektrum von 218 enthilt vier
einzelne ddd-Signale, die den vier ringstindigen, diastereotopen Methylenprotonen ent-
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sprechen. Das charakteristische Signal des benzylischen Methin-Protons weist in CDCl3
eine chemische Verschiebung von 6.66 ppm auf, wihrend die Signallage des Amidprotons

in hohem Maf3e von der Probenkonzentration abhidngt und Werte von 6.5-8.0 ppm erreicht.

Verschiedene Methoden wurden erprobt, um die fiir eine selektive Spaltung des Tetrahy-
dropyrimidin-4-on-Rings erforderliche Urethanschutzgruppe am N3-Amidstickstoffatom
einzufithren. Der Boc-Schutz gelang nach einer Vorschrift von GREHN et al. [2°!! durch
DMAP-katalysierte Umsetzung des Amids 218 mit Di-tert-butyldicarbonat (Boc,0O) in tro-
ckenem Acetonitril. Der vollstandig geschiitzte Heterocyclus 219 wurde in guter Ausbeute
als farbloses, hochviskoses Ol erhalten. Zur Einfiihrung einer Cbz-Schutzgruppe an glei-
cher Position wurde das Amid 218 zunéchst mit n-Butyllithium in das Lithiumsalz iiber-
fiihrt und anschlieBend mit Benzylchlorformiat umgesetzt. Das N,N’-Cbz-geschiitzte De-
rivat 220 wurde daraufhin in einer Ausbeute von 88 % als hochviskoses Ol isoliert.

Zahlreiche Signale innerhalb der 'H-NMR-Spektren der N,N’-diacylierten Heterocyclen
219 und 220 zeigen eine ausgeprigte Signalverbreiterung. Zuriickzufiihren ist dieses Pha-
nomen auf die Existenz mehrerer, auf der NMR-Zeitskala schnell ineinander iiberfiihrba-
rer Ring-Konformere. Hinweise auf die konformative Flexibilitdt derartiger Ringe liefer-
ten bereits die stark variierenden Festkorperstrukturen literaturbekannter, unterschiedlich
substituierter Tetrahydropyrimidin-4-on-Derivate.*?! Das "H-NMR-Spektrum der Boc-
geschiitzten Verbindung 219 wird durch die Neigung des fert-Butylcarbamats zur Ausbil-
dung zweier stabiler Rotamere zusitzlich verkompliziert. Im '*C-NMR-Spektrum von 219

wird die Boc-Rotamer-Bildung durch einen doppelten Signalsatz angezeigt.

5.3. Synthese enantiomerenreiner

2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one

5.3.1. Derivate zur Racematspaltung

Anders als in der Literatur fiir 2-fert-Butyltetrahydropyrimidin-4-one beschrieben, 193]
blieben Versuche zur Enantiomerentrennung der 2-Phenylderivate 218 und 219 durch HPL-
Chromatographie an einer chiralen Phase erfolglos. Weder mit einer Chiralcel OD®-Sule,
noch mit einer Chiralpak AD®-Siule konnte eine Trennwirkung erzielt werden (Elution je-
weils mit 2-Propanol/Hexan-Gemischen). Daher wurde versucht, das racemische Gemisch

des Heterocyclus auf alternativen Wegen in trennbare Derivate zu iiberfiihren.

5.3.1.1. Substrate fiir eine enzymatische kinetische Racematspaltung

Eine vielfach angewandte Methode zur Trennung enantiomerer Carbonsdureamide oder

-ester ist die enzymatische kinetische Racematspaltung. Haufig werden Hydrolasen, wie
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z.B. Candida antarctica Lipase B (CAL-B), zur enantioselektiven Spaltung von (Fett-
sdure-)Estern verwendet. Aufgrund ihrer geringen Substratspezifitit bei gleichzeitig hoher

Enantioselektivitit stellen derartige Enzyme wertvolle ,,chirale Katalysatoren® dar.

In Schema 5.3 sind zwei Beispiele fiir die enzymatische Enantiomerentrennung racemi-
scher Amide durch Lipasen skizziert.[2%-293] In beiden Fillen weisen die zu trennenden
Substrate dhnliche Strukturmotive auf, wie das 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-on 219. Die
Ausgangsverbindungen rac-221 und rac-224 sind jeweils cyclische Amide, deren ring-
standige stereogene Zentren an einem zum Amidstickstoff benachbarten Kohlenstoffatom
lokalisiert und mit einer Arylgruppe substituiert sind. Eine enzymspaltbare Esterbindung
wird jeweils dadurch eingefiihrt, dal zundchst der Amidstickstoff in einer Kaliumcarbonat-
katalysierten Reaktion mit Formaldehyd hydroxymethyliert wird. AnschlieBend wird die
freie Hydroxylfunktion acetyliert. Das S-Enantiomer des Acetoxymethylen-substituierten
B-Lactams 223 wird durch Umsetzung mit CAL-B (E.C. 3.1.1.3) in wassergesittigtem
Diisopropylether in die Hydroxymethylenverbindung (S)-222 iiberfiihrt, wihrend das En-
antiomer (R)-223 innerhalb der Reaktionszeit von 8 h nur geringfiigig umgesetzt wird. 29!
Die chromatographisch trennbaren Substanzen (5)-222 und (R)-223 werden beide in ho-
her optischer Reinheit erhalten. Ahnlich verliuft die kinetische Racematspaltung des cycli-
schen Harnstoffs 224, der zunéchst regioselektiv an einem der beiden Stickstoffatome acet-
oxymethyliert wird. Als Enzym wird in diesem Fall AMANO CE-Lipase eingesetzt, die in
einem Diisopropylether/Phosphatpuffer-Gemisch bei einem pH-Wert von 7 innerhalb von
72 h den Ester des (S)-Enantiomers von 226 zum freien Alkohol (S)-225 hydrolysiert. 2031

A
Ph Ph Ph Ph Ph
a) b) c) i
ﬂ;{ N L) o, +
NH  ~80% N_. _OH 70% N._OAc N._OH N._OAc
g g O S ~ G ~ G ~
(S)

rac-221 rac-222 rac-223 -222 (R)-223
49 %, 98 % ee 48 %, >99 % ee

B
02N OgN OgN 02N \© OgN
a) _b ), : N
~ 80 % ~ SN A~
| NH | N“OH (2 stufen) | N~ “OAc IN OH | N~ "OAc
N’l*o N’go N/gO N’go N/go
H H H H H

rac-224 rac-225 rac-226 (S)-225 (R)-226
49 %, 96 % ee 45 %, 98 % ee

Schema 5.3: Literaturbeispiele fiir die enzymatische kinetische Racematspaltung phenylsubstitu-
ierter Lactame mit Hilfe von Lipasen. (29> 2931 a) CH,0, [K,CO3], H,O/EtOH, RiickfluB; b) Ac-
Cl, CH,Cl, bzw. THF, Et3N, 0°C — RT; c¢) CAL-B, H,O/i-Pr,0, 8 h, RT; d) Amano CE-Lipase,
Dextran (260 kDa), i-Pr, O/Phosphat-Puffer (pH 7), 72 h, RT.
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o) 0 o) 0 o)
HN a _ HON b) AcO” N ° 4 HO™ N AcO” N
S ﬂujx)ﬁ 1% S L ’ )\
Ph” N PR~ N PR N Ph” N
Cbz Cbz

PR N
Coz Coy (2 Stufen) Cbz

rac-218 rac-227 rac-228 (R)-227 (S)-228

Schema 5.4: Versuch der enzymatischen kinetischen Racematspaltung eines 2-Phenyltetrahydro-
pyrimidin-4-ons durch Novozym-435. a) 37 % wissr. CH,0O, EtOH, [K,COs], 1 h RiickfluB3, dann
RT, 2.5d; b) Ac,0, EtsN, DMAP, CH,Cl,, RT; c) Novozym 435%, i-Pr,O/H,0, 7d, RT.

Nach erfolgter Racematspaltung wird der Hydroxymethylen-Substituent in beiden vorge-
stellten Féllen durch Behandlung mit wissriger Ammoniak-Losung entfernt, so dal die

freien Lactame 221 und 224 schlieflich in enantiomerenreiner Form erhalten werden.

In Analogie zu den literaturbekannten Vorschriften wurde das in Ethanol geloste Tetra-
hydropyrimidin-4-on rac-218 in Gegenwart einer katalytischen Menge Kaliumcarbonat
hydroxymethyliert (Schema 5.4). Der Formaldehyd wurde dabei in Form einer 37 %igen
wassrigen Losung eingesetzt. Die Reaktion wurde zunichst durch Erhitzen unter Riick-
fluB initiiert, anschlieBend aber bei RT fortgesetzt, um Nebenreaktionen durch Solvolyse
des Aminals zu vermeiden. Auch nach mehrtigigem Riihren bei RT verblieb jedoch eine
geringe Menge der Ausgangssubstanz rac-218 im Reaktionsgemisch. Da rac-218 und das
Hydroxymethylierungsprodukt rac-227 nicht chromatographisch trennbar sind, wurde das
erhaltene Rohprodukt direkt in der nachfolgenden Acetylierungsreaktion eingesetzt. Die-
se erfolgte durch Umsetzung von rac-227 mit Essigsdureanhydrid in Gegenwart der Base
Triethylamin und des Acylierungskatalysators DMAP. Das Acetylierungsprodukt rac-228
wurde nach chromatographischer Reinigung in guter Ausbeute erhalten.

In einer ersten Testreaktion wurde untersucht, inwieweit der Ester rac-228 als Substrat fiir
eine Lipase-katalysierte Hydrolysereaktion geeignet ist. Zu diesem Zweck wurde rac-228
bei Raumtemperatur in wassergesittigtem Diisopropylether mit auf Acrylharz immobili-
sierter Candida antarctica Lipase B (Novozym 435®, ALDRICH) inkubiert und der Re-
aktionsfortschritt durch analytische RP-HPLC kontrolliert.! Wie der Zusatz des internen
Standards Phenolphtalein zeigte, waren jedoch selbst nach einer Inkubationszeit von sie-
ben Tagen bei RT noch 83 % der urspriinglich eingesetzten Eduktmenge vorhanden. Ein
Umsatz von rac-228 zum deacetylierten Produkt konnte nicht beobachtet werden. Statt-
dessen erfolgte innerhalb der langen Reaktionszeit eine allmihliche Solvolyse des Edukts
zu verschiedenen Zersetzungsprodukten, die nicht ndher charakterisiert wurden. Zwar be-

steht die Moglichkeit, dal rac-228 durch ein anderes bzw. durch ein nicht immobilisiertes

I Die verwendete Novozym 435®-Charge wurde zuvor erfolgreich zur kinetischen Racematspaltung von

1-Phenylethanol eingesetzt. Als Substrat diente rac-1-Phenylethanolpentanoat.
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Enzym umgesetzt werden kann. Weitere mogliche Variablen der Reaktionsfithrung sind
die Zusammensetzung des Losungsmittel-Gemischs, sowie Temperatur und pH-Wert der
Reaktionsmischung. Angesichts des zu erwartenden hohen zeitlichen Aufwands wurde die
Durchfiihrung entsprechender Reaktivititsstudien jedoch zunéchst zugunsten vielverspre-

chenderer Alternativen zuriickgestellt.

5.3.1.2. Diastereomerentrennung durch fraktionierte Kristallisation

Racemische Tetrahydropyrimidin-4-one sind in Form ihrer freien Amine sidurelabil und
konnen daher nicht mit chiralen Carbon- oder Sulfonsduren in entsprechende diastereo-
mere Salze iiberfiihrt werden.!'8?] Die N!-urethangeschiitzten Heterocyclen zeigen jedoch
eine hohe Kristallisationsneigung. Daher wurde versucht, mit Hilfe einer chiralen Urethan-

Schutzgruppe am N'-Stickstoff fraktioniert kristallisierbare Diastereomere zu erhalten.

Das Tetrahydropyrimidin-4-on rac-218 wurde zunichst durch Palladium-katalysierte Hy-
drogenolyse der Cbz-Schutzgruppe in das freie Amin rac-229 tiberfiihrt. Der Reaktionsver-
lauf muss jedoch sorgfiltig durch Diinnschichtchromatographie verfolgt werden, da ldn-
gere Reaktionszeiten zu einer Ringspaltung unter Freisetzung von f3-Alaninamid fiihren.
Diese Nebenreaktion wird auch durch polare Losungsmittel wie Methanol oder Wasser be-
giinstigt, weshalb die katalytische Hydrierung in wasserfreiem THF durchgefiihrt wurde.
Ein vollstindiger Umsatz wird innerhalb von ca. vier Stunden erreicht. Das freie Amin
rac-229 wurde durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan gereinigt. Der entschiitz-
te Heterocyclus rac-229 ist zwar hinreichend stabil, um an der Luft gehandhabt zu wer-
den. Aufgrund seiner Hydrolyseempfindlichkeit sollte er jedoch unter Feuchtigkeitsaus-
schluss gelagert werden. Unter Zutritt von Luftfeuchtigkeit entwickelt das ungeschiitzte

Amin rac-229 innerhalb kurzer Zeit den charakteristischen Geruch von Benzaldehyd.

Unter Schotten-Baumann-Bedingungen wurde das Amin rac-229 in wissrigem Dioxan
und in Gegenwart von Natriumhydrogencarbonat mit (1R,25,5R)-Menthylchlorformiat
(230) vollstindig zu den diastereomeren Menthylcarbamaten 231a/b umgesetzt. Eine chro-
matographische Trennung von 231a und 231b ist weder an Kieselgel, noch durch analy-

O O

b), quant.
HN a) HN dann:c), 16 % P oder
T B ey )\

Cbz H 0 ’
rac-218 rac-229 .
oo
230 231a

Schema 5.5: Uberfiihrung des Racemats rac-218 in diastereomere Carbamate und deren teilweise
Trennung durch fraktionierte Kristallisation. a) Hp, Pd/C, abs. THF, 4 h, RT; b) 230, NaHCOs,
Dioxan/H»0O, 0 °C — RT; c¢) fraktionierte Kristallisation aus Toluol/Hexan.

231b
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tische RP-HPLC moglich. Versuche einer fraktionierten Kristallisation ergaben hingegen,
dal die erste aus einem Toluol/Hexan-Gemisch isolierbare Kristallfraktion diastereome-
renrein ist. Die isomerenreine Substanz fillt jedoch auch nach Umkristallisation aus ver-
schiedenen Losungsmittelgemischen lediglich in Form mikroskopisch kleiner Nadeln an.
Diese sind aufgrund ihrer geringen Grofe fiir eine Aufkldarung der relativen Konfigurati-
on durch Rontgenstrukturanalyse ungeeignet. Demgegeniiber enthilt die in Form grofler
Plattchen isolierte Hauptkristallfraktion ein 1: 1-Diastereomerengemisch. Da das Isome-
rengemisch 231a/b eine im Vergleich zu den Reinsubstanzen 231a und 231b hohere Kris-
tallisationsneigung aufweist, konnte nur eines der Diastereomere in geringer Menge op-
tisch rein erhalten werden. Die Protonen-NMR-Spektren des [someren-Gemisches und der
erhaltenen Reinsubstanz unterscheiden sich nur marginal, da simtliche Signale der beiden

Isomere 231a/b einander iiberlappen (siehe Abbildung 5.1).

(0]

0

HNJj : HNJj :

Ph\“LN ; PR” N ;
o)\o“'g o)\

231a/b - —
(1:1-Gemisch)
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e
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
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Abbildung 5.1.: "H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl3) des Diastereomerengemischs 231a/b.
VergroBert dargestellt sind ausgewihlte Signale der diastereomerenreinen Kristallfraktion (obere

Reihe) und des kristallisierten 1 : 1-Diastereomerengemischs (untere Reihe).
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5.3.2. Diastereoselektive Synthese ausgehend von L-Asparagin

5.3.2.1. Diastereoselektiver Ringschluss

Entsprechend dem Prinzip der Selbstregeneration stereogener Zentren (SRS)!'77 wurde
versucht, optisch reine 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one durch BF; - Et;O-vermittelte
Kondensation von L-Asparagin-Derivaten mit Benzaldehyd-Dimethylacetal zu erhalten.
Da die freie Carboxylfunktion der Ausgangsverbindung N*-Cbz-L-Asparagin (232) im
Verlauf der Kondensation zu Nebenreaktionen fiihrt, wurde sie zundchst mit Allylbromid
in DMF in Gegenwart von KHCO3 zum Allylester 233 umgesetzt. Analog zur Synthe-
se der racemischen Verbindung rac-218 aus dem B-Alaninamid 215 reagiert 233 in Ge-
genwart von BF3 - EtpO mit Benzaldehyd-Dimethylacetal (217) zum cyclischen Aminal
234. Lediglich die fiir eine vollstindige Reaktion benétigte BF3-Menge ist im vorliegen-
den Fall deutlich groBer. Da bei Raumtemperatur ein komplexes Produktgemisch entsteht,
wurde die Reaktion bei tieferen Temperaturen durchgefiihrt. Benzaldehyd-Dimethylacetal
(217) und BFj3 - Et;O wurden hierbei nacheinander zu einer auf —30 °C vortemperierten
Suspension des Allylesters 233 in Dichlormethan gegeben. Aufgrund der niedrigen Re-
aktionsgeschwindigkeit wurde die Reaktionsmischung anschlieBend auf —15 °C erwérmt.
Nach einer Reaktionszeit von 16 h konnte das gewiinschte Produkt 234 in guter Ausbeute
isoliert werden. Allerdings erwies sich die Diastereoselektivitit der Kondensationsreak-
tion als gering. Beide moglichen Diastereomere 234a/b entstanden in einem Verhiltnis
von 64 :36, wobei das Diastereomerengemisch durch Sdulenchromatographie an Kiesel-
gel trennbar war (Eluent: EtOAc/Hexan). Als erstes wurde das Hauptprodukt 234a eluiert
([a]BT in CHCl3: + 12.1), als zweites das in geringerem Umfang entstehende Diastereomer
234b ([«]B" in CHCl3: —23.5). Aufgrund ihrer groBen strukturellen Ahnlichkeit erforderte
die Trennung der beiden Isomere jedoch eine ausreichend dimensionierte Siule, sowie die
Elution durch einen Losungsmittelgradienten. Die Produkte 234a und 234b wurden beide
in Form hochviskoser Ole erhalten.

o) o) o) dr o)
64 :36
H:N _8) _ HN _b)81% HN , BN
68 % — l2r les 25 |65
coarin N O oty N OA! F)h_<o o ZRALS oan T A28 AES ol
o) o) o— Cbz o) Cbz o)
232 233 217 234a 234b

Schema 5.6: Diastereoselektive Synthese von 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-onen nach dem
SRS-Prinzip. a) AllBr, NaHCO3;, DMF, RT, 48h; b) 217, BF;-Et,O (6Aq.), CH,Cl,,

-30°C ——15°C, 16h; anschlieBend chromatographische Diastereomerentrennung.
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Abbildung 5.2.: Postulierte Konfiguration von 234a und 234b auf Grundlage der im '"H-NMR-
Spektrum auftretenden 3J-Kopplungskonstanten des an C> und C° lokalisierten ABX-Systems.

5.3.2.2. NMR-spektroskopische Analyse der Diastereoselektivitat

Auf Grundlage literaturbekannter Untersuchungen zur Molekiilgeometrie strukturell dhn-
licher Verbindungen konnen Riickschliisse auf die Konfiguration der beiden Produkte 234a
und 234b gezogen werden. So ist bekannt, dal 2-tert-Butyl- und 2-iso-Propyl-substituierte
Tetrahydropyrimidinone, die am C® eine Carboxyl- oder Carboxymethylfunktion enthal-
ten, im Festkorper und in Losung eine Bootkonformation einnehmen (siche z. B. Methyl-
ester 202 in Abbildung 3.6 auf Seite 63).[1°?1 Weiterhin fiihrt ein Austausch der rert-Butyl-
gruppe als C2-Substituent gegen einen Phenylring nur zu einer marginalen Konformations-
dnderung.!'9?! Daher sollte die Carboxyallylfunktion am C®-Kohlenstoff des (25,65)-kon-
figurierten Isomers 234b bevorzugt dquatorial und das Proton am gleichen C-Atom axial
angeordnet sein (Abbildung 5.2 B). Die daraus resultierende vicinale Kopplung mit dem
axialstindigen Proton am benachbarten C°-Kohlenstoff miisste sich in einer vergleichswei-
se grofen Kopplungskonstante von > 10 Hz duBern. In der Tat erreicht die entsprechen-
de Kopplungskonstante im Fall von 234b mit 10.8 Hz einen fiir axial-axial-Kopplungen
charakteristischen Wert. Die axial-iquatoriale Kopplung des gleichen C°-Protons mit dem
dquatorialen C°-Proton weist eine deutlich niedrigere Kopplungskonstante von 6.0 Hz auf.
Somit kann dem Nebenprodukt 234b die (2S5,65)-Konfiguration zugeordnet werden. Das
(2R,65)-Epimer sollte demgegeniiber eine Konformation bevorzugen, bei der die Ester-
funktion am C®-Kohlenstoff axialstindig und das C®-Proton #quatorialstindig ist (Abbil-
dung 5.2 A). Folgerichtig sind die Kopplungskonstanten fiir die 3/-Kopplungen des CS-
Protons mit den benachbarten C3-Protonen beim Hauptprodukt 234a relativ klein. Wih-
rend eine der beiden Kopplungskonstanten einen Wert von 7.3 Hz erreicht, konnte der Wert
der zweiten Konstante infolge einer Signalverbreiterung nicht exakt ermittelt werden. Qua-
litativen Betrachtungen zufolge diirfte ihr Wert jedoch ebenfalls deutlich unter 10 Hz lie-
gen (vgl. Abbildung 5.3, oben). Diese Ergebnisse bestitigen die dquatoriale Position des
C°-Protons von 234a und damit die (2R,6S5)-Konfiguration dieses Diastereomers.
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Entsprechend den vorgestellten Ergebnissen verlduft die Bortrifluorid-vermittelte Ring-
schlussreaktion mit vergleichsweise geringer trans-Selektivitit. Dies steht im Gegensatz
zu literaturbekannten Cyclisierungen, die hochgradig cis-selektiv erfolgen. Die Literatur-
synthesen erfolgen jedoch i. A. sdurekatalysiert und in refluxierenden Losungsmitteln. Im
Zuge einer Gleichgewichtsreaktion entsteht dabei bevorzugt das thermodynamisch stabile-
re cis- bzw. like-Produkt. Im vorliegenden Fall bindet jedoch das Reagenz Bortrifluorid das

bei der Kondensationsreaktion freigesetzte Methanol irreversibel und verhindert so eine
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Abbildung 5.3.: 'H-NMR-Spektren (250 MHz, DMSO-dg) der diastereomeren Cyclisierungspro-
dukte; oben: (2R,65)-konfiguriertes Hauptprodukt 234a, unten: (2S5,65)-konfiguriertes Nebenpro-
dukt 234b.
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Gleichgewichtseinstellung. Zudem begiinstigt die niedrige Temperatur der Reaktionsmi-
schung eine kinetisch kontrollierte Reaktion und somit die Entstehung des aus sterischen

Griinden bevorzugten trans- bzw. unlike-Isomers (2R,6S)-234a.

5.3.2.3. Oxidative Decarboxylierung und Réntgenstrukturanalyse

Der als Hauptprodukt der Ringschlussreaktion erhaltene Allylester 234a wurde mit dem
Ziel umgesetzt, ein kristallines und zur Rontgenstrukturanalyse geeignetes Derivat zu er-
halten. Die auf Grundlage NMR-spektroskopischer Daten getroffenen Aussagen iiber die
Konfiguration des acetalischen stereogenen Zentrums von 234a und 234b sollten dadurch

bestitigt oder widerlegt werden.

Zur Abspaltung der Allylester-Schutzgruppe wurde 234a in Gegenwart des Palladium(0)-
Katalysators Pd(PPhs)4 mit Morpholin umgesetzt. Nach einstiindiger Reaktion wurde die
Carbonsdure 235 durch wissrige Aufarbeitung aus der Reaktionsmischung isoliert. Zwar
konnte 235 auch chromatographisch gereinigt werden. In der Folgereaktion wurde die Sub-
stanz jedoch direkt als Rohprodukt eingesetzt. Fiir eine Rontgenstrukturanalyse erwies sich
die Carbonsiure 235 als ungeeignet, da die Substanz lediglich als amorpher Feststoff er-
halten wurde und zudem in Losung nur bedingt stabil war, was ausfiihrlichere Kristallisa-

tionsversuche verhinderte.

GemiB einer Vorschrift von JUARISTI et al.['%0! wurde 235 oxidativ decarboxyliert (Sche-
ma 5.7). Durch Umsetzung mit Diacetoxyiodosobenzol (DIB) in Gegenwart von Iod und
BF; - Et;O entstand dabei das Iodalken 236 (zum Mechanismus siehe Seite 59ff). Auf-
grund seiner hohen Kristallisationsneigung konnte 236 nur mit Miihe chromatographisch
gereinigt werden. Bereits eine einfache Umkristallisation aus Ethylacetat ergab farblose
Kristalle, die einer Rontgenstrukturanalyse unterzogen wurden. Da 236 mit lod ein hin-
reichend schweres Atom enthilt, gelang die Bestimmung der absoluten Konfiguration
dieser Substanz auf Grundlage der anomalen Rontgenbeugung. Dieser Effekt beruht auf
der Einstrahlung von Rontgenstrahlen mit einer Frequenz nahe der Anregungsfrequenz
des Schweratoms. Durch Absorption der Strahlung erfolgt eine Phasenverschiebung der
von dieser Atomsorte ausgehenden Streustrahlung (anomale Dispersion). Intensitdtsabwei-

chungen der Streustrahlung erméglichen es, zwei Enantiomere zu unterscheiden. [204- 2051

0 o) 0
[Pd(PPhs)4], Morpholin 1. DIB, Ip, CH,Cly, RT, 4 h |
HN THF,RT, 1h HN 2.+ BF; Et,O,RT,1h HN |
T o SNy O 58 % (2 Stufen) NN
Cbz o) Cbz o) Cbz
234a 235 236

Schema 5.7: Entschiitzung und Decarboxylierung/lodierung von 234a.
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Abbildung 5.4.: ORTEP-Darstellung der durch Rontgenstrukturanalyse ermittelten Festkorper-
struktur von 236. Die Ellipsoide entsprechen einer Elektronen-Aufenthaltswahrscheinlichkeit von

50 %; schwarz = Kohlenstoff, rot = Sauerstoff, blau = Stickstoff, magenta = lod.

Die in Abbildung 5.4 gezeigte Festkorperstruktur von 236 bestitigt die vorhergesagte (R)-
Konfiguration des stereogenen Zentrums. Der sechsgliedrige Dihydropyrimidinon-Ring
nimmt eine Umschlag- bzw. abgeflachte Bootkonformation ein. Wihrend fiinf der sechs
ringstindigen Atome anniihernd planar angeordnet sind, ragt das C?-Atom mit dem axial-

standigen Phenylsubstituenten aus dieser Ebene heraus.

Das (2R)-konfigurierte und N'-Cbz-geschiitzte Todid 236 zeigt zudem als Losung in Chlo-
roform bei einer Wellenldnge von A = 589 nm einen negativen spezifischen Drehwert von
—183.5 (c = 1.02), wihrend das literaturbekannte, N!-benzoyl-geschiitzte (2S)-Enantiomer
unter gleichen Bedingungen rechtsdrehend ist (+258.7, ¢ = 1).[186]
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5.3.2.4. Selektive Hydrierung der ringstiandigen Doppelbindung

Das enantiomerenreine 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-on (R)-218 ist formal durch Hy-
drierung und Hydrodehalogenierung des o,-ungesittigten a-Iodo-Lactams 236 zuging-
lich. Beide Reduktionsreaktionen miissen jedoch chemoselektiv in Gegenwart der N'-Cbz-
Schutzgruppe und der acetalischen C2-Phenylgruppe durchgefiihrt werden. Daher kann im
vorliegenden Fall keine konventionelle katalytische Hydrierung an Palladium angewandt
werden, wie sie z. B. zur Synthese 4-fert-butylsubstituierter Tetrahydropyrimidinone aus

Dihydropyrimidinonen eingesetzt wurde.!17% 181]

Ein vergleichbares synthetisches Problem losten BELLA HO>_(IX X = Br, Cl
et al., indem sie a-Halogen-substituierte, o,fB-ungesittigte R 07 g R=Alkyl, Al
it Ni i . NiClp, NaBH

Lactone durch Umsetzung mit NiCl,/NaBH, in THF/Me {T'HF?Me%H,‘b -G 10 min
thanol in einem Schritt zu vollstindig gesittigten Lactonen HO
hydrierten/hydrodehalogenierten (Abbildung 5.5).12%¢] Be- >—(1l\ 70-90 %

: . o R 0%
reits zuvor wurden dhnliche Reagenzkombinationen zur Hy-
drierung olefinischer Doppelbindungen in ungesittigten Es- Abbildung 5.5.: Chemo-
tern, >’ sowie zur Hydrodehalogenierung aliphatischer Ha- selektive Reduktion c,f-un-

logenalkane, 28] yic-Dibromide und o-Haloketone!2%°] ver-  gesittigter und  a-Halogen-
substituierter Lactone durch

wendet. Generell reagieren Nickel(II)-Salze wie NiCl, oder
Ni, B/NaBH,.[20¢]

Ni(OAc), mit NaBHy in wissriger oder alkoholischer Lo-

sung unter lebhafter Entwicklung von Wasserstoff zu einem schwerloslichen schwarzen
Feststoff, der in erster Niherung als Nickelborid (Ni,B) angesehen werden kann. 2191 Die
Umsetzung erfolgt vermutlich gemiB folgender Reaktionsgleichung: 2!

NiX2 + 2NaBH4 +4.5 H2O — 0.5 NizBl +1.5 H3BO3 +6.25 HZT + 2 NaX.

Das so erhaltene Nickelborid erreicht als Hydrierungskatalysator eine mit Raney-Nickel
vergleichbare Aktivitit. ?!°1 Bereits die im Verlauf der Nickelborid-Fillung entwickelte

Wasserstoffmenge ist daher ausreichend fiir eine effektive Hydrierungsreaktion.

Analog zu den beschriebenen Literatursynthesen wurde das lodalken 236 in einem Metha-
nol/THF-Gemisch unter Eiskiihlung mit drei Aquivalenten Ni(OAc), -4 H,0 und neun

Aquivalenten NaBH,4 umgesetzt (Schema 5.8). Bereits nach einer Reaktionszeit von 10 min

0 0
JU | Ni(OAc)* 4 H,0/NaBH,
HNK | MeOH/THF, 0 °C, 10 min HNK
PR N 7% PR N
Cbz Cbz
236 (R)-218

Schema 5.8: Chemoselektive Reduktion des 5-lod-Dihydropyrimidin-4-ons 236 zum gesittigten
Tetrahydropyrimidin-4-on (R)-218.
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ergab eine Reaktionskontrolle durch Diinnschichtchromatographie den vollstandigen Um-
satz zum gewiinschten Tetrahydropyrimidinon (R)-218. Zur Abtrennung enthaltener Salze
wurde die Reaktionsmischung in Ethylacetat aufgenommen und durch Celite filtriert. Nach
chromatographischer Reinigung wurde (R)-218 in einer Ausbeute von 77 % isoliert. Die
NMR-spektroskopischen Daten der enantiomerenreinen Substanz entsprechen denen des
zuvor dargestellten Racemats rac-218. Aus einer unvollstindigen Reaktion resultierende
Nebenprodukte wie das entsprechende lodalkan oder das dehalogenierte Dihydropyrimi-
dinon konnten weder isoliert, noch in der gereinigten Substanz nachgewiesen werden. Die
optisch aktive Verbindung (R)-218 weist einen [a]gT—Wert von — 110 (c = 0.84 in CHCl3)
auf. Da vergleichbare Substanzen bislang synthetisch nicht zugénglich waren, sind keine

entsprechenden Literaturwerte bekannt.

5.4. Diastereoselektive Alkylierung

Als Testsystem fiir Alkylierungsstudien wurde zunichst die gut zugingliche racemische
Verbindung rac-219 verwendet. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des N3-Urethan-
funktionalisierten Tetrahydropyrimidinons mit einem acylierten Evans-Auxiliar wurde zu-
nichst NaHMDS als Enolisierungs-Base in Betracht gezogen. Bei einer Reaktionstempe-
ratur von — 78 °C und nachfolgender Umsetzung mit dem Elektrophil Benzylbromid konn-
te jedoch keinerlei Reaktion beobachtet werden. Auch der Zusatz von Natriumiodid zum
Reaktionsgemisch erbrachte keine Reaktivititssteigerung. Anstelle eines Alkylierungspro-

duktes wurde jeweils die Ausgangsverbindung 219 zuriickerhalten.

Auch in Gegenwart der analogen Lithiumbase LiIHMDS erfolgte bei einer Temperatur der
Reaktionsmischung von —78 °C keinerlei Umsatz. Erst oberhalb von —55 °C wurde eine
Alkylierungsreaktion beobachtet, wenngleich der Umsatz auch nach mehr als 20 Stunden
Reaktionsdauer unvollstindig blieb. Der Zusatz des polaren Co-Solvens 1,3-Dimethyl-2-
oxo-hexahydropyrimidin (DMPU) 221 bewirkte jedoch bei —55 °C innerhalb von 16 h
eine vollstindige Umsetzung. Unter diesen Reaktionsbedingungen zeigten die Alkylhalo-
genide Methyliodid, Benzylbromid, Allybromid und Bromessigsdure-fert-butylester ver-

(0] (0} Produkt ‘ R= Ausbeute de
1. LIHMDS, THF, -78 °C R
BocN 2. Rlx, THF/DMPU, - 55 °C BocN h rac-237a | Me 97 %  90.0 % ('H-NMR)
) B rac-237b | Bn 79% 95.2% (HPLC)
PR N PR N rac-237c | All 73% 90.8% (HPLC)
Cbz Cbz (2S,5R)-237d | CH,CO,t-Bu 94% 89.2% (HPLC)

rac- oder (S)-219 237a-d

Schema 5.9: Diastereoselektive Alkylierung des 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-ons 219.
RX = Mel, BnBr, AllBr, BrCH,CO,¢-Bu.
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Abbildung 5.6.: Ermittlung des Diastereomerenverhiltnisses von rac-237a durch Integration der
Methylsignale im 'H-NMR-Spektrum (250 MHz, CDCl3).

gleichbare Reaktivititen. Sdmtliche Alkylierungsprodukte 237a-d wurden in guter Aus-
beute als hochviskose Ole erhalten (Schema 5.9). Auch die beobachteten Diastereomeren-
tiberschiisse erreichten bei allen der vier eingesetzten Elektrophile mit 89.2 %—95.2 % de
ein vergleichbar hohes Niveau. Das Isomerenverhiltnis des Methylierungsprodukts 237a
wurde durch Integration der Methylprotonen-Signale im 'H-NMR-Spektrum ermittelt. Die
beiden Dubletts bei 1.06 ppm fiir das Hauptisomer und 1.14 ppm fiir das Nebenprodukt
sind Basislinien-getrennt und liegen im Verhiltnis 95.0: 5.0 vor (Abbildung 5.6). Die Dia-
stereomeren-Verhiltnisse der drei iibrigen Alkylierungsprodukte 237b-d konnten durch
analytische RP-HPLC ermittelt werden (Abbildung 5.7). Sie erreichen Werte von 97.6:2.4
(237b), 95.4:4.6 (237¢) und 94.6 : 5.4 (237d). Keines der erhaltenen Diastereomerenpaare

war durch Chromatographie an Kieselgel trennbar.

Unabhingig von der Struktur des Elektrophils konnte in keinem Fall ein o,c-dialkyliertes
Produkt nachgewiesen werden, weder in NMR-Spektren, noch durch ESI-Massenspek-
trometrie. Fraglich ist lediglich, ob im Rahmen der Umsetzung mit Bromessigsdure-tert-
butylester eine Seitenkettenalkylierung aufgetreten ist. Zwar konnte auch das mogliche
Seitenkettenalkylierungsprodukt 237e nicht im ESI-Massenspektrum nachgewiesen wer-
den. Im analytischen HPL-Chromatogramm des Produktgemischs von 237d tritt jedoch
ein zusitzliches Signal auf, welches auf ein im Vergleich zu den Monoalkylierungspro-
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dukten unpolareres Nebenprodukt hindeutet (Abbildung 5.7 unten).

Bislang wurden keine kristallinen Derivate der Alkylierungsprodukte 237a-d erhalten,
weshalb eine Analyse des stereochemischen Verlaufs der Alkylierungsreaktion durch Ront-
genstrukturanalyse nicht moglich war. Neben dem racemischen Tetrahydropyrimidinon
rac-219 wurde daher auch die enantiomerenreine Verbindung (S)-2192 als Edukt einer
Umsetzung mit Bromessigsdure-tert-butylester eingesetzt. Ziel war die Synthese eines op-
tisch reinen B2-Homoaspartat-Derivats. Ein Vergleich des spezifischen Drehwertes der so
erhaltenen f32-Aminosiure mit dem des literaturbekannten Enantiomers ['7%! ergab, daf
die Alkylierung von 219 im Gegensatz zu Alkylierungsreaktionen literaturbekannter Te-

trahydropyrimidinone nicht trans-, sondern cis-selektiv erfolgt (sieche Abschnitt 5.5).

Erste Hinweise auf die Richtung der Diastereoselektivitét liefert bereits ein Vergleich der
'"H-NMR-Spektren der Alkylierungsprodukte 237a-d mit denen literaturbekannter Alky-
lierungsprodukte (vgl. Abbildung 5.8). Aufgrund der Umschlag- bzw. Bootkonformation
der alkylierten Tetrahydropyrimidinone 186a-d und 203a-d (vgl. Festkorperstruktur von
186b in 3.6 auf S. 63) ergeben sich fiir die >J-Kopplungskonstanten innerhalb des ABX-
Systems der drei Protonen an C> und C® charakteristische Werte. Diese lassen Riickschliis-
se auf die relative Konfiguration der beiden stereogenen Zentren des sechsgliedrigen Rin-
ges zu (vgl. Abbildung 5.8 A).

Trotz der im Vergleich zu 186a-d zusiitzliche eingefiihrten Urethan-Schutzgruppe am N3-
Stickstoffatom der Verbindungen 237a-d entsprechen die jeweiligen 'H-NMR-Spektren
im Bereich der C’H- und C®H,-Signale einander weitgehend. Jedoch gleichen die hohen
3 J-Kopplungskonstanten innerhalb des ABX-Systems der drei Protonen an C> und C° von
237a-d nicht denen der frans-konfigurierten Substanz 186d. Vielmehr dhneln sie denen der
durch Epimerisierung von 186d erhaltenen, cis-konfigurierten Verbindung 203d!!°7! (siehe
Abbildung 5.8 A/B). Der hohe Wert der *J,x-Kopplungskonstante von ca. 10-11 Hz indert
sich auch dann nicht, wenn die Boc-Schutzgruppe am N3-Stickstoff durch Behandlung mit
TFA entfernt wird, wie z. B. im Fall des entschiitzten Derivats 238b.[213]

Einen weiteren Hinweis auf die mogliche cis-Konfiguration der Alkylierungsprodukte
237a-d liefern die chemischen Verschiebungen der Methylsignale der Methylierungspro-
dukte cis-237a und trans-237a. So ist das CHs-Signal des Hauptprodukts cis-237a ge-
geniiber dem Signal des Epimers frans-237a hochfeldverschoben (1.08 ppm vs. 1.14 ppm,
siehe Abbildungen 5.6 A und 5.8 D). Auch das literaturbekannte cis-Epimer 203a weist
gegeniiber dem priméren trans-Methylierungsprodukt 186a ein Signal bei htherem Feld
auf (1.10 ppm vs. 1.25 ppm, siehe Abbildung 5.8 C).['8%] Erkldren I4Bt sich dieser Effekt

durch eine erhohte magnetische Abschirmung des C°-Methylsubstituenten innerhalb der

2 Bei Einfithrung einer Boc-Schutzgruppe am N3-Stickstoffatom von (R)-218 indert sich gemiB den CIP-
Regeln der stereochemische Descriptor, so daf3 als Produkt (5)-219 erhalten wird.
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Abbildung 5.7.: Ermittlung der Diastereomerenverhiltnisse der Alkylierungsprodukte 237b-d
durch analytische HPLC (Detektion durch UV-Absorptionsmessung bei A = 254 nm). In allen Roh-
produktgemischen konnte kein restliches Edukt 219 (Retentionszeit 31.3 min) detektiert werden.



5.4. Diastereoselektive Alkylierung 89

A . B o}
CsH13 3 R R? R' R? Suax Bsx
5,:; 6H13 53 : °N ‘X 237a Boc Me n.a. 7.8 Hz
: N HAVB 237b Boc Bn 10.5Hz 7.0 Hz
B 5 : HB 238b H Bn 10.9 Hz n.a.
Bz H Bz H Csz‘\/

186d 203d 237c Boc All 10.2 Hz 8.0 Hz
237d Boc CH,CO,t-Bu 11.5 Hz 8.0 Hz

SJAX =59 Hz BJAX =9.6 Hz '
SUgx = 3.7 Hz SUgx = 6.8 Hz } n.a. = nicht aufgeldst
cC © )O i D 0 0
\CH H ! \CH H
SN oy e SN oy ; BooN” ¢ BocN CHa
2s 2s 1 ar
N N 3 N 5:95 N
Bz Bz ; Cbz Cbz
186a (trans) 203a (cis) : trans-237a cis-237a
3(CH3) = 1.25 ppm 8(CH3) = 1.10 ppm ' 8(CH3) = 1.14 ppm 8(CH3) = 1.06 ppm

Abbildung 5.8.: Vergleich 'H-NMR-spektroskopischer Daten der literaturbekannten Tetrahydro-
pyrimidinone 186d/203d und 186a/203a mit denen der alkylierten 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-
one 237a-d und 238b. A/B: Kopplungskonstanten des C7—C%-ABX-Systems;!!%7- 2131 C/D: Che-
mische Verschiebungen des Signals eines Methylsubstituenten an C3.1182]

cis-Diastereomere durch den rdumlich niheren C2-Substituenten.

Der stereochemische Verlauf einer Alkylierung

des N3-methylierten Tetrahydropyrimidinons 185 A - - X ou
wird mit dem sterischen Anspruch der axial po- )N\Jﬁ =

sitionierten tert-Butylgruppe am C2-Kohlenstoff- e 18;5\‘%_

atom begriindet (vgl. Abbildung 5.9 A). Deren -

axiale Orientierung wird darauf zuriickgefithrt, oLi oL
daB die entsprechende Ringkonformation eine ef- BooN™ X o N
fektive Konjugation der freien Elektronenpaare ph)\N a o§( //\o ‘S;LE
der Stickstoffatome mit der C*-Carbonylgruppe 21;:.?_? o

ermoglicht, [179]

ist der N3-Stickstoff jedoch nicht methyliert,

Innerhalb des Heterocyclus 219
Abbildung 5.9.: Mogliche Konfor-

mationen der Enolate 185-Li(A) und

sondern durch eine Boc-Schutzgruppe verkappt. 219-Li (B), sowie bevorzugte Angriffs-

Zwar deuten die in Abbildung 5.8 aufgefiihr-
ten Parallelen zwischen den 'H-NMR-Spektren
von 237a-d und 186a-d an, daB die C2-Phenylgruppe sowohl innerhalb der Alkylie-
rungsprodukte 237a-d, als auch innerhalb der Ausgangssubstanz 219 bevorzugt axi-

richtungen eines Elektrophils E*.

al orientiert ist. Die groBen Alkylreste der N'- und N3-Urethan-Funktionen innerhalb
von 219 konnten jedoch den zur C2-Phenylgruppe entgegengesetzten Halbraum des
Tetrahydropyrimidinons-Ringes abschirmen. Vermutlich iibertrifft der sterische Anspruch

der Urethan-Schutzgruppen denjenigen des flachen und daher nur bedingt raumerfiillen-
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den C2-Phenylsubstituenten. Der Angriff eines Elektrophils wiirde daher aus dem gegen-
iiber literaturbekannten Beispielen entgegengesetzten Halbraum erfolgen (vgl. Abbildung
5.9B). Eine partielle Abschirmung der Angriffsseite durch den C2-Phenylsubstituenten
wiirde die im Vergleich zur Alkylierung von 185 verringerte Diastereoselektivitit der Alky-
lierungsreaktion erkliren. Uber die bislang diskutierten sterischen Einfliisse der Urethan-
funktionen hinaus ist zudem eine zusétzliche intramolekulare Komplexierung des Lithium-
Kations innerhalb des Enolats 219-Li durch ein Sauerstoffatom der benachbarten N3-Boc-
Schutzgruppe denkbar. Ein derartiger Chelatkomplex wiirde die Enolat-Konformation sta-
bilisieren. Fraglich ist jedoch, in welchem Ausmaf eine solche Komplexierung in Gegen-

wart des deaggregierend wirkenden Reagenzes DMPU auftritt.

Der entscheidende Einflul von N-Acylsubstituenten auf die Stereoselektivitit der Reaktio-
nen fiinf- und sechsgliedriger N,N- und N, O-Acetal-Derivate ist literaturbekannt (fiir eine
Ubersicht siehe Lit.[?'*). So zwingen N-Acylgruppen die (Alkyl-)Substituenten benach-
barter Kohlenstoffatome aus ihrer bevorzugten dquatorialen in eine (quasi-)axiale Position.
Entsprechend schirmen die C-Alkyl- und die N-Acylsubstituenten entgegengesetzte Sei-
ten der Ringebene rdumlich ab. Im Falle fiinfgliedriger N,N- und N, O-Acetale wird dabei
infolge der hohen Ringspannung eine deutliche Pyramidalisierung der Amidstickstoffe be-
obachtet, welche bei den flexibleren sechsgliedrigen Ringen deutlich geringer ausgepragt
ist. Die maximale im Festkorper beobachtete Auslenkung eines N-Atoms aus der von sei-
nen Substituenten aufgespannten Ebene betriigt bei fiinfgliedrigen cyclischen N-Acetalen
ca. 0.4 A und bei den entsprechenden Sechsringen ca. 0.1 A 214 m Gegensatz zu N-
Acyl-2-tert-butyltetrahydropyrimidin-4(1H)-onen ist die fert-Butylgruppe in den analogen
sechsgliedrigen O, O-Acetalen nicht axial, sondern dquatorial angeordnet. Folglich verlau-

fen Alkylierungen der entsprechenden Enolate mit moderater cis-Selektivitit.[?!3]

5.5. Ringoffnung und Isolierung der B>-Aminosiure

Das alkylierte Tetrahydropyrimidinon (2S5,5R)-237d wurde durch Umsetzung mit Lithium-
hydroperoxid regioselektiv zur Carbonsidure 239 gedffnet (vgl. Schema 5.10). In einem
Temperaturbereich von 0 °C bis 20 °C lduft die Reaktion innerhalb von vier Stunden voll-
standig ab. Zwar wurde die offenkettige Verbindung 239 fiir analytische Zwecke durch
Saulenchromatographie gereinigt. Die Substanz zersetzt sich jedoch bei Zutritt von Luft-
feuchtigkeit innerhalb weniger Wochen zur N-Cbz-geschiitzten Aminosadure und sollte da-
her unmittelbar weiter umgesetzt werden. Das durch palladiumkatalysierte Hydrierung von
239 erhaltene freie Amin wurde nicht isoliert, sondern direkt als Rohprodukt mit FmocOSu
in das entsprechende Urethan iiberfiihrt. Nach wissriger Aufarbeitung und sdulenchroma-
tographischer Reinigung wurde (R)-Fmoc-B%hAsp(Oz-Bu)-OH (240) in einer Ausbeute
von 67 % iiber zwei Stufen erhalten. Fiir die optisch aktive Aminosdure 240 wurde ein
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o)
- (0} NHBoc (0]
BocN” ™" CO,t-B a : b), ¢
o K)ﬁ B D o Npn | 29 o NHFmoo
PR N Cbz 67 %
Cbz CO4t-Bu 3 Stufen CO,t-Bu
(25,5R)-237d 239 240

Schema 5.10: Ring6ffnung und Isolierung der 3 2_Aminosdure. a) LiOH/H,0,, THF/H,O,
0°C — RT, dann Na;SO3; b) Hp, Pd/C, MeOH, RT; c¢) FmocOSu, NaHCO3, Aceton/H,O, RT.

spezifischer Drehwert von —1.2 (¢ = 1.00 in Chloroform) ermittelt. Demgegeniiber wird
der Drehwert der literaturbekannten Aminosiure (S)-Fmoc-BZhAsp(Oz-Bu)-OH von SEE-
BACH et al. mit + 1.4 (c = 1.20 in Chloroform) angegeben. '’ Die ermittelte optische
Aktivitdt des Endprodukts 240 stimmt mit dessen erwarteter optischer Reinheit von 89 %
iberein. Der Erwartungswert leitet sich aus dem bekannten Diastereomereniiberschuss des
Alkylierungsproduktes (2S,5R)-237d ab. Weiterhin stimmen die NMR-spektroskopischen
Daten von 240 mit denen des literaturbekannten (S)-Enantiomers iiberein. Damit konnte
sowohl die Identitét, als auch die (R)-Konfiguration von 240 nachgewiesen und gleich-
zeitig der in Abschnitt 5.4 hergeleitete stereochemische Verlauf der Alkylierungsreaktion
bestitigt werden. Erstmals wurde somit eine 32-Aminosiure mit polar funktionalisierter
und sédurelabil geschiitzter Seitenkette diastereoselektiv aus einem Tetrahydropyrimidinon

erhalten.






6. Fragment-C-funktionalisierte

Cryptophycin-Analoga

6.1. Syntheseplanung

Aufschlussreiche Erkenntnisse tiber Struktur-Aktivititsbeziehungen von Cryptophycinen

im Bereich des C-Fragments sind erst nach Untersuchung einer groleren Anzahl unter-

schiedlicher Cryptophycin-Analoga zu erwarten. Im Interesse einer effizienten Synthese

sollte daher die Anzahl der fiir jedes einzelne Analogon benétigten Reaktionsschritte auf

ein Minimum reduziert werden. Vor diesem Hintergrund erscheint der Einsatz eines ge-

meinsamen Cryptophycin-Vorldufermolekiils wie 241 sinnvoll, das bereits die tibrigen drei

Cryptophycin-Fragmente A, B und D enthélt (Schema 6.1). Die freie Carboxylfunktion

jedes modifizierten C-Fragments muf3 dadurch lediglich mit der Hydroxylfunktion die-

ses DAB-Segments verestert werden. Der Abspaltung der Amino- und Carboxylschutz-

gruppe im seco-Depsipeptid folgt ein Ringschluss durch Makrolactamisierung. Unter An-

.
o)
HO)S/\NHFmoc
R

OH
Diol-Epoxid-

Transformation ﬂé/\/[o HNI\\©:Cl
A0 >

Ringschluss +
Acetonid-Spaltung

Ester-

= (0]
Synthese 0 0O0._0O HN ,\\\\©:CI
> 0 o;\o o~
o)\[R kCC|3
NHFmoc

Schema 6.1: Retrosynthese Fragment-C-funktionalisierter Cryptophycin-Analoga.
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wendung der von MOHER et al. ausgearbeiteten Makrolactamisierungsmethode!®! lassen
sich die beiden Entschiitzungsschritte und der Ringschluss in einem Arbeitsgang zusam-
menfassen (vgl. Seite 35, Tabelle 2.2, Eintrag 2). Zu diesem Zweck wird die Carboxyl-
gruppe des DAB-Segments 241 als Trichlorethylester geschiitzt und die entsprechende
B2-Aminosiure in Fmoc-geschiitzter Form eingesetzt. Die Hydrolyse des Fragment-A-
Acetonids und eine anschlieende dreistufige Transformation des freien Diols zum Epoxid
nach SHARPLESS[®?] und HOARD®! (Seite 28, Schema 2.4) vervollstindigen die Cryp-
tophycin-Synthese. Die 32-Aminosiure-Bausteine werden somit in nur sechs aufeinander-

folgenden Schritten zum entsprechenden Cryptophycin-Analogon umgesetzt.

Als potentielle Fragment C-Bausteine eines Cryptophycins miissen 32-Aminosiuren ei-
nige Voraussetzungen hinsichtlich ihrer Stabilitdt und Reaktivitit erfiillen. So miissen die
funktionellen Gruppen ihrer Seitenketten gegeniiber den Reaktionsbedingungen stabil sein,
die im Verlauf der Cryptophycin-Totalsynthese auftreten. Diese umfassen eine Carbodi-
imid-vermittelte Estersynthese, den Piperidin-vermittelten Ringschluss unter Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe des C-Fragments und Aminolyse des Trichlorethylesters am Frag-
ment B, sowie die saure Hydrolyse des benzylischen Acetonids am Fragment A. Zudem
darf die Fragment-C-Seitenkette den Verlauf der Diol-Epoxid-Transformation nicht be-
eintrichtigen und sollte ggf. die basische Verseifung eines Formiats im protischen Milieu
tolerieren. Dariiber hinaus sollten die am Fragment C eingefiihrten Funktionalitdten nicht
mit den iibrigen funktionellen Gruppen des Cryptophycins reagieren, sondern vielmehr in
deren Gegenwart modifizierbar sein. Die hohe Reaktivitit des benzylischen Epoxids und
des a,B-ungesittigten Amids im Fragment A sind dabei ebenso zu beriicksichtigen, wie
die Hydrolyseempfindlichkeit der Esterbindung zwischen den Fragmenten C und D. Im
Idealfall sollte die zusétzliche Funktion eine Verkniipfung des Cryptophycin-Analogons
mit Molekiilen erlauben, die zur Erhohung der Wirkstoffspezifitit oder zur Aufklidrung des
Wirkmechanismus beitragen. Denkbar ist eine Konjugation iiber Ester- oder Amidbindun-

gen, sowie durch Cycloadditionen oder regioselektive Kreuzmetathese.

Cryptophycine mit hydroxylfunktionalisierter Fragment-C-Seitenkette erscheinen zwar im
Hinblick auf mogliche Konjugationsexperimente attraktiv, sind jedoch hinsichtlich ihrer
Synthese und chemischen Stabilitidt problematisch. Mit dem Einsatz der f3-Aminosiure
Isoserin wiirde eine sekundédre Hydroxylfunktion eingefiihrt, die eine im Vergleich zu den
intermedidren Hydroxylgruppen des A-Fragments @hnliche Reaktivitit aufweist und da-
her ein aufwindiges Schutzgruppenkonzept erfordert. Das ¢-hydroxymethylen-funktiona-
lisierte B2-Homoserin neigt dagegen zur Eliminierung von H,O, was zum gleichzeitigen
Verlust der funktionellen Gruppe und der stereochemischen Information fiihrt. Ein ver-
langerter Alkyl-Linker zwischen Cryptophycin und Hydroxylgruppe ist ebenfalls keine
Alternative. Bei einer Linkerldnge von zwei bis vier Methyleneinheiten koénnte die freie

Hydroxylfunktion die Fragment-C-D-Esterbindung nucleophil angreifen und somit den
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Schema 6.2: Denkbare Ring6ffnung des Cryptophycin-Makrocyclus durch Umesterung.

Makrocyclus unter Ausbildung eines fiinf-, sechs- oder siebengliedrigen Lactonrings 6ff-
nen (Schema 6.2). Noch lingere Linker vermindern hingegen hiufig Aktivitit und Spezi-
fitdt eines Wirkstoffs. Dariiber hinaus sind gingige Hydroxylschutzgruppen (fert-Butyl-,
Benzyl-, PMB- und Silylether, sowie Acetate und Benzoate) nicht uneingeschriankt kom-

patibel zur geplanten Totalsyntheseroute.

Im Gegensatz dazu konnen carboxylfunktionalisierte Seitenketten als Allylester geschiitzt
werden. Die Allylschutzgruppe sollte die gesamte Cryptophycin-Synthesesequenz unbe-
schadet tiberstehen und auch ihre Pd(0)-katalysierte Spaltung diirfte gegeniiber dem Cryp-
tophycin-Molekiil kompatibel sein. Vor einer weiteren Derivatisierung sollte die Bioak-
tivitdt entsprechender Cryptophycin-Allylester durch in vitro-Cytotoxizititstests evaluiert
werden, um den Einflul der vermutlich unter physiologischen Bedingungen spaltbaren
Allylesterfunktion zu untersuchen. Als Vergleichssubstanzen bieten sich neben den freien
Carbonsduren auch Allylether-substituierte Cryptophycin-Analoga an. Letztere enthalten
eine unter physiologischen Bedingungen nicht spaltbare Allylfunktion und ergiinzen da-
mit die Struktur-Aktivititsstudie. Dariiber hinaus kann die endstindige Doppelbindung vor
dem Einbau in das Depsipeptid vielfiltig modifiziert werden — sei es durch Kreuzmetathese
oder Epoxidierung, oxidative Spaltung oder katalytische Hydrierung.

Neben Allylestern sind auch Propargylester, -amide und -carbamate von Interesse, da sie
unter milden Reaktionsbedingungen eine Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung mit
Azid-funktionalisierten Molekiilen ermoglichen. 212171 Fiir die kupferkatalysierte Vari-
ante der Huisgen-1,3-dipolaren Cycloaddition wurde von SHARPLESS die Bezeichnung
,.Click-Reaktion* geprigt.[>'8] Als Kupplungsprodukt entsteht ein unter physiologischen
Bedingungen inerter, 1,4-disubstituierter 1,2,3-Triazol-Ring.?'%-21°1" Ebenso denkbar ist
die komplementédre Verkniipfung eines Azid-funktionalisierten Cryptophycins mit sub-
stituierten Alkinen. Alkylazid-substituierte 2-Aminosiurevorliufer sind literaturbekannt
und gut zuginglich. 121711 Daher liegt es nahe, B%-Aminosiuren mit Alkylazid-Seiten-
ketten direkt als C-Fragmente einzusetzen. Durch Click-Derivatisierung eines Alkylazid-
substituierten Cryptophycins kann mit verhdltnismiBig geringem Aufwand eine Biblio-
thek Triazol-substituierter Cryptophycin-Derivate aufgebaut werden. Die als Reaktions-
partner erforderlichen funktionalisierten Alkine sind in groBer Vielfalt kommerziell erhilt-
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Abbildung 6.1.: Struktur und Retrosynthese moglicher B2-Aminosiuren, die als C-Fragmente
funktionalisierter Cryptophycin-Analoga interessant sind (X = O, NH).

lich. Hinsichtlich moglicher Ligationsexperimente bietet die Click-Reaktion den Vorteil,
viele gingige funktionelle Gruppen zu tolerieren, in unterschiedlichsten Losungsmitteln

durchfiihrbar und zur klassischen Peptidchemie orthogonal zu sein. [21%- 2201

Die verschiedenen funktionellen Gruppen sollten iiber einen einheitlichen Alkyl-Linker
mit dem Cryptophycin-Ring verkniipft werden, um ihren Einflu auf die Bioaktivitit des
Wirkstoffs unmittelbar vergleichen zu konnen. Eine Linkerldnge von drei Methyleneinhei-
ten bietet dabei einen akzeptablen Kompromiss zwischen dem notwendigem Abstand zum
Wirkstoff einerseits, der eine effektive Interaktion zwischen Cryptophycin und Tubulin
erlaubt, und einer zu langen Seitenkette andererseits, die durch unspezifische Wechselwir-
kungen die Affinitdt zum Tubulin vermindert. Ferner sind die zur Synthese entsprechender
B2-Aminosiuren erforderlichen Synthesebausteine leicht zuginglich.

Die Strukturen der als C-Fragmente interessanten 32-Aminosiuren ergeben sich aus den
genannten Anforderungen und sind in Abbildung 6.1 skizziert. Diese Zielverbindungen
sind jedoch nicht aus den im vorangegangenen Kapitel beschriebenen 2-Phenyltetrahydro-
pyrimidin-4-onen zuginglich. Im Zuge des hydrogenolytischen Ringabbaus wiirden Al-
kylazide zu Alkylaminen, sowie C=C-Doppel- und C=C-Dreifachbindungen zu Alkanen
hydriert. ZweckméBigerweise wird daher fiir ihre stereoselektive Synthese auf ein Evans-
Auxiliar-basiertes Konzept zuriickgegriffen, das bereits im Rahmen einer vorangegange-
nen Diplomarbeit ausgearbeitet wurde. 122!l Diese Synthesestrategie umfasst die Al-
kylierung funktionalisierter Enolate mit Halogenessigsdureestern und den anschlieenden
Curtius-Abbau der eingefiihrten Carboxylfunktion zum Carbamat-geschiitzten Amin (Ab-
bildung 6.1). Das Konzept kann flexibel an die im vorliegenden Fall erforderlichen funk-
tionellen (Schutz-)Gruppen angepasst werden. Unter Verwendung enantiomerer Auxiliare

sind zudem beide Enantiomere der benétigten 2-Aminosiuren zuginglich.
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6.2. Synthese funktionalisierter Fragment C-Bausteine

6.2.1. B%-Aminosiuren mit Allylester-funktionalisierter Seitenkette
6.2.1.1. (R)- und (S)-B°-Homoaspartat

Als Ausgangssubstanzen fiir die Synthese carboxylfunktionalisierter 32-Aminosiuren bie-
ten sich cyclische Dicarbonsdureanhydride an. Die Reaktion von Bernsteinsdureanhydrid
243 mit dem lithiierten Evans-Auxiliar (R)-242 wurde bereits im Rahmen einer vorange-
gangenen Diplomarbeit erfolgreich durchgefiihrt.['%%- 2211 Das entsprechende N-Acylimid
244 wurde nach Reinigung durch Umkristallisation in einer Ausbeute von 96 % erhalten.
In Anlehnung an ein in unserem Arbeitskreis entwickeltes Konzept!'®°! wurde das chira-
le Succinat 244 als Edukt zur Synthese beider 32-Homoaspartat-Enantiomere eingesetzt
(Schema 6.3). Dazu wurde die Carbonsidure 244 einerseits als tert-Butylester 116 und an-

dererseits als Allylester 249 geschiitzt.

Die Synthese des tert-Butylesters 116 erfolgte nach einer Vorschrift von WRIGHT ef al.
durch Umsetzung der Carbonsiure 244 mit tert-Butanol in absolutem Chloroform. [22%]
Die Reaktion wird durch Zugabe einer dquimolaren Menge Diphosphorpentoxid initiiert,
das einerseits als Saurekatalysator zur in situ-Erzeugung von Isobuten dient und anderer-
seits als Trockenmittel das wihrend der Estersynthese freigesetzte Wasser abfingt. Aller-
dings ist die Ausbeute an 116 mit 50 % nur méBig. Da die Reaktion jedoch ohne Bildung
von Nebenprodukten ablduft, kann nicht umgesetztes Edukt 244 durch einfache wissrige
Aufarbeitung vom Produkt 116 getrennt und erneut umgesetzt werden.

Der Allylester 249 wurde durch Umsetzung der Carbonsdure 244 mit Allylbromid in einer
Ausbeute von 88 % erhalten. Die Reaktion erfolgte in absolutem DMF in Gegenwart von
Kaliumhydrogencarbonat. Zwar sind die milden Reaktionsbedingungen kompatibel zum
basenlabilen Substrat, jedoch musste die Reaktionszeit fiir einen vollstindigen Umsatz auf

mehrere Tage ausgedehnt werden.

Die Einfiihrung des stereogenen Zentrums der S2-Aminosiure erfolgte durch diastereo-
selektive Alkylierung von 116 bzw. 249 mit lodessigsdure-fert-butyl- bzw. -allylester. Die
Verwendung hochreaktiver Alkyliodide als Elektrophile verkiirzt die Reaktionszeit der Al-
kylierung im Vergleich zu Alkylbromiden deutlich. lodessigsdure-fert-butylester wurde
unmittelbar vor der Alkylierungsreaktion durch eine Finkelstein-Reaktion aus dem ent-
sprechenden Alkylbromid dargestellt. Analog wurde lodessigsédureallylester aus Chlores-
sigsdureallylester erhalten. Durch Umsetzung der Chlor- und Bromalkane mit Natrium-
iodid in THF entsteht jeweils eine Suspension, die neben dem lIodalkan das schwerldsliche
Natriumbromid bzw. -chlorid enthilt. Anhand des Triibungsgrades der Suspension kann ei-

ne qualitative Aussage iiber den Reaktionsfortgang getroffen werden. Demnach erfordert
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ein weitgehend vollstindiger Halogenaustausch im Fall des Alkylbromids eine Reaktions-
zeit von ca. 30 min, wihrend das entsprechende Alkylchlorid erst nach ca. 120 min voll-
standig umgesetzt ist. Die erhaltenen Suspensionen wurden nicht filtriert, sondern direkt

als Alkylierungsreagenzien eingesetzt.

Die N-Acylimide 116 und 249 wurden mit Hilfe der Base NaHMDS bei —78 °C in die
jeweiligen Z-Enolate iiberfiihrt, welche daraufhin mit den entsprechenden Alkyliodiden
umgesetzt wurden. Der Verlauf der Alkylierungsreaktionen wurde diinnschichtchromato-
graphisch verfolgt. Wihrend 116 innerhalb von 4 h vollstindig umgesetzt wurde, gelang
die Alkylierung von 249 auch innerhalb von 16 h nur unvollstindig.

Die Regio- und Stereoselektivitit der Alkylierungsreaktionen konnte durch Integration der
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Schema 6.3: Synthese von orthogonal geschiitztem (R)- und (S)-2-Homoaspartat. a) 1. n-BuLi,
THEF, —-78°C; 2.243, — RT; b) P,0Os, -BuOH, CHCI3, RT, 60h; c) AllBr, KHCO3, DMF, RT,
64h; d) 1. NaHMDS, THF, —78 °C, 30 min; 2. 116: ICH,CO,All, 16 h bzw. 249: ICH,CO»¢-Bu,
4h, -100°C — —78°C; e) TFA (10 Aq.), CH,Cly, RT, 16h; f) 1. CICO,Et/Et;N, THF, 0°C —
RT, 1h; 2. NaNj3, THF/H;0, 0°C, 1h; 3. t-BuOH/Toluol, RiickfluB, 16h; g) 1. LiIOH/H,0,,
THF/H,0, 0°C, 40 min; Na,;SO3, H,O, — RT; h) 1. TFA/CH,Cl,, RT, 16h; 2. FmocOSu,
NaHCOj3, HyO/Aceton, RT, 4 h.
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tert-Butylsignale im jeweiligen 'H-NMR-Spektrum der Produktgemische ermittelt wer-
den. Die entsprechenden Singuletts erreichen chemische Verschiebungen im Bereich von
1.3-1.7 ppm (vgl. Abbildung 6.2). Durch Alkylierung von 249 mit lodessigsdure-fert-
butylester entsteht demnach das Alkylierungsprodukt 250 mit einem Diastereomereniiber-
schuss von 66 % de, wihrend der Umsatz von 116 mit Iodessigsdureallylester das Haupt-
produkt 245 in einem Diastereomereniiberschuss von 60 % de ergibt. Dieses Ergebnis er-
scheint plausibel, da der Benzylsubstituent des Auxiliars durch den hohen sterischen An-
spruch des tert-Butylesters im Elektrophil einen Riickseitenangriff effektiver abschirmen
kann. Dagegen ist der grofe tert-Butylester im Fall der Alkylierung von 116 in der Acyl-
imid-Seitenkette lokalisiert. Er konkurriert dort in seinem sterischen Anspruch mit dem
Benzylsubstituenten des Auxiliars. In Verbindung mit dem kleineren Elektrophil sinkt da-

her die Stereoselektivitidt der Alkylierungsreaktion.

Prinzipiell besteht die Moglichkeit, daB infolge eines geringen Uberschusses an Base und
Elektrophil eine o-Alkylierung der Allyl- oder fert-Butylesterfunktionen erfolgt. %! In
beiden Fillen konnten keine entsprechenden Dialkylierungsprodukte durch ESI-Massen-
spektrometrie nachgewiesen werden. Im '"H-NMR-Spektrum von 245 sind jedoch die tert-
Butylsignale von sechs unterschiedlichen Alkylierungsprodukten einzeln integrierbar, wo-
bei der Gesamtanteil aller mutmaBlichen Regioisomere am Produktgemisch ca. 14 mol%
betrigt. Bei der Alkylierung des fert-Butylesters 116 entstanden entsprechende Regioiso-
mere hingegen lediglich in einem Umfang von ca. 1 mol%.

Insgesamt kann keine der beiden durchgefiihrten Alkylierungsreaktionen gegeniiber der je-
weils anderen als {iberlegen angesehen werden. Wihrend 245 in hoher Ausbeute bei gleich-
zeitig maBiger Diastereoselektivitit erhalten wird, entsteht dessen Diastereomer 250 in
niedrigerer Ausbeute, jedoch vergleichsweise stereo- und regioselektiver. Im Vergleich mit
dem hier verfolgten divergenten Synthesekonzept verspricht die Verwendung des enantio-
meren Auxiliars (§)-242 daher allenfalls geringfiigige Vorteile.

Beide Alkylierungsprodukt-Gemische sind chromatographisch nicht trennbar und wurden
daher als solche in der Folgereaktion eingesetzt. Die Spaltung der fers-Butylester 245
und 250 erfolgte jeweils durch Umsetzung mit einem zehnfachen Uberschuss von TFA
in CH,Cl,. Wihrend die freie Carbonsdure 251 nach Chromatographie optisch rein er-
halten wurde, gelang die chromatographische Aufreinigung des Diastereomers 246 nur
unvollstindig. Beide Carbonsiduren wurden im Anschlufl durch Curtius-Abbau in die tert-
Butylcarbamate 247 und 252 iiberfiihrt. Die dazugehorige Reaktionsfolge umfasst die Ak-
tivierung der Carbonsiuren als gemischte Anhydride durch Umsetzung mit Ethylchlorfor-
miat, eine nucleophile Substitutionsreaktion mit Natriumazid in THF/H,O zu den Acyl-
aziden, sowie eine thermische Nj-Abspaltung in trockenem, refluxierendem Toluol. Da
die abschlieBende Umlagerungsreaktion zum Isocyanat in Abwesenheit von Wasser er-

folgen muss, wurden in der Reaktionslosung enthaltene Wasserreste vor Reaktionsbeginn
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Abbildung 6.2.: "H-NMR-Spektren (500 MHz, CDCl3) von 245 und 250. Um die Regio- und Ste-

reoselektivitit der Alkylierungsreaktionen zu ermitteln, wurden die fers-Butylsignale der Produkt-
gemische integriert.
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durch azeotrope Destillation entfernt. Dazu wurde eine geringe Menge des Losungsmittels
Toluol unter vermindertem Druck abdestilliert. Die nach Stickstoffabspaltung als Produk-
te einer konzertierten Curtius-Umlagerung ??31 entstehenden Isocyanate wurden durch
tert-Butanol abgefangen, welches der Reaktionsmischung im Uberschuss beigefiigt wur-
de. Wihrend das tert-Butylcarbamat 252 in einer guten Ausbeute von 76 % isoliert wurde,
musste das Carbamat 247 zunichst chromatographisch von seinem Diastereomer getrennt
werden. Das Diastereomerengemisch konnte in einer Gesamtausbeute von 61 % erhalten
werden. Wihrend der Chromatographie wurde jedoch eine Mischfraktion isoliert, so daf3
die Reinausbeute von 247 auf 51 % sank. Die optische Reinheit von 247 und 252 konn-
te durch Vergleich ihrer 'H-NMR-Spektren bestiitigt werden. Besonders aufschlussreich
sind die in Abbildung 6.3 vergroBert dargestellten Doppeldublett-Signale bei 2.75 bzw.
2.77 ppm, die einem der benzylischen Protonen des Auxiliars zugeordnet werden kon-
nen. Die rert-Butyl-Signale der Boc-Schutzgruppe sind hingegen als Folge einer Rotamer-
Bildung verbreitert und konnen daher nicht zu Bestimmung der Diasteromerenreinheit her-
angezogen werden. Die Anwesenheit zweier Rotamere duflert sich auch in der Verdopp-
lung einiger '*C-NMR-Signale.
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“Bn NHBoc
252

247 (Mischfraktion)

0 o
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O N NHBoc

COZAII
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Abbildung 6.3.: "H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl3) von 247. VergroBert dargestellt ist das
Signal eines der benzylischen Protonen des Auxiliars. Ein Vergleich der nach Chromatographie
von 247 erhaltenen Mischfraktion mit den Spektren der Reinsubstanzen ergibt, daf3 247 zuvor mit

252 verunreinigt war und daf} 247 und 252 jeweils diastereomerenrein isoliert wurden.
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Abbildung 6.4.: Spezifische Drehwerte der erhaltenen (R)- und (S)-B2hAsp-Derivate.

Durch Umsetzung von 247 und 252 mit Lithiumhydroperoxid in THF/H,O konnten die
B2-Aminosiuren (S)-Boc-BZhAsp(OAll)-OH (248a) und (R)-Boc-B%hAsp(OAll)-OH
(253a) vom Auxiliar (R)-242 abgespalten werden. In Anbetracht der mutmaBlich hydro-
lyseempfindlichen Allylesterschutzgruppen wurden die Abspaltungsreaktionen bei 0 °C
durchgefiihrt und nach 40 min beendet. Auxiliar und Aminosduren wurden durch wiss-
rige Aufarbeitung getrennt. Eine chromatographische Aufreinigung der Aminosiuren war
nicht erforderlich.

Im Rahmen der geplanten Cryptophycin-Synthesestrategie wurden anstelle der erhaltenen
Boc-geschiitzten 32-Aminosiuren deren Fmoc-geschiitzte Analoga benétigt. Die basen-
labile Fmoc-Schutzgruppe ist jedoch zu den Abspaltungsbedingung des Evans-Auxiliars
inkompatibel (vgl. Abschnitt 6.2.3). Daher wurden die Boc-Schutzgruppen von 248a und
253a durch Behandlung mit TFA in trockenem Dichlormethan abgespalten und die frei-
en Aminosduren anschlieBend mit FmocOSu in Gegenwart von Natriumhydrogencarbo-
nat zu 248b bzw. 253b umgesetzt. Die niedrigen spezifischen Drehwerte der isolierten
B2-Homoaspartat-Derivate befinden sich im Einklang mit den Daten strukturell vergleich-
barer B2-Homoaspartat-Derivate (Abbildung 6.4).11%% 1791 Sje erlauben jedoch nur einge-
schrinkt Aussagen iiber die relative optische Reinheit. Im Verlauf nachfolgender Cryp-
tophycin-Synthesen wurden Kondensationsprodukte der beiden N-Fmoc-2-Aminosiuren
248b und 253b mit chiralen, nachweislich isomerenreinen Reaktionspartnern dargestellt.
Das Auftreten von Diastereomeren wurde dabei in keinem Fall beobachtet.

6.2.1.2. Versuche zur Derivatisierung von 3>-Homoaspartat

Die B2-Homoaspartat-Vorliufer 247 und 252 wurden im Hinblick auf weitere Derivati-
sierungsmoglichkeiten der Seitenkette untersucht, wobei das Evans-Auxiliar als Carboxyl-
Schutzgruppe diente (Schema 6.4). Die Abspaltung der Allylester-Schutzgruppen gelang
problemlos und in hohen Ausbeuten durch Palladium(0)-katalysierte Ubertragung der Al-
lylgruppe auf Morpholin.[??!] Die Abtrennung der freien Carbonsiuren 254 und 258 vom
Katalysator Pd(PPh3)4 durch Chromatographie an Kieselgel gelang jedoch nur nach vor-
hergehender wissriger Aufarbeitung.



6.2. Synthese funktionalisierter Fragment C-Bausteine 103

i 0 0 O  NHBoc o
b
0 N COAIl %» XC)J\;/\NHBOC # NE P 9. HOJ\;/\NHBoc
\ / o z o z 7 z
‘8n  NHBoc “COsH \[(O\/ “COsR
252 254 255 O 256: R = CH;C=CH (16 %)

257: R = H (36 %)

i o) O O NHBoc O NHBoc
a) b) c)
o N NHBoc ———= X NHBoc —— X¢ ——= HO
\ /)K( 91 % 66 % = 2% —
By COAI COH N o_*
259 O 260 O

247 258
d) d)
O  NHBoc O O
) 4% /\ e) /\
X P N .z N NHBoc
N~ " H NBoc 94, Z H o
oH

21 O 262 263

Schema 6.4: Versuche zur Derivatisierung von 32-Homoaspartat durch Ester- und Amidsynthese
unter Verwendung des Auxiliars als Carboxylschutzgruppe. a) Pd(PPh3z)4, Morpholin, THF, RT;
b) Propargylbromid, KHCO3, DMF, RT, 64 h; c) LiOH/H,0,, THF/H,0, 0°C, 45min; d) Pro-
pargylamin (2 Aq.), EDC - HCI, HOBt - H,O, Molekularsieb 3 A, CH,Cl,, 0°C — RT, 64h; e)
LiOH/H,0,, THF/H;0, 0°C — RT, 8 h.

Analog zur bereits beschriebenen Allylestersynthese konnten beide Carbonsduren durch
Kaliumhydrogencarbonat-vermittelte Reaktion mit Propargylbromid in die Propargylester
255 bzw. 259 tiberfiihrt werden. Als problematisch erwies sich jedoch die hydrolytische
Abspaltung der Propargylester-funktionalisierten B2-Aminosiuren 256 und 260 vom
Evans-Auxiliar. Einerseits wurde innerhalb einer Reaktionszeit von 45 —50 min kein voll-
standiger Umsatz der Acylimide 255 bzw. 259 erzielt. Andererseits wurden die Propargyl-
ester unter den basischen Abspaltungsbedingungen (Lithiumhydroperoxid in H,O/THF
unter Kiithlung im Eisbad) zum groflen Teil verseift. Entsprechend belief sich die Ausbeute
an 260 nach wissriger Aufarbeitung auf 22 %. Im Zuge einer chromatographischen Rei-
nigung wurde 256 in 16 %iger Ausbeute erhalten. Weitere Elution mit Ethylacetat ergab
in einer Ausbeute von ca. 36 % die in einer Mischfraktion angereicherte Dicarbonsdure
257. Diese konnte durch ESI-Massenspektrometrie (m/z = 246.1, [M-H] ™, berechnet fiir
[C10H16NOg] : 246.1) eindeutig charakterisiert werden.

Weiterhin wurde versucht, die Carbonsdure 258 nach Aktivierung durch EDC - HCI und
HOBt- H,O mit Propargylamin zum entsprechenden Amid 261 umzusetzen. Die voll-
standige Umsetzung der Ausgangssubstanz 258 zu einem Produktgemisch von konstan-
ter Zusammensetzung erforderte dabei eine lange Reaktionszeit von 2.5 Tagen. Anstelle

des erwarteten Kupplungsprodukts 261 wurde jedoch das ,,2-Aspartlactam* 262 erhal-
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ten. Vermutlich erfolgt unmittelbar nach Aktivierung der Carbonsiure ein sterisch begiins-
tigter und daher rascher nucleophiler Angriff des Carbamat-Stickstoffs unter Ausbildung
des fiinfgliedrigen Pyrrolidinon-Rings. Das in zweifachem Uberschuss eingesetzte Propar-
gylamin bewirkt anschliefend die allméhliche Aminolyse der Imid-Bindung zum Auxiliar.
Das Produkt 262 konnte sowohl massenspektrometrisch (ESI-MS: m/z = 267.1 [M+H]™),
als auch durch NMR-Spektroskopie eindeutig charakterisiert werden. Die Enantiomeren-

reinheit von 262 wurde nicht untersucht, die Verbindung ist jedoch optisch aktiv.

Der Pyrrolidinon-Ring 262 konnte durch Umsetzung mit Lithiumhydroperoxid selektiv ge-
offnet werden (vgl. dazu Abschnitt 5.5, Ring6ffnung von Tetrahydropyrimidinonen). Die
Reaktion erforderte eine ldngere Reaktionszeit von 8 h und verlief erst bei Raumtemperatur
weitgehend vollstindig. Die resultierende y>-Aminosiure 263 wurde nach wissriger Auf-
arbeitung in einer Ausbeute von 29 % isoliert. Die hohen Substanzverluste sind vermutlich

auf Extraktionsprobleme infolge der hohen Polaritiit des Produktes zuriickzufiihren.

6.2.1.3. B2-Aminosiure mit Allylbutanoylseitenkette

Analog zur Synthese von 32-Homoaspartat wurde eine B2-Aminosiure mit Allylester-
geschiitzter Butanoylseitenkette synthetisiert (Schema 6.5). Das als Ausgangssubstanz ver-

wendete cyclische Adipinsidureanhydrid 265 neigt zur Polymerisation und ist daher nicht

HO 0 o)
o . °
57 %
265
1 13 13
© oH 0" NH b) 0 NJ\/\/\COZH 9. 4 NJ\/\/\COZAII
46 % 94 %
264 — —
Bn Bn Bn
(9)-242 266 267

50 % :
~82 % de (Bn “CosR an NHBoc

f o~
d) o NJ\:/\/\COZA” h 07 NTY COMAIl 9 HO) NHR
H 56 % \ < : 85 %

COLAll

268: R =tBu 270 271a: R = Boc
el 269: R =H (94 %) hL 271b: R = Fmoc (88 %)

Schema 6.5: Synthese einer B2-Aminosiure mit Allylester-geschiitzter Butanoylseitenkette.
a) AcyO, RiickfluB, 15h, dann 220°C, 10 min; b) 1. n-BuLi, THF, —-78°C; 2.265, — RT, 16h;
c¢) AllBr, KHCO3, DMF, RT, 64h; d) 1. NaHMDS, THE, —78 °C, 30 min; 2. ICH,CO;#-Bu, —
100°C — -78°C,3.5h; e) TFA, CH,Cl,, RT, 16h; f) 1. CICO,Et/EtsN, THF, 0 °C — RT, 1 h; 2.
NaNj3, THF/H,0, 0°C, 1h; 3.#~BuOH/Toluol, Riickflu3, 16 h; g) 1. LiOH/H,0,, THF/H;0, 0 °C,
35min; Na,SO3,H,O, — RT; h) 1. TFA/CH,Cl,, RT, 16 h; 2. FmocOSu, NaHCOj3, H,O/Aceton,
RT, 4h.
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kommerziell erhiltlich. Die Substanz wurde durch Umsetzung von Adipinsidure (264) mit
Essigsiureanhydrid synthetisiert. >/ Als Rohprodukt entsteht zunichst ein polymeres
Anhydrid, das durch Erhitzen auf 220 °C zum siebengliedrigen cyclischen Anhydrid 265
depolymerisiert wird. 2! Obwohl 265 in frisch destillierter Form mit dem lithiierten
Auxiliar (S)-242 umgesetzt wurde, konnte das Acylierungsprodukt 266 nur in einer mode-
raten Ausbeute von 46 % erhalten werden. Moglicherweise polymerisiert 265 direkt nach
der Destillation erneut, was die Zugénglichkeit der Anhydrid-Carbonylkohlenstoffatome
fiir einen nucleophilen Angriff des Auxiliar-Anions einschrénkt.

Nach Alkylierung des Allylesters 267 wurde das Alkylierungsprodukt 268 als Diastereo-
merengemisch erhalten. Aussagen iiber die Diastereoselektivitit der Reaktion sind nur
bedingt moglich, da die einzig zur Selektivititsbestimmung geeignet erscheinenden fert-
Butyl-Signale im Protonen-NMR-Spektrum einander teilweise iiberlappen (vgl. Abbildung
6.5). Das durch Integration ermittelte Diastereomerenverhiltnis von 91:9 (entsprechend
82 % de) kann daher nur als Nédherungswert angesehen werden. Da Base und Elektro-
phil jeweils in geringem UberschuB eingesetzt wurden, kam es ferner in geringem Um-
fang zur Seitenkettenalkylierung. Gemafl ESI-Massenspektrometrie entstand jedoch kein
Dialkylierungsprodukt, sondern lediglich ein Regioisomer mit einem durch 'H-NMR er-
mittelten Anteil von ca. 7mol% an der Gesamtproduktmenge. Eine exaktere Bestimmung
des Stereo- und Regioisomerenverhiltnisses war weder durch analytische RP-HPLC, noch

durch Integration von '*C-NMR-Signalen méglich.

Da 268 und samtliche nachfolgenden Zwischenprodukte der Synthesesequenz als hochvis-
kose Ole erhalten wurden, musste die Abtrennung der Isomere chromatographisch erfol-
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Abbildung 6.5.: "H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl3) von 268. Zur Abschiitzung der Regio- und

Stereoselektivitit der Alkylierung wurden die fert-Butylsignale des Produktgemischs integriert.
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gen. Durch saure Spaltung des fert-Butylesters 268 wurde die Carbonsiure 269 erhalten,
die teilweise von ihrem Diastereomer getrennt werden konnte. Erst nach Curtius-Abbau
von 269 wurde das fert-Butylcarbamat 270 optisch rein erhalten. Verluste durch Misch-
fraktionen im Verlauf der Chromatographie an Kieselgel reduzierten die Ausbeute der
Curtius-Reaktion auf 56 %. Die $2-Aminosiure 271a wurde durch Behandlung von 270
mit Lithiumhydroperoxid-Losung in guter Ausbeute erhalten. Die Reaktionszeit wurde auf
35 min begrenzt, um eine Spaltung des Allylesters zu vermeiden. Abschlielend erfolgte die
Umschiitzung der N-Boc-Aminosédure 271a zum N-Fmoc-geschiitzten Derivat 271b.

6.2.2. B>-Aminosiduren mit Allylether-funktionalisierter Seitenkette

Als Ausgangssubstanz zur Synthese Allylether-funktionalisierter B2-Aminosiuren wurde
0-Valerolacton (272) eingesetzt (siehe Schema 6.6). Der Lactonring wurde zunéchst in
Anlehnung an Literaturvorschriften 2272281 durch Umsetzung mit KOH in Toluol zum
Carboxylat-Alkohol gedffnet. Dieser reagiert in Gegenwart des Elektrophils Allylbromid
direkt weiter zum Kaliumsalz des Allylethers 273. Nach wiéssriger Aufarbeitung konnte

die Carbonsadure 273 in nahezu quantitativer Ausbeute erhalten werden. Durch Reaktion

o O
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Schema 6.6: Synthese Allylether-funktionalisierter ﬁz-Aminoséuren. a) KOH, Toluol, 90 °C, 16 h;
b) SOCl,, [DMF], CH,Cl,, RiickfluB, 3h; ¢) 1. n-BuLi, THF, -78 °C; 2. RCOCI, — RT, 16h; d)
1. NaHMDS, THF, —78 °C, 30 min; 2. ICH;CO,¢-Bu, —100°C — -78°C, 4h; e) TFA, CH,Cl,,
RT, 16h; f) 1. CICO,Et/Et;N, THE, 0°C — RT, 1h; 2. NaN3, THF/H,0, 0°C, 1 h; 3. ~-BuOH/
Toluol, RickfluB, 16 h; g) 1. LiOH/H,0,, THF/H,0, 0°C, 3h 45min; Na;SO3/H,0, — RT; h)
1. TFA, CH,Cl,, RT, 16 h; 2. FmocOSu, NaHCO3, H,O/Aceton, RT, 4 h.
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mit Thionylchlorid in Gegenwart einer katalytischen Menge DMF wurde 273 als Acyl-
chlorid aktiviert und anschlieBend als Rohprodukt mit dem lithiierten Evans-Auxiliar (S)-
242 zum N-Acylimid 274 umgesetzt. Analog zu den im vorangegangenen Abschnitt be-
schriebenen Reaktionen wurde 274 durch Umsetzung mit NaHMDS/lodessigsdure-terz-
butylester alkyliert. Der Diastereomereniiberschuss des Alkylierungsprodukts 275 erreich-
te einen Wert von ca. 86 % de. Da simtliche Signale der beiden Diastereomere im 'H-
NMR-Spektrum einander partiell iiberlappen, wurde das Isomerenverhiltnis durch Inte-
gration der '3C-NMR-Signale des CP-Kohlenstoffatoms bei 26.89 bzw. 26.92 ppm ermit-
telt (Abbildung 6.6). Zwar liefert die Integration beliebiger '3C-NMR-Signale in breit-
bandentkoppelten Spektren i. d. R. nicht reproduzierbare Werte. Durch die nahezu identi-
sche chemische Umgebung der verglichenen Kohlenstoffatome kann jedoch im vorliegen-
den Fall eine hinreichend genaue Abschitzung des Diastereomerenverhéltnisses erfolgen.
Eine chromatographische Trennung der Stereoisomere gelang erst nach saurer Spaltung
des fert-Butylesters 275 zur Carbonsdure 276. Deren dreistufiger Curtius-Abbau fiihrte in
einer maBigen Ausbeute von 55 % zum tert-Butylcarbamat 277. Die Abspaltung der Boc-
geschiitzten B2-Aminosiure 278a vom Aukxiliar erfolgte unter Standardbedingungen durch
Umsetzung mit Lithiumhydroperoxid. Fiir einen vollstindigen Umsatz war eine mehrstiin-
dige Reaktionszeit erforderlich, die jedoch aufgrund der stabilen Seitenkettenfunktionalitiit
zu keinerlei unerwiinschten Nebenreaktionen fiihrte. Eine abschlieBende Umschiitzung er-
gab die N-Fmoc-geschiitzte B2-Aminosiure 278b.

Fiir die geplante SAR-Studie an Cryptophycinen wurde neben der 32-Aminosiure 278b
auch deren Enantiomer ent-278b bendtigt. Die Darstellung erfolgte vollstindig analog zur
Synthese von 278b, ausgehend von dem Auxiliar (R)-242.
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Abbildung 6.6.: 3C-NMR-Spektrum (126 MHz, CDCl3) von 275. Die Diastereoselektivitit der

Alkylierungsreaktion wurde durch Integration der jeweiligen Signale des CP-Kohlenstoffs ermittelt.
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6.2.3. B>-Aminosiuren mit Alkylazid-funktionalisierter Seitenkette

Um Cryptophycine durch Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung mit anderen bio-
aktiven Molekiilen zu konjugieren, werden entweder Alkin- oder Alkylazid-funktionali-
sierte Cryptophycin-Bausteine benétigt. Zur Synthese groflerer Substanzbibliotheken sind
Alkylazid-funktionalisierte Cryptophycine jedoch im Vergleich zu alkinylfunktionalisier-
ten Derivaten besser geeignet, da zahlreiche substituierte Alkine kommerziell erhiltlich
sind. Zudem reagieren Alkylazide nach STAUDINGER mit Triarylphosphinen unter Stick-
stoffabspaltung zu einem Aza-Ylid-Intermediat.!*?°! Dessen nucleophiles Stickstoffatom
kann durch ein am Arylkern geeignet modifiziertes Triarylphosphan intramolekular ab-
gefangen werden.?3Y] Mit der sogenannten ,,spurlosen Staudinger-Ligation* steht dabei
eine Methode zur Verfiigung, um Amidbindungen zwischen zwei Molekiilen orthogonal
zur klassischen Peptidsynthese zu kniipfen.[?3!- 2321 Konjugationsreaktionen mit Alkylazi-

den konnen somit auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen — durch Cycloaddition und
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Schema 6.7: Synthese azidopropyl-funktionalisierter $2-Aminosiuren. a) 1. n-BuLi, THF, —78 °C;
2. 279, — RT, 16h; b) NaN3, HyO/Aceton, Riickflu, 2h, dann RT, 3d c¢) 1. NaHMDS,
THEF, -78°C, 30min; 2. ICH,CO;t-Bu, —100°C — -78°C, 3h; d) TFA, CH,Cl,, RT, 16h;
e) 1. CICO,Et/EtsN, THF, 0°C — RT, 1h; 2. NaNj3, THF/H,O, 0°C, 1h; 3. +~-BuOH/To-
luol, Riickflul, 16h; f) 1. LiOH/H,0,, THF/H,0, 0°C, 4h; Na,SO3/H,O0, — RT; g) 1.
TFA, CH,Cl,, RT, 16h; 2. FmocOSu, NaHCOj3, H>,O/Aceton, RT, 4h; h) 1.+2. siche c);
3. 9-Fluorenylmethanol (1.5 Aq.), Toluol, RiickfluBl, 18h; 1) 1. LiOH/H,O,, THF/H,0, 0°C,
75 min; Na;SO3/H,0, — RT.
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durch Amidsynthese. Vor diesem Hintergund erscheinen f32-Aminosiure-Bausteine mit

Alkylazid-Seitenketten gegeniiber analogen Alkinen als die attraktiveren Zielstrukturen.

Zur Synthese einer $2-Aminosiure mit Azidopropylseitenkette wurde als Ausgangsverbin-
dung 5-Bromvaleroylchlorid (279) anstelle von 5-Azidovaleroylchlorid eingesetzt. Griinde
dafiir waren zum einen die fragliche Stabilitiit des Alkylazids und zum anderen praktische
Erwigungen im Hinblick auf die Reinigung der Intermediate. Nach Reaktion des Acyl-
chlorids 279 mit dem lithiierten Evans-Auxiliar (§)-242 zum N-Acylimid 280a erfolgte
die Einfithrung der Azidfunktion durch nucleophile Substitution (Schema 6.7). Da das
Alkylazid 280b nicht chromatographisch vom Alkylbromid 280a getrennt werden kann,
wurde die Reaktionszeit auf drei Tage ausgedehnt und dadurch ein vollstindiger Umsatz
von 280a zu 280b sichergestellt. Das Reagenz Natriumazid wurde dabei aufgrund sei-
ner Brisanz und Toxizitit nur in einem zweifachen Uberschuss eingesetzt. Die Reaktions-
mischung wurde zudem nach zweistiindigem Riickfluf in einem Aceton/Wasser-Gemisch
auf Raumtemperatur abgekiihlt, um eine Zersetzung des moglicherweise thermisch labi-
len Azids zu vermeiden. Das gemidl NMR- und Massenspektren rein erhaltene Alkylazid
280b wurde anschlieBend in Anlehnung an Literaturvorschriften[19%- 2331 diastereoselek-
tiv alkyliert. Innerhalb von 3 h konnte gemal Diinnschichtchromatogramm ein vollstiandi-
ger Umsatz erzielt werden. Das Alkylierungsprodukt 281b wurde nach Chromatographie
in einer Ausbeute von 98 % erhalten. Im 'H-NMR erscheinen die tert-Butyl-Signale der
beiden entstandenen Diastereomere als getrennte Singuletts bei 1.43 und 1.46 ppm. Ihre
Integration ergibt fiir 281b einen Diastereomereniiberschuss von 78 % de (vgl. Abbildung
6.7). Wihrend die chromatographische Trennung der Isomere nicht erfolgreich war, konnte
281b nach Umkristallisation aus einem Hexan/Ethylacetat-Gemisch in 87 %iger Ausbeute
isomerenrein erhalten werden. Anfidngliche Bedenken beziiglich der Stabilitit der Alkyl-
azidfunktion erwiesen sich als unbegriindet. Das Azid 281b ist ein thermisch bemerkens-
wert stabiler Feststoff, der ohne duflere Anzeichen der Zersetzung bei 85— 86 °C schmilzt.
Erst bei Temperaturen oberhalb von 190 °C wurde eine Verfarbung der Schmelze unter

gelinder Gasentwicklung beobachtet.

Alternativ kann bereits das Alkylbromid 280a diastereoselektiv alkyliert werden (Schema
6.8). Zwar liegt die Ausbeute des entsprechenden Alkylierungsprodukts 281a mit 71 %
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Schema 6.8: Alkylierung des Alkylbromids 280a. a) 1. NaHMDS, THE, —78 °C, 30 min;
2.ICH;CO#-Bu, —100°C — —78°C, 3h; b) NaN3, H,O/Aceton, Riickflu3, 2 h, dann RT, 3 d.
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deutlich unter der des Azids 281b. Die Alkylierung verlduft jedoch auBerordentlich diaste-
reoselektiv, so dafl 281a mit einem Diastereomereniiberschuss von 96 % de isoliert wurde
(Abbildung 6.7 oben). Zwar konnte auch das in der Seitenkette von 280a bzw. 281a ent-
haltene primére Alkylbromid elektrophil am Enolat angreifen. Entsprechende Produkte
einer intra- oder intermolekularen Reaktion des Bromids wurden jedoch nicht nachgewie-
sen. Vermutlich ist das in geringem Uberschuss eingesetzte Elektrophil Iodessigsiure-tert-
butylester um ein mehrfaches reaktiver, als das in keiner Weise aktivierte Seitenketten-
Alkylbromid. Dies gilt insbesondere fiir die zu Beginn der Alkylierungsreaktion vorherr-

schenden Temperaturen im Bereich von —100 °C.

Bromalkylderivate wie 280a und 281a stellen generell vielseitig einsetzbare Bausteine dar
und wurden unter anderem von SEEBACH et al. zur Synthese der f2-Homoaminosiuren
B%hArg, "7 B2hLys, B?hMet und B?hPro [126] eingesetzt (siche Seite 52, Schema
3.12 und Seite 55, Schema 3.15). Im vorliegenden Fall wurde das Bromalkan 281a durch
nucleophile Substitution in das Alkylazid 281b iiberfiihrt, welches nach Umkristallisation

in einer Reinausbeute von 75 % erhalten wurde.

Die saure Spaltung des tert-Butylesters 281b, der Curtius-Abbau der entstehenden Carb-
onsiure 282 zum fert-Butylcarbamat 283, sowie die Abspaltung der Boc-geschiitzten 32-
Aminosédure 284a vom Auxiliar und ihre Umschiitzung zur N-Fmoc-Aminosiure 284b er-
folgten jeweils analog zu bereits in vorigen Abschnitten beschriebenen Prozeduren. Simt-

liche Intermediate wurden in hohen Ausbeuten erhalten.

Die fiir Struktur-Aktivititsstudien am Cryptophycin erforderliche enantiomere 32-Amino-
sdure ent-284b wurde ausgehend vom enantiomeren Auxiliar (R)-242 aufgebaut. Abwei-
chend vom bisherigen Vorgehen wurde dabei untersucht, inwiefern das beim Curtius-
Abbau der Carbonsiure ent-282 entstehende Isocyanat direkt durch 9-Fluorenylmethanol
zum N-Fmoc-Derivat 285 abgefangen werden kann (siche Kasten in Schema 6.7). 34
Wihrend das zum Abfangen von Isocyanaten als fert-Butylcarbamat erforderliche fert-
Butanol vergleichsweise unreaktiv ist und daher bei der Curtius-Umlagerung als Co-Sol-
vens eingesetzt wird, ist der hier verwendete primére Alkohol deutlich nucleophiler. Er
wurde daher nur in einem 1.5-fachen Uberschuss eingesetzt. Das 9-Fluorenylmethylcarba-
mat 285 wurde darauthin in einer zufriedenstellenden Ausbeute von 63 % erhalten. Erwar-
tungsgemiB erwies sich jedoch die Abspaltung der Fmoc-f2-Aminosiure ent-284b vom
Auxiliar durch Behandlung mit Lithiumhydroperoxid als problematisch. Unter den basi-
schen Reaktionsbedingungen wurde die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe in groerem Um-
fang abgespalten. Die dadurch entstandene, vollstindig entschiitzte $2-Aminosiure wirkte
zudem phasenvermittelnd und erschwerte durch Emulsionsbildung die Isolierung des ge-
wiinschten Produkts ent-284b im Rahmen einer wissrigen Aufarbeitung. Dennoch konnte

die Fmoc-f32-Aminosiure ent-284b in einer Ausbeute von 29 % isoliert werden.
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Abbildung 6.7.: 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl3) von 281b nach Alkylierung von 280b
und Umkristallisation aus Hexan/Ethylacetat. Zum Vergleich der Diastereomerenreinheit sind die
jeweiligen tert-Butylsignale der Kristallfraktion und des Rohproduktgemischs von 281b, sowie des

alkylierten Alkylbromids 281a vergrofert dargestellt.
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6.2.4. B>-Aminosiure mit Carbamat-funktionalisierter Seitenkette

Eine f2-Aminosiure mit Urethan-geschiitzter Aminomethylen-Seitenkette wurde durch
direkte o-Alkylierung eines chiralen 3-Alanin-Derivats synthetisiert. Analog zu den in
vorangegangenen Abschnitten besprochenen Aminosadure-Synthesen wurde dabei zunéchst
diastereoselektiv eine Carboxymethylen-Seitenkette eingefiihrt. Deren Carboxylgruppe
wurde anschlieBend durch Curtius-Abbau in eine zweite Aminomethylenfunktion umge-
wandelt. Im Verlauf eines Curtius-Abbaus besteht jedoch die Gefahr, daB die aktivierte
Carboxylgruppe der eingefiihrten Seitenkette vom Stickstoffatom des -Alanins nucleo-
phil angegriffen wird. Als Produkt dieser intramolekularen Reaktion entstiinde ein fiinf-
gliedriger Pyrrolidinon-Ring (Beispiel: 258 — 262, Seite 102f). Um dies zu vermeiden,
wurde die Aminofunktion des 3-Alanins zu Beginn der Synthesesequenz vollstindig ver-
kappt. In ihren Synthesen der $2-Homoaminosiuren $2hLys,!'!*! B2hSer und B2hCys!64
verwenden SEEBACH et al. zu diesem Zweck eine Phthalimid-Schutzgruppe. Diese erwies
ist jedoch unter den basischen Standard-Abspaltungsbedingungen des Evans-Auxiliars als
instabil. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher zunichst alternative Amino-
schutzgruppen erprobt — insbesondere hinsichtlich ihrer Stabilitit gegeniiber den basischen

Reaktionsbedingungen der Alkylierungsreaktion (Abbildung 6.8).

Die Tetrachlorphthalimid-(TCP)-Schutzgruppe
ist im Vergleich zum unsubstituierten Phtha-
limid deutlich basenlabiler 235231 und konnte %

daher moglicherweise orthogonal zum Evans- 286

=0

NTCP L)> Zersetzung

Auxiliar abgespalten werden. Ein entsprechen-
0
des f-Alanin-Derivat 286 zersetzte sich jedoch
Q"N
in Gegenwart von NaHMDS zu einem komple-  \_{

xen Produktgemisch. Ebenfalls als basenlabil er-

(e}
)K/\ a)
NBoc, — NHBoc;

288

wies sich die zweifach Boc-geschiitzte Verbin-
dung 287, deren Umsetzung zur Abspaltung von
NH(Boc), (288) fiihrte. Bei der Umsetzung des
Azids 289 erfolgte u.a. eine Eliminierungsre-
aktion unter Ausbildung des o,f-ungesittigten 289 290
Imids 290. In allen drei Fillen wurde keiner- Abbildung 6.8.: Verhalten unterschied-
lei Alkylierungsprodukt isoliert. Fiir die Synthe- licher Aminoschutzgruppen unter den
se der o-Methylenamino-funktionalisierten 32- Reaktionsbedingungen einer Alkylierung;

Aminosiure wurde daher auf die bekannterma- 1CP = Tetrachlorphthaloyl.
a) 1. NaHMDS, THF, —-78 °C, 30 min; 2.

ICH,CO,#-Bu, —100°C — -78 °C.

Ben stabile Phthaloylschutzgruppe zuriickgegrif-
fen (Schema 6.9).
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Die Phthaloylierung von f3-Alanin gelang durch direkte Umsetzung der Aminoséure in ei-
ner Schmelze mit Phthalsdureanhydrid. Nach Umkristallisation des Rohprodukts aus Was-
ser wurde das Phthalimid 291 analysenrein erhalten.[!%* 2371 Das Auxiliar (S)-242 wurde
analog zu bereits beschriebenen Synthesen acyliert. Im Verlauf der diastereoselektiven Al-
kylierung des N-Acylimids 292 entstand das Alkylierungsprodukt 293 mit einem Diaste-
reomereniiberschuss von 70 % de gegeniiber seinem Diastereomer epi-293. Die Gesamt-
ausbeute der beiden Stereoisomere betrug 94 %. Beide Substanzen sind chromatographisch
trennbar und wurden in Reinausbeuten von 66 % (293) bzw. 20 % (epi-293) erhalten. Die
Diastereoselektivitit der Alkylierungsreaktion und die optische Reinheit der isolierten Pro-
dukte wurde durch Integration charakteristischer Signale im 'H-NMR-Spektrum ermit-
telt. Die weitgehend basisliniengetrennten Singuletts der ferz-Butylgruppe bei 1.40 bzw.
1.42 ppm sind dafiir ebenso geeignet, wie die deutlich getrennten Doppeldublett-Signale
der beiden Diasteromere bei 3.25 bzw. 3.54 ppm, hervorgerufen durch ein benzylisches
Proton am Auxiliar (siche Abbildung 6.9). Demnach konnte das Hauptprodukt 293 nach
einmaliger Chromatographie mit einem Diastereomereniiberschuss von > 98 % erhalten
werden, wihrend das Nebenprodukt epi-293 mit 95 % de isoliert wurde.

Sowohl die Spaltung des fert-Butylesters 293, als auch der nachfolgende Curtius-Abbau
der freien Carbonsdure 294 zum fert-Butylcarbamat 295 erfolgten unter Standardbedin-

0O

H J\/\NPht
e} 291
)kNH L» )L k/\NPht 9 )L J\/\NPht a4 o)L J\/\NPht

95 % 92 %, 70 % de 100 %
( nach Chromat.: ( CO B ( CO H
Bn Bn 66 %, >98 % de Bn 2FBu Bn
(5)-242 292 293 294
X i
o J\/\NPht —— AllO NHBoc —Z~ Al NHBoc L) e
69% O { 93 %
onNHBoc NPht
205 296 /\ /\
297 . E298a: R = Boc
1)L~ 298b: R = Fmoc (91 %)

Schema 6.9: Synthese einer Propargylcarbamat-funktionalisierten B2-Aminosiure. a) SOCI,,
[DMF], CH,Cl,, RiickfluB, 3h; b) 1. n-BuLi, THE, -78°C; 2. RCOCl, — RT, 16h; c¢) 1.
NaHMDS, THF, —78 °C, 30min; 2. ICH,CO»#-Bu, —100°C — -78°C, 3h; d) TFA, CH,Cl,,
RT, 16h; e) 1. CICOLEVEt:;N, THF, 0 °C — RT, 1 h; 2. NaN3, THF/H,0, 0°C, 1h; 3. BuOH/To-
luol, Riickflu, 16 h; f) 1. All-OH, n-BuLi, THE, -30°C, 90min; g) 1. (CH,NH,),, n-BuOH, RT,
2h; CICO,CH,C=CH, Pyridin, Dioxan/H;0, 0°C — RT, 16h; h) Pd(PPh3)4, Morpholin, THF,
RT, 16h; 1) 1. TFA, CH,Cl,, RT, 16 h; 2. FmocOSu, NaHCO3, H,O/Aceton, RT, 4 h.
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gungen. Da Phthalimide durch Lithiumhydroperoxid partiell gedffnet werden, wurde die
B2-Aminosiure in Anlehnung an eine von SEEBACH et al. ausgearbeitete Vorschrift als
Allylester 296 vom Auxiliar abgespalten. ['641 Als Abspaltungsreagenz diente Lithium-
Allylalkoholat, das in situ aus n-Butyllithium und Allylalkohol erzeugt wurde. Gemal der
Literaturvorschrift wurde die Reaktion bei einer Temperatur von — 30 °C durchgefiihrt, um
eine partielle Racemisierung des 32-Aminosiureesters zu unterbinden. Nach Chromato-

graphie wurde der Allylester 296 in einer Ausbeute von 93 % erhalten.

Zur Abspaltung der Phthalimid-Schutzgruppe wurde 296 mit Ethanolamin in n-Butanol
umgesetzt. 1% Anders als die allgemein iibliche Hydrazinolyse erlauben diese milden
Reaktionsbedingungen eine Entschiitzung des Amins ohne gleichzeitige Aminolyse der
Allylester-Funktion. Uberschiissiges Ethanolamin wurde durch wiederholte azeotrope De-
stillation mit Ethanol und Toluol entfernt. Das als Rohprodukt erhaltene Amin wurde
anschlieBend unter Schotten-Baumann-Bedingungen mit Propargylchlorformiat zum ent-
sprechenden Propargylcarbamat 297 umgesetzt. Die vergleichsweise niedrige Ausbeute
von 55 % iiber zwei Stufen ist moglicherweise auf eine partielle Aminolyse des Allylesters,
sowie auf eine eventuell unvollstindige Abtrennung des Ethanolamins zuriickzufiihren.
Der Allylester 297 wurde unter Pd(PPhs)4-Katalyse in Gegenwart von Morpholin gespal-
ten. Nachdem der Ubergangsmetallkatalysator durch wissrige Aufarbeitung und chroma-
tographische Reinigung entfernt wurde, konnte die Boc-geschiitzte 32-Aminosiure 298a
in einer Ausbeute von 83 % isoliert werden. Deren Umschiitzung zur Fmoc-Aminosiure
298b erfolgte problemlos. Nach Derivatisierung der 32-Aminosiure 298b mit chiralen
Cryptophycin-Bausteinen konnten keinerlei Diastereomere nachgewiesen werden.

Die eingefiihrte Propargylcarbamat-(Poc)-Seitenkette stellt einerseits ein mogliches Sub-
strat fiir eine Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung (,,Click*“-Reaktion) dar. Dariiber
hinaus kann die Poc-Schutzgruppe chemoselektiv durch Umsetzung mit Benzyltriethylam-

monium-Thiomolybdat abgespalten werden. 238 23]
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Abbildung 6.9.: "H-NMR-Spektren (500 MHz, CDCl3) von 293 und epi-293. Zur Ermittlung der
Diastereoselektivitit der Alkylierungsreaktion wurden die jeweiligen fert-Butyl- und CHAHBPh-
Signale des Rohproduktgemischs integriert. Die vergrofert dargestellten Signale der diastereome-
ren, durch Chromatographie getrennten Alkylierungsprodukte verdeutlichen deren optische Rein-
heit.
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6.3. Synthese eines Cryptophycin-DAB-Segments

Die Synthese einer Bibliothek von Cryptophycin-Fragment-C-Analoga wird durch Ver-
wendung eines Vorldufermolekiils erleichtert, das bereits die Cryptophycin-Fragmente A,
B und D enthilt. Ein derartiges Cryptophycin-DAB-Segment wurde beispielsweise von
KOBAYASHI ef al. im Rahmen einer Cryptophycin-24-Synthese eingesetzt (vgl. Seite 30,
Schema 2.6). ! Das im vorliegenden Fall verwendete, neuartige Cryptophycin-DAB-
Segment 241 kann auf die drei in Schema 6.10 gezeigten Bausteine zuriickgefiihrt werden.
Als Fragment-A-Baustein wird der Homoallylalkohol 34 eingesetzt, der nach S. EISSLER
et al.”>?3 ausgehend von E-1-Phenylcrotonsiuremethylester (29) zuginglich ist (vgl.
S.29, Schema 2.5). Seine Verkniipfung mit Fragment B erfolgt iiber eine a,3-ungesittigte
Amidbindung, deren trans-Doppelbindung im Rahmen einer Kreuzmetathese zugénglich
ist. Entsprechend wird Fragment B in Form des Acrylamid-Bausteins 299 eingefiihrt, der
seinerseits durch Derivatisierung der o.-Aminosdure D-Tyrosin (48) erhalten wird. Al-
ternativ ist eine Verkniipfung der Fragmente A und B durch eine Horner-Wadsworth-
Emmons-Reaktion denkbar. Aufgrund der literaturbekannten Basenlabilitit des entspre-
chenden Fragment-A-Aldehyds wurde diese Variante jedoch nicht verfolgt.”*) Ausgehend
von L-Leucin (300) wurden schlieBlich verschiedenartig geschiitzte und aktivierte Derivate

der L-Leucinsdure dargestellt und als Fragment D-Bausteine eingesetzt.

Fragment A

© O (0] HNL\Q O/&o HNI\\C[Cl
)\I' HN OH 070 o~
FragmentD Fragment B
AH 241 kCCl3
" 4

Fragment C

Fragment-D-Bausteine Fragment-A-Baustein Fragment—B—Baustein\
g
@H)\/\/ HN .« Cl
5 on IS
R = Al T8S Cl,c” 070 o~
= Cl, OCOR' 299

NH, o HO o OH
300 29 48

Schema 6.10: Retrosynthetische Analyse des Cryptophycin-DAB-Segments 241.
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6.3.1. Synthese des Fragment A-Bausteins

Die von S. EISSLER in unserem Arbeitskreis entwickelte Synthese des Fragment-A-Bau-
steins 341°1:231 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit an die Erfordernisse groBe-
rer Ansitze angepasst. Als Ausgangssubstanz wurde (E)-1-Phenylcrotonsduremethylester
(29) in zwei Stufen ausgehend von Phenylacetaldehyd (301) dargestellt. Da Phenylacet-
aldehyd zur Polymerisation neigt, wurde er zuvor destilliert und durch Zusatz einer ge-
ringen Menge Malonsiure stabilisiert.[>**] Im ersten Schritt erfolgte die Umsetzung des
Aldehyds mit Malonsédure (302) im Rahmen einer unter neutralen Reaktionsbedingungen
durchgefiihrten Knoevenagel-Kondensation. Als Kondensationsprodukt wurde die y,0-un-
gesittigte Carbonsaure trans-1-Phenylcrotonsdure (19) in guter Ausbeute erhalten. Die
Reaktion verlief vollstindig regio- und stereoselektiv, so daB im '"H-NMR-Spektrum des

Rohproduktes keinerlei Isomere nachgewiesen werden konnten.

Wihrend klassische Knoevenagel-Kondensationen im basischen Milieu durchgefiihrt wer-
den, erfolgte die Reaktion im vorliegenden Fall gemil3 einer von RAGOUSSIS entwickel-
ten ?*?l und von EISSLER optimierten [°!! Vorschrift unter neutralen Bedingungen. Im
basischen Milieu wiirde das primire Aldoladditionsprodukt A nach COREY?*!] iiber die
Carboxylat-Zwischenstufe B unter Decarboxylierung und Abspaltung von Wasser zur (E)-
konfigurierten, o, -ungesittigten Carbonsiure 303 reagieren (Schema 6.11 oben).*!! In
Abwesenheit einer Base und in Gegenwart des Dehydratisierungskatalysators Piperidini-
umacetat kehrt sich die Regioselektivitit der Eliminierungsreaktion jedoch um. Nach ei-

nem von RAGOUSSIS postulierten Mechanismus!>*?! erfolgt unter neutralen Reaktionsbe-

Corey et al CO2H 1.-CO2 P
- 'R -Hz0
- basisches Milieu X cof 2@ ©/\/\COQH
- o,B-ungesattigte | P COH 2.+H 303
Carbonsaure
B
©]
+B
o0 { -HB }r -CO2
|
Z 201 CO.H [Kat] CO,H
. CO.H - HoO 2 C0osH
OH + Hgo c
HO OH
302 [Kat.]
+ H20 - Hgo
COoH

Ragoussis et al.:

X
- neutraler pH-Wert XNCOH CO.H
- 7,8-ungesattigte 2 -CO, 19

Carbonsaure D

Schema 6.11: Mechanismus nach COREY!#4!

klassische Knoevenagel-Kondensation, sowie der postulierte Mechanismus einer Variante nach

I zur Synthese o, -ungesiittigter Carbonsiuren durch

RAGOUSSIS zur Synthese y,5-ungesittigter Isomere.!?*?! [Kat.] = Piperidiniumacetat.
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Abbildung 6.10.: Synthese von trans-1-Phenylcrotonsdureestern durch Knoevenagel-Kondensa-
tion und Bestimmung der E/Z-Verhiltnisse der Produkte durch GC-FID.

dingungen zunichst die reversible Abspaltung von H,O (Schema 6.11 unten). Die beiden
Dehydratisierungsprodukte C und D befinden sich somit im Gleichgewicht mit der Hydro-
xycarbonsédure A. Da nur das y,8-ungesittigte Malonsdurederivat D decarboxylieren kann,

entsteht als einziges Produkt die gewiinschte y,8-ungesittigte Carbonsdure 19.

Die Carbonsidure 19 wurde durch Umkristallisation aus Toluol/Hexan gereinigt und an-
schlieBend durch Reaktion mit Thionylchlorid in Methanol zum entsprechenden Methyl-
ester 29 umgesetzt. Dieser wurde durch Destillation gereinigt und gemaf GC-FID isome-
renrein erhalten (siehe Abbildung 6.10). Alternativ wurde kommerziell erhéltlicher Malon-
sauremonoethylester (304) in einer Knoevenagel-Kondensation zu frans-1-Phenylcroton-
saureethylester (305) umgesetzt. Das Kondensationsprodukt wurde jedoch in einer ver-
gleichsweise niedrigen Ausbeute von 42 % isoliert und entstand zudem als Isomerenge-
misch aus (E)- und (£)-305 im Verhiltnis E/Z =96 : 4 (GC-FID, Abbildung 6.10). Die bei-
den Isomere konnten weder destillativ, noch chromatographisch getrennt werden. Aus dem

"H-NMR-Spektrum des Produktgemisches konnte aufgrund weitgehender Signaliiberlap-
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Schema 6.12: Synthese des Fragment A-Bausteins, Teil 1: Einfiihrung dreier stereogener Zen-
tren durch asymmetrische Dihydroxylierung und diastereoselektive Methylierung. a) K;OsO4
(1mol%), (DHQD),PHAL (1mol%), K;3[Fe(CN)¢] (2.5Aq.), K,CO; (3.0Aq.), CH3SO,NH,
(1.0Aq.), --BuOH/H,0 (1:1 v/v, 0.11M), 0°C, 42h; b) 1. LDA (2.5Aq.), THF, —-78°C, 1h;
2. Mel (3.0Aq.),~78°C, 15h.

pungen nur die 3J7H_ s-Kopplungskonstante des Hauptprodukts ermittelt werden. Deren
hoher Wert von 15.9 Hz bestitigt die (E)-Konfiguration des Hauptprodukts.

Die zuvor von SHARPLESS,2*3! sowie von HARCKEN und BRUCKNER2**! beschriebene
asymmetrische Sharpless-Dihydroxylierung von 29 konnte im 30 g- bzw. 0.2 mol-Maf3stab
erfolgreich nachvollzogen werden. Die Umsetzung erfolgte in Gegenwart von 1 mol% des
Oxidationskatalysators Kaliumosmat(VI), welcher durch das in stochiometrischer Men-
ge zugesetzte Oxidationsreagenz K3[Fe(CN)g] in situ (re)oxidiert wurde. Durch den Ein-
satz von 1 mol% des chiralen Osmat-Liganden (DHQD),PHAL wurde eine enantioselek-
tive Reaktion erzielt. Das Alken 29 wurde innerhalb von 42h bei 0 °C vollstindig zum
B-Hydroxy-y-lacton 30 umgesetzt. Das Lacton wurde aus Ethylacetat/Hexan-Gemischen
kristallisiert und der Kristallisationsriickstand anschlieBend chromatographisch gereinigt,

wodurch 30 in einer Gesamtausbeute von 78 % isoliert wurde.
Die 6-Methylgruppe des Cryptophycin- Tabelle 6.1.: o-Methylierung des Lactons 30:
A-Fragments wurde gemidl einer Vor- Konzentrationsabhingige o, a-Dimethylierung.
schrift von EISSLER durch o-Methylier- Ny ¢(30)]  Ausbeute 31%1  Anteil 31bl¢

ung des ungeschiitzten -Hydroxylactons | 0.20M 75 % 9mol%
30 eingefiihrt. °"-%31 Durch Zugabe von 2 0.10M 77 % 4mol%
2.5Aq. LDA in THF bei -78°C wurde 3  0.07M 86 % 2mol%

30 zunichst in sein Lithium-Dianion iiber- 4l Finale Substratkonzentration im Reaktionsge-

misch nach Zugabe aller Reagenzien.

fithrt und dieses daraufhin mit einem drei- .

Reinausbeute von 31 nach Chromatographie.

fachen molaren Uberschuss an Iodmethan Anteil von 31b am Rohprodukt (H-NMR),

umgesetzt. In der Originalvorschrift®!: 93!

betrigt die finale Substratkonzentration 0.65M und das Methylierungsprodukt 31 wird
vollstiandig diastereoselektiv in 87 %iger Ausbeute erhalten. Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit wurden groBere Mengen des Fragment-A-Vorldufermolekiils benotigt. Um die
Handhabung entsprechend groBerer Reaktionsansétze zu vereinfachen, wurde der Einflufl

einer hoheren Substratkonzentration auf den Reaktionsverlauf untersucht. Als Nebenre-
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aktion wurde dabei eine mit steigender Konzentration zunehmende ¢,a-Dimethylierung
beobachtet (Tabelle 6.1). Das Dimethylierungsprodukt 31b konnte jedoch sidulenchroma-
tographisch vom Monomethylierungsprodukt 31 abgetrennt werden. Edukt 30 und Methy-
lierungsprodukt 31 sind hingegen nicht chromatographisch trennbar. Entsprechend ist ein
vollstdndiger Ablauf der Methylierungsreaktion mit hoherer Prioritdt anzustreben, als die
vollstdndige Vermeidung der Nebenreaktion. Daher wurde nicht versucht, die Dimethylie-

rung durch einen geringeren Iodmethan-Uberschuss zu unterbinden.

Die Struktur des Nebenproduktes 31b wurde durch Vergleich der 'H-NMR-Spektren von
31 und 31b bestitigt (sieche Abbildung 6.11). Im Falle von 31b treten anstelle eines Du-
bletts (1.38 ppm) fiir die c-Methylgruppe zwei Singuletts (1.32 und 1.38 ppm) fiir die
beiden geminalen Methylgruppen auf. Zudem fehlt im Spektrum von 31b das Signal des
C“-Protons. Das Produktverhiltnis 31/31b wurde durch Integration der CPH-Signale im
"H-NMR-Spektrum des Rohproduktgemischs ermittelt, da sich deren chemische Verschie-
bungen von 4.12 bzw. 4.37 ppm hinreichend unterscheiden. Ein O-Methylierungsprodukt

wurde in keinem der erhaltenen Rohproduktgemische nachgewiesen.

4.12 ppm, m, CBH 2 ppm, s, 3H, CH3

8 ppm, m, 4H, CH3, OH

1.3
1.3
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B
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Abbildung 6.11.: Vergleich der "H-NMR-Spektren (500 MHz, CDCl3) des Monomethylierungs-
produkts 31 und des bei hoher Substratkonzentration entstehenden Dimethylierungsprodukts 31b.
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Schema 6.13: Synthese des Fragment A-Bausteins, Teil 2: Kettenverldngerung und Einfithrung des
vierten stereogenen Zentrums durch diastereoselektive Allylierung. a) (CH3),C(OCH3),, MeOH,
Amberlyst—15®, RT, 4.5d; b) DIBAL-H, CH,Cl,, —-78°C, 4h; c¢) n-Bu3SnAll, MgBr; - Et,0,
CH,Cl,, -78°C, 17h.

Im Folgenden wurde das monomethylierte 3-Hydroxylacton 31 in einem Acetondime-
thylacetal/Methanol-Gemisch gelost und in Gegenwart des polymeren Saurekatalysators
Amberlyst-15® zum Methylester 32 gedffnet (Schema 6.13). [°1:93 2441 Nach mehrtigi-
ger Gleichgewichtsreaktion wurde der in Form kleiner Kiigelchen eingesetzte Katalysator
abfiltriert und das Produkt 32 nach wéssriger Aufarbeitung — gemill gaschromatographi-
scher Analyse — in hoher Reinheit erhalten. Bei diinnschichtchromatographischer Untersu-
chung der Reaktionsmischung wurden hingegen eine Vielzahl in geringer Menge enthal-
tener Zwischen- und Abbauprodukte mit hoher Empfindlichkeit detektiert. Der Reaktions-
verlauf kann daher nicht zuverldssig durch Diinnschichtchromatographie verfolgt werden.

Die Kettenverlidngerung des Fragment A-Bausteins bei gleichzeitiger Einfiihrung des vier-
ten stereogenen Zentrums erfolgte in einer zweistufigen Reaktionssequenz (Schema 6.13).
Der Methylester 32 wurde zunichst selektiv durch DIBAL-H im unpolaren Losungsmit-
tel Dichlormethan bei —78 °C zum Aldehyd 33 reduziert. Nach vierstiindiger Reaktion
wurde gemdB GC-FID ein vollstindiger Umsatz erreicht. Zur Vermeidung einer Epimeri-
sierung wurde der o-chirale Aldehyd 33 ohne chromatographische Reinigung weiter um-
gesetzt. Nach einer von S. EISSLER entwickelten Vorschrift ergab die Magnesiumbromid-
Diethyletherat-vermittelte Reaktion von 33 mit Allyl-tri-n-butylzinn chelatkontrolliert dia-
stereoselektiv den Homoallylalkohol 34.1°1-93] Bei dieser Reaktion ist auf einen vollstin-
digen Umsatz zu achten, da Edukt 33 und Produkt 34 nur schwer durch Chromatographie
trennbar sind. Zudem konnen die als Reaktionsprodukt entstehenden Zinnorganyle weder
durch wissrige Aufarbeitung, noch durch Chromatographie an Kieselgel oder durch Erhit-
zen des Produkts im Hochvakuum vollstindig entfernt werden.! Uberschiissiges Allyl-tri-
n-butylzinn wurde hingegen groBenteils chromatographisch abgetrennt. Alle eventuell im
chromatographisch gereinigten Homoallylalkohol 34 enthaltenen Verunreinigungen beein-
flussen jedoch nicht die Folgereaktionen.

!' Eine Extraktion der Zinnorganyle mit wissriger Kaliumfluoridlésung blieb erfolglos. Der Homoallylalko-
hol 34 und die enthaltenen Zinnverbindungen haben zudem &hnliche Siedepunkte und werden dariiberhin-

aus im Verlauf einer Sdulenchromatographie an Kieselgel iiber viele Fraktionen hinweg coeluiert.
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6.3.2. Synthese des Fragment B-Bausteins

Der Fragment B-Baustein 299 wurde durch Derivatisierung von D-Tyrosin 48 aufgebaut
(sieche Schema 6.14). Gemil} einer von LAUTENS et al. entwickelten Synthese wurde da-
bei der aromatische Ring der Ausgangssubstanz zunichst durch Umsetzung mit Sulfuryl-
chlorid in Essigsiure regioselektiv chloriert.”’) Unter Anwendung der Literaturvorschrift
wurde jedoch ein Gemisch aus Monochlorierungsprodukt 49, Dichlorierungsprodukt 49a
und unchloriertem D-Tyrosin-Hydrochlorid (48-HCI) erhalten (vgl. Abbildung 6.12 A).

Die Reaktionsbedingungen wurden daher in Zusammenarbeit mit EISSLER optimiert.[®!]

Als problematisch erwies sich, dal sowohl die Ausgangsverbindung D-Tyrosin, als auch
die als Produktgemisch erhaltenen Aminosidure-Hydrochloride im Losungsmittel Essig-
saure schwerloslich sind. Wird das Sulfurylchlorid langsam zur Reaktionsmischung ge-
geben, so bleibt das Gemisch zu jedem Zeitpunkt heterogen. Dadurch besteht die Mog-
lichkeit, daB ein Teil des Edukts der Reaktion mit Sulfurylchlorid entzogen wird und un-
chloriert im Reaktionsgemisch verbleibt. Das iiberschiissige Reagenz bewirkt daraufhin
bei dem gelosten Anteil des Monochlorierungsprodukts eine zweite Chlorierung. Edukt,
Mono- und Dichlorierungsprodukt konnen anhand ihrer charakteristischen Signale im Aro-
matenbereich des 'H-NMR-Spektrums unterschieden und quantifiziert werden (siehe Ab-
bildung 6.12 A). Bei ziigiger Zugabe des Chlorierungsreagenzes entsteht hingegen kurz-
zeitig eine klare Reaktionslosung, vermutlich durch rasche Bildung eines 16slichen Zwi-
schenprodukts in Verbindung mit einer geringfiigigen Erwdrmung der Reaktionsmischung.
In dieser homogenen Losung wird das Edukt vollstindig umgesetzt. Um die Auflosung

des Edukts sicherzustellen, wurde die Tyrosin/AcOH-Suspension vor Beginn der Sulfu-

o) o)
b HO)J\E/NHBOC 9 \O)Ki/ NHBoc

—

o) 0 & o
y oJ\/ NH, 2 h O)J\_/ NHsCl
2 75 % 2 Cl quant. cl 99% cl
: “OH i :OH : :OH : :o/
48 49 50 51

X

—

o) 0©
o ol C/\OJ\{ NHBoc ) ol C/\O)Ki/ NH
: 66 % :

93 % | X cl 87 % Cl Cl
= o~ [:::I:O// [:::I:O//

52 306 299

o)
4 HOJY NHBoc

Schema 6.14: Synthese des Fragment B-Bausteins 299. a) SO,Cl, (1.2 Aq.), AcOH, < 20°C,
90min; b) Boc,O, NaOH, +-BuOH/H,O, RT, 16h; c¢) Me,;SOy4, K>CO3, Aceton, Riickflu3, 4 h;
d) LiOH (1.5 Aq.), H,O/THF/MeOH, RT, 1 h; e) Cl3CCH,OH, DCC, Pyridin, CH,Cl,, 0°C, 16 h;
f) 1. TFA, RT, 1 h; 2. CICOCH=CH,, EtsN, CH,Cl,, 0°C, 16h.
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A: B: C:

- Magnetrihrkern/Becherglas - KPG-Rihrer/Rundkolben - KPG-Rihrer/Rundkolben

- Gemisch nicht homogenisiert - durch Ultraschall homogenisiert - durch Ultraschall homogenisiert
- 1.7 Ag. SO2Cly - 1.7 Ag. SO,Cly - 1.2 Aq. SO5Cl5
-49:49a:48-HCI=87:9:4 -49:49a:48-HCI=84:16:0 -49:49a:48-HCI=93:7:0

S Lok ok

N E T T R N = mrﬁf

7.10 700 690 680 670 7.10 700 6.90 6.80 6.70 7.10 700 6.90 6.80 6.70

5 [ppm] 7.00 6.00 5.00

Abbildung 6.12.: "H-NMR-Spektrum (500 MHz, D,0) des nach Chlorierung von D-Tyrosin erhal-
tenen Rohproduktgemischs. Die Ausschnitte A—C zeigen die Signale der aromatischen Protonen
von unter verschiedenen Reaktionsbedingungen erhaltenen Produktgemischen.

rylchlorid-Zugabe im Ultraschallbad homogenisiert und wihrend der Zugabe des Chlo-
rierungsreagenzes mit einem mechanischen Riithrwerk durchmischt. Die Chlorierungspro-
dukte fielen bereits nach kurzzeitigem Riihren als amorpher Feststoff aus der Reaktionslo-
sung aus und wurden nach Ablauf der Reaktion durch Zugabe von Diethylether vollends
ausgefillt. ?*1 Der Anteil des Dichlorierungsproduktes konnte durch Verringerung des
Sulfurylchlorid-Uberschusses reduziert werden (vgl. Abbildung 6.12 B/C). Da das Dichlo-
rierungsprodukt jedoch im Gegensatz zum unchlorierten Tyrosin-Derivat im Verlauf der
Fragment-B-Synthese abgetrennt werden kann, wurde dem vollstindigen Umsatz eine ho-
here Prioritdt eingerdumt, als der vollstindigen Vermeidung einer zweifachen Chlorierung.

Die Aminosiure 49 wurde nach einer Literaturvorschrift °7]

in das fert-Butylcarbamat
50 iiberfiihrt, das nach wissriger Aufarbeitung in nahezu quantitativer Ausbeute erhal-
ten wurde. Ohne zusétzliche Reinigung wurde 50 mit Dimethylsulfat in refluxierendem
Aceton umgesetzt, wodurch sowohl die Carboxylgruppe, als auch die phenolische Hy-
droxylgruppe methyliert wurden. Das Methylierungsprodukt 51 konnte durch Sadulenchro-
matographie von Resten des dichlorierten Nebenproduktes befreit werden, das als Vor-
fraktion abgetrennt wurde. Nach Verseifung des Methylesters 51 wurde die Carbonsiure
52 als Rohprodukt in einer DCC-vermittelten Steglich-Veresterung zum Trichlorethylester

306 umgesetzt. Gegeniiber der Literaturvorschrift von MOORE, TIUS et al.'’"! wurde die
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Schema 6.15: Verkiirzte Synthese des Fragment B-Bausteins 309. a) CICOCH=CH, (10Aq.),
NaOH (2M in H,0), 0°C — RT, 16h; b) Me,SO4, K,CO3, Aceton, Riickfluf, 4h; c¢) LiOH
(1.1 Aq.), H,O/THF/MeOH, RT, 4 h.

Menge des als Base und Acylierungs-Katalysator eingesetzten Pyridins von 0.7 Aq. auf
2.0 Aq. erhoht. Dadurch stieg die Ausbeute von 306 nach Reinigung durch Kristallisati-
on von 65 % auf 87 %. Der fiir 306 ermittelte spezifische Drehwert in CHCls entsprach
mit —10.9 weitgehend dem Literaturwert von —11.771  AbschlieBend wurde die in 306
enthaltene Boc-Schutzgruppe mit Hilfe von TFA entfernt und das nach basischer Auf-
arbeitung erhaltene freie Amin mit Acryloylchlorid zum Acrylamid 299 umgesetzt. Da
Acrylamide basen- und sdurekatalysiert, sowie lichtinduziert radikalisch polymerisieren,
sollte der Fragment B-Baustein 299 mit Vorsicht und nach Moglichkeit unter Lichtaus-
schlufl gehandhabt werden. Im vorliegenden Fall wurde 299 unter Argonatmosphére und

in Gegenwart einer geringen Menge des Radikalfingers Phenothiazin gelagert. (246!

In Anbetracht des siebenstufigen Syntheseweges zum Fragment B-Baustein 299 wurde ei-
ne direktere Alternativroute angestrebt. Grundlegende Idee dabei war, die Aminofunktion
des 3-Chlor-D-Tyrosins 49 direkt zum Acrylamid 307 umzusetzen (sieche Schema 6.15).
Das Acrylamid dient somit als ,,permanente Aminoschutzgruppe* und eriibrigt daher die
Einfithrung und Abspaltung einer zusétzlichen Urethanschutzgruppe. Mit Acylchloriden
reagieren Tyrosin-Derivate jedoch nicht ausschlieflich zum N-Acylierungsprodukt. Auch
die phenolische Hydroxylfunktion ist hinreichend nucleophil und wird dementsprechend
O-acyliert. Falls die Acylierungsreaktion jedoch unter Schotten-Baumann-Bedingungen in
wassriger alkalischer Losung durchgefiihrt wird, kann der Phenylester direkt nach seiner
Entstehung wieder verseift werden. Die bislang einzige literaturbekannte Eintopfsynthe-
se eines derartigen N-Acyl-Tyrosinderivats ist die von JAROSZEWSKI ef al. beschriebene
Darstellung von N-Butanoyl-DL-Tyrosin. ?*’! Demnach wird DL-Tyrosin in 2N NaOH-
Losung aufgenommen und portionsweise mit insgesamt sechs Aquivalenten des Acylchlo-
rids versetzt. Nach wissriger Aufarbeitung und zusétzlicher Verseifung des restlichen Es-

ters durch 2 N NaOH-Losung wird das N-acylierte Tyrosin in 56 %iger Ausbeute erhalten.

In Anlehnung an die beschriebene Literaturvorschrift wurde 3-Chlor-D-Tyrosin (49) in
wiissriger Natronlauge geldst und mit einem zehnfachen Acryloylchlorid-Uberschuss um-

gesetzt. Die eingesetzte Natriumhydroxid-Menge wurde dabei derart bemessen, daf} die
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Schema 6.16: Direkte Synthese des Trichlorethylesters 299, dessen partielle Racemisierung mog-
licherweise auf die Oxazolon-Intermediate C/D zuriickzufiihren ist.

Konzentration bei Reaktionsende — d.h. nach Ablauf aller Neutralisationsreaktionen —
2mol/L betrug. Nach Reaktion iiber Nacht, wissriger Aufarbeitung und Trocknung im
Hochvakuum wurde das erhaltene Acrylamid 307 direkt mit Dimethylsulfat zum Methy-
lierungsprodukt 308 umgesetzt. Dessen Reinigung erfolgte durch Chromatographie und
Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan. Im Zuge der Kristallisation konnte urspriinglich
enthaltenes Dichlorierungsprodukt abgetrennt werden, so daf3 308 ausgehend von 49 in
einer Gesamtausbeute von 62 % analysenrein erhalten wurde. Der Methylester 308 wur-
de abschlieend durch Umsetzung mit Lithiumhydroxid zur Carbonsédure 309 verseift. Ein
auf diesem Wege erhaltener Fragment B-Baustein 309 wurde von EISSLER erfolgreich in

einer Cryptophycin-Synthese eingesetzt und erwies sich dabei als optisch rein.[°!]

Es gelang, die Acrylamid-verkappte Aminosdure 309 in einer
DCC/DMAP-vermittelten Reaktion mit Trichlorethanol in den
Trichlorethylester 299 zu tiberfithren. Eine Analyse mittels chi-
raler analytischer HPLC (Chiralpak AD, Eluent i-PrOH/Hexan
1:9) ergab jedoch, daBl im Verlauf der Estersynthese eine teil-

18.91 min, 24.5 %

19.63 min, 76.5 %

weise Racemisierung erfolgte (Abbildung 6.13). Zuriickzufiih-
ren ist dieser Befund mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
Ausbildung des 5(4H)-Oxazolon-Zwischenproduktes C (Sche-

ma 6.16), welches sich in einem tautomeren Gleichgewicht mit
dem aromatischen, achiralen Enolether D befindet und daher
leicht racemisiert. **81 Im vorliegenden Fall bedingt die kon-
jugierte Acrylat-Doppelbindung eine zusitzliche Stabilisierung

der Intermediate C und D. Derartige Cyclisierungsprodukte

Abbildung 6.13.: Aus-
schnitt des HPL-Chroma-
togramms von teilweise
racemisiertem 299 (Chi-
ralpak-AD, A =254 nm).
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werden insbesondere von Amid-funktionalisierten ¢-Aminosduren ausgebildet. Urethan-
geschiitzte Aminosduren sind davon i. A. nicht betroffen, da die vergleichsweise geringere
Basizitidt des Carbamat-NH-Protons eine den Ringschluss einleitende Deprotonierungsre-
aktion erschwert. ?*81 Tm Rahmen von Estersynthesen reagieren die Fiinfringe C und D
i.d.R. zu einem symmetrischen Anhydrid, das anschlieend unter DM AP-Katalyse durch
einen Alkohol zum entsprechenden Ester abgefangen werden kann. Da dieser Prozess im
Vergleich zu einer Aminolyse nur langsam erfolgt, besteht die Moglichkeit der Racemisie-
rung bei Estersynthesen iiber einen vergleichsweise langeren Zeitraum, als bei Amidsyn-
thesen. Zudem erfolgen Carbodiimid-vermittelte Esterkondensationen nur in Gegenwart
basischer Acylierungskatalysatoren wie Pyridin oder DMAP, welche die initiale Deproto-
nierungsreaktion (B — C) zusitzlich fordern. Additive wie HOBE, die derartige Nebenre-
aktionen im Rahmen einer Peptidsynthese vermeiden, konnen aufgrund ihrer zu geringen

Aktivierungswirkung nicht fiir Estersynthesen eingesetzt werden.

6.3.3. Verkniipfung der Fragmente A, B und D

Als Schutzgruppe der Fragment-D-Hydroxylfunktion wurde zunéchst ein fert-Butyldime-
thylsilyl-(TBS)-Ether eingesetzt. Dieser ist fluoridlabil und sollte somit selektiv in Ge-
genwart des Fragment-A-Acetonids spaltbar sein. Ein entsprechender Fragment-D-Bau-
stein wurde ausgehend von L-Leucin (300) dargestellt (Schema 6.17). Nach Diazotierung
der Aminoséure in wissriger Losung wurde die erhaltene L-Leucinsiure (310) durch Um-
kristallisation aus Hexan/Diethylether gereinigt. Geméal einer erstmals von GEORG et al.
in der Cryptophycin-Synthese angewandten Methode wurde die Hydroxycarbonséaure 310
durch Imidazol-vermittelte Reaktion mit TBS-CI bis-silyliert.3: 3 Der erhaltene Silyl-
ester 311 wurde destillativ gereinigt und anschlieBend nach einer Methode von WISSNER
und GRUDZINSKAS in das Acylchlorid 312 iiberfiihrt. ***1 Dazu wurde 311 unter neu-
tralen Bedingungen mit Oxalylchlorid in Gegenwart einer katalytischen Menge DMF um-
gesetzt. Als reaktive Spezies wird N,N-Dimethylformiminiumchlorid postuliert, das unter
CO- und CO;-Abspaltung aus Oxalylchlorid und DMF entsteht (Schema 6.18). Das Imi-
niumsalz reagiert mit dem Silylester zum Acylchlorid, wobei TBS-Cl und der Katalysator

0] O O o}
69 % 94 %
300 310 311

312

Schema 6.17: Synthese des Fragment D-Bausteins 312. a) NaNO,, H,SO4 (0.5M in H,0), 0°C
— RT, 16h; b) TBS-CIl, Imidazol, DMF, RT, 16h; c¢) (COCl),, [DMF], CH,Cl,, 0°C — RT,
3.5h.
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Schema 6.18: Von WISSNER und GRUDZINSKAS vorgeschlagener Mechanismus der DMF-

katalysierten Umsetzung von Silylestern mit Oxalylchlorid zu Acylchloriden. 249

DMF freigesetzt werden. >*°! Das Siurechlorid 312 wurde aufgrund seiner Hydrolyse-
empfindlichkeit direkt als Rohprodukt in den Folgereaktionen eingesetzt.

Die Verkniipfung der Cryptophycin-Bausteine 312 (Fragment D), 34 (Fragment A) und
299 (Fragment B) zum Cryptophycin-DAB-Segment 315 wurde in zwei unterschiedlichen
Reihenfolgen durchgefiihrt. Zum einen wurde der Homoallylalkohol 34 in einer DMAP-
vermittelten Reaktion mit dem Sidurechlorid 312 zum Ester 314 kondensiert, der auf diesem
Wege in sehr guter Ausbeute zugédnglich ist (Schema 6.19, Variante A). Eine Anhydrid-
Aktivierung der Carbonsiure nach YAMAGUCHI?! ergab den Ester zwar ebenfalls in
guter Ausbeute, erforderte jedoch einen hoheren Aufwand bei der Synthese des Frag-
ment D-Bausteins. Im Gegensatz dazu gelang eine Carbodiimid-vermittelte Veresterung
des Homoallylalkohols 34 mit unterschiedlich geschiitzten Leucinsdure-Derivaten nur in
deutlich niedrigeren Ausbeuten. Die experimentellen Befunde deuten somit darauf hin,
daf} die sekundire Hydroxylgruppe des Homoallylalkohols 34 moglicherweise aufgrund
sterischer Hinderung nur eingeschrinkt zuginglich ist.”

Der Fragment-A-D-Ester 314 wurde in einer Kreuzmetathese-Reaktion Mes_NmN_Mes

mit dem Acrylamid-funktionalisierten Fragment B-Baustein 299 zum Rdg
DAB-Segment 315 umgesetzt. Die Metathese erfolgte unter Vermittlung CI7 Py, "

des Ruthenium-Komplexes 313, eines Grubbs-Katalysators der zweiten
Generation.!”>!] Entsprechend einer von GRUBBS et al. veroffentlichten Vorschrift zur Me-
tathese von Acrylamiden!>?] wurde das terminale Olefin 314 gegeniiber dem Acrylamid
299 in einem 1.2-fachen Uberschuss eingesetzt. Um das bei der Metathese entstehen-
de Ethen auszutreiben, wurde die Reaktionsmischung zum Riickflu} erhitzt. Nach 16-
stiindiger Reaktion und anschlieBender Chromatographie des Reaktionsgemisches konnte

das gewiinschte DAB-Segment 315 in einer Ausbeute von 69 % bzgl. 299 isoliert werden.

2 Der Ester 314 kann zudem nur schwer durch Umsetzung mit Alkalihydroxiden verseift werden. Der Um-
satz bleibt auch nach mehrtigigen Reaktionszeiten in unterschiedlichen Losungsmittelgemischen unvoll-

stindig. Eine Reduktion mit Lithiumalanat in Diethylether fiihrt dagegen zur vollstindigen Esterspaltung.
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Schema 6.19: Zwei Varianten zur Synthese des Cryptophycin-DAB-Segments 315. a) [DMAP],
EtzN, CH,Clp, 0°C, 1h; b) Grubbs-II-Kat. (313, 5 mol%), CH,Cl,, RiickfluB, 16 h.

Alternativ besteht die Moglichkeit, die Metathese-Kupplung der Fragmente A und B vor-
zuziehen und die Veresterungsreaktion des AB-Segments 316 mit dem Fragment-D-Bau-
stein 312 als zweiten Schritt durchzufiithren (Schema 6.19, Variante B). Das Kreuzmetathe-
seprodukt 316 des Homoallylalkohols 34 und des Acrylamids 299 wurde in einer Ausbeute
von 85 % erhalten. Damit ist die Metathese des freien Homoallylalkohols 34 effektiver, als
die des esterfunktionalisierten Derivats 314. Zum Abschluss wurde 316 mit dem Séure-
chlorid 312 zum Ester 315 umgesetzt, wobei die Ausbeute der Estersynthese mit 75 %
deutlich niedriger ausfiel, als bei der Veresterung des kiirzeren Fragment A-Bausteins 34.
Zusammenfassend lésst sich sagen, daf} die Zielverbindung 315 iiber beide Syntheserouten
in vergleichbarer Ausbeute zugédnglich ist. Variante A ist mit einer Gesamtausbeute von
67 % nur geringfiigig effizienter als Variante B mit 64 %.

Der im Cryptophycin-DAB-Segment 315 enthaltene Trichlorethylester erwies sich als aus-
gesprochen basenlabil, weshalb die fluoridvermittelte Spaltung des TBS-Ethers zu Ne-
benreaktionen fiihrte.> So wurde 315 durch Umsetzung mit Tetrabutylammoniumfluorid
(TBAF) in THF vollstindig in ein komplexes Produktgemisch iiberfiihrt. Eine Trocknung
der TBAF-Losung mit Hilfe von Molekularsieb vor oder wihrend der Reaktion hatte kei-
nerlei positiven Effekt. Die Pufferung der stark basischen Fluoridlésung durch Zusatz eines
Aquivalents Essigsdure!>>3 oder Benzoesiure!?* verhinderte die Zersetzung des Edukts
315. Die gewiinschte Desilylierungsreaktion zum Alkohol 241 erfolgte jedoch nur langsam

3 Alle iibrigen funktionellen Gruppen des DAB-Segments 315 erwiesen sich als stabil gegeniiber der Ein-
wirkung von TBAF (vgl. Abschnitt 7.3.2 auf Seite 148ff).
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Schema 6.20: Synthese des entschiitzten Cryptophycin-DAB-Segments 241. a) CAN (1.2 Aq.),
abs. MeOH, 0°C, 17h; b) TBAF (1.5 Aq.), THFE, RT, 2.5h; c¢) 299, Grubbs-II-Kat. (313, 5 mol%),
CH,Cl,, Riickfluf, 16 h.

und blieb auch nach Ablauf von zwei Tagen unvollstindig. Deutlich erfolgreicher verlief
hingegen die Desilylierung von 315 durch Umsetzung mit einem geringen Uberschuss
an Cer(IV)ammoniumnitrat (CAN) in trockenem Methanol nach einer von SINGH et al.
entwickelten Vorschrift (Schema 6.20).!25%1 Der Mechanismus dieser Variante der Silyl-
etherspaltung ist bislang nicht bekannt. Unmittelbar nach Zugabe des Cer(IV)-Salzes zur
Losung des Silylethers 315 in absolutem Methanol entsteht ein tiefroter Cer(IV)-Methanol-
Komplex. Bei einer Temperatur von 0 °C entfirbte sich das Reaktionsgemisch innerhalb
mehrerer Stunden zu einer hellgelben Losung. Vermutlich erfolgte eine allmihliche Oxi-
dation von Methanol durch Cer(IV) und dessen damit verbundene Reduktion zu farblosem
Cer(IIl). Bei Erwarmung der Reaktionslosung auf 20 °C entfirbte sich diese hingegen in-
nerhalb kurzer Zeit vollstindig, wobei der pH-Wert von 4 auf <2 sank und das Edukt
allmihlich zu polaren Abbauprodukten zersetzt wurde. Daher wurde die Entschiitzungs-
reaktion unter fortwédhrender Eiskithlung durchgefiihrt. Nach Ablauf von 17 h wurden je-
doch im Diinnschichtchromatogramm der Reaktionslosung in zunehmendem Mafle polare
Nebenprodukte detektiert, die auf eine beginnende Spaltung des Fragment-A-Acetonids
hindeuteten. Obwohl das Edukt 315 zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollstindig umgesetzt
war, wurde die Reaktion durch Zugabe von gesittigter wéssriger Natriumhydrogencarbo-
nat-Losung beendet. Der freie Alkohol 241 und der verbliebene Silylether 315 konnten bei

nur geringem Substanzverlust chromatographisch getrennt werden.

Da sich die Abspaltung des Silylethers zu einem spiten Zeitpunkt der DAB-Segment-
Synthese als problematisch erwies, wurden Strategien entwickelt, um dieses Problem zu
umgehen. Als naheliegendste Losung wurde die TBS-Schutzgruppe bereits auf der Stufe
des AD-Segments 314 entfernt (Schema 6.20, unten). Die entsprechende Desilylierungs-
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Schema 6.21: Synthese des Cryptophycin-DAB-Segments 241 unter Verwendung einer Allylether-
Schutzgruppe. a) n-BuLi/DMSO, AllBr, 10 °C — RT, 16 h; b) LiOH - H,O, THF/H,0/MeOH, RT,
2h; c¢) 2.4,6-Trichlorbenzoylchlorid, [DMAP], Et;N, THFE, 0°C, 1h; d) p-Tol-SO,H (2.0 Aq.),
Pd(PPh3), (0.5 Aq.), CH,Cl,, RT, 1 h.

reaktion gelang in guter Ausbeute durch Umsetzung von 314 mit TBAF in THF. Der freie
Alkohol 317 wurde in Gegenwart des Metathese-Katalysators 313 mit dem Acrylamid-
funktionalisierten Fragment B-Baustein 299 umgesetzt. Anstelle des gewiinschten DAB-
Segments 241 entstand jedoch ein komplexes Produktgemisch, aus dem keine der enthal-

tenen Komponenten rein erhalten und zweifelsfrei charakterisiert werden konnte.

In einem weiteren Ansatz wurde die TBS-Schutzgruppe durch eine Allylether-Schutz-
gruppe ersetzt. Zur Synthese des entsprechenden Fragment-D-Bausteins wurde L-Leu-
cinsiure (310) nach einer Methode von HEANEY et al. %1 mit Dimsyllithium [2°7- 238
zum Dianion deprotoniert und darauthin mit Allylbromid zum Allylester/Allylether 318
umgesetzt (Schema 6.21). Das als Base eingesetzte Dimsyllithium wurde in situ durch
Zugabe von n-Buthyllithium zum vorgelegten Losungsmittel DMSO generiert. Das so er-
haltene O,0’-Dialkylierungsprodukt 318 wurde fraktioniert destilliert, der darin enthalte-
ne Allylester verseift und die quantitativ erhaltene Carbonsaure 319 ebenfalls destillativ
gereinigt. Zur Veresterung mit dem Cryptophycin-AB-Segment 316 wurde der Allylether-
funktionalisierte Fragment D-Baustein 319 nach YAMAGUCHI et al. >"! als Anhydrid
aktiviert. Nach Chromatographie konnte der Ester 320 in einer Ausbeute von 86 % iso-
liert werden. Die selektive Spaltung des im DAB-Segment 320 enthaltenen Allylethers
erfolgte nach einer von NAGAKURA et al. publizierten Vorschrift durch Reaktion mit
p-Toluolsulfinsidure in Gegenwart des Palladium(0)-Katalysators Pd(PPhs),. (2591 In Ge-
genwart von 15 mol% des Katalysators wurde der Alkohol jedoch nur in einer Ausbeute
von 37 % erhalten, wihrend 55 % des eingesetzten Allylethers 320 unveridndert zuriick-
erhalten wurde. Erst nach Zugabe von 50 mol% Pd(PPhs)4 erfolgte schlieBlich eine voll-
stindige Umsetzung. Moglicherweise wird der Palladium-Katalysator durch eine funk-

tionelle Gruppe des Substrats 320 deaktiviert. Ein an sich inaktiver Katalysator konnte
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ausgeschlossen werden, da die verwendete Pd(PPh3)4-Charge sowohl vor, als auch nach
Durchfiihrung dieser Reaktion in katalytischer Menge zur Spaltung von Allylestern in Ge-
genwart von Morpholin eingesetzt wurde. Nach Chromatographie an Kieselgel wurde der
freie Alkohol 241 in einer Ausbeute von 73 % erhalten. Die vollstindige Abtrennung des

Katalysators erforderte jedoch eine aufwindige chromatograpische Reinigung.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dafl das DAB-Segment 241 unter Verwendung des TBS-
geschiitzten Fragment D-Bausteins 312 in hoher Reinheit erhalten wird. Im Verlauf der
Silyletherspaltung sind die Substanzverluste trotz eines unvollstindigen Umsatzes gering,
da nicht umgesetztes Edukt 315 recycliert werden kann. Im Vergleich dazu ist die Synthese
von 241 mit Hilfe des Allylether-geschiitzten Fragment D-Bausteins 319 vergleichswei-
se aufwindig, sowohl im Bezug auf die Liange des Syntheseweges, als auch im Hinblick
auf harsche Reaktionsbedingungen, den Einsatz teurer Reagenzien und die Reinigung des
Endproduktes. Dieser Syntheseweg ist zudem weniger flexibel, da die Kreuzmetathese-
Kupplung zwischen den Fragmenten A und B zwingend vor der Veresterung des AB-

Segments 316 mit dem Fragment D-Baustein 319 erfolgen muss.

6.4. Synthese und Derivatisierung der Makrocyclen

6.4.1. Segmentkondensation und Makrolactamisierung

Die funktionalisierten Fmoc-f2-Aminosiuren, deren Synthese in Abschnitt 6.2 beschrie-
ben ist, wurden nun als Fragment C-Bausteine iiber eine Esterbindung mit dem Crypto-
phycin-DAB-Segment 241 verkniipft (Schema 6.22). Um eine vollstindige Reaktion zu
gewihrleisten, wurden die 82-Aminosiuren jeweils in einem 1.5-fachen Uberschuss ein-
gesetzt. Die Kupplung erfolgte durch Steglich-Veresterung, wobei als Kupplungsreagenz
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Gegenwart von 0.5 Aquivalenten DMAP verwendet
wurde. Gemil der Originalvorschrift von NEISES und STEGLICH ist im Rahmen derar-
tiger Esterkondensationen nur eine katalytische Menge DMAP erforderlich. 21 Die im
vorliegenden Fall eingesetzte grofere Menge des Acylierungskatalysators beschleunigt je-
doch die Esterkondensation zusitzlich. Obwohl eine Abspaltung von Fmoc-Schutzgruppen
durch Umsetzung mit DMAP in DMF mit einer Halbwertszeit von ca. 85 min moglich
ist, 2! wurde im mild basischen Milieu der Esterkondensation zwischen 241 und den
eingesetzten 32-Aminosiuren keinerlei Fmoc-Abspaltung beobachtet. Die DCC/DMAP-
vermittelte Kupplung eines Fmoc-geschiitzten C-Fragments mit einem Fragment-D-Bau-
stein wurde erstmals von MAIER et al. beschrieben.[®®] Die Autoren berichten ebensowe-
nig von Nebenreaktionen, wie MOHER et al. bei ihrer DCC/DMAP-vermittelten Kupplung
eines Fmoc-geschiitzten Cryptophycin-DC-Segments an ein AB-Segment. (831

Gegeniiber dem hiufig fiir vergleichbare Esterkondensationen verwendeten 1-Ethyl-3-(3-
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Schema 6.22: Synthese der seco-Depsipeptide 321a-h durch Segmentkondensation und deren Ma-
krolactamisierung zu den cyclo-Depsipeptiden 322a-h (32-AS = eingesetzte B2-Aminosiure).

dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) bietet DCC den Vorteil, nicht hygroskopisch zu
sein und im Verlauf einer wissrigen Aufarbeitung der Reaktionsmischung keine Emul-
sionsbildung zu fordern. Nach Reaktion iiber Nacht wurde ein Teil des wihrend der Es-
terkondensation entstandenen Dicyclohexylharnstoffs durch Filtration der Reaktionsmi-
schung abgetrennt. Verbliebene Harnstoff-Reste konnten i.d. R. im Verlauf der anschlie-
Benden Flash-Chromatographie an Kieselgel (KorngrofBe: 40 —63 um) vollstindig entfernt
werden. Die seco-Depsipeptide 321a-h wurden in Ausbeuten von 71-91 % erhalten.

Nach einer Vorschrift von MOHER et al. wurden die offenkettigen Substanzen 321a-h (85
mit einem fiinffachen molaren Uberschuss an Piperidin in DMF zu den cyclo-Depsipep-
tiden 322a-h umgesetzt (Schema 6.22). Nach baseninduzierter Abspaltung der N-Fmoc-
Schutzgruppe am C-Fragment erfolgte dabei unmittelbar eine intramolekulare Aminolyse

des Fragment-B-Trichlorethylesters. Obwohl die Makrolactamisierungsreaktion in einer
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mit 0.03 mol/L vergleichsweise hoch konzentrierten Losung durchgefiihrt wurde, konn-
ten keinerlei Oligo- oder Polymerisationsprodukte nachgewiesen werden. Die cyclischen
Depsipeptide 322a-h wurden durch Sdulenchromatographie gereinigt und nach Trocknung
im Hochvakuum in Ausbeuten von 67-89 % als farblose, amorphe Feststoffe erhalten.

6.4.2. Diol-Epoxid-Transformation

Zum Abschluss der Cryptophycin-Totalsynthese wurden die Acetonide 322a-g zunéchst
durch Umsetzung mit TFA in Dichlormethan in die freien syn-Diole 323a-g iiberfiihrt
(Schema 6.23). Zur effizienten Hydrolyse der Acetonide wurde der Reaktionsmischung
eine geringe Menge Wasser zugesetzt. Dadurch entstand in einigen Fillen ein heterogenes
Gemisch, was den Erfolg der Reaktion jedoch nicht beeintrichtigte. Um die Hydrolyse der
ringstindigen Esterfunktionen zu vermeiden, wurde die Entschiitzungsreaktion bei 0 °C
durchgefiihrt und ihr Verlauf diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach Ablauf von
drei Stunden wurde ein vollstindiger Umsatz der Acetonide detektiert. Die Reaktionsmi-
schung wurde bei niedriger Temperatur i. Vak. eingeengt und anschlieend zur Abtrennung
moglicher Ringoffnungsprodukte basisch aufgearbeitet. Da die freien Diole 323a-g gemal3
analytischer HPLC in hoher Reinheit erhalten wurden, konnte auf eine zusétzliche chro-
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H R \n/ R
O 0O_.0 HN_ .« Cl o o)
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Schema 6.23: Acetonid-Spaltung und Diol-Epoxid-Transformation (Ausbeuten iiber vier Stufen).
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matographische Reinigung verzichtet werden. Stattdessen wurden die Intermediate 323a-g

direkt als Rohprodukt einer Diol-Epoxid-Transformation unterzogen.

Die Uberfiihrung der syn-Diole in die entsprechenden B-Epoxide erfolgte in einer drei-
stufigen, von SHARPLESS und KOLB entwickelten Synthesesequenz.®?! Die Reaktions-
bedingungen der drei Teilschritte waren zuvor von HOARD et al.,® Tius und Lt, 9
Stoncius!’®! und EisSLER P! an die Erfordernisse der Cryptophycin-Synthese ange-
passt worden (vgl. Abschnitt 2.4.1.2 auf S.27f). Die freien Diole 323a-g reagierten mit
Trimethylorthoformiat unter Vermittlung von Pyridinium-p-Toluolsulfonat (PPTS) zu den
cyclischen Orthoestern 324a-g. Der Siurekatalysator wurde durch Filtration iiber Kiesel-
gel abgetrennt und die cyclischen Orthoester 324a-g wurden ohne zusitzliche Reinigung
mit Acetylbromid in Dichlormethan umgesetzt. Im Zuge dieser Reaktion wurden die cyc-
lischen Orthoester regioselektiv unter Inversion der Konfiguration am benzylischen Koh-
lenstoffatom zu den Bromhydrin-Formiaten 325a-g geoffnet. Als letzter Schritt der Syn-
thesesequenz wurden die Ameisensidureester 325a-g im basischen Milieu gespalten. Als
Base wurde Kaliumcarbonat verwendet, das nach einer von EISSLER entwickelten Varian-
te in einer Emulsion aus Ethylenglykol und 1,2-Dimethoxyethan eingesetzt wurde.[®!l Die
vollstindige Umsetzung der Bromhydrinformiate zu den Epoxiden erfolgte sehr rasch in-
nerhalb von ca. drei Minuten. Die Reaktionsmischung wurde mit Dichlormethan verdiinnt
und das enthaltene Kaliumcarbonat durch Extraktion mit stark verdiinnter KHSO4-Losung
neutralisiert. Um eine tiberméfBige Ringdffnung des Epoxids im sauren wissrigen Milieu zu
vermeiden, wurde die saure Waschlosung zuvor auf 0 °C gekiihlt und die gesamte wéssrige
Aufarbeitung moglichst ziigig durchgefiihrt. Nach Reinigung durch Sédulenchromatogra-
phie wurden die Cryptophycin-Fragment-C-Analoga 326a-g in Ausbeuten von 50-79 %

iiber vier Stufen isoliert.

Im Falle des Propargylcarbamat-funktionalisierten Cryptophycin-Vorlaufers 322h konnten
die Spaltung des Acetonids und eine anschlieBende Diol-Epoxidtransformation ebenfalls

erfolgreich durchgefiihrt werden. Im letzten Schritt der Reaktionssequenz erfolgte jedoch

1. TFA, CHoClo/H50,

o)
0°C,3h o)
@W/\/\fo 2. (CH0)4CH, PPTS, NGO
: ) CHxCly, RT, 2 h : )
O)\O/VEO HNI B 3. AcBr, CH,Cly AT, 41 )\Oj[o HNI\@C'
4. K,CO3, DME/Glykol,
0 HN"Yo o TRy aw Y OH O HN" O o~

RT, 3 min

o%\ﬁ o 80 % HO\/\o)Kﬁ 0

L
322h N 0N 326h N 0N

Schema 6.24: Acetonid-Spaltung und Diol-Epoxid-Transformation ausgehend von 322h. Der letzte
Schritt der Reaktionsfolge verlduft unter Ringdffnung.
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eine Alkoholyse des Fragment-CD-Esters, so dafl als Endprodukt in guter Ausbeute die
acyclische Verbindung 326h erhalten wurde (Schema 6.24). Die Offnung des Makrocyclus
wurde einerseits durch hochaufiésende ESI-Massenspektrometrie nachgewiesen (gemes-
sen: m/z = 836.3138 [M+Na] ™", berechnet fiir [C4;H5;CIN3O>+Na]™: m/z = 836.3132; fiir
Makrocyclus erwartet: m/z = 774.2764 [M+Na] ™). Dariiberhinaus konnte die Anwesenheit
entscheidender Strukturmotive des Endprodukts 326h durch einen Vergleich seiner 3C-
NMR-spektroskopischen Daten mit denen der Ausgangsverbindungen 321h und 322h, so-
wie mit denen von Cryptophycin-1 (1)7®) eindeutig nachgewiesen werden (siehe Tabelle
6.2). Demnach ist das benzylische Epoxid im A-Fragment ebenso intakt, wie die Alkin-
funktion der Fragment-C-Seitenkette. Das im Vergleich zu entsprechenden Signalen der
cyclo-Depsipeptide 1 und 322 Tieffeld-verschobene uA-CPH,-Signal von 326h, sowie die
ebenso deutliche Hochfeldverschiebung des uC-CPH,-Signals deuten auf eine offenkettige
Struktur des Depsipeptids 326h hin. Da diese Ringdffnung durch nucleophilen Angriff von
Ethylenglykol(at) ein Einzelfall ist, kann ein Nachbargruppeneffekt der Carbamatfunktion

als Ursache nicht ausgeschlossen werden.

Tabelle 6.2.: Strukturnachweis von 326h durch Vergleich ausgew:hlter '3C-NMR-Signale mit de-
nen des seco-Depsipeptids 321h, des cyclo-Depsipeptids 322h und von Cryptophycin-1 (1).

C-Atom? Cryptophycin-1 (1)176] 322h (cyclo) 321h (seco) 326h

uA-CfHCH3 13.5ppm 9.6 ppm 9.6 ppm 12.9 ppmb)
uA-C°H 63.0 ppm 82.3 ppm 82.2 ppm 63.3 ppm?)
uA-C"H 59.0 ppm 80.1 ppm 80.5 ppm 58.8 ppm?)
uA—CPH, 35.0ppm 35.3 ppm 36.6 ppm 36.6 ppm®)
uC-CPH, 41.1 ppm 40.1 ppm 39.2 ppm 39.3 ppm®)
uC-C=CH - 74.3 ppm 74.7 ppm 74.8 ppm®
uC-C=CH - 78.5 ppm 78.3 ppm 78.1 ppm?)

) yA = Fragment A, uC = Fragment C; b) _, 326h enthilt eine intaktes Epoxid;
¢) — 326h ist eine offenkettige Verbindung; ¢) — Die Alkin-Seitenkette von 326h ist intakt.

6.4.3. Modifikation der Seitenketten
6.4.3.1. Die Cu(l)-katalysierte Huisgen-1,3-dipolare Cycloaddition

Die Fragment-C-funktionalisierten Cryptophycin-Analoga 326a-g wurden mit dem Ziel
synthetisiert, den Wirkstoff u. a. mit targeting- oder Reporter-Funktionen zu verbinden.
Eine entsprechende Konjugationsreaktion sollte daher sowohl mit den funktionellen Grup-
pen des Wirkstoffs, als auch mit denen des anzukniipfenden Molekiils kompatibel sein.
Besonders attraktiv erscheint in diesem Zusammenhang die Kupfer(I)-katalysierte Varian-

te der Huisgen-1,3-dipolaren Cycloaddition zwischen einem Alkylazid und einem termi-
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nalen Alkin, als deren Endprodukt ein Triazolring entsteht. Uber diese hochgradig selek-
tive Reaktion wurde im Jahre 2001 unabhingig voneinander aus den Arbeitsgruppen um
SHARPLESS 271 und MELDAL 2161 berichtet. Sie erfolgt bereits bei Raumtemperatur,
gelingt gleichermallen in polaren wie in unpolaren Losungsmitteln und ist zu allen in der

Peptidsynthese gingigen funktionellen Gruppen kompatibel.[220: 2621

Wihrend die klassische, bei hohen

CuLy4]® o Temperaturen ablaufende Huisgen-1,3-
Ri—==—n| 75 [R—=cCun| T
r-Komplex B BH Cu(l)-Acetylid dipolare Cycloaddition ein statistisches

W Gemisch aus 1,4- und 1,5-disubstituier-
R'——H - R ten Triazolen ergibt, 2632661 entsteht im
[C L ]® N I Verlauf der Kupfer(I)-katalysierten Re-
uln . . . . . .
Cu(l)-Katalysator N o aktion ausschlieflich das 1,4-disubsti-
N_>CULn_2 . ..
Rz N R? tuierte Regioisomer. Im Gegensatz zur
"Ny L . . . .
\1_1’:] B L thermischen Reaktion verlduft die kata-
R BH _ _lysierte Variante vermutlich nicht kon-
1 . .
RZ‘N’N*‘N NcNJj/R zertiert, sondern erfolgt stufenweise (vgl.
|
— — | peNed Abbildung 6.14).1263-2641 Ein denkbarer
1
Ln-1Cu R L ez | Katalyse-Cyclus beginnt mit der Aus-

bildung eines Cu(l)-Acetylen-7-Kom-
Abbildung 6.14.: Postulierter Mechanismus

der Kupfer(I)-katalysierten  Azid-Alkin-Kupp- ] ]
263, 264] sinkt der pK,-Wert des Alkins um bis zu

plexes. Als Folge der Komplexierung
lung.!

9.8 Einheiten. Daher kann das terminale
Alkin bereits in wissrigem Milieu deprotoniert werden. 231 Folglich entsteht ein Cu(I)-
Acetylid, das in Losung vermutlich als Gleichgewicht unterschiedlicher, ein- und mehrker-
niger Cu(I)-Acetylid-Spezies vorliegt.!?”] Einer der Cu(I)-Liganden des Kupferacetylids
wird darauthin durch einen Alkylazid-Liganden ersetzt, wodurch ein Metallacyclus ent-
steht. Die Struktur dieses Intermediats kann sowohl durch monomere, ?%3! als auch durch
dimere?'”!" Kupferkomplexe beschrieben werden. Die Komplexierung aktiviert das Azid
fiir einen nucleophilen Angriff des Acetylid-Kohlenstoffatoms, so dafl unter Ringkontrak-
tion der aromatische Triazolring entsteht. Nach Protonierung des Triazol-Kupfer-Derivats

wird das Produkt freigesetzt und der Katalysator regeneriert.

Aufgrund des breiten Anwendungsspektrums der Azid-Alkin-Kupplung wurden bislang
zahlreiche Varianten der Reaktionsfiihrung veroffentlicht.!?!°1 Sie unterscheiden sich vor
allem in der Wahl des Losungsmittels und in der Quelle des Cu(I)-Katalysators. Einerseits
konnen Kupfer(I)-Salze wie Cul direkt als Katalysator eingesetzt werden.?!61  Anderer-
seits kann Cu(I) auch in situ durch Reduktion von Kupfer(Il)-Salzen mit Hilfe eines Reduk-
tionsreagenzes wie Natriumascorbat!>!” oder durch Comproportionierung von Kupfer(0)-

Metall mit anhaftendem Cu(Il) generiert werden. 2632681 Zwar werden Cu*-Ionen unter
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Einwirkung von Luftsauerstoff zu Cu?*-Ionen oxidiert. Die Oxidationsstufe + 1 kann je-
doch durch den Einsatz von Stickstoffliganden stabilisiert werden, z. B durch Zusatz terti-
drer Amine?%! oder durch Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel.?’01 Gemi
DFT-Rechnungen ist die reaktionseinleitende Deprotonierung eines Alkins zum Cu(I)-
Acetylid bei Verdringung eines Cu(I)-Acetonitril-Liganden mit einer freien Reaktions-
enthalpie von +0.6 kcal/mol leicht endotherm, wihrend der gleiche Prozess bei Verdrin-
gung eines Wasserliganden mit — 11.7 kcal/mol exotherm ist. Daher lduft die Azid-Alkin-
Kupplung in wissriger Losung bereits unter neutralen Bedingungen rasch ab, wéhrend in
organischen Lésungsmitteln zur Erzielung einer hinreichenden Reaktionsgeschwindigkeit
der Zusatz einer Base wie DIPEA oder 2,6-Lutidin erforderlich ist. Bei Einsatz von me-
tallischem Kupfer als Cu(I)-Quelle ist hingegen ein leicht saurer pH-Wert erforderlich, um
die Metalloberfliche anzugreifen und eine geniigende Anzahl von Cut/Cu?*-Ionen frei-
zusetzen, 1263 268]

6.4.3.2. Synthese Triazol-substituierter Cryptophycine

Im Rahmen erster Ligationsexperimente wurden die Alkylazid-funktionalisierten Crypto-
phycine 326f und 326g mit einem terminalen Alkin umgesetzt (Schema 6.25). Als Losungs-
mittel/Reagenz-Kombination wurde Toluol/Cul in Gegenwart eines Uberschusses von N-
Ethyl-N,N-diisopropylamin (DIPEA) gewihlt, da diese mild basischen Reaktionsbedin-
gungen eine grofftmogliche Kompatibilitdt mit dem sdurelabilen Epoxid des A-Fragments

sicherstellen. Als Folge der geringen Loslichkeit von Cul in Toluol ist die Katalysator-
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Schema 6.25: Derivatisierung von Cryptophycinen durch Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung.
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konzentration in Losung gering, was eine weitgehende Abtrennbarkeit des Katalysators
durch Filtration gewéhrleistet. Unter den genannten Reaktionsbedingungen wurden bereits
in einer Studie von SCHREIBER et al. zahlreiche unpolare Peptidanaloga erfolgreich mo-
difiziert. ?7!1 Als terminales Alkin wurde 2-Methylpropin-1-ol (327) eingesetzt, dessen
tertidre Hydroxylfunktion aufgrund ihrer geringen Nucleophilie nicht mit dem benzyli-
schen Epoxid des Cryptophycins reagieren diirfte. Dariiberhinaus erlaubt dieser Alkohol
eine weitere Verkniipfung des Cryptophycin-Analogons mit anderen Molekiilen. Die ent-
sprechende Esterbindung ist vergleichsweise sdurelabil und wird in wissriger Losung bei
einem pH-Wert von 4 mit einer Halbwertszeit von ca. 20 h hydrolysiert.?”? Somit konnte

der Wirkstoff bei niedrigem pH-Wert selektiv aus einem Konjugat freigesetzt werden.

Die Cu(I)-katalysierte Cycloadditionsreaktion des uC-(R)-konfigurierten Cryptophycins
326f mit dem Alkin 327 fiihrte innerhalb von 20 h zu einem vollstdndigen Umsatz. Nach
Chromatographie an Kieselgel wurde das entsprechende Cryptophycin-Triazol-Analogon
328f in einer Ausbeute von 90 % erhalten. Die analoge Umsetzung des uC-(S)-konfigurier-
ten Stereoisomers 326g ergab jedoch das Kupplungsprodukt 328¢g in einer deutlich gerin-
geren Ausbeute. Ursdchlich dafiir ist die im Vergleich zu den uC-(R)-konfigurierten Ver-
bindungen deutlich schlechtere Loslichkeit von Edukt und Produkt im unpolaren Losungs-
mittel Toluol. Derartige konfigurationsabhiingige Polaritdtsunterschiede wurden bei der
Analyse sdamtlicher uC-diastereomerer Cryptophycin-Paare durch analytische RP-HPLC
festgestellt. Dort zeigten alle uC-(S)-konfigurierten Analoga gegeniiber ihren uC-(R)-kon-
figurierten Diastereomeren deutlich kiirzere Retentionszeiten (Tabelle 6.3).

Die Identitdt der Kupplungsprodukte 328f und 328g konnte durch ESI-Massenspektro-

Tabelle 6.3.: Polarititsvergleich der erhaltenen Cryptophycin-Analoga anhand ihrer RP-HPLC-
Retentionszeiten (tg). Die uC—(S)-konfigurierten Verbindungen sind jeweils deutlich polarer, als

ihre uC—(R)—konfigurierten Diastereomere.

uC—-(R)-Serie uC—(S)-Serie
Substanz uC—Seitenkette tr Substanz uC—Seitenkette tr
326a o 30.6 min 326b o 30.0 min
326d Lo 3.1min | 326e o 30.9 min
326f Ns 31.0min 326g Ns 28.5min
l\/\r\\l \y|-oH vr\f\\%OH
328f N=N 25.1min | 328g NN 24.2min
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metrie (m/z = 810 [M+H] ™) eindeutig nachgewiesen werden. Weitere Charakteristika der
Triazol-substituierten Cryptophycine sind die '*C-NMR-Signale der jeweiligen quartiren
Triazol-Kohlenstoffatome (156.0 ppm fiir 328f und 154.0 ppm fiir 328g), sowie die im Ver-
gleich zu den Edukten 326f und 326g fehlenden Azid-Banden innerhalb der IR-Spektren
im Bereich von 2000-2100 cm ™!

6.4.3.3. Synthese eines Cryptophycin—RGD-Peptid—Konjugats

Die Effektivitdt vieler Chemotherapeutika wird durch ihre hohe Toxizitdt gegeniiber ge-
sundem Gewebe eingeschrinkt. Ein moglicher Ansatz zur Erhohung ihrer Tumorselekti-
vitiit besteht in der Adressierung der Wirkstoffe an vermehrt in Tumorzellen exprimier-
te Rezeptoren. Ein solcher Rezeptor ist das Transmembranprotein Integrin a,f3, wel-
ches in aktivierten Endothelzellen und in zahlreichen Tumorzellarten auftritt. In ruhen-
den Endothelzellen und in den Geweben der meisten anderen Organe wird dieser Rezep-
tor jedoch nicht exprimiert. ?’3-2741 Durch Vermittlung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen nehmen Integrine eine zentrale Rolle im Verlauf der tumorinduzierten An-
giogenese, Invasion und Metastasierung ein.!?’>> 2761 Das Integrin o, 83 erkennt natiirliche
und kiinstliche Peptidliganden der Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) 27721 und induziert
eine aktive Internalisierung dieser RGD-Peptide mitsamt daran gebundener Partikel. (23]
In vorklinischen in vivo-Studien zeigten Konjugate der Cytostatika Doxorubicin?”°! und
Paclitaxel 8! mit RGD-Peptiden eine gegeniiber den freien Wirkstoffen erhdhte Tumor-
aktivitat bei gleichzeitig verringerter systemischer Toxizitét.

_~_0
© 0.0 HN

cl | Jo .
)\ij\H)NLD@[O/ )vf 1
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o)
326g 7 N

Kupferpulver,

HN \@i
HN"0
\/\N,
tBuOH/H,0 2:1, 8 h, RT
68 %
H CF3C02
O CF3002 N
NH2
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HO NH HN O —
% o}
O 329 330

Schema 6.26: Konjugation des Cryptophycins 326g mit dem cyclischen RGD-Peptid 329.
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Erste Versuche im Rahmen dieser Arbeit sollten kldren, unter welchen Reaktionsbedin-
gungen Cryptophycine durch Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung mit einem RGD-
Peptid verkniipft werden konnen. Gemal einer Studie von KESSLER et al. bindet das cyc-
lische Pentapeptid cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) selektiv und mit nanomolarer Affini-
tit an das Integrin oy, B3.12’% 271 Da ein Austausch der Aminosiure Valin gegen andere
a-L-Aminosduren keinen signifikanten Einfluf auf die Bindungsaktivitit des Peptids aus-
iibt,?8?] wurde im vorliegenden Fall das von S. ROYO synthetisierte, alkinfunktionalisier-
te Analogon cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Propargylglycin-) (329) eingesetzt.[283]

Aufgrund der polaren Natur des RGD-Peptids 329 wurde die Ligationsreaktion mit dem
Azid-funktionalisierten Cryptophycin 326g in einem fert-Butanol/Wasser-Gemisch durch-

Peptid 329 Konjugat 330 Cryptophycin 326g
tr = 14.1 min tr = 23.2 min tg = 28.5 min
-1 T

Eduktgemisch

Reaktionsgemisch nach 2.5 h

Konjugat 330 nach Reinigung
durch praparative HPLC

T T T T T T T T T T T
00 25 50 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 325 35.0 Minuten

Abbildung 6.15.: Reaktionskontrolle der Verkniipfung des Cryptophycins 326g mit dem Peptid
329 zum Konjugat 330 durch analytische HPLC (UV-Absorptionsmessung bei A = 254 nm).
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gefiihrt. Die Carboxylfunktion des Aspartats und die als Trifluoracetat-Salz vorliegende
Guanidinofunktion des Arginins ergaben einen hinreichend niedrigen pH-Wert, um die
Verwendung von metallischem Kupfer als Cu(I)-Quelle zu ermdglichen. Zur Beschleuni-
gung der Reaktion wurde das Kupfer in Form eines feinen Pulvers eingesetzt. Der Re-
aktionsfortgang konnte mittels analytischer RP-HPLC verfolgt werden, wobei innerhalb
von ca. 8-12 h ein nahezu vollstindiger Umsatz zum Konjugat 330 detektiert wurde (vgl.
Abbildung 6.15). Nebenprodukte infolge einer Hydrolyse des Epoxids traten innerhalb
dieses Zeitraums praktisch nicht auf. Der Kupferkatalysator wurde durch Filtration der
Reaktionsmischung iiber Celite abgetrennt und das Rohprodukt durch Lyophilisation von
Losungsmitteln befreit. Im Zuge der Reinigung von 330 durch priparative HPLC bestand
die Gefahr einer Hydrolyse der benzylischen Epoxidfunktion im sauren Milieu des Elu-
enten. Daher wurden die Produktfraktionen sofort nach Erhalt unverziiglich eingefroren
und lyophilisiert. Das Konjugat 330 wurde in einer Ausbeute von 68 % als gut wasserlos-
licher Feststoff erhalten. Seine Reinheit konnte durch analytische HPLC (Abbildung 6.15,
unten) und seine Identitdt durch MALDI-ToF-Massenspektrometrie (Abbildung 6.16) be-
stitigt werden. Im Anionen-Modus wurde als Hauptpeak das Signal des Quasimoleku-
larions [M—H] ™ detektiert (gemessen: m/z = 1291.9, berechnet fiir [CezH79CIN|30¢5] :
m/z = 1292.6), sowie als charakteristischer Nebenpeak das Signal des entsprechenden
Aggregat-lons mit Trifluoracetat [M+CF3;CO;,]~ (gemessen: m/z = 1405.6, berechnet fiir
[CesHgoCIF3N13017] : m/z = 1406.5). Auch im Kationen-Modus ergab das Quasimoleku-
larion [M+H]" (gemessen: m/z = 1295.2, berechnet fiir [Cq3Hg; CIN|3015]": m/z = 1294.6)

das intensivste Signal.

100 1291.9 [M-HI"
90
80 —
X 70 -
L 60
wn
f
3 50
<
< 40
©
o 30
1309.0
20 1405.6 [M+CF5CO, "
10
0 b T ol !] T T T |
500 1000 1500 2000 2500 3000
m/z

Abbildung 6.16.: MALDI-ToF-MS des Ligationsprodukts 330 (Anionen-Modus, Matrix: 2,5-Di-
hydroxybenzoesiure, gemittelt iiber 50 Einzelmessungen).






7. Cryptophycin—Triazol-Analoga

7.1. Motivation und Syntheseplanung

1,2,3-Triazole konnen weder hydrolytisch gespalten, noch unter 3.8 A
physiologischen Bedingungen oxidiert oder reduziert werden und o R?

sind daher metabolisch inert. Die physikochemischen Eigenschaf-  HzN \V)L N/k COH
ten eines 1,4-disubstituierten Triazols dhneln jedoch denen ei- rt H

ner trans-Amidbindung. So agiert die C°-H-Bindung als Wasser- 5.1 A
stoffbriicken-Donor, wihrend die einsamen Elektronenpaare der
N2- und N3-Stickstoffatome schwache Wasserstoffbriicken-Ak- H N \%(‘NL(
zeptoren darstellen. 2841 Zwar ist das Dipolmoment eines Tri- R H

[284]

azolringes mit ca. 5.0 Debye hoher als das eines Amids

Abbildung 7.1.: Gro-

von ca. 3.7-4.0 Debye. 31 Ebenso ist die Distanz zwischen
Benvergleich zwischen

den Substituenten R' und R? am Triazolring mit 5.1 A groBer, . .

) einem Dipeptid und des-
als der Abstand zweier C*-Substituenten innerhalb eines Pep-
tids (3.8 A, vgl. Abbildung 7.1).284] Dennoch ist die Ahnlich-

keit zwischen Triazolen und Peptiden derartig grol3, dal Triazole effektiv mit Biomole-

sen Triazol-Analogon.

kiilen wechselwirken konnen. Dies macht sie zu vielseitigen Bausteinen stabiler Pepti-

domimetika. [220]

Dementsprechend konnten Amidbindungen in einer Reihe biologisch
aktiver Substanzen unter Erhalt der Bioaktivitit gegen 1,4-disubstituierte Triazolringe er-
setzt werden. > Als biologisch aktiv erwiesen sich unter anderem Triazol-Analoga ei-
nes Inhibitors der Matrixmetalloprotease MMP7,12% des immunstimulierenden Natur-
produkts o-Galactosylceramid, [?87-288] des als Agonist des Vanilloid-Rezeptors TRPV 1

(2891 des als Tyrosinase-Inhibitor wirkenden cyclo-Tetrapeptids

agierenden Capsaicins,
cyclo-[Pro-Tyr-Pro-Val], ?°1 sowie des HIV-1-Protease-Inhibitors Amprenavir.[**!l Ein
Triazol-Analogon der letztgenannten Verbindung wurde mit dem Enzym HIV-1-Protease
co-kristallisiert. Die Kristallstruktur bestétigte, dal die Wechselwirkung zwischen Triazol-
ring und Zielmolekiil mit jener der in Amprenavir enthaltenen Amidbindung vergleichbar
ist.[2%2] Insgesamt zeigen die bislang verdffentlichten Ergebnisse eine potentielle Bioqui-

valenz von trans-Amidbindungen und 1,4-disubstituierten Triazol-Ringen auf.

Trotz umfangreicher Struktur-Aktivitits-Studien an Cryptophycinen wurde bislang nicht

untersucht, wie sich ein Austausch der beiden im Depsipeptidring enthaltenen Amidbin-

143
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dungen gegen andersartige Verkniipfungen auf die Bioaktivitit des Molekiils auswirkt.
Untersuchungen der dreidimensionalen Struktur von Cryptophycin-3 durch Réntgenstruk-
turanalyse und auf Grundlage NMR-spektroskopischer Untersuchungen ergaben, dal3 die
Amid-Bindung zwischen den Fragmenten B und C sowohl im Festkorper, als auch in Lo-
sung als trans-Rotamer vorliegt. Im Gegensatz dazu zeigt die Amid-Bindung zwischen den
Fragmenten A und B eine cis-Konformation.'°! Da 1,4-disubstituierte Triazole die Struktur
einer trans-Amidbindung nachahmen, wurde die Peptidbindung zwischen den Fragmenten
B und C im Rahmen dieser Arbeit durch einen Triazol-Ring ersetzt. Das entsprechende
Cryptophycin-52-Triazol-Analogon 331 kann auf die Bausteine 13/334 (Fragment A), 335
(Fragment B), 336 (Fragment C) und 8/312 (Fragment D) zuriickgefiihrt werden (Schema
7.1). Der Ringschluss des 17-gliedrigen Makrocyclus kann zum einen in literaturbekannter
Weise!’8! durch Makrolactamisierung ausgehend von der seco-Verbindung 332 erfolgen.
Andererseits ist auch eine Makrocyclisierung durch intramolekulare Cycloadditionsreakti-
on zwischen einem Fragment-C-Azid und einem Fragment-B-Alkin denkbar. Eine mogli-

che Ausgangssubstanz fiir diese Alternativroute ist das seco-Vorldufermolekiil 333.

Makrolactamisierung
0.
o 460 AN:[.» cl
(0] N‘N"N‘\ Fragment-A-Bausteine: \KO
O%>< \"Click"-Cyclisierung ©/ WCOzF{

331

13 :R=tBu
@ 334: R =Me

ko akrolactamisierung
(j WCOQPBU Fragment-B-Baustein: BocHN W\(i[m
Z (0] Cl N
o BocHN 235
/\2""'

=N o
2] C—> | Fragment-C-Baustein:
] L HO N3
o) Click-Cyclisierung

ik"})\/\/\fo 336
| 0 B

— O HN_ .« cl
/Li W \C[ P BnO._O Cl_0
¢} Il 0 Fragment—D—Bausteine:/k/\/[ /k;/[
OH OTBS
333 8 312

Schema 7.1: Retrosynthetische Analyse des Cryptophycin-52-Triazol-Analogons 331.



7.2. Synthese des Fragment-B-Alkin-Bausteins 145

7.2. Synthese des Fragment-B-Alkin-Bausteins

Als Schliisselschritt innerhalb der Synthese des Cryptophycin-Triazol-Analogons 331 kann
die Darstellung des Fragment-B-Alkins 335 angesehen werden. Einen generellen Zugang
zu vielfiltig funktionalisierten terminalen Alkinen bietet die Seyferth-Gilbert-Homologi-
sierung entsprechender Aldehyde, wodurch das Molekiilgeriist um ein Kohlenstoffatom
erweitert wird. 24291 Die Kompatibilitit dieser Methode zu Urethan-geschiitzten Ami-
nen stellten unter anderem HAUSKE et al. mit ihrer Synthese eines von L-Valin abgelei-
teten, fert-Butylcarbamat-funktionalisierten Alkins unter Beweis.?*’l Daher wurde die-
ser Ansatz auch im vorliegenden Fall verfolgt (siche Schema 7.2). 293
substanz diente der Methylester 51 (Synthese: siehe Abschnitt 6.3.2 auf S. 122f), wel-

cher zunichst in Anlehnung an eine Literaturvorschrift >8] mit DIBAL-H zum Aldehyd

Als Ausgangs-

340 reduziert wurde. Das zur Homologisierung erforderliche Reagenz Dimethyldiazome-
thylphosphonat (338) wurde gemall der geringfiigig modifizierten Originalvorschrift von
SEYFERTH et al.?® in zwei Stufen aus dem kommerziell erhiltlichen Phthalimid 337
synthetisiert. Dazu wurde das Phthalimid zunichst durch Hydrazinolyse zum entsprechen-
den freien Amin umgesetzt. Dieses wurde anschlieend durch Umsetzung mit Natrium-
nitrit in wissriger Essigsdure diazotiert. Nach Reinigung durch Vakuumdestillation wur-
de das Seyferth-Reagenz 338 als gelbes Ol in einer der Literaturvorschrift vergleichbaren

e e

PhiN_ O by N @ 0 Np Q Q
“p=0 2= VL p=0 —Z= Ng §-P-0 < Np=C=P-ONa
| 46 % | o L O®
337 338 339
BocHN;\l\ \@ECI a) BocHNL \@
H Co o~
340

i
BocHN W\ Cl BocHN _ .« Cl
BocHN BocHN CH \CE e m \C[

- 7 O, ~
ONa 0 G o ©
( 0y ‘\‘F',/o No 342 335
Ny 2§ N7 < “ONa 00 86 % ausgehend von 51
—o © 2 0 Me,PO,4 Na 67 % ee nach Flash-Saule

L 341a I 341b B 98 % ee nach Kristallisation

Schema 7.2: Synthese des Fragment-B-Alkins 335 durch Seyferth-Gilbert-Homologisierung. 23!
a) DIBAL-H (3 Aq.), CH,Cl,, -78°C, 1h; b) 1. NH,NH, - H,0, MeOH, RT, 3d; 2. NaNO,,
AcOH/H,0, 0°C, 15min; c) 340, NaH (3 Aq.), THF, 0 °C — RT, 30 min.
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Ausbeute erhalten. Das Phosphonat 338 wurde durch Natriumhydrid zum Ylid 339 depro-
toniert und daraufhin bei 0 °C in einer Horner-Wadsworth-Emmons-(HWE)-Reaktion mit
dem Aldehyd 340 zur ungesittigten Diazoverbindung 342 umgesetzt. Bei Erwdrmung der
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur entstand unter Distickstoffabspaltung ein Alkyli-

dencarben, das sich durch Tautomerisierung zum endstindigen Alkin 335 stabilisierte. 2%/

Eine Analyse der Enantiomerenreinheit des Alkins 335 (R)-335, 10.1 min

durch analytische HPLC an einer chiralen Phase ergab,

dal 335 lediglich mit einem Enantiomereniiberschuss

von 68 % ee erhalten wurde. Durch dreimalige Um-

kristallisation des Feststoffs aus einem Toluol/Hexan-

Gemisch konnte die optische Reinheit jedoch bis auf (5)-335, 13.5 min
> 98 % ee erhoht werden (vgl. Abbildung 7.2). Da so-
wohl das durch Chromatographie erhaltene Gemisch aus
(R)- und (S)-335, als auch sidmtliche Kristallfraktionen

saubere und identische NMR-Spektren ergaben, kann ei-

335 (Rohprodukt, er = 84 : 16)

335 (kristallin, 1x umkristallisiert)

ne anderweitige Verunreinigung von 335 ausgeschlossen 335 (istalin, 3x umiaistallisiert, er > 99 1)

werden. Die stereochemische Labilitit ¢-chiraler Alde- 10 11 12 13 14 min
[299]

hyde ist literaturbekannt, weshalb unter anderem Abbildung  7.2.:

Analyse der
auf eine chromatographische Reinigung des Aldehyds Epantiomerenreinheit des Al-
340 verzichtet wurde. Dessen teilweise Racemisierung kins 335 durch chirale HPLC
kann einerseits wihrend seiner Darstellung durch Re- (Sdule: Chiralpak-AD, Eluent:
duktion des Methylesters 51 erfolgt sein. Ebenso denk- 2-Propanol/Hexan 1:10 v/v).

bar ist jedoch, da3 der Aldehyd unter den basischen Be-

dingungen der HWE-Reaktion vor einem nucleophilen Angriff des erst in situ gebildeten
Ylids 339 racemisierte. Abhilfe schaffen konnte ein alternatives Reduktionsprotokoll zur
Synthese des Aldehyds 340,21 sowie dessen Homologisierung unter milderen Reaktions-
bedingungen durch Umsetzung mit Dimethyl-1-diazo-2-oxopropylphosphonat/Kaliumcar-

bonat nach einer von BESTMANN et. al entwickelten Variante, [300- 3011

7.3. Synthese und Derivatisierung des Makrocyclus

7.3.1. Cyclisierungs-Variante 1: Makrolactamisierung

Da bislang unbekannt war, inwieweit die Ringschlussreaktion eines Cryptophycin-Triazol-
Analogons begiinstigt ist, wurde zunichst die entsprechende seco-Verbindung 332 aufge-
baut. Diese diente als Ausgangssubstanz fiir eine urspriinglich von STONCIUS zur Cyc-
lisierung konventioneller Cryptophycine entwickelte Makrolactamisierungsreaktion. 76!

Bei dieser Synthesevariante erfolgt der Ringschlufl durch Ausbildung einer Peptidbindung
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Schema 7.3: Synthese eines Cryptophycin-52-Triazol-Analogons, Variante 1: Ringschluf} durch
Makrolactamisierung. a) NaN3 (10 Aq.), H,O0, Riickflu3, 16h; b) DCC, DMAP, CH,Cl,, RT,
15h; ¢)Cul (1 Aq.), DIPEA (10 Aq.), DMF, RT, 14 h; d) CH,=CHCO,-Bu (0.83 Aq.), Grubbs-II-
Kat. (313), CH,Cl,, RiickfluB3, 15h; e) 1. Hp, Pd/C, EtOAc, RT, 18 h; 2.13, DCC, DMAP, CH,Cl,,
RT, 15h; f) 1. TFA/H,0, CH;,Cl,, 0°C, 3h; 2. HATU, DIPEA, DMF, Pseudohochverdiinnung,
0°C, 15h.

zwischen den Fragmenten A und B (Schema 7.3). Die als Fragment C-Baustein einge-
setzte Azidopivalinsdure (336) wurde in einer nucleophilen Substitutionsreaktion aus der
kommerziell erhéltlichen Chlorpivalinsdure (343) dargestellt. Zu diesem Zweck wurde das
Chloralkan in siedendem Wasser gelost und iiber Nacht mit einem zehnfachen molaren
Uberschuss an Natriumazid umgesetzt. Nach wissriger Aufarbeitung und Trocknung im
Hochvakuum wurde das Alkylazid 336 analysenrein als hellgelbes Ol erhalten, das in der
Kilte zu einem niedrigschmelzenden Feststoff erstarrte. Nach DCC/DMAP-vermittelter
Veresterung von 336 mit dem Benzylester-geschiitzten Fragment D-Baustein 813021 wurde
das CD-Segment 344 mit dem Fragment-B-Alkin 335 umgesetzt. Die Kupfer(I)-katalysier-
te Cycloadditionsreaktion erfolgte in DMF unter Zusatz von Cul als Kupfer(I)-Quelle. Ob-
wohl das Reaktionsgemisch aufgrund der geringen Loslichkeit des Kupfersalzes in DMF
zu jedem Zeitpunkt heterogen war, konnte innerhalb der Reaktionszeit von 14 h ein voll-

standiger Umsatz zum BCD-Segment 345 erzielt werden.
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Die Makrolactamisierungsstrategie erforderte den Einsatz des tert-Butylester-geschiitzten
Fragment A-Bausteins 13. Dieser wurde durch Kreuzmetathese des Homoallylalkohols 34
mit fert-Butylacrylat unter Vermittlung des Grubbs-II-Katalysators 313 synthetisiert. Zwar
ist die entsprechende Umsetzung literaturbekannt. [*3! In Abwandlung der Literaturvor-
schrift wurde die Reaktionsmischung jedoch zum RiickfluB} erhitzt und das Acrylat im Un-
terschuss eingesetzt. Unter Anwendung dieser von GRUBBS et al. entwickelten Reaktions-
bedingungen®?! konnte die Ausbeute an 13 bezogen auf das im Uberschuss eingesetzte
Edukt 34 von 71 % auf 80 % erhoht werden. Bezogen auf die eingesetzte tert-Butylacrylat-

Menge entspricht dies einer Ausbeute von 96 %.

Im Folgenden wurde der Benzylester des BCD-Segments 345 durch palladiumkatalysier-
te Hydrogenolyse gespalten und die erhaltene freie Carbonsdure als Rohprodukt mit der
sekundédren Hydroxylfunktion des Fragment A-Bausteins 13 zum Ester 332 kondensiert.
Im Gegensatz zu der hiufig problematischen Veresterung des Homoallylalkohols 34 ge-
lang die Veresterungsreaktion mit 13 auch unter Vermittlung von DCC/DMAP in ho-
her Ausbeute. Die seco-Verbindung 332 enthilt mit einer Boc-Schutzgruppe, einem tert-
Butylester und einem Acetonid drei sdurelabile Schutzgruppen. Diese wurden in einem
Reaktionsschritt durch Umsetzung mit TFA in Dichlormethan abgespalten. Da zur effekti-
ven Spaltung des Acetonids eine geringe Menge Wasser zugesetzt werden musste, wurde
die Entschiitzungsreaktion zur Vermeidung unerwiinschter Esterhydrolysen unter Eiskiih-
lung durchgefiihrt und nach 3 h beendet. Das durch Coevaporation mit Toluol und Trock-
nung im Hochvakuum von iiberschiissiger TFA befreite Entschiitzungsprodukt wurde ohne
Reinigung weiter umgesetzt. Um die Entstehung von Oligomeren zu begrenzen, wurde die
abschliefende Makrolactamisierungsreaktion unter Pseudohochverdiinnungsbedingungen
durchgefiihrt. Dazu wurde die entschiitzte Aminosdure parallel zu dem Kupplungsreagenz
HATU iiber einen Zeitraum von 15 h zu einer auf 0 °C temperierten Losung von DIPEA in
DMF gegeben. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie konnte das Cyclisierungs-
produkt 346 in einer Ausbeute von 74 % iiber zwei Stufen isoliert werden. Die literaturbe-
kannte, unter identischen Reaktionsbedingungen durchgefiihrte Cyclisierung des konven-
tionellen Cryptophycin-52-Depsipeptids verlduft mit einer Ausbeute von 71 % (vgl. Sche-
ma 2.1 auf S. 24).1761 Somit ist die Cyclisierungs-Tendenz des 17-gliedrigen Cryptophycin-
52-Triazol-Analogons mit jener des 16-gliedrigen Cryptophycin-Rings vergleichbar.

7.3.2. Cyclisierungs-Variante 2: ,Click"-Cyclisierung

Im Jahre 2004 veroffentlichten MELDAL et al. das erste Beispiel einer Makrocyclisie-

(2621 Der als

rung von Peptidomimetika durch Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung.
problemlos beschriebene Reaktionsverlauf veranlasste diverse Arbeitsgruppen zur Durch-

fiihrung eigener Studien, wodurch eine bemerkenswerte Besonderheit dieser Ringschluss-



7.3. Synthese und Derivatisierung des Makrocyclus 149

L
[Cu] /N
—_ Nayvwnw—=———CU Cu—= N
ml 3 ® 3

N \/ — —Cu /CU—L —_— L/CU/ .
SN X N

®°N
C B D
N:N
N
/ I
N-
N
N=N E F

Schema 7.4: Postuliertes Prinzip der bevorzugten Cyclomonomer- und Cyclodimer-Bildung bei

Ringschlussreaktionen durch Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung.?%*

reaktion zu Tage trat: Sowohl bei Cyclisierungsversuchen in (pseudo)hochverdiinnter Lo-
sung, als auch bei Immobilisierung des Substrats an einer festen Phase entstehen neben
den erwarteten Cyclisierungsprodukten hiufig Cyclodimere und -trimere. Wiahrend die
cyclischen Oligomere z. T. als Hauptprodukt isoliert wurden, konnte die Bildung acycli-
scher Oligomere in keinem Fall beobachtet werden (fiir eine Ubersicht siehe Lit. 2201),
Ein eindrucksvolles Beispiel ist die effiziente Synthese eines 124-gliedrigen Cyclodimer-
Ringes.?3] Dessen Ringschluss wird durch Kupfer(I)-komplexierende Liganden, sowie
durch im Uberschuss zugesetztes Kupfer(I)-Salz oder zusitzliches freies Alkin gehemmt.
Die Gegenwart eines zusitzlich im Uberschuss zugesetzten Alkylazids fiihrt hingegen zu
keinerlei Beeintrichtigung der Cyclisierungsreaktion. 393

Die gegeniiber der Bildung linearer Oligomere bevorzugte Cyclisierung kann durch eine
gleichzeitige Komplexierung zweier Acetylide innerhalb eines Kupferkomplexes erklirt
werden (Abbildung 7.4 A). In Abhéngigkeit von der Flexibilitdt und dem Substitutions-
muster der acyclischen Ausgangssubstanz wird die Bildung intermedidrer Komplexe wie
C oder D bevorzugt, so daf} ein Produktgemisch aus Cyclodimeren (E) und Cyclomono-

meren (F) in jeweils unterschiedlichen Verhiltnissen entsteht. 220 3031

In z. T. detaillierten Reihenuntersuchungen wurde von mehreren Arbeitsgruppen die Ab-

hingigkeit der Produktverteilung von unterschiedlichen Faktoren untersucht. So wurde der
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EinfluB der Reaktionsbedingungen, % der Kettenlinge der acyclischen Ausgangssub-
stanz, (271,393 3051 gowie der Seitenkettensubstitution peptischer3%! und der Stereochemie
peptidomimetischer Bausteine!?’!! analysiert. Auf Grundlage der erlangten Erkenntnisse
konnen jedoch keine allgemeingiiltigen Vorhersagen iiber die zu erwartende Produktver-

teilung getroffen werden.

Zur Untersuchung der Makrocyclisierung eines Cryptophycin-52-Triazol-Analogons durch
Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung wurde die entsprechende offenkettige Aus-
gangssubstanz 333 mit Hilfe der in Schema 7.5 gezeigten Synthesesequenz aufgebaut. Als
Fragment A-Baustein diente der Methylester 347, welcher analog zur Synthese des tert-
Butylesters 13 durch eine Kreuzmetathesereaktion erhalten wurde. Die Ausbeute betrug
98 % im Bezug auf Methylacrylat und 82 % beziiglich des in 1.2-fachem Uberschuss einge-
setzten Homoallylalkohols 34. Der Methylester 347 wurde unter Einwirkung einer dquimo-
laren Menge Lithiumhydroxid verseift. Aufgrund ihrer Labilitdt wurde die erhaltene freie
Carbonsdure 348 nicht chromatographisch gereinigt, sondern selektiv unter Vermittlung
der Kupplungsreagenzien EDC und HOAt mit dem ebenfalls als Rohprodukt eingesetzten
Amin 349 zum AB-Segment 350 kondensiert. Dessen DM AP-katalysierte Esterkondensa-
tion mit dem Fragment D-Baustein 312 ergab das TBS-geschiitzte DAB-Segment 351. Die
Spaltung des Silylethers zum sekundidren Alkohol 352 gelang rasch und in hoher Ausbeute
durch Umsetzung mit TBAF. Mit dem entschiitzten DAB-Segment 352 steht ein Vorldufer-
molekiil zur Verfiigung, das fiir Reihenuntersuchungen verschiedener Azidocarbonsiduren
auf ihre Tauglichkeit als Fragment C-Bausteine eingesetzt werden kann. Aufgrund der be-
kannten Bildungstendenz des entsprechenden Makrocyclus wurde als erste Azidosédure die
bereits zuvor verwendete Azidopivalinsiure (336) unter DCC/DMAP-Vermittlung mit 352
verestert. Der vollstdndige seco-Vorldaufer 333 wurde darauthin als Ausgangssubstanz fiir
Kupfer(I)-katalysierte Makrocyclisierungsversuche eingesetzt.

Die Reaktionsbedingungen fiir einen Ringschluss 17-gliedriger Peptidomimetika in Lo-
sung wurden von SCHREIBER ef al. derart optimiert, daf} die gewiinschten Cyclomonomere
als Hauptprodukte in Ausbeuten von 53-83 % erhalten wurden, wihrend die entsprechen-
den Cyclodimere lediglich in Ausbeuten zwischen 0 % und 25 % isoliert wurden.?’!1 Als
Losungsmittel/Reagenz-Kombination wurde Toluol/Cul in Gegenwart eines Uberschusses
an DIPEA eingesetzt, wobei die Cyclisierungsreaktion bei Raumtemperatur erfolgte. Unter
vergleichbaren Bedingungen, wenngleich bei einer Reaktionstemperatur von 110 °C, syn-
thetisierten VAN MAARSEVEEN et al. selektiv cyclomonomere Triazolanaloga natiirlicher
cyclo-Tetrapeptide, die bislang nicht synthetisch zuginglich waren. %0 304]

In Anlehnung an die von SCHREIBER ef al. ausgearbeitete Vorschrift 27! wurde das acyc-
lische Cryptophycin-Vorldaufermolekiil 333 als 0.004 M Losung in Toluol vorgelegt und
in Gegenwart von 0.5 Aq. Cul und 20 Aq. DIPEA umgesetzt. Nach einer Reaktionszeit
von 20 h bei Raumtemperatur und anschlieBender chromatographischer Reinigung wurde
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Schema 7.5: Synthese eines Cryptophycin-52-Triazol-Analogons, Variante 2: Click-Cyclisierung.
a) CH,=CHCO,Me (0.83 Aq.), Grubbs-II-Kat. (313), CH,Cl,, RiickfluB, 16h; b) LiOH (1.1 Aq.),
THF/MeOH/H,0, 0°C — RT, 16 h; c) TFA/CH,Cl, 1:2v/v,0°C,2h; d)EDC -HCI, HOBt - H,O0,
EtsN, CH,Cl,, 0°C — RT, 16h; e) DMAP, EtsN, CH,Cl,, 0°C, 1 h; f) TBAF, THF, 0°C, 2.5h;
g) DCC, DMAP, CH,Cl,, 0°C — RT, 16 h; h) 1. Cul (0.5 Aq.), DIPEA (20 Aq.), Toluol (0.004 M),
RT, 20 h (84 % Gesamtausbeute); 2. TFA/H,0O, CH,Cl,, 0°C, 3.5h.
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Cyclomonomer 346 (600 MHz, Aceton-d6)

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Cyclodimer 353 (500 MHz, Aceton-d6)

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
Abbildung 7.3.: Vergleich der 'H-NMR-Spektren der Cyclisierungsprodukte 346 und 353.

ein untrennbares Gemisch aus Cyclomonomer und Cyclodimer in einer Gesamtausbeute
von 84 % erhalten. Die acetonidgeschiitzten Makrocyclen wurden durch Umsetzung mit
TFA/H,0 in Dichlormethan in die freien Diole tiberfiihrt, welche durch Siulenchroma-
tographie an Kieselgel trennbar waren. Als Hauptprodukt wurde das Cyclomonomer 346
in einer Ausbeute von 32 % tiiber 2 Stufen isoliert, wihrend das Cyclodimer 353 in einer
Ausbeute von 27 % erhalten wurde. Die Unterscheidung von Monomer 346 und Dimer 353
gelang einerseits durch Vergleich ihrer ESI-Massenspektren. Diese enthalten in beiden Fal-
len als Hauptpeak das Signal des entsprechenden Quasimolekularions [M+Na]™ (346: m/z
= 733.3; 353: m/z = 1445.6). Weiterhin sind die NMR-Spektren des durch Cycloaddition
erhaltenen Monomers 346 identisch mit jenen der durch Makrolactamisierung erhaltenen
Substanz, wihrend die NMR-spektroskopischen Daten des Cyclodimers 353 z. T. deutlich
abweichen (vgl. Abbildung 7.3).
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7.3.3. Diol-Epoxid-Transformation

Als letzter Schritt in der Totalsynthese des Cryptophycin-52-Triazol-Analogons 331 er-
folgte die dreistufige Uberfiihrung des syn-Diols 346 in das entsprechende Epoxid (vgl.
Schema 7.6). Die einzelnen Schritte entsprechen denen der in Abschnitt 6.4.2 auf Seite
133f beschriebenen Synthesesequenz. In Vorversuchen wurde zunichst iiberpriift, ob die
Esterbindungen der Depsipeptidstruktur unter den Reaktionsbedingungen der Epoxidsyn-
these stabil sind. Wihrend das Diol 346 in einer Emulsion aus Kaliumcarbonat, Ethylen-
glykol und DME gemil Diinnschichtchromatogramm intakt blieb, erfolgte im Falle des
Cyclodimers 353 unter gleichen Reaktionsbedingungen eine Umsetzung zu polaren Ring-
offnungsprodukten. Daher wurde ausschlieflich das Cyclomonomer 346 der Reaktionsfol-
ge unterzogen, wobei das Endprodukt 331 in einer Ausbeute von 59 % iiber drei Stufen

erhalten wurde.

In Tabelle 7.1 sind die NMR-spektroskopischen Daten von 331 und von Cryptophycin-
52 (3)!1 im direkten Vergleich aufgefiihrt. So zeigen insbesondere die ringstindigen
Kohlenstoffatome innerhalb der Fragmente A und D und die daran gebundenen Protonen
NMR-Signale, deren chemische Verschiebungen deutlich von denen dquivalenter Atome
im jeweils anderen Makrocyclus abweichen. Dieser Befund deutet auf grolere Unterschie-

de in der dreidimensionalen Struktur der beiden Makrocyclen hin.

OH
N A0 ~1 A0
~  OH O0_0 HN .»\\@:C' a) / 0.0 HN _.»\\@:Cl

= o /K:[ =
/L/\/[o N. .N o~ 0 N..N o~
N N
0P o<

346 331

Schema 7.6: Transformation des syn-Diols 346 zum Epoxid 331. a) 1. (CH30);CH, PPTS,
CH,Cl,, RT, 2h; 2. AcBr, CH,Cl,, RT, 4h; 3. K,CO3, DME/Ethylenglykol, RT, 3 min.
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Tabelle 7.1.: Vergleich der NMR-spektroskopischen Daten (H: 500 MHz, '3C: 126 MHz, CDCl3)
von Cryptophycin-52 (3)°! und von dessen Triazol-Analogon 331. Im Klammern angegeben sind
die Aufspaltungsmuster und die Kopplungskonstanten [Hz] der ' H-NMR-Signale.

3('H) 331 ('H) 3P0 33130
Fragment A
C=0 - - 166.0  165.5
C*H 5.73 (dm, 15.1) 5.84 (dm, 15.6) 1246 1269
CcPH 6.76 (ddd, 15.0,10.7,4.2)  6.43(ddd, 15.4,7.7,7.7) 1419  139.2
CH, 2.45(ddd, 14.4,11,2,11.1)  2.44-2.53 (m) 36.9 36.4
2.58 (ddd, 14.5, 1.9, 1.9)
C%H 5.20 (ddd, 11.0, 4.8, 1.2) 5.07 (dm, 9.5) 75.9 77.6
CEH 1.79 (dgm, 12.5, 6.9) 1.85 (dgm, 11.0, 7.0) 40.7 40.6
CEHCH; 1.14 (d, 6.9) 1.14 (d, 6.9) 13.6 13.3
C’H 2.92(dd, 7.5, 1.8) 2.92(dd, 7.1, 1.8) 63.1 62.8
C"H 3.68 (d, 1.5) 3.72.(d, 1.7) 59.1 58.5
Fragment B
NH 5.65(d,7.7) 5.67 (d, 8.1) - -
C*H 4.74 (ddd, 7.6, 7.4,5.3) 5.49 (ddd, 8.3, 8.1, 4.8) 47.4 54.4
CPH, 3.03 (dd, 14.5,7.6) 3.21(dd, 14.4,7.9) 35.3 37.8
3.07-3.14 (m) 3.42 (dd, 14.4, 4.6)
c! - - 129.5  130.1
C?H 7.18 (d, 1.8) 7.14 (d, 2.0) 130.9 1312
c¥ - - 1225 122.1
c¥ - - 154.1  153.8
CSH 6.84 (d, 8.3) 6.80 (d, 8.4) 1123 112.1
C%H 7.04 (dd, 8.3, 1.9) 7.00 (dd, 8.4, 2.0) 1283 1285
OCHj3 3.87 (s) 3.85(s) 56.1 56.1
Fragment C
ce - - 42.8 44.3
CH; 1.16 (s) 1.05 (s) 22.7 222
1.22 (s) 1.31(s) 2286 2322
CPH, 3.07-3.14 (m) 4.49 (d, 13.9) 46.4 57.4
3.41 (dd, 13.6, 8.6) 4.54 (d, 14.0)
Fragment D
C*H 4.83 (dd, 10.2, 3.4) 5.15(dd, 10.0, 3.3) 71.2 70.6
CPH, 1.32 (ddd, 13.6, 9.0, 3.6) 1.59 (ddd, 13.8,9.9,3.5)  39.3 40.4
1.71 (ddd, 14.1,10.3,4.7)  1.83 (ddd, 14.0, 10.1, 4.0)
C'H 1.67 (m) 1.67 (m) 24.6 24.7
COH; 0.83 (d, 6.5) 0.91 (d, 6.5) 21.2 21.3
0.84 (d, 6.5) 0.93 (d, 6.6) 2288  23.15
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Fragment A
Cryptophycine sind cytotoxische Depsipeptide, die ) IO
gegeniiber mehrfach medikamentenresistenten Tu- /@O o N L\Ei[m
morzellen und soliden Tumoren aktiv sind, jedoch OK/\N 0 o~
Fragment D R" R2H Fragment B
aufgrund ihrer Neurotoxizitit bislang nicht als Che- Fragment C

L L Cryptophycin-1 (1): R' = Me, R2=H
motherapeutika in der Krebstherapie eingesetzt wer-

den.®>! Der Naturstoff Cryptophycin-1 (1) besteht aus vier Amino- und Hydroxycarb-
onsdurebausteinen (Fragmente A —D). In literaturbekannten Studien wurde das Substitu-
tionsmuster des Fragment C-Bausteins (R)-B2-Homoalanin unter Erhalt der Bioaktivitit
modifiziert. 68 %1 Bisher unbekannt sind jedoch die Auswirkungen polarer Seitenketten-
funktionen oder einer Inversion der Konfiguration des stereogenen Zentrums. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher enantiomerenreine, polar funktionalisierte 32-Aminosiuren
synthetisiert und als Fragment C-Bausteine entsprechender Cryptophycin-Analoga einge-
setzt. Da B2-Aminosiuren synthetisch nur eingeschrinkt zuginglich sind, wurden zuniichst

zwei verschiedene Konzepte zur Synthese dieser Bausteine erarbeitet.

Erstmals gelang die effiziente Synthese von 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-onen. Die Cyc-
lisierung des chiralen 3-Alanin-Derivats rac-218 erfolgte durch BF3-vermittelte Konden-
sation von f3-Alaninamid (215) mit Benzaldehyd-Dimethylacetal (Schema 8.1). Nach Ein-
fiihrung einer Boc-Schutzgruppe wurde der Heterocyclus rac-219 enolisiert und diaste-
reoselektiv alkyliert. Dabei erfolgte der Angriff von Elektrophilen bevorzugt aus dem der
C2-Phenylgruppe zugewandten diastereotopen Halbraum. Die cis-Selektivitit dieser Al-

o) o) o) o)
HzN)ﬁ _a) HN b)) BoeN” 9 BocN)j’R
CbzHN 86% Ph)\gbz 5% Ph’gg; F>h’LgbZ
215 rac-218 rac-219 rac-237a: R = Me, 97 %, cis : trans =95 : 5

rac-237b: R = Bn, 79 %, cis: trans =98 : 2
rac-237c: R = All, 73 %, cis: trans=95:5

Schema 8.1: Synthese und Alkylierung racemischer 2-Phenyltetrahydropyrimidinone (gezeigt ist
jeweils eines der beiden Enantiomere). a) PhCH(OMe),, BFs - Et,O, CH>Cl,, RT, 16h; b)
Boc,0, [DMAP], CH3CN, 16h, RT; c¢) 1. LIHMDS, THE, -78°C; 2. RX (Mel, BnBr, AllBr),
THF/DMPU, -55 °C.

155
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o] o) o] o] o]
HZN)‘j\ a) HN HNk)‘j\ b) HNk)j/l c) HNij
o, + . o, . o, .
CbzHN" ~COAll 81% Ph)\N COAI  Ph™" "N YCOAIl 8% ey 7% oy
Cbz Cbz Cbz Cbz
233 (25,65)-234 36:64 (2R,6S5)-234 236 (R)-218
o) o]
- o) Ph o)
d BocN BocN™ ™" “COLtBu  f ;
9. L e, L 220 . ho N~ “NHBoc| —2~ Ho NHFmoc
95% 94 % Cbz 67 %
PR" ON" J9ss Ph N
Cbz arss: Cbz CO,t-Bu CO,t-Bu
(S)-219 (25,5R)-237d 239 240

Schema 8.2: Enantiomerenreine 2-Phenyltetrahydropyrimidinone als B2-Aminosiurevorliufer.
a) PhCH(OMe),, BF; - Et;,0, CH,Cl,, —30°C —-15°C, 16h; b) 1. [Pd(PPh3)4], Morpholin,
THEF, RT, 1h; 2. DIB, I, CH,Cl,, RT, 4h, dann + BF3-Et;,O, RT, 1h; c) Ni(OAc),-4H,0/
NaBH4, MeOH/THE, 0 °C, 10 min; d) Boc,O, [DMAP], CH3CN, 16h, RT; e) 1. LIHMDS, THF,
—78°C; 2. BrCH,CO;#-Bu, THF/DMPU, -55°C; f) LiOH/H,0,, THF/H,0, 0°C — RT, dann
Na;S03; g) 1. Hp, Pd/C, MeOH, RT; 2. FmocOSu, NaHCO3, Aceton/H,O, RT.

kylierungsreaktion steht im Gegensatz zur frans-selektiven Alkylierung literaturbekannter,
C2-tert-butyl- und N3-methyl-substituierter Tetrahydropyrimidinone.!!79: 181. 182]

Analog zur Synthese der racemischen Substanzen erfolgte die BFz-vermittelte Cyclisierung
des L-Asparagin-Derivats 233 (Schema 8.2). Das Gemisch der diastereomeren Cyclisier-
ungsprodukte wurde chromatographisch getrennt, das frans-konfigurierte Hauptprodukt
(2R,65)-234 oxidativ decarboxyliert und die absolute Konfiguration des Iodids 236 mit-
tels Rontgenstrukturanalyse ermittelt. Durch chemoselektive Reduktion des Dihydropy-
rimidinons 236 wurde das enantiomerenreine Tetrahydropyrimidinon (R)-218 erhalten.
Dessen Alkylierungsprodukt (25,5R)-237d wurde in zwei Stufen zur entsprechenden f2-
Aminosaure abgebaut, indem der sechsgliedrige Ring durch Umsetzung mit Lithiumhydro-
peroxid regioselektiv gedffnet und die Aminofunktion des acyclischen Produkts 239 hy-
drogenolytisch freigesetzt wurde. AbschlieBende Einfithrung einer Fmoc-Schutzgruppe er-
gab (R)-Fmoc-f3 2hAsp(Ot-Bu)—OH (240). Im Rahmen dieser Arbeit gelang somit erstmals
die Synthese einer polar funktionalisierten und sdurelabil geschiitzten S2-Homoamino-
sdure nach dem von SEEBACH beschriebenen Prinzip der Selbstregeneration stereogener
Zentren (SRS).!"”71 Das Tetrahydropyrimidinon 219 ist im Gegensatz zu literaturbekann-
ten Analoga unter milden Reaktionsbedingungen selektiv spaltbar und kann dementspre-
chend als potentiell vielseitiger 32-Aminosiurevorliufer angesehen werden.

Hauptziel dieser Arbeit war die Synthese von Cryptophycin-Analoga mit funktionalisierten
Fragment C-Bausteinen, die eine nachtrigliche Modifikation des Wirkstoffes ermoglichen.

Zu diesem Zweck wurde eine Bibliothek entsprechender 2-Aminosiuren entwickelt. De-



157

0 0o 1. NaHMDS 0 o o o LIOOH 0
H M _r R N MR 1R M A m THERO | LR
Q N 2.ICH,CO,RZ Q@ N 2. Curtius-Abbau Q@ N 0°C
Bn Bn  CO2R? Bn  NHR® NHR®
R® = Boc
/:FP = Fmoc
Synthese- 1. Alkylierung 2. Curtius-Abbau 3. Abspaltung 4. Umschitzung
_R! schritt
LZ‘% R2 Produkt Ausbeute  dr R3® Produkt Ausbeute | Produkt Ausbeute | Produkt Ausbeute
% >CO,tBu Al 245 81% 80:20| Boc 247  46% 248a 71 % 248b 97 %
'HL/\ COLAIl tBu 250 61% 83:17| Boc 252 65 % 253a 72 % 253b 95 %

% ™""COAll | tBu 268  50% 91:9 | Boc 270  53% 271a 8% | 271b  88%
% ™""OAl |tBu 275 90% 93:7 | Boc 277 51% 278a  87% | 278b  80%

% TN, +Bu 281b 98% 89:11| Boc 283  68% 284a  99% 284b 90 %
Fmoc 285 63% |ent284b 29 % - -

" tBu 281a 71% 98:2 | - - - - - - -

% NPht tBu 203 92% 85:15| Boc 295 69 % - - - -

Schema 8.3: Evans-Auxiliar-vermittelte Synthese funktionalisierter 32-Aminosiuren.

ren Seitenketten-Funktionalitdten waren jedoch inkompatibel zu den Ringspaltungsbedin-
gungen der im vorigen Abschnitt beschriebenen Tetrahydropyrimidinone. Daher wurden
diese B2-Aminosiuren mit Hilfe eines zuvor entwickelten, Auxiliar-vermittelten Verfah-
rens synthetisiert (Schema 8.3).[168. 191 A5 Ausgangsverbindungen dienten N-Acylimide,
die durch Verkniipfung eines 4-benzylsubstituierten Evans-Auxiliars mit funktionalisierten
Carbonsduren erhaltenen wurden. In vier standardisierten Schritten wurden diese chiralen
Carbonsdure-Derivate jeweils in ¢¢-Position mit einer Fmoc-geschiitzten Aminomethylen-
einheit versehen. Dazu wurden die N-Acylimide enolisiert und unter Verwendung von
Iodessigsaureallyl- bzw. -tert-butylester diastereoselektiv alkyliert (Schritt 1). Nach Spal-
tung der fert-Butylesterfunktionen wurden die freien Carbonsiduren durch Curtius-Abbau
in die entsprechenden tert-Butylcarbamate iiberfiihrt (Schritt 2) und die Boc-geschiitzten
B2-Aminosiuren durch Behandlung mit Lithiumhydroperoxid vom Auxiliar abgespalten
(Schritt 3). Einzig eine $2-Aminosiure mit phthaloyl-geschiitzter Aminomethylen-Seiten-
kette wurde durch Umsetzung mit Lithiumallylalkoholat als Allylester abgespalten. Die im
Rahmen nachfolgender Cryptophycin-Synthesen erforderliche Fmoc-Schutzgruppe ist im
basischen Milieu der Auxiliarabspaltung instabil und wurde daher in einer abschlielenden
Umschiitzungsreaktion eingefiihrt (Schritt 4).

Zur effektiven Synthese einer Vielzahl von Cryptophycin-Fragment-C-Analoga wurde das
Vorlaufermolekiil 214 entwickelt (Schema 8.4). Die entsprechenden Bausteine der Frag-



158 Kapitel 8. Zusammenfassung und Ausblick

mente A (34), 31 B (299)[77-971 und D (312/319) 83841 wurden z. T. in Analogie zu
Literatursynthesen dargestellt, wobei die Prozeduren i.d. R. optimiert und an die Erfor-
dernisse groflerer Ansitze angepasst wurden. Die Verkniipfung der Fragmente A und B
erfolgte durch Kreuzmetathese unter Vermittlung eines Ruthenium-basierten Katalysators
nach GRUBBS.[?!l Das D-Fragment wurde entweder als Séurechlorid oder alternativ nach
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319, ¢), 86 % (R = All) J\I
OTBS

ko
’\H\/\/ 299, a) | N /O'yk/\/\f 312
o O 69 % ~ 7 0.0
e N A s
oTBS OR - )\I
OAll

315:R = TBS CCI
——320: R = All 8 319

e) d)

0

L—[214:R=H)~— §

HO NHFmoc 3% 57% @
0

e ” Jou lﬁ
0
321a-h O)\/\NHFmoc CClg

jg) R

S S era

OJ\)\fo HNL\Oi B )\/\/[O HNL\O\©:(C)|/
o o

R R
322a-h 326a-g (326h: Ring6ffnung)
o~ n o - . - - - -~
m : : :
LcogAu SCOoLAl l\/\COQAII l\/\OAII ol ‘\/\Ng SN LNHPoc
p2-AS:  248b 253b 271b 278b ent-278b 284b ent-284b 208b

321a (91 %) 321b (82 %) 321c (88%) 321d (71%) 321e (83 %) 321f (72 %) 3219 (82 %) 321h (76 %)
322a (67 %) 322b (83 %) 322c (88%) 322d (72%) 322e (71 %) 322f (91 %) 3229 (70 %) 322h (69 %)
326a (70 %) 326b (53 %) 326c (60 %) 326d (71 %) 326e (79 %) 326f (50 %) 326g (54 %) 326h (80 %)

Schema 8.4: Synthese einer Bibliothek funktionalisierter Cryptophycin-Fragment-C-Analoga.
a) Grubbs-II-Kat. (313, 5 mol%), CH,Cl,, Riickflu, 16 h; b) [DMAP], EtsN, CH,Cl,, 0°C, 1h;
¢) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, [DMAP], EtsN, 0°C, 1h; d) CAN (1.2 Aq.), abs. MeOH, 0 °C,
17h; e) p-Tol-SO-H (2.0 Aq.), Pd(PPh3), (0.5 Aq.), CH,Cl,, RT, 1h; f) DCC, DMAP, CH,Cl,,
RT, 16h; g) Piperidin, DMF, RT, 16h; h) TFA, CH,Cl,/H,0, 0°C, 3h; 1) (CH30)3CH, PPTS,
CH,Cl,, RT, 2h; j) AcBr, CH,Cl,, RT, 4h; k) K»COs (5 Ag.), DME/Glykol (2:1 v/v), RT, 3 min.
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YAMAGUCHI als Anhydrid aktiviert und darauthin DM AP-vermittelt mit dem Fragment-
A-Baustein kondensiert. Die Reihenfolge der beiden Kupplungsschritte hatte dabei nur
geringe Auswirkungen auf deren Ausbeute. Als Schutzgruppe der sekundidren Hydroxyl-
funktion am D-Fragment wurde sowohl ein TBS-Ether, als auch ein Allylether erfolg-
reich eingesetzt. Das Cryptophycin-DAB-Segment 214 wurde jeweils Carbodiimid-ver-
mittelt mit den zuvor dargestellten N-Fmoc-f2-Aminosiuren verestert. Nach einer Vor-
schrift von HOARD et al. wurden die Fmoc-Schutzgruppen innerhalb der seco-Depsipep-
tide 321a-h durch Umsetzung mit Piperidin gespalten, worauthin eine intramolekulare
Aminolyse der Trichlorethylester die jeweiligen cyclo-Depsipeptide 322a-h ergab.®>] Auf
die saure Hydrolyse der Acetonide 322a-h folgte eine dreistufige Konversion der erhal-
tenen syn-Diole in die entsprechenden Epoxide 326a-h. Im Fall des Propargylcarbamat-
(Poc)-funktionalisierten Cryptophycin-Derivats 326h erfolgte dabei unter Einwirkung von
Ethylenglykol/Kaliumcarbonat eine Ringdffnung durch Alkoholyse der Fragment-C-D-
Esterbindung.

In ersten Studien wurden die Alkylazid-funktionalisierten Cryptophycine 326f und 326g
durch Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Kupplung mit Alkin-funktionalisierten Molekiilen
verkniipft (Schema 8.5). Sowohl fiir eine Ligation mit polar funktionalisierten Alkinen
wie dem RGD-Peptid cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-L-Propargylglycin-) (329), als auch zur
Verkniipfung mit vergleichweise unpolaren Alkinen wie 327 wurden jeweils entsprechende

Reaktionsbedingungen ausgearbeitet.

Als Erginzung zur Struktur-Aktivititsstudie im Bereich der Fragment-C-Seitenkette wur-
de die Fragment-B-C-Amidbindung im Cryptophycin-52-Analogon 331 durch einen 1,2,3-
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Schema 8.5: Modifikation von Cryptophycinen durch Cu(I)-katalysierte Azid—Alkin-Kupplung.
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Triazolring ersetzt (Schema 8.6). Der entsprechende Fragment-B-Alkin-Baustein 335 wur-
de ausgehend von 51 durch Seyferth-Gilbert-Homologisierung des entsprechenden Alde-
hyds dargestellt. Das Alkin 335 wurde mit den iibrigen drei Fragmenten zu den offenket-
tigen Vorldaufermolekiilen 332 und 333 verkniipft. Die seco-Verbindung 332 wurde nach
Abspaltung aller sdurelabilen Schutzgruppen unter Pseudohochverdiinnungsbedingungen
makrolactamisiert. Bei der Cyclisierung von 333 durch Cu(I)-katalysierte Huisgen-1,3-
dipolare Cycloaddition entstand ein Cyclomonomer/Cyclodimer-Gemisch, aus dem nach
Abspaltung der Acetonidschutzgruppen die chromatographisch trennbaren Diole 346 und
353 erhalten wurden. Eine dreistufige Diol-Epoxid-Transformation von 346 ergab das

Cryptophycin-52-Triazol-Analogon 331.

Nachfolgende biologische Untersuchungen werden zeigen, ob und inwiefern die am Frag-

ment C des Cryptophycins vorgenommenen strukturellen Verdnderungen die Aktivitit oder

BocHN .« Ol a) BocHN .« Cl fo)
L e O A
51 335 Z [O 6] Cl |
o ﬁ % /L)\:O BocHN /©/ ©
MC /ﬁ)-u/,
@o : 332 o N

~_0O
\ 32% b
C)127% OH O._O HN cl
o XA
A0 O NN 0
HO HN_ [ )'><
0 Z N o~ d
N-N {59%

Schema 8.6: Synthese eines Cryptophycin-52-Triazol-Analogons. a) 1. DIBAL-H (3 Aq.),
CH,Cl,, —78°C, 1h; 2. Dimethyldiazomethylphosphonat (340), NaH (3 Aq.), THF, 0°C — RT,
30min; b) 1. TFA/H,0, CH,Cl,, 0°C, 3h; 2. HATU, DIPEA, DMF, Pseudohochverdiinnung,
0°C, 15h; ¢) 1. Cul (0.5 Aq.), DIPEA (20 Aq.), Toluol (0.004 M), RT, 20 h; 2. TFA/H,0, CH,Cl,,
0°C, 3.5h; d) 1. (CH30);CH, PPTS, CH,Cly, RT, 2h; 2. AcBr, CH,Cl,, RT, 4h; 3. K,COs,
DME/Ethylenglykol, RT, 3 min.
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Selektivitdt des Wirkstoffes beeinflussen. Falls funktionelle Gruppen in der Fragment C-
Seitenkette toleriert wiirden, konnten Konjugate des Wirkstoffes mit Reporter-Funktionen
eine weitergehende Aufkldarung des Wirkmechanismus erlauben. Andernfalls besteht die
Moglichkeit zur Synthese inaktivierter prodrugs, die erst nach gezielter Abspaltung einer
funktionellen Gruppe in aktive Wirkstoffe iiberfiihrt werden.






9. Summary and Outlook

Cryptophycins are cytotoxic depsipeptides that ex-

hibit extraordinary high activity against multiple

0
)O\ojr[o o HN_ .« cl
drug resistant tumour cells and against solid tu- O"\‘\AN”‘ 0 o~

unit D R “R2H unit B
mours implanted into mice. Due to their pro- unit
. cryptophycin-1 (1): R' = Me, R = H

nounced neurotoxicity, they are not yet used as

chemotherapeutics in anticancer therapy. >>! The natural product cryptophycin-1 (1) con-
tains four amino and hydroxy acid building blocks (units A —D). According to literature
studies, the substitution pattern at the unit C building block (R)-B2-homoalanine can be
modified to a limited extent without substantial loss of bioactivity. (%361 On the other
hand, respective impacts of a polarly functionalised side chain or of an inversed stereo-
chemistry at unit C still remain unknown. Consequently, within the course of this thesis,
enantiomerically pure and polarly functionalised 2-amino acids were synthesised and em-
ployed as unit C building blocks of cryptophycin analogues. Since $2-amino acids are not

easily accessible, they were synthesised following two different routes.

In a first approach, B2-amino acids were synthesised starting from 2-phenyltetrahydropyr-
imidine-4-ones. These formerly hardly accessible heterocycles were obtained via a novel
synthetic route (scheme 9.1). B-Alanine amide (215) was cyclised to the chiral $-alanine
derivative rac-218 by BF3;-mediated condensation with benzaldehyde dimethylacetal. The
amide nitrogen within the heterocycle was Boc-protected, followed by enolisation and
diastereoselective alkylation of rac-219. Electrophilic attacks preferentially occurred from

the diastereotopic half room pointing towards the C>-phenyl group. The observed cis-se-

o) o) o) o)
HZNJj _a) HN _b)  BocN” : 0o BocNJj’R
CbzHN 86% Ph)\lc\l:bz 9% Ph)%l(\l:; Ph)\(N:bZ
215 rac-218 rac-219 rac-237a: R = Me, 97 %, cis : trans =95 : 5

rac-237b: R = Bn, 79 %, cis : trans =98 : 2
rac-237c: R=All, 73 %, cis:trans=95:5

Scheme 9.1: Synthesis and alkylation of racemic 2-phenyltetrahydropyrimidine-4-ones (only one
enantiomer shown). a) PhCH(OMe),, BF3 - Et,O, CH,Cly, rt, 16 h; b) Boc,O, [DMAP], CH3CN,
16h, rt; c) 1. LIHMDS, THE, -78 °C; 2. RX (Mel, BnBr, AllBr), THF/DMPU, -55 °C.
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o] o) o] o] o]
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Cbz arss: Cbz CO,t-Bu CO,t-Bu
(S)-219 (25,5R)-237d 239 240

Scheme 9.2: Enantiomerically pure 2-phenyltetrahydropyrimidine-4-ones as $2-amino acid pre-
cursors. a) PhCH(OMe),, BF3 - Et;O, CH,Cl,, —-30°C ——-15°C, 16h; b) 1. [Pd(PPh3)4], mor-
pholine, THEF, rt, 1 h; 2. DIB, I, CH,Cl,, rt, 4 h, then + BF3 - Et;O, 1t, 1 h; ¢) Ni(OAc); -4 H,O/
NaBH4, MeOH/THF, 0 °C, 10 min; d) Boc,O, [DMAP], CH3CN, 16h, rt; e) 1. LIHMDS, THF,
-78°C; 2. BrCH,CO;#-Bu, THF/DMPU, -55°C; f) LiOH/H,0,, THF/H,0, 0°C — 1t, then
NaS03; g) 1. Hp, Pd/C, MeOH, rt; 2. FmocOSu, NaHCO3, acetone/H,O, rt.

lectivity contrasts with trans-selective alkylations of C2-tert-butyl and N3-methyl substi-

tuted tetrahydropyrimidinones known from literature, [17%- 181 182]

BF;-mediated cyclisation of L-asparagine derivative 233 succeeded in analogy to the syn-
thesis of the racemic compound (scheme 9.2). The resulting mixture of diastereomers was
chromatographically resolved, the trans-configured main product (2R,65)-234 was oxida-
tively decarboxylated and the absolute configuration of the iodide 236 was ascertained
by X-ray crystallographic analysis. Chemoselective reduction of the dihydropyrimidinone
236 gave rise to the enantiomerically pure tetrahydropyrimidinone (R)-218. The respective
alkylation product (25,5R)-237d was degraded in a two step procedure to give the corre-
sponding %-amino acid. Regioselective opening of the six-membered ring by reaction
with lithium hydroperoxide afforded the acyclic product 239. Subsequent hydrogenolysis
released the amino function and final introduction of a Fmoc-protective group afforded
(R)-Fmoc-BzhAsp(Ot—Bu)—OH (240). The described procedure represents the first syn-
thesis of a polarly functionalised B2-homoamino acid containing acid labile protective
groups via the principle of self regeneration of stereogenic centres (SRS) proposed by
SEEBACH. 7] In contrast to formerly known tetrahydropyrimidinones, compound 219
is selectively cleavable under mild conditions and can thus be considered as potentially

versatile B2-amino acid precursor.

Major aim of the present work was to synthesise cryptophycin analogues containing unit C
building blocks which facilitate a subsequent derivatisation of the macrocycle. Therefore,

a library of suitably functionalised 8%-amino acids was developed. Unfortunately, the
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Scheme 9.3: Evans’ auxiliary based syntheses of functionalised $2-amino acids.

corresponding side chain functionalities were not compatible with the newly developed
tetrahydropyrimidinone precursors. Therefore, all unit C building blocks were synthesized
following an Evans’ auxiliary based route (scheme 9.3).[18: 1691 Generally, functionalised
carboxylic acids were coupled to a 4-benzyl substituted Evans’ auxiliary. In a standardised
four step sequence, each of the chiral acid derivatives was diastereoselectively function-
alised in a-position with an Fmoc-protected aminomethylene moiety. Therefore, the N-
acyl imides were enolised and alkylated utilizing fert-butyl iodoacetate or allyl iodoacetate
as electrophiles (step 1). After cleaving the tert-butyl esters, the intermediate carboxylic
acids were converted to fert-butyl carbamates via Curtius degradation (step 2) and the
Boc-protected 2-amino acids were cleaved from the auxiliary by treatment with lithium
hydroperoxide (step 3). As an exception, N-acyl imide 295 was treated with lithium al-
lyl alcoholate to release the respective N-phthaloyl-protected 2-amino acid allyl ester
296 (cf page 6.9, scheme 6.9). In the course of the following cryptophycin syntheses, N-
Fmoc-protected 32-amino acids were required as unit C-building blocks. The Fmoc-group
was generally introduced in a final deprotection/reprotection step (step 4), since an earlier
introduction failed due to its instability under the basic conditions of auxiliary cleavage
(cf scheme 9.3, 285 — ent-284b).

To enable multiplex syntheses of cryptophycin unit C-analogues, DAB-segment 214 was
employed as common synthetic precursor (scheme 9.4). The respective building blocks of
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units A (34),°31 B (299),177-°71 and D (312/319)[83- 841 were partially obtained in analogy
to literature syntheses. Most procedures were optimised and adopted to the requirements
of medium scale syntheses. Units A and B were connected via cross metathesis mediated
by a second generation GRUBBS-catalyst. 2! Unit D building blocks were protected as
TBS- or allyl ethers, either activated as acyl chloride or as anhydride, and subsequently
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Scheme 9.4: Syntheses of functionalised cryptophycin unit C analogues.  a) Grubbs-II cata-
lyst (313, 5mol%), CH,Cl,, reflux, 16h; b) [DMAP], Et;N, CH,Cl,, 0°C, 1h; c) 2,4,6-tri-
chlorobenzoyl chloride, [DMAP], EtsN, THF, 0°C, 1h; d) CAN (1.2 eq.), dry MeOH, 0°C, 17 h;
e) p-Tol-SO,H (2.0eq.), Pd(PPh3)4 (0.5eq.), CH,Cl, rt, 1h; f) DCC, DMAP, CH,Cl,, rt, 16 h;
g) piperidine, DMF, rt, 16 h; h) TFA, CH,Cl,/H,0, 0°C, 3h; 1) (CH30);CH, PPTS, CH,Cl, rt,
2h; j) AcBr, CH)Cly, rt, 4h; k) Seq. KoCO3, DME/ethylene glycol (2:1 v/v), rt, 3 min.
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condensed with unit A in the presence of DMAP. The chronological order of coupling
steps did not have significant influence on their yields. Each of the formerly synthesised
N-Fmoc-f3%-amino acids was esterified with cryptophycin DAB-segment 214. According
to a procedure developed by HOARD et al., Fmoc-protected seco-depsipeptides 321a-h
were deprotected by reaction with piperidine and eventually cyclised by intramolecular
aminolysis of the trichloroethyl ester, leading to cyclo-depsipeptides 322a-h. 351 Acidic
hydrolysis of the acetonides 322a-h was followed by a three-step conversion of the ob-
tained syn-diols to the respective epoxides 326a-h. By treatment with ethylene glycol and
potassium carbonate, the macrocycle of propargylcarbamate-(Poc)-functionalised crypto-

phycin derivate 326h was opened via alcoholysis of the ester bond between units C and D.

In the course of preliminary ligation experiments, azide functionalised cryptophycins 326f
and 326g were connected to functionalised alkynes via copper(I)-catalysed cycloadditions
(scheme 9.5). Procedures were developed both for ligation of cryptophycins with polarly
functionalised alkynes like e.g. the RGD-peptide cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-L-propar-
gylglycine-) 329, as well as for coupling reactions with rather apolar alkynes like e.g. 327.

In addition to cryptophycin unit C-analogues containing modified side chains, a novel
cryptophycin analogue 331 was synthesised, wherein the amide linkage between units C
and D was replaced by a 1,2,3-triazole ring (scheme 9.6). The corresponding unit B
alkyne building block 335 was obtained starting from methyl ester 51 by Seyferth-Gilbert-
homologation of the respective aldehyde. The alkyne 335 was coupled with suitably mod-
ified building blocks of units A, C, and D, leading to open-chain precursors 332 and 333.

After cleavage of three acid labile protective groups, seco-compound 332 was cyclised via
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Scheme 9.5: Modification of cryptophycins by means of Cu(I)-catalysed azide—alkyne coupling.
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macrolactamisation under pseudo-high dilution conditions. In contrast to that, cyclisation
of 333 was effected by copper(I)-catalysed Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition, leading to
an inseparable mixture of cyclomonomer and cyclodimer. Acidic hydrolysis of the ace-
tonides afforded diols 346 and 353, which were separated by column chromatography.
Final diol-epoxide conversion starting from 346 lead to cryptophycin-triazole analogue
331.

Biological experiments will show, in how far structural modifications at cryptophycin
unit C being carried out in the course of this work influence biological activity and tumour-
selectivity of the drug. If functional groups within the side chain of unit C will be tolerated,
the drug could be conjugated with reporter groups to further investigate its mechanism of
action. On the other hand, if functional groups will inactivate the molecule, they could

possibly be cleaved off to convert a prodrug into a biologically active agent.
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Scheme 9.6: Synthesis of a cryptophycin-52 triazole analogue. a) 1. DIBAL-H (3 eq.), CH,Cl,,
—78°C, 1h; 2. dimethyl diazomethylphosphonate (340), NaH (3 eq.), THF, 0°C — rt, 30 min;
b) 1. TFA/H,0, CH;,Cl,, 0°C, 3h; 2. HATU, DIPEA, DMF, pseudo-high dilution, 0 °C, 15h;
c¢) 1. Cul (0.5eq.), DIPEA (20eq.), toluene (0.004 M), rt, 20h; 2. TFA/H,O, CH,Cl,, 0°C, 3.5h;
d) 1. (CH30)3CH, PPTS, CH,Cl,, rt, 2h; 2. AcBr, CH,Cly, 1t, 4h; 3. K,CO3z, DME/ethylene
glycol, rt, 3 min.
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10. Methoden und Materialien

Arbeitstechniken: Experimente, die den Ausschluss von Feuchtigkeit und/oder Sauer-
stoff erfordern, werden unter einer statischen Argonatmosphire in mit Gummisep-
ten verschlossenen Reaktionsgefiflen durchgefiihrt. Die Apparaturen werden zuvor
wiederholt evakuiert (0.05-0.01 mbar), mit einem handelsiiblichen Heilluftgeblise
erhitzt, im Vakuum abgekiihlt und mit iiber Sicapent® getrocknetem Argon der Qua-
litatstufe 4.6 (99.9996 %) befiillt. Fliichtige Bestandteile aus Extrakten und Reak-
tionsgemischen werden, soweit nicht anders angegeben, am Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck bei einer Badtemperatur von 40 °C (Diethylether und
Dichlormethan: Atmosphirendruck und 50 °C Badtemperatur) entfernt. Gereinig-
te Verbindungen werden im Drehschieberpumpenvakuum (HV, < 0.05 mbar) von

Losungsmittelresten befreit.

Chemikalien und Reagenzien werden, falls nicht anders angegeben, in angemessener
Qualitiit bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. D-Tyrosin wird in Form
eines Lyophilisates von der Firma BACHEM bezogen. Bernsteinsdaureanhydrid wird
durch Sublimation i. Vak. gereinigt. Allylbromid, Diisopropylamin, DMPU, Pipe-
ridin und Triethylamin werden vor Gebrauch durch Destillation (ggfs. i. Vak.) von
Calciumhydrid absolutiert, Bromessigsdure-tert-butylester durch fraktionierte Vaku-
umdestillation von Calciumoxid. Allylalkohol, Benzaldehyd-Dimethyacetal, Ethyl-
chlorformiat, Oxalylchlorid und Trimethylorthoformiat werden (ggfs. i. Vak.) iiber

eine Vigreux-Kolonne fraktioniert destilliert.

Losungsmittel fiir Reaktionen werden wie folgt gereinigt: Dichlormethan wird iiber
Kaliumcarbonat destilliert und iiber Calciumhydrid absolutiert. Toluol und Hexan
werden liber Natrium absolutiert, Et,O, THF und DME iiber Natrium/Benzophenon-
ketyl. Dimethylformamid wird i. Vak. von Ninhydrin destilliert, anschlieBend i. Vak.
tiber Calciumhydrid absolutiert und unter Argonatmosphire in abgedunkelten Ge-
filen aufbewahrt. Acetonitril und Chloroform werden iiber P,Os getrocknet. Die
Trocknung von Methanol erfolgt durch Destillation von Magnesiummethanolat, das
in situ durch Reaktion mit Magnesiumspénen hergestellt wird. Das Magnesium wird
durch Zugabe einiger lodkristalle aktiviert. Ethylenglykol wird durch fraktionier-
te Destillation von Natriumsulfat vorgetrocknet und die Hauptfraktion anschlieBend

nach Zusatz von Natrium erneut i. Vak. destilliert, wobei Ethylenglykol mit kon-
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stanter Siedetemperatur von 95 °C/25 mbar iibergeht. Allylalkohol und n-Butanol
werden von Kaliumcarbonat und fert-Butanol wird von Calciumhydrid destilliert.
Dimethylsulfoxid wird iiber Nacht mit Calciumhydrid geriihrt und anschliefend
durch fraktionierte Vakuumdestillation absolutiert.

Losungsmittel zur Extraktion, Kristallisation und Chromatographie werden in
der Qualitit ,,technisch* bezogen und vor Gebrauch destilliert. Die verwendete Erd-
Olfraktion ,,Petrolether” (PE) hat einen Siedebereich von 40-60 °C. Bei dem fiir
Chromatographie verwendeten Hexan handelt es sich um ein Alkangemisch mit eng

begrenztem Siedebereich.

Sdulenchromatographie: Als stationidre Phase fiir praparative Sdulenchromatographie
wird Kieselgel 60 der Firma MACHEREY-NAGEL verwendet. Fiir Atmosphéren-
druck-Chromatographie betrigt die Korngrofie 63-200 pm (70-230 mesh), fiir Flash-
Chromatographie 40-63 um (230-400 mesh). Die Dimensionen der jeweils verwen-

deten Séule (Durchmesser x Linge) werden angegeben.

Diinnschichtchromatographie: Als stationire Phase wird Kieselgel 60 auf Aluminium-
trager mit Fluoreszenz-Indikator Fs4 der Firma MERCK verwendet. Die Detektion
erfolgt unter UV-Licht bei 254 nm, sowie durch Anfirbung mit Ninhydrin-Losung
(5 %ig in EtOH) oder Ammoniumheptamolybdat/Cer(IV)sulfat-Reagenz (10.0 g
(NH4)6M070,4 - 4 H>0, 0.4 g Ce(SO4)2, 5.4 mL konz. H,SO4, 180 mL H,O).

NMR-Spektroskopie: Proben werden i.d. R. bei 298 K als Losung in CDClj3 unter Zu-
satz des internen Standards Tetramethylsilan ("H und '*C: 0.00 ppm) vermessen.
Alternativ erfolgt die Messung in DMSO-dg (Standard: DMSO-CHj3, 'H: 2.50 ppm,
13C: 39.52 ppm), Aceton-dg (Standard: Aceton-CHs, 'H: 2.05 ppm, 13C: 29.84 ppm)
oder D,O (Standard: H,O, 'H: 4.79 ppm). Bl Die Messungen werden mit fol-
genden Geriiten durchgefiihrt: BRUKER ARX 250 ('H: 250 MHz, '*C: 63 MHz),
BRUKER DRX 500 ('H: 500 MHz, 13C: 126 MHz, 3'P: 202 MHz), BRUKER AVAN-
CE 600 ("H: 600 MHz, '3C: 151 MHz). Zur vollstindigen Signalzuordnung wer-
den zusitzlich 2D-Spektren ('H,'*C-HMQC und 'H,'H-COSY) sowie DEPT-135-

Spektren aufgenommen.

IR-Spektroskopie: Die Messung erfolgt an einem Fourier-Transformations-Infrarot-
spektrometer des Typs FT/IR-410 der Firma JASCO. Feststoffe werden als Pressling

in KBr, fliissige Proben als Film zwischen NaCl-Platten vermessen.

Massenspektrometrie: EI- und CI-Massenspektren werden mit einem Magnetsektor-
feld-Massenspektrometer vom Typ AUTOSPEC X der Firma VACUUM GENERA-
TORS aufgenommen. Das Gerit ist mit einer Standard-EI- bzw. CI-Quelle ausge-
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stattet. Proben werden iiber eine Schubstange in Aluminiumtiegeln eingefiihrt. Die
Beschleunigungsspannung betrdgt 8 kV im EI-Modus und 6 kV im CI-Modus. ESI-
Massenspektren werden mit einem lonenfallen-Massenspektrometer vom Typ
ESQUIRE 3000 der Firma BRUKER DALTONIK gemessen. Das Gerit ist mit einer
Standard-ESI-Quelle ausgestattet. Die Proben werden direkt iiber eine Spritzenpum-
pe als Losung in CHCI3/MeOH oder Acetonitril eingefiihrt. Als Zerstdaubungs- und
Trockengas dient Stickstoff, als Kollisionsgas fiir MS”-Experimente wird Helium
verwendet. Die Experimente zur Massenfeinbestimmung (HRMS) werden mit ei-
nem FT-ICR-Massenspektrometer des Typs APEX III der Firma BRUKER DALTO-
NIK mit externer (Nano-)ESI-lonenquelle durchgefiihrt. Als Zerstaubungs- und Tro-
ckengas dient auch hier Stickstoff. MALDI-ToF-Massenspektren werden mit dem
Gerdt VOYAGER DE der Firma PE BIOSYSTEMS aufgenommen (Flugrohrlange:
1.2m). Die Messung erfolgt durch Ionisation mittels eines Stickstofflasers (Wel-
lenldnge 337 nm, Pulsbreite 3 ns, Wiederholungsrate 3 Hz) unter Verwendung der
Matrixsubstanz 2,4-Dihydroxybenzoesdure (Beschleunigungsspannung: 20 kV, Mit-
telung tiber 50 Laserschiisse, gerdteinterne Standardkalibrierung).

Polarimetrie: Spezifische Drehwerte werden bei Raumtemperatur mit einem Digitalpo-
larimeter des Typs DIP-360 der Firma JASCO ermittelt. Die Messung erfolgt in einer
Quarzglaskiivette der Linge / = 1 dm bei einer Wellenlidnge von 589 nm (Natrium-
D-Linienmittel). Angegeben ist die Konzentration ¢ [g/100 mL] des Analyten im
jeweiligen Losungsmittel. Der spezifische Drehwert [a] 8T [10~! deg cm? g~!] wird
nach der folgenden Formel aus dem arithmetischen Mittel ¢, [deg] von mindestens

10 Einzelmesswerten berechnet:

lalp =

l-c

Schmelzpunkte werden mit einer Schmelzpunktbestimmungsapparatur vom Typ MEL-
TING POINT B-540 der Firma BUCHI ermittelt. Die Messung erfolgt in offenen

Kapillaren (Durchmesser 1 mm). Die Messwerte sind unkorrigiert.

Analytische RP-HPL-Chromatographie: Verwendet wird eine analytische HPLC-
Geriteeinheit der Firma THERMO SEPARATION PRODUCTS (Controller: SN 4000,
Pumpe: P 4000, Autosampler: AS 100, UV-Detektor: UV 6000 LP). Die Detektion
erfolgt durch UV-Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 220 oder 254 nm.

Vorsdule: PHENOMENEX Vydac High Performance Protein and Peptide C18.
Séule: PHENOMENEX Jupiter C18, Korngrofe 5 um, 4.6 mm (ID) x 250 mm.
Eluent A: H,O/CH3;CN/TFA 95:5:0.1 v/v/v.
Eluent B: H,O/CH3;CN/TFA 5:95:0.1 v/v/v.
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Methode 1:

FluBrate: 1 mL/min

0—3 min

3-35min

35-40min
Methode 2:

FluBrate: 1 mL/min
0—3min
3-35min
30-40min

40 —-45 min

100 % A 0% B
— 0% A 100% B
—  100% A 0% B

NV%A 10%B
— 0%A 100% B
0% A 100% B
— 90%A 10%B

Chirale analytische HPL-Chromatographie: Gerite s.o.

Séule: DAICEL Chiralpak AD, Korngroe 10 um, 4.6 mm (ID) x 250 mm.

Methode 3: Hexan/2-Propanol 9:1 v/v, FluBrate: 1 mL/min.

Praparative RP-HPL-Chromatographie: Verwendet wird eine priparative HPLC-Ge-
riteeinheit der Firma MERCK-HITACHI (Controller: D-7000, Pumpe: L7150, UV-
Vis-Detektor: 1.7420). Die Detektion erfolgt durch UV-Absorptionsmessung bei ei-

ner Wellenlédnge von 220 nm.

Séule: PHENOMENEX Jupiter C18, Korngrofe 10 um, 21.2 mm (ID) x 250 mm.

Methode 4: (Eluenten A und B siehe analytische HPLC.)

FluBrate: 10 mL/min
0—5min

5—-35min

35—-40 min

40-45 min

100 % A 0% B

— 0% A 100% B
0% A 100% B

— 100% A 0% B

Gas-Chromatographie: Verwendet wird ein Gaschromatograph des Typs GC—17A mit
Autosampler AOC-20i der Firma SHIMADZU. Als Trigergas wird Wasserstoff ein-

gesetzt. Die Detektion erfolgt durch einen Flammenionisations-Detektor (FID); De-

tektortemperatur: 300 °C; Injektortemperatur: 280 °C.

S3ule: HEWLETT-PACKARD HP-5MS, 0.2 mm (ID) x 25 m, Filmdicke 0.35 um.

Methode:

FluBrate: 0.4 mL/min

Temperaturprogramm: 0-2min  60°C

2—-16min  60°C — 270°C (AdY = 15°C/min)
16-30min 270°C



11. B2-Aminosiaure-Synthesen

11.1. 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one

11.1.1. Synthese racemischer 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one

11.1.1.1. 3-(Benzyloxycarbonylamino)propionsaure (197)

o} O

HO)J\/\HJJ\O/\Q
M=22323gmol™! C;;H;3NO,

Zu einer eisgekiihlten Losung von 3-Aminopropionsdure (26.7 g, 300 mmol) in wéssri-
ger 1 N NaOH-Lsg. (300mL) wird tropfenweise Benzylchlorformiat (47.1 mL, 57.0g,
334mmol, 1.1 Aq.) gegeben, gefolgt von weiterer 1 N NaOH-Lsg. (335 mL). Die Reak-
tionsmischung wird iiber Nacht unter Riithren auf RT erwidrmt. Nach Extraktion der ba-
sischen Mischung (pH > 10) mit Et;O (3 x 100 mL) wird die wéssrige Phase mit konz.
Salzsdure angesduert (pH < 2) und nachfolgend mit CH,Cl, (4 x 200 mL) extrahiert.
Die vereinigten CH,Cl,-Phasen werden iiber Na,SO4 getrocknet, filtriert und i. Vak. zur
Trockne eingeengt. Umkristallisation aus EtOAc (100 mL) ergibt 197 in Form farbloser
Kristalle.

Ausbeute: 59.10 g (89 %).
Schmp.: 104-106 °C (Lit.3% 103-105 °C, EtOAc/Petrolether).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 2.40 (t, J = 7.0 Hz, 2H, C*H,), 3.23 (m, 2H,
CPH,), 5.02 (s, 2H, CH,Ph), 7.22-7.40 (m, 6H, C*’H u. NH), 12.18 (s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 34.4 (C*H,), 36.8 (CPH,), 65.5 (CH,-
Ph), 127.9, 128.01, 128.04 (C*H), 137.3 (C*), 156.4 (NHCO,), 173.1 (CO,H).

IR (KBr): v [cm_l] =3334s,2953 m, 1684 vs, 1537 s, 1479 w, 1465 w, 1454 w, 1439 m,
1422 m, 1368 w, 1322 s, 1295 m, 1263 s, 1219 s, 1140 m, 1094 m, 1027 s, 963 m, 908 w,
842 w, 803 w, 779 m, 753 s, 729 s, 697 s.

175
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11.1.1.2. 3-(Benzyloxycarbonylamino)propionsdureamid (215)

M=22224gmol! C;;H;4N,0;3

Die Carbonsdure 197 (64.4 g, 288 mmol) wird in abs. THF (250 mL) gelost, mit EtsN
(40.2mL, 29.1 g, 288 mmol) versetzt und die Losung im Eis-/Kochsalzbad auf —15 °C
gekiihlt. Ethylchlorformiat (27.63 mL, 31.4 g, 289 mmol) wird zugetropft und die Reak-
tionsmischung 20 min bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wird 25 %ige wéssrige
Ammoniak-Lsg. (80 mL, 3.7 Aq.) zugetropft und die Mischung iiber Nacht unter Riihren
auf RT erwiarmt. Das Reaktionsgemisch wird i. Vak. zur Trockne eingeengt und der fes-
te Riickstand aus EtOH/H,0O (200 mL, 2:1 v/v) umkristallisiert. Trocknung im Exsikkator
iber P,O5 ergibt 215 als farblosen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 36.38 g (57 %).

Schmp.: 165-168 °C (Lit.[3%! 164 °C, EtOH).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm] = 2.26 (t, J = 7.2 Hz, 2H, C*H,), 3.21 (m, 2H,
CPH,), 5.02 (s, 2H, CH,Ph), 6.80, 7.19 (2 x br m, je 1H, NH), 7.26-7.40 (m, 6H, C“H u.
NH).

BC{'H}-NMR (63 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 35.3 (C*H,), 37.0 (CPH,), 65.2 (CH,-
Ph), 127.67, 127.69, 128.3 (C*"H), 137.2 (C*), 156.0 (NHCO,), 172.4 (CONH,).

IR (KBr): v [em™'] = 3370 s, 3336 s, 3200 s, 3060 w, 3029 w, 2978 w, 2957 w, 2906 w,
1691 vs, 1647 s, 1621 s, 1538 s, 1465 w, 1453 m, 1436 s, 1380 w, 1358 m, 1291 s, 1242 s,
1144 m, 1118 m, 1035 s, 965 w, 910 w, 888 w, 838 w, 781 m, 752 m, 726 m, 697 s.

11.1.1.3. rac-4-Oxo-2-phenyltetrahydropyrimidin-1-carbonsidurebenzylester

(rac-218)
(0]
HN%5
oy,
og\o/\©
M =310.35gmol~"  C;gH gN,03

Methode 1:

215 (0.50 g, 2.25 mmol) wird in abs. Toluol (50 mL) suspendiert, mit Benzaldehyd-Dime-
thylacetal (0.40 mL, 0.41 g, 2.70 mmol, 1.2 Aq.) und einer katalytischen Menge p-TsOH
versetzt und anschlieBend 3 h unter Riickflu} erhitzt. Nach dem Erkalten wird die Re-
aktionsmischung i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Riickstand in EtOAc (200 mL)
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aufgenommen. Die organische Losung wird mit 5 %iger KHSOj4-Lsg., 10 %iger NaHCO3-
Lsg. und ges. NaCl-Losung (je 40 mL) gewaschen, iiber Na;SO, getrocknet und i. Vak.
zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (3 x 20 cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v) ergibt rac-218 als hellgelbes, halbfestes Ol.

Ausbeute: 0.49 g (73 %).
Methode 2:

215 (1.00 g, 4.50 mmol) wird in abs. CH,Cl, (50 mL) suspendiert und die Mischung nach
Zugabe von Benzaldehyd-Dimethylacetal (0.80 mL, 0.81 g, 5.33 mmol) im Eisbad gekiihlt.
Anschliefend wird langsam BF3 - Et;O (1.13mL, 1.30g, 9.19 mmol) zugetropft. Das
Edukt 16st sich innerhalb weniger Minuten vollstindig. Die klare gelbe Reaktionslosung
wird tiber Nacht unter Riithren auf RT erwiarmt. Nach Zugabe von 5 %iger NaHCOs3-Lsg.
(20 mL) entfdrbt sich die Reaktionslosung unter Gasentwicklung. Die organische Phase
wird nacheinander mit 5 %iger KHSO4-Lsg., 5 %iger NaHCO3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen (jeweils 20 mL), anschlieBend iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne
eingeengt. Das erhaltene gelbe Ol wird im HV getrocknet. Kristallisation aus EtOAc/PE
(15mL, 1:2 v/v) ergibt rac-218 als farblosen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 1.20 g (86 %).
Schmp.: 96-98 °C.

'"H-NMR (250 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 2.31 (ddd, J = 17.3, 5.2, 2.9Hz, 1H,
C HAH?), 2.52 (ddd, J = 17.4, 10.9, 7.0Hz, 1H, C’H*H?), 3.08 (ddd, J = 13.8, 11.1,
49Hz, 1H, C°HAH?), 4.02 (m, 1H, C°HAH?), 5.18 (d, J = 12.1 Hz, 1H, CH*H?Ph), 5.26
(d, J = 12.2Hz, 1H, CHAH?Ph), 6.66 (br m, 1H, C*H), 7.27-7.41 (m, 10H, C“H), 8.06 (br
m, 1H, NH).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 31.3 (C°H>), 36.0 (C®H,), 65.4 (C*H),
68.1 (CH,Ph), 126.2, 128.1, 128.4, 128.6, 128.8 (C“’H), 135.9, 139.1 (C*) 154.5 (CO,Bn),
170.7 (C*).

IR (KBr): ¥ [em~!]=3208 m, 3056 w, 3035 w, 2965 w, 1718 s, 1671 vs, 1493 w, 1474 m,
1453 s, 1424 s, 1397 w, 1351 w, 1334 w, 1313 w, 1273 s, 1214 w, 1193 w, 1179 m, 1104 s,
1069 w, 1035 w, 992 m, 974 m, 933 w, 910 w, 851 w, 812 w, 765 w, 752 m, 740 m, 696 s.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 333.1205 333.1215 [C1gHgN>O3+Na] ™
m/z= 643.2517 643.2500 [(C13H13N203)2+Na]+
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11.1.1.4. rac-4-Oxo-2-phenyldihydropyrimidin-1,3-dicarbonsiure-1-benzyl-
ester-3-tert-butylester (rac-219)

XA
Qtj\O/\@

M =410.46 g mol ! Cy3H6N»O5

Zu einer Losung von rac-218 (1.02 g, 3.29 mmol) und 4-DMAP (40 mg, 0.33 mmol) in abs.
CH3CN (30 mL) wird eine Losung von Boc,O (0.86 g, 3.94 mmol, 1.2 Aq.) in abs. CH3CN
(9 mL) gegeben. Die Reaktionslosung wird iiber Nacht bei RT geriihrt und dann zur Trock-
ne eingeengt. Der Riickstand wird in einer Mischung aus EtOAc (75 mL) und 5 %iger
KHSOy4-Lsg. (25 mL) aufgenommen. Nach Durchmischung und Phasentrennung wird die
organische Phase mit 5 %iger KHSOy4-Lsg., 5 %iger NaHCOs3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
(je 20 mL) gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und zur Trockne eingeengt. Reinigung des
oligen Riickstandes durch Flash-Chromatographie (Eluent: EtOAc/PE 1:3 v/v + 0.5 Vol.-%
AcOH) ergibt rac-219 als hellgelbes, hochviskoses Ol.

Ausbeute: 1.28 g (95 %).
HPLC: tz = 31.3 min (Methode 1).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 1.49 (s, 9H, C(CH3)3), 2.36 (m, 1H,
C HAHP), 2.55 (br m, 1H, C’HAH?), 3.43 (m, 1H, C°HAH?), 3.89 (br m, 1H, C°HAH?),
5.23 (d, J = 12.3Hz, 1H, CHAH®Ph), 5.29 (d, J = 12.3 Hz, 1H, CH*H?Ph), 7.14-7.41 (m,
10H, C*H), 7.53 (br m, 1H, CH).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 27.9/28.0 (C(CH3)3), 33.1/38.4
(C°H,), 38.2 (C°H,), 67.7 (C*H), 68.1 (CH,Ph), 84.2 (C(CH3)3), 125.3, 128.0 (2 iiber-
lappende Signale), 128.4, 128.6, 129.1 (C*H), 135.9, 138.3 (C%), 150.5, 154.4/155.3
(CO,Bn), 168.6 (CH).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm™'] = 3089 m, 3063 m, 3032 m, 2980 s, 1778 s, 1718 vs, 1602 w,
1586 w, 1496 m, 1452 m, 1410s, 1369 s, 12925, 1149 s, 1117 m, 1080 w, 1053 w, 1031 w,
1001 m, 911 w, 858 m, 808 w, 791 w, 767 m, 735 m, 698 s.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 465.1992 465.1983 [C23H26N>Os5+CH3OH+Na] ™
m/z= 907.4101 907.4127 [(C23H26N2O5 +CH3 OH)2+Na]+
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11.1.1.5. rac-4-Oxo-2-phenyldihydropyrimidin-1,3-dicarbonsiuredibenzyl-
ester (rac-220)

o8

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung von rac-218 (1.00 g, 3.22 mmol) in abs. THF
(20mL) wird langsam n-Butyllithium-Loésung (1.6 M in Hexan, 2.20mL, 3.52 mmol,
1.1 Aq.) getropft und die Reaktionslosung 30 min geriihrt. AnschlieBend wird eine Losung
von Benzylchlorformiat (0.50 mL, 0.61 g, 3.55mmol, 1.1 Aq.) in abs. THF (8 mL) lang-
sam zugetropft. Die Reaktionslosung wird unter Riihren iiber Nacht auf RT erwédrmt. Nach
Zugabe von ges. NH4Cl-Lsg. (30 mL) wird die wissrige Phase mit EtOAc (3 x 30 mL)
extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber MgSOy4

M =444.48 gmol~!  CygHyN,Os

getrocknet und zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (Eluent:
EtOAc/Hexan 1:3 v/v + 0.5 Vol.-% AcOH) ergibt rac-220 als hochviskoses, farbloses Ol.
Ausbeute: 1.26 g (88 %).

"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.39 (ddd, J = 16.9, 8.9, 7.9Hz, 1H,
C HAH?), 2.55 (br m, 1H, C’'HAH?®), 3.44 (m, br, 1H, C°HAH?), 3.89 (m, br, 1H, C°HAH?),
5.08-5.28 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 7.15-7.42 (m, 15 H, C*'H), 7.64 (br m, 1H, C*H).
BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 33.1 (C°H>), 38.2 (C®H,), 68.0 (C*H),
68.2, 69.0 (CH,Ph), 125.3, 128.0, 128.4, 128.6, 129.1 (C*H), 135.0, 135.8, 137.9 (C*),
152.3, 154.4/155.2 (CO,N), 168.4 (C*).

IR (Film, NaCl): v [em~ '] =3063 w, 3032 w, 2957 w, 1783 s, 1722 vs, 1586 w, 1497 m,
1453 m, 1411 s, 1376 s, 1281 s, 1240 s, 1157 w, 1117 m, 1064 w, 1030 w, 1002 m, 915 w,
851 w, 800 w, 738 m, 698 s.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 445.1 [M+H] ™" (berechnet fiir [CogHy5N,O5]": 445.2).
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11.1.2. Synthese enantiomerenreiner
2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one

11.1.2.1. rac-3-Acetoxymethyl-4-oxo-2-phenyltetrahydropyrimidin-1-
carbonsdurebenzylester (rac-228)

)J\O/\N)ﬁ
)
o)\o/\©
M =382.41gmol~! CyH»N,O5

Eine Suspension von rac-218 (2.00 g, 6.44 mmol) und K,CO3 (100 mg, 0.72 mmol) in
EtOH (25 mL) wird mit wéssriger Formaldehydlosung (37 %ig, 1.21 mL, 16.10 mmol,
2.5 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h zum RiickfluB erhitzt, wobei das Edukt
in Losung geht, und anschlieBend 2.5 d bei RT geriihrt. Das enthaltene EtOH wird i. Vak.
entfernt und der Riickstand mit CH,Cl, (100 mL) versetzt. Die Mischung wird mit ges.
NaCl-Lsg. (25 mL) gewaschen und die wissrige Phase mit CH,Cl; (2 x 25 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trock-
ne eingeengt. Reinigung durch Flash-Filtration iiber Kieselgel (3 x 3 cm, Eluent: 250 mL
EtOAc/Hexan 3:1 v/v) und Trocknung im HV ergibt das Hydroxymethylierungsprodukt
rac-227 in Form eines farblosen, hochviskosen Ols.!

Das Rohprodukt rac-227 (2.06 g) wird in abs. CH,Cl, (25 mL) gelost und nacheinander
mit EN (1.64mL, 1.19¢g, 11.76 mmol, 2.0 Aq.), Essigsdureanhydrid (1.11 mL, 1.20 g,
11.76 mmol, 2.0 Aq.) und 4-DMAP (72 mg, 0.59 mmol, 0.1 Aq.) versetzt. Die Reaktions-
l6sung wird 3 h bei RT geriihrt, dann in HO und Et,O (je 75 mL) aufgenommen und die
wissrige Phase mit Et;O (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wer-
den mit 5 %iger KHSO4-Lsg., ges. NaHCO3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber
MgSO4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung des Riickstands durch
Flash-Chromatographie (4 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v) ergibt rac-
228 als farbloses, hochviskoses Ol, das beim Stehen iiber einen lingeren Zeitraum kristal-

lisiert.
Ausbeute: 1.75 g (71 % iiber 2 Stufen).
HPLC: tg = 25.5 min (Methode 1).

'"H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 1.96 (br s, 3H, CH3), 2.49 (ddd, J = 17.6,
5.6, 3.8 Hz, 1H, C°’H*H?), 2.67 (br m, 1H, C’HAH?), 3.20 (br m, 1H, CSHAH?), 3.97 (br

' Im Rohprodukt enthaltene Reste des nicht umgesetzten Edukts rac-218 konnen erst nach Acetylierung

chromatographisch abgetrennt werden.
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m, 1H, COHAH?), 5.11 (br m, 1H, CHAHPOAc), 5.22-5.31 (br m, 2H, CH,Ph), 5.79 (br m,
1H, CH*HPOAC), 6.88 (br m, 1H, C?H), 7.23-7.41 (m, 10H, C*“H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 20.7 (CH3), 31.2/31.4 (C°H,), 36.1/
36.4 (C°H,), 68.2 (CH,Ph), 68.3 (CH,OAc), 69.8 (C?H), 126.4, 128.5, 128.7, 128.99/
128.02 (C“"H), 135.8, 137.2 (C"), 153.8/154.6 (CO,Bn), 170.7 (C*), 170.7 (CH3CO»).

IR (Film, NaCl): v [cm~ '] =3063 w, 3033 w, 2961 w, 1743 s, 1709 vs, 1678 vs, 1496 w,
1461 m, 1422 s, 1363 w, 1313 w, 1272 w, 1243 s, 1200 s, 1134 m, 1101 w, 1019 s, 958 m,
914 w, 843 w, 795 w, 759 w, 701 s.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 405.2 [M+Na]™ (berechnet fiir [Co;H22N>Os+Na]™:
405.1), 786.7 [2M+Na] " (berechnet fiir [(C;H22N,O5),+Na]™: 787.3).

11.1.2.2. rac-2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-on (rac-229)

)

HN%
O
M=176.22gmol~! CjoH2N,0

Eine Losung von rac-218 (1.00 g, 3.22 mmol) in abs. THF (50 mL) wird mit Pd/C-Kata-
lysator (10 % Pd, 0.10 g) versetzt. Die Reaktionsmischung wird im Argonstrom desoxy-
geniert und anschlieBend 3 h unter Hy-Atmosphire (1 bar, Ballon) bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird durch eine diinne Celite®-Schicht filtriert und das klare, farblose
Filtrat zur Trockne eingeengt. Umkristallisation aus EtOAc/Hexan (40 mL, 3:1 v/v) ergibt
rac-229 als farblosen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 0.53 g (93 %).

Schmp.: 134-135 °C.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 2.12 (ddd, J = 17.1, 4.8, 4.8 Hz, 1H, C HA-
H?),2.21 (ddd, J = 17.1, 8.2, 6.5 Hz, 1H, C°HAHP?), 2.76-2.92 (m, 3H, C°H,NH), 5.18 (br
m, 1H, C?H), 7.29-7.41 (m, SH, C*’H), 8.01 (s, 1H, C(O)NH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 32.3 (C°H,), 39.8 (C°H5,), 69.7 (C*H),
126.9, 127.8, 128.1 (C*H), 141.8 (C*"), 169.6 (C=0).

IR (KBr): V [em~!] = 3466 w, 3291 s, 3152 m, 2949 w, 2883 w, 2810 w, 1649 vs, 1604 vs,
1475 s, 1455 w, 1408 m, 1346 m, 1325 m, 1298 m, 1284 m, 1239 m, 1204 w, 1190 w,
1125 m, 1085 w, 1046 m, 1006 m, 929 w, 914 w, 842 s, 806 m, 759 m, 709 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z=199.0840 199.0842 [C1oH2N,O+Na] ™
m/z=375.1785 375.1797 [(C10H12N20)2+Na]+
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11.1.2.3. (R)- und (S)-4-Oxo-2-phenyltetrahydropyrimidin-1-carbonsiure-
(1R,2S5,5R)-2-isopropyl-5-methylcyclohexylester (231a/b)

0} (0]

HNJﬁ : HN :
Cror OC
OJ\O\WQSV o}\owg
M =358.47 gmol~!  Cy;H3oN,03

Eine Mischung von rac-229 (1.44 g, 8.17 mmol) und NaHCOj3 (2.06 g, 24.52 mmol, 3 Aq.)
wird in Dioxan/H,O (60 mL, 1:1 v/v) aufgenommen und im Eisbad gekiihlt. Nach Zuga-
be von (1R)-(-)-Menthylchlorformiat (2.10 mL, 2.15 g, 9.84 mmol, 1.2 Aq.) wird die Re-
aktionsmischung innerhalb von 24 h unter Riithren auf RT erwédrmt. Die Mischung wird
mit HyO (50 mL) verdiinnt und anschlieBend mit Et,O (4 x 50 mL) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Extrakte werden mit 5 %iger KHSO4-Lsg., ges. NaHCOs3-Lsg. und
ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSOy4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.
Reinigung des Riickstandes durch Flash-Chromatographie (4 x 35 cm Kieselgel, Eluent:
CH,Cl,/MeOH 20:1 v/v) und Trocknung im HV ergibt 231a/b als farblosen, erstarrten
Schaum nach Trocknung im HV.

Ausbeute: 2.93 g (quant.) des Diasteromerengemisches.

Durch fraktionierte Kristallisation aus Toluol/Hexan (25 mL, 1:4 v/v, 16 h, 2 °C) kann ei-
nes der beiden Diastereomere (0.48 g, 16 %) in Form eines mikrokristallinen, farblosen
Feststoffes optisch rein erhalten werden. Bei ldngerer Dauer der Kristallisation aus einem
EtOAc/Hexan-Gemisch wird neben dem reinen Diastereomer auch ein 1:1-Diastereome-
rengemisch in Form farbloser, plittchenférmiger Kristalle erhalten. Die folgenden physi-

kalischen Daten beziehen sich auf die diastereomerenreine Kristallfraktion.
Schmp.: 94-96 °C.

[a]RT = —135.2 (c = 1.00 in CHCI3).

HPLC: tz = 31.3 min (Methode 1).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H, C¥ HCH3), 0.87
(m, 1H, C¥H4), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH(CH3),), 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH(CH3)»),
1.01 (m, 1H, C®H4), 1.09 (dm, J = 13.0Hz, 1H, C¥'HA), 1.41 (m, 1H, C¥H), 1.53 (m,
1H, CYHCH3), 1.67-1.73 (m, 2H, C¥'H? u. C*H?), 1.88 (br m, 1H, CH(CH3),), 2.11 (dm,
J = 11.7Hz, 1H, COH?), 2.38 (ddd, J = 17.5, 4.7, 2.4Hz, 1H, C°’HAH?), 2.58 (m, 1H,
C HAHP), 3.06 (ddd, J = 13.9, 11.4, 4.4 Hz, 1H, CSHAH?), 4.03 (br m, 1H, C°HAH?), 4.71
(ddd, J = 10.8, 10.8, 4.4 Hz, 1H, C''H), 6.67 (m, 1H, C2H), 6.96 (m, 1H, NH), 7.35-7.42
(m, 5H, C“H).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 16.5 (C3HCH3), 20.8, 22.0 (CH-
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(CHj)y), 23.6 (C3Hy), 26.6 (CH(CH3)y), 31.3 (C3H), 31.4 (C°Hy), 34.2 (C¥Hy), 35.8
(C®Hy), 41.4 (C¥Hyp), 47.4 (C?H), 65.2 (C2), 76.6 (CI'H), 126.1, 128.6, 128.8 (C'H),
139.4 (C%), 154.3 (NCO5), 170.8 (CH).

IR (KBr): ¥ [em~!]=3219 w, 2953 s, 2868 m, 1687 vs, 1661 vs, 1467 s, 1430 m, 1364 w,
1315 m, 1298 m, 1252 w, 1200 s, 1084 m, 1072 w, 1038 w, 970 m, 919 w, 825 w, 764 w,
701 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 359.2 [M+H]™ (berechnet fiir [Co;H3N2O3]": 359.2),
381.2 [M+Na] ™" (berechnet fiir [C;H3oN,O3+Na]™: 381.2), 739.0 [2M+Na]* (berechnet
fiir [(Ca1H3oN203)24+Na]™: 739.4).

11.1.2.4. (S)-2-Benzyloxycarbonylasparaginallylester (233)

o M =306.31 gmol~!  C;sH;gN,Os

Eine Mischung von N-Cbz-L-Asparagin (232, 5.00 g, 18.78 mmol) und NaHCO3 (3.16 g,
37.56 mmol, 2 Aq.) wird im HV getrocknet, anschlieBend in abs. DMF (30 mL) aufgenom-
men, mit Allylbromid (2.43 g, 1.70 mL, 20.09 mmol) versetzt und fiir 48 h bei RT geriihrt.
Das Losungsmittel wird im HV entfernt und der Riickstand in H,O und EtOAc (je S0 mL)
aufgenommen. Nach Phasentrennung wird die wissrige Phase mit EtOAc extrahiert (2
x 50mL), die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaHCO3-Lsg. und ges.
NaCl-Lsg. gewaschen (je 25 mL), iiber MgSO, getrocknet und zur Trockne eingeengt.
Umkristallisation des Riickstandes aus EtOAc/Cyclohexan (40 mL, 1:1 v/v) ergibt 233 als
farblosen, kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 3.86 g (68 %).

Schmp.: 130-131 °C.

[a]RT = +9.7 (c = 1.0 in CHCl3); Lit.’!%" +13.6 (c = 1.0 in CHCI3).

'"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § [ppm] =2.50 (dd, J = 15.1, 7.6 Hz, 1H, CPHAH?), 2.61
(dd, J = 15.5, 5.7 Hz, 1H, CPHAHP), 4.48 (ddd, J = 7.8, 7.6, 6.0 Hz, 1H, C*H), 4.54-4.60
(m, 2H, CH,CH=CH,), 5.04 (s, 2H, CH,Ph), 5.19 (dm, J = 10.5 Hz, 1H, CH=CH);,4us))-
5.30 (dm, J = 17.3Hz, 1H, CH=CH,,)), 5.88 (dddd, J = 17.1, 10.5, 5.3, 5.2 Hz, 1H,
CH,=CH), 6.93 (s, 1H, NH), 7.31-7.40 (m, 6H, C*H u. NH), 7.62 (d, J = 8.2Hz, 1H,
NH).

BC{'H}-NMR (63 MHz, DMSO-d¢): § [ppm] = 36.6 (CPH,), 50.7 (C*H), 64.9 (CH,-
CH=CH.), 65.5 (CH,Ph), 117.4 (CH=CH,), 127.6, 127.8, 128.3 (C“"H), 132.3 (CH=CH,),
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136.8 (C), 155.8 (C(O)NH), 170.8 (C(O)NH,), 171.3 (CO,All).

IR (KBr): ¥ [ecm~!] = 3421 s, 3344 s, 3309 s, 3208 m, 3064 w, 2956 w, 1757 s, 1740 s,
1699 vs, 1683 s, 1663 vs, 1542 s, 1419 m, 1365 w, 1336 m, 1315 w, 1286 s, 1254 m, 1218 s,
1204 s, 1173 m, 1121 w, 1066 s, 990 m, 959 w, 935 m, 842 w, 783 w, 757 w, 733 m, 697 m,
649 m.

Die spektroskopischen Daten von 233 entsprechen den Literaturwerten, 1]

11.1.2.5. (2R,6S)- und (25,6S5)-4-Oxo-2-phenyltetrahydropyrimidin-1,6-
dicarbonsdure-6-allylester-1-benzylester (234a/b)

(0] O
HN HN
oI oI
o)\o © 7 oél\o ©
3 @ M =394.42gmol~"  CypH»nN,0s

Eine Losung von 233 (4.00 g, 13.04 mmol) in abs. CH,;Cl, (120 mL) wird mit Benzalde-
hyd-Dimethylacetal (2.04 mL, 13.64 mmol) versetzt und unter Riithren auf —30 °C abge-
kiihlt. AnschlieBend wird langsam Bortrifluorid-Diethyletherkomplex (11.12 g, 9.84 mL,
78.4 mmol, 6 Aq.) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird auf — 15 °C erwirmt und bei
dieser Temperatur tiber Nacht geriihrt. Zur Beendigung der Reaktion wird die Losung un-
ter Riithren in eiskalte ges. NaHCO3-Lsg. (300 mL) gegossen. Nach dem Ende der Gasent-
wicklung wird die organische Phase abgetrennt und die wissrige Phase mit CH,Cl, (2 X
300 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 5 %iger KHSO4-Lsg.,
5 %iger NaHCOs3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. (je 100 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrock-
net und zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (4.5 x 80cm
Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:2 — 1:1 v/v) und anschlieBende Trocknung im HV ergibt
die sauber getrennten Diastereomere (2R,65)-234a (Fraktion 1) und (25,65)-234b (Frakti-
on 2) in Form farbloser, hochviskoser Ole mit einer Gesamtausbeute von 4.19 g (81 %, dr
64 :36 [(2R,65)-234a / (25,65)-234b]).

Physikalische Daten von (2R,65)-234a:

Ausbeute: 2.69 g (52 %).

[a]RT = +12.1 (c = 1.10 in CHCl5).

HPLC: tz = 27.4 min (Methode 2).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 2.38 (dm, J = 16.4Hz, 1H, C’HAH?), 2.60
(dd, J = 16.4, 7.3 Hz, 1H, C’HAH?), 4.44-4.68 (br m, 2H, CH,CH=CH,), 4.96 (br m, 1H,
C®H), 5.11 (d, J = 12.6 Hz, 1H, CHAH?Ph), 5.16 (dm, J = 11.1 Hz, 1H, CH=CHAH?), 5.17
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(d, J = 12.8 Hz, 1H, CHAH®Ph), 5.25 (dm, J = 17.6 Hz, 1H, CH=CH"H?), 5.79 (br m, 1H,
CH,=CH), 6.26 (d, J = 5.4 Hz, 1H, C*H), 7.19-7.43 (m, 10H, C*'H), 9.06 (br m, 1H, NH).
BC{'H}-NMR (63 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 33.7 (C°H»), 53.7 (C®H), 64.9 (CH),
65.3 (CH,CH=CH.), 67.2 (CH,Ph), 117.8 (CH=CH,), 125.4, 127.5, 127.9, 128.3, 128.6
(C“"H), 131.9 (CH=CH,), 136.0, 141.3 (C*), 154.2 (CO,Bn), 167.3 (C*), 170.5 (CO,All).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] = 3537 vs, 3316 br m, 3064 w, 3032 w, 2950 w, 1695 vs, 1586
w, 1496 m, 1454 s, 1409 s, 1336 s, 1184 s, 1130 w, 1072 m, 1016 m, 934 s, 844 w, 794 w,
739 m, 699 s, 610 m.
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z= 417.1418 417.1408 [CaHN,Os+Na]*
Physikalische Daten von (25,65)-234b
Ausbeute: 1.50 g (29 %).
[a]RT = —23.5 (¢ = 1.00 in CHCl3).
HPLC: tz = 27.1 min (Methode 2).
'"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 2.25 (dd, J = 15.7, 10.8 Hz, 1H, C’HAH?),
2.49 (dd, J =15.8, 6.0 Hz, 1H, C’HAH?), 4.18-4.48 (br m, 2H, CH,CH=CH,), 4.82 (dd, J =
10.8, 6.0Hz, 1H, C®H), 5.12-5.25 (m, 4H, CH,Ph u. CH,=CH), 5.70 (br m, 1H, CH,=CH),
6.41 (br m, 1H, C?H), 7.28-7.49 (m, 10H, C“"H), 9.04 (br m, 1H, NH).
BC{'H}-NMR (63 MHz, DMSO-de): § [ppm] = 32.6 (C°Hy), 53.4 (C®H), 64.5 (C’H),
65.2 (CH,CH=CH,), 67.5 (CH,Ph), 118.1 (CH=CH,), 126.0, 127.6, 128.0, 128.28, 128.35
(C%H), 131.8 (CH=CH>), 136.0, 140.0 (C*"), 154.5 (CO,Bn), 167.8 (C*), 169.8 (CO,All).

IR (Film, NaCl): v [em~ 1] = 3537 vs, 3290 br m, 3064 w, 2946 w, 1709 vs, 1497 m, 1453
m, 1413 m, 1308 s, 1182 s, 1088 m, 1013 w, 932 s, 878 w, 820 w, 795 w, 742 m, 698 s.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 395.2 [M+H] " (berechnet fiir [C2oH23N>O5]": 395.2),
417.2 [M+Na] ™" (berechnet fiir [C2oH2»N>Os+Na]™: 417.1).
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11.1.2.6. (R)-5-lod-4-oxo-2-phenyl-3,4-dihydro-2H-pyrimidin-1-carbonsaure-
benzylester (236)

o)

HN :

Ry

N

as
M =434.23gmol~!  C3H;5IN,O3

Eine Losung des Allylesters 234a (317 mg, 0.80 mmol) in abs. THF (8 mL) wird mit Mor-
pholin (0.14 mL, 1.61 mmol, 2.0 Aq.) versetzt, gefolgt von Pd(PPhs)4 (93 mg, 0.08 mmol,
10 mol%) als Losung in abs. THF (2 mL). Die Reaktionslosung wird 1h bei RT geriihrt
und daraufhin zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in ges. NaHCOj3-Lsg. (50 mL)
aufgenommen und mit EtOAc (3 x 20 mL) extrahiert. Die wissrige Phase wird durch Zu-
gabe von 5 %iger KHSOy4-Lsg. angesiuert und anschlieBend mit EtOAc (1 x 100 mL und
2 x 50mL) extrahiert. Die vereinigten sauren Extrakte werden iiber MgSO, getrocknet
und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung im HV wird die Carbonsédure 235 als

weiler, fester Schaum erhalten.

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift!!86] wird 235 (285 mg, ca. 0.80 mmol) gemein-
sam mit DIB (518 mg, 1.61 mmol, 2.0 Aq.) und Iod (204 mg, 0.80 mmol, 1.0 Aq.) in abs.
CH,Cl; (16 mL) suspendiert. Die dunkelrote Reaktionsmischung wird 4 h bei RT geriihrt.
Nach Zugabe von BF3-Et,O (0.20mL, 0.23 g, 1.63 mmol, 2.0 Aq.) wird die Mischung
nochmals 1h bei RT geriihrt und dann mit CH>Cl, (25 mL) verdiinnt. Das Gemisch wird
mit 5 %iger NayS,03-Lsg. (2 x 25mL), 5 %iger NaHCO3-Lsg. (1 x 25mL) und ges.
NaCl-Lsg. (1 x 25mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und zur Trockne eingeengt.
Reinigung des Riickstands durch Sdulenchromatographie (3 x 30cm Kieselgel, Eluent:
EtOAc/Hexan 1:1 v/v) ergibt 236 als hellgelben Feststoff.

Ausbeute: 203 mg (58 % iiber 2 Stufen).

Umkristallisation aus EtOAc ergibt 236 in Form farbloser Kristalle.
Schmp.: 196-197 °C.

[a]RT = —183.5 (c = 1.02 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 5.27 (d, J = 12.0Hz, 1H, CH*H?Ph), 5.32
(d, J = 12.2 Hz, 1H, CHAH®Ph), 6.47 (d, J = 4.5Hz, 1H, C*H), 7.25-7.45 (m, 10H, C*H),
7.92 (s, 1H, C®°H), 8.99 (d, J = 4.8 Hz, 1H, NH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 65.6 (C*H), 68.7 (CH,Ph), 74.4 (C),

125.5, 128.2, 128.49, 128.55, 128.66, 128.72 (C“'H), 135.3, 139.1 (C*), 140.7 (C°H),
150.5 (CO,Bn), 159.5 (C*).
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HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 457.0031 457.0019 [C;gH;5IN,O3+Na]"

11.1.2.7. (R)-4-Oxo-2-phenyltetrahydropyrimidin-1-carbonsdurebenzylester
((R)-218)

(0]
HNJS
@\wkN
o}\o/\©
M =310.35gmol~! C;3H;gN,03

Eine Mischung aus 236 (113 mg, 0.26 mmol) und Ni(OAc), - 4 H,O (193 mg, 0.78 mmol,
3.0Aq.) wird unter Argonatmosphire in abs. THF und abs. MeOH (5mL, 1:1 v/v) auf-
genommen und im Eisbad gekiihlt. Zu dem heterogenen Gemisch wird NaBH4 (89 mg,
2.35mmol, 9 Aq.) in einer Portion zugegeben, woraufhin unter heftiger Gasentwicklung
Ni,B als schwarzer Feststoff ausfillt. Die Reaktionsmischung wird im verschlossenen
Kolben mit Gummiseptum und Druckausgleichsballon 10 min bei RT geriihrt, dann mit
EtOAc (50 mL) verdiinnt und durch Celite® filtriert. Der Filtrationsriickstand wird porti-
onsweise mit EtOAc (100 mL) gewaschen und die vereinigten Filtrate werden zur Trockne
eingeengt. Reinigung des Riickstands durch Sédulenchromatographie (1 x 35cm Kiesel-
gel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v — 2:1 v/v + 0.5 Vol.-% AcOH), sowie Coevaporation
mit Toluol und Trocknung im HV ergibt (R)-218 als farbloses, hochviskoses OL.
Ausbeute: 62 mg (77 %).

[a]RT = ~110.0 (c = 0.84 in CHCl3).

Die spektroskopischen Daten von (R)-218 entsprechen denen des Racemats (vgl. S. 176f).

11.1.2.8. (S)-4-Oxo-2-phenyldihydropyrimidin-1,3-dicarbonsdure-1-benzyl-
ester-3-tert-butylester ((S5)-219)

O O
XO*NJj
A
o}\o/\©
M=41046¢g mol ™! Cy3H6N>O5

Die Synthese von ($)-219 erfolgt analog zu der in Abschnitt 11.1.1.4 auf Seite 178 be-

schriebenen Synthese der racemischen Substanz. Ausgangssubstanz ist (R)-218.
[a]RT" = ~1.2 (c = 1.20 in CHCl3).
Die spektroskopischen Daten von (5)-219 entsprechen denen des Racemats (vgl. S. 178).
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11.1.3. Diastereoselektive Alkylierung
Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV-1)

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung von 219 (0.25 g, 0.61 mmol) in abs. THF (10 mL)
wird langsam LiHMDS-L6sung (1.06 M in THF, 0.63 mL, 0.67 mmol, 1.1 Aq.) zugetropft
und die Reaktionslosung 0.5h bei —78 °C geriihrt. AnschlieBend wird eine Losung des
Alkylhalogenids (0.67 mmol, 1.1 Aq.) in THF (4 mL) und DMPU (1 mL) zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird 1 h bei —78 °C und anschlieend iiber Nacht (15-18 h) bei — 55 °C
geriihrt. Durch Zugabe von ges. NH4Cl-Lsg. (10 mL) wird die Reaktion beendet. Nach Er-
wirmung auf RT und Zugabe von H,O (10 mL) wird die wissrige Mischung mit EtOAc (3
x 15 mL) extrahiert. Die organischen Extrakte werden mit 5 %iger KHSOj4-Lsg., 5 %iger
NaHCOs3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen (je 15 mL), iiber MgSQOy4 getrocknet und zur
Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (Eluent: EtOAc/Hexan 1:3
v/v) und Trocknung im HV ergibt das Alkylierungsprodukt.

11.1.3.1. rac-(cis)-5-Methyl-4-oxo-2-phenyldihydropyrimidin-1,3-
dicarbonsdure-1-benzylester-3-tert-butylester (rac-237a)

O O
XO)LNJT
Ly
Saae
M =424.49 gmol~!  CpyHgN,0s5

Umsetzung von rac-219 mit Methyliodid gemiB AAV-1 ergibt rac-237a als farbloses Ol.
Ausbeute: 0.25 g (97 %); dr = 95.0 : 5.0 ("H-NMR).
HPLC: tz = 33.7 min. (Methode 1).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.06 (d, J = 6.8 Hz, 3H, C’HCH3), 1.55
(s, 9H, C(CH3)3), 2.41 (m, 1H, C’H), 3.48 (m, C°HAH?®), 3.66 (dd, J = 12.0, 7.8 Hz, 1H,
CSHAHP), 5.23 (d, J = 12.4Hz, 1H, CH*H®Ph), 5.29 (d, J = 12.2Hz, 1H, CH*HZPh),
7.18-7.43 (m, 10H, C“H), 7.61 (br s, 1H, C*H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.0 (C’HCH3), 28.0 (C(CH3)3), 36.1
(C), 46.1/46.4 (C), 67.3/67.4 (C2), 68.0/68.1 (CH,Ph), 84.2 (C(CH3)3), 124.9, 128.0,
128.3, 128.6, 129.2 (C“H), 136.0, 138.5/138.6 (C%"), 150.9/151.1, 154.4/155.4 (NCO,),
171.2/171.3 (C*).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~!] = 3089 w, 3063 w, 3032 m, 2980 s, 2936 m, 2890 w, 1780 s,
1716 vs, 1602 w, 1586 w, 1496 m, 1450 s, 1410 s, 1369 s, 1283 s, 1251 s, 1148 5, 1096 m,
1031 w, 985 m, 965 m, 924 w, 852 m, 769 m, 737 m, 698 s.
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HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 447.1889 447.1877 [C24H23N2O5+Na]+

11.1.3.2. rac-(cis)-5-Benzyl-4-oxo-2-phenyldihydropyrimidin-1,3-
dicarbonsdure-1-benzylester-3-tert-butylester (rac-237b)

o O
pesas
o
oél\o/\@
M = 500.59 gmol_l C30H32N705

Umsetzung von rac-219 mit Benzylbromid gemil AAV-1 ergibt rac-237b als farbloses OL.
Ausbeute: 0.24 g (79 %); dr = 97.6: 2.4 (HPLC).
HPLC: tz = 36.9 min (Methode 1).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.42/1.53 (2 s, 9H, C(CH3)3), 2.56 (dd,
J =14.0, 9.5Hz, 1H, C’CHCH*H?Ph), 2.65 (m, 1H, C°H), 3.24 (dd, J = 14.1, 3.3 Hz, 1H,
C’HCH”H®Ph), 3.43 (dd, J = 12.2, 7.0Hz, 1H, C°H*H?), 3.55 (dd, J = 11.9, 10.5Hz, 1H,
CSHAH?), 5.19-5.27 (m, 2H, OCH,Ph), 6.96-7.36 (m, 15H, C*'H), 7.57 (s, 1H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] =26.9/27.9 (C(CH3)3), 34.4/34.6 (C°H-
CH,Ph), 42.8/43.0 (C°H), 43.7 (C®H,), 67.2/67.4 (C*H), 67.9/68.1 (OCH,Ph), 84.3 (C-
(CH3)3), 124.9/125.1, 126.5, 127.9, 128.1, 128.3, 128.4, 128.5, 128.6, 128.7, 129.06/129.12
(C%H), 135.7, 137.9/138.0, 138.3/138.4 (C), 150.6/151.0, 154.3/155.3 (NCOy), 170.5/
170.7 (C*).
IR (Film, NaCl): ¥ [em~!] = 3063 w, 3031 m, 2980 m, 1778 s, 1719 vs, 1603 w, 1585 w,
1496 m, 1453 m, 1409 m, 1369 m, 1291 m, 1147 s, 1120 m, 1080 w, 1030 w, 1003 w,
956 m, 916 m, 852 m, 809 w, 735 s, 698 s.
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton

m/z= 5232204 523.2190  [C3H3N,Os5+Na]™

m/z= 1023.4522 1023.4552 [(CH3,N,05),+Na]*t
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11.1.3.3. rac-(cis)-5-Allyl-4-oxo-2-phenyldihydropyrimidin-1,3-dicarbonsaure-
1-benzylester-3-tert-butylester (rac-237c)

XOJ’LN%N/
@ﬁoN

M =450.53 gmol™!  CagH3oN, 05

Umsetzung von rac-219 mit Allylbromid gemiB AAV-1 ergibt rac-237c¢ als farbloses Ol.
Ausbeute: 0.20 g (73 %); dr =95.4 :4.6 (HPLC).
HPLC: tz = 35.1 min (Methode 1).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.38/1.53 (2 s, 9H, C(CH3)3), 2.12 (m,
1H, CH*HBCH=CH,), 2.39 (br m, 1H, C°H), 2.53 (m, 1H, CHAH?CH=CH,), 3.54 (dd,
J=122,10.2Hz, 1H, C’°HAH?), 3.62 (dd, J = 12.2, 8.0Hz, 1H, C°HACH?), 4.92-5.03 (m,
2H, CH=CH,), 5.23 (d, J = 12.5Hz, 1H, CH*HBPh), 5.29 (d, J = 12.3Hz, 1H, CH*HZPh),
5.64 (dddd, J = 17.5, 9.7, 7.6, 6.3Hz, 1H, CH=CH>), 7.17-7.41 (m, 10H, C“H), 7.57
(br s, C’H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 27.9 (C(CH3)3), 32.6 (CH,CH=CH,),
40.7/40.8 (C H), 43.4/43.9 (C°H,), 67.3 (C?H), 68.0 (CH,Ph), 84.2 (C(CH3)3), 117.7
(CH=CH,), 125.0, 128.1, 128.4, 128.6, 129.2 (C*"H), 134.3/134.4 (CH=CH,), 136.0, 138.4
(C), 150.7/151.0, 154.5/155.4 (NCO,), 170.3/170.4 (C*).

IR (Film, NaCl): v [em~!]=2980 m, 1779 m, 1720 vs, 1496 w, 1450 m, 1410 m, 1369 m,
1289 s, 1148 s, 1030 w, 960 w, 918 w, 851 w, 735 m, 697 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 473.2041 473.2052 [(:26H3()Nz()5+Na]Jr
m/z= 923.4193 923.4220 [(C26H30N205)2+Na]+
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11.1.3.4. (2S5,5R)-5-tert-Butoxycarbonylmethyl-4-oxo-2-phenyldihydropyrimi-
din-1,3-dicarbonsiure-1-benzylester-3-tert-butylester
((25,5R)-237d)

XOELN%"N\[(O\\/
S

aas
M=52461¢g mol ™! Co9H36N, 07

Umsetzung von (25)-219 mit Bromessigsidure-fert-butylester gemidll AAV-1 ergibt
(25,5R)-237d als farbloses Ol.

Ausbeute: 0.30 g (94 %); dr =94.6: 5.4 (HPLC).

HPLC: tg = 36.1 min (Methode 1).

[a]RT = +26.1 (c = 2.15 in CHCI3).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 1.35/1.37 (s, 9H, C(CH3)3, Ester), 1.53
(br s, 9H, C(CHzs)3, Boc), 2.15 (dd, J = 16.7, 6.5Hz, 1H, CH*HBCO,¢-Bu), 2.71 (dd, J =
16.7, 6.1 Hz, 1H, CH*H2CO,-Bu), 2.86 (m, 1H, C°H), 3.57 (dd, J = 11.8, 11.5Hz, 1H,
COHAHP), 3.71 (dd, J = 11.8, 8.0 Hz, 1H, C°HAH?), 5.22 (d, J = 12.4 Hz, 1H, CHAHZPh),
5.29 (d, J = 12.3 Hz, 1H, CHAH®Ph), 7.21-7.43 (m, 10H, C“H), 7.61 (s, C*H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 27.9 (C(CH3)3, Boc), 34.2 (CH,CO»t-
Bu), 38.0 (COH), 44.0/44.4 (C°H), 67.4 (C2H), 68.1 (CH,Ph), 80.9 (C(CH3)3, Boc), 84.3
(C(CH3)3, Ester), 124.9, 128.0, 128.4, 128.6, 129.2 (C*H), 135.9, 138.1/138.2 (C*),
150.5/150.7, 154.4/155.3 (NCO,), 169.6/169.7, 169.8 (CH,CO,-Bu u. C*).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] = 3064 w, 3034 w, 2980 m, 2933 m, 2254 w, 1780 s, 1730 vs,
1602 w, 1586 w, 1497 w, 1451 m, 1410 s, 1369 s, 1281 s, 1147 s, 1031 w, 970 m, 914 m,
850 m, 793 w, 734 s, 697 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 547.2411 547.2396 [C29H36N207+Na]+
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11.1.4. Ringspaltung und Isolierung der B?-Aminosiure

11.1.4.1. Fmoc-(R)-B%-hAsp(Ot-Bu)-OH (240)

O (0]
HO NJ\O .O
<Y
© M =42547 gmol™!  CoyH27NOg

Eine im Eisbad gekiihlte Losung von (25,5R)-237d (43 mg, 0.082 mmol) in THF (1.5 mL)
wird mit 30 %iger wissriger H,O,-Losung (0.04 mL, 0.39 mmol H>O,, 5.0 Aq.) versetzt.
AnschlieBend wird eine Losung von LiOH-H,O (7.6 mg, 0.18 mmol, 2.2 Aq.) in H,O
(0.3 mL) langsam zugetropft und die Reaktionslosung innerhalb von 5 h unter Riihren auf
RT erwédrmt. Nach Zugabe von 5 %iger Na;SO3-Lsg. und 5 %iger NaHCO3-Lsg. (je 2mL)
wird die Losung 20 min geriihrt und anschlieend das enthaltene THF i. Vak. entfernt.
Die wissrige Mischung wird durch Zugabe von H,O (10 mL) verdiinnt und nach Anséu-
ern mit 5 %iger KHSO4-Lsg. (pH = 2) mit CH,Cl, extrahiert (6 x 15 mL). Die vereinig-
ten CH,Cl,-Extrakte werden tiber MgSQOy4 getrocknet, zur Trockne eingeengt und im HV
getrocknet. Das Ringoffnungsprodukt 239 wird als farbloses, hochviskoses Ol erhalten.
MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 542.8 [M+H]" (berechnet: 543.3); MS (ESI, Anionen-
Modus): m/z = 541.1 [M-H]~ (berechnet: 541.3), 577.2 [M+CI]~ (berechnet: 577.2).

Das Rohprodukt 239 (44 mg, ca. 0.08 mmol) wird in MeOH (3 mL) geldst und mit Pd/C-
Katalysator (10 % Pd, 10 mg) versetzt. Die Mischung wird im Argonstrom desoxygeniert
und anschlieBend iiber Nacht unter Hy-Atmosphire (1 bar, Ballon) bei RT geriihrt. Der
iiberschiissige Wasserstoff wird im Argonstrom ausgetrieben, die Reaktionsmischung wird
filtriert (Faltenfilter) und zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in H,O (1 mL) auf-
genommen und nacheinander mit NaHCOj3 (20 mg, 0.24 mmol, 3 Aq.), FmocOSu (30 mg,
0.08 mmol, 1.1 Aq.) und Aceton (1 mL) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 4 h bei RT
geriihrt, dann auf ein Volumen von ca. 1 mL eingeengt und mit ges. NaHCOs3-Lsg. (15 mL)
verdiinnt. Die wissrige Mischung wird mit EtO (3 x 15mL) extrahiert, anschlieBend
durch Zugabe von 5 %iger KHSO4-Lsg. angesduert und mit EtOAc (3 x 50 mL) extra-
hiert. Die vereinigten EtOAc-Extrakte werden iiber MgSQy4 getrocknet und zur Trockne
eingeengt. Reinigung des Riickstandes durch Sdulenchromatographie (2 x 30 cm Kiesel-
gel, Eluent: CH,Cl, + 1 Vol.-% AcOH) und anschlieende Lyophilisation ergibt 240 als
farblosen Feststoff.

Ausbeute: 23 mg (67 % tiber 2 Stufen).
[a]®T = —1.2 (c = 1.00 in CHCl3); Lit.!""%! (ent-240): + 1.4 (c = 1.20 in CHCl5).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.42/1.44 (2s, 9H, C(CH3)3), 2.38 (dd,
J =16.9, 5.8 Hz, 0.2H, CHAHBCO,z-Bu), 2.46 (dd, J = 16.6, 7.6 Hz, 0.2H, CHAH2CO,t-



11.1. 2-Phenyltetrahydropyrimidin-4-one 193

Bu), 2.52 (dd, J = 16.8, 5.2Hz, 0.8H, CH*H?CO»-Bu), 2.64 (dd, J = 16.8, 7.7 Hz, 0.8H,
CHAH2CO,1-Bu), 2.77 (m, 0.2H, C*H), 3.00 (m, 0.8H, C*H), 3.29 (m, 0.4H, CH,NH),
3.43-3.52 (m, 1.6H, CH,NH), 4.19 (t, J = 6.9 Hz, 0.8H, CHCH>, Fmoc), 4.24 (m, 0.2H,
CHCH,, Fmoc), 4.37 (d, J = 7.0 Hz, 1.5H, CH,, Fmoc), 4.48 (m, 0.4H, CH,, Fmoc), 5.36
(m, 0.8H, NH), 6.15 (m, 0.2H, NH), 7.30 (t, J = 7.5Hz, 2H, C“H), 7.38 (t, J = 7.4 Hz,
2H, C“H), 7.57 (d, J = 7.5Hz, 2H, C*H), 7.75 (d, J = 7.5Hz, 2H, C“H), 8.5 (s, br, 1H,
COH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 28.0 (C(CH3)3), 34.9 (CH,CO,¢-Bu),
41.7 (CH,NH), 41.8 (C*H), 47.2 (CH,CH, Fmoc), 66.9 (CH,, Fmoc), 81.7 (C(CH3)3),
120.0, 124.9/125.1, 127.1/127.2, 127.7/127.8 (C“"H), 141.3, 143.7/143.8 (C"), 156.6 (NHCO»),
171.2 (CO»1Bu), 177.9 (CO,H).

IR (KBr): v [cm_l] =3382 w, 2978 w, 1742 vs, 1525 w, 1450 w, 1368 w, 1259 s, 1151 m,
1151 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 448.2 [M+Na]* (berechnet fiir [Co4Hy7NOg+Na] " :
448.2).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 424.0 [M-H]~ (berechnet fiir [Co4HysNOg| : 424.2),
460.0 [M+Cl1]~ (berechnet fiir [Co4Hy7NOg+CI] ™ : 460.2).

Die physikalischen Daten der 32-Aminosiure 240 befinden sich im Einklang mit denen
ihres literaturbekannten Enantiomers (S)—Fmoc—BzhAsp(Ot—Bu)—OH (ent-240).1170]
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11.2. Evans-Auxiliar-vermittelte

B2-Aminosiure-Synthesen

11.2.1. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
11.2.1.1. AAV-2: Acylierung des Auxiliars

Eine Losung der funktionalisierten Carbonséure in abs. CH,Cl, (0.2 M) wird mit Thionyl-
chlorid (5 Aq.) und DMF (2 Tropfen) versetzt und anschlieBend 3 h unter RiickfluB erhitzt.
Die wihrend der Reaktion entstehenden Gase werden iiber einen Blasenzéhler abgeleitet.
Nach Abkiihlung auf RT wird die Reaktionslosung i. Vak. zur Trockne eingeengt, mit abs.
Toluol (3 mL/mmol) coevaporiert und i. Vak. getrocknet (10-15 mbar, 40 °C, 30 min). Das
so erhaltene Acylchlorid wird in abs. THF (2.5 mL/mmol) geldst und ohne weitere Reini-

gung in der Folgereaktion eingesetzt.

Eine auf —78 °C gekiihlte Losung des Auxiliars (S)- bzw. (R)-242 in THF (0.2 M) wird
tropfenweise mit n-Butyllithium (1.6 M Losung in Hexan, 1.1 Aq.) versetzt und anschlie-
Bend 30 min bei dieser Temperatur geriihrt. Dann wird die Losung des frisch bereiteten
Acylchlorids langsam zugetropft und der Reaktionsansatz iiber Nacht unter Rithren auf RT
erwiarmt. Die Reaktionslosung wird in ges. NaHCO3-Lsg. (8 mL/mmol Auxiliar) gegossen
und die wissrige Mischung anschlieBend mit Et;O (4 x 4 mL/mmol) extrahiert. Die verei-
nigten Extrakte werden mit 5 %iger KHSOy4-Lsg., ges. NaHCO3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg.
gewaschen, tiber MgSQOy4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.

11.2.1.2. AAV-3: Diastereoselektive Alkylierung

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung des acylierten Auxiliars (1.00 Aq.) in abs. THF
(7 mL/mmol) wird eine Losung von NaHMDS (2 M in THF, 1.15 Aq.) zugetropft und die
Reaktionslosung 30 min bei —78 °C geriihrt.

Zeitgleich wird getrocknetes Natriumiodid (1.10—1.25 Aq.) in abs. THF (1.5 mL/mmol)
aufgenommen, mit dem entsprechenden Halogenessigsdurealkylester (1.10—1.25 Aq.) ver-
setzt und die Reaktionsmischung bei RT geriihrt. Im Verlauf der Reaktionszeit (Brom-
essigsdureester: 30 min, Chloressigsaureester: 2 h) fillt Natriumbromid bzw. -chlorid als

farbloser, feinverteilter Feststoff aus.

Die Natriumenolat-Losung des acylierten Auxiliars wird im Aceton/Stickstoff-Bad auf
—95°C abgekiihlt und die frisch bereitete Alkyliodid/Natriumhalogenid-Suspension in-
nerhalb von 10 min zugetropft. Bis zur vollstindigen Reaktion (DC-Kontrolle) wird die
Mischung bei —78 °C geriihrt. Nach Zugabe von ges. NH4Cl-Lsg. (7.5 mL/mmol) wird die
Mischung unter Rithren auf RT erwéarmt. Eine ausreichende Menge H,O wird zugegeben,
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so daB eine klare wissrige Phase entsteht. Die Mischung wird mit Et,O
(3 mL/mmol) versetzt und nach Abtrennung der organischen Phase wird die wissrige Pha-
se mit Et;O (3 x 5 mL/mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
5 %iger KHSOy4-Lsg., ges. NaHCOj3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen (je 5 mL/mmol),
tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.

11.2.1.3. AAV-4: tert-Butylesterspaltung

Eine Losung des tert-Butylesters in CH>Cl, (0.1 M) wird mit TFA (10 Aq.) versetzt und
tiber Nacht bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wird i. Vak. zur Trockne eingeengt, zwei-
mal mit Toluol coevaporiert und die erhaltene Carbonsdure im HV getrocknet.

11.2.1.4. AAV-5: Curtius-Abbau

Eine auf 0 °C gekiihlte Losung der Carbonsidure in THF (0.1 M) wird nacheinander trop-
fenweise mit EtzN (1.5 Aq.) und Chlorameisensiureethylester (1.4 Aq.) versetzt. Die Re-
aktionsmischung wird 15 min im Eisbad und anschliefend 1h ohne Eisbad geriihrt. Nach
erneuter Abkiihlung auf 0 °C wird eine wissrige NaN3-Lsg. (2.5M, 2.8 Aq.) in einer Por-
tion zugegeben und die Reaktionslosung 1 h im Eisbad geriihrt. Das enthaltene THF wird
i. Vak. entfernt (Badtemperatur < 20 °C), der wissrige Riickstand mit HoO (10 mL/mmol)
verdiinnt und mit Et;O (4 x 6 mL/mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
werden iiber MgSQ, getrocknet, i. Vak. zur Trockne eingeengt (Badtemperatur < 20 °C)
und der Riickstand in abs. Toluol (10 mL/mmol) aufgenommen. Eine geringe Menge des
Toluols wird i. Vak. abdestilliert (Badtemperatur < 30 °C). Dann wird die Reaktionslosung
unter Argonatmosphire mit abs. fert-Butanol (3 mL/mmol) versetzt und iiber Nacht unter
Riickflu} erhitzt. Nach Abkiihlung auf RT wird die Reaktionslosung i. Vak. zur Trockne
eingeengt und der Riickstand durch Flash-Chromatographie gereinigt.

11.2.1.5. AAV-6: LiOOH-Abspaltung der B2-Aminosiuren

Eine im Eisbad gekiihlte Losung des acylierten Auxiliars in THF (8 mL/mmol) wird mit
Wasserstoffperoxid-Losung (30 %ig in H,0, 4.0Aq. H,0,) versetzt, gefolgt von
LiOH - H,O (1.2-2.3 Aq.) als Losung in H>O (0.5 M). Die Reaktionslésung wird bis zum
vollstindigen Umsatz (DC-Kontrolle) bei O °C geriihrt. Nach Zugabe von 5 %iger Na,; SOs-
Lsg. und ges. NaHCO3-Lsg. (je 10 mL/mmol) wird die Reaktionsmischung 10 min bei
RT geriihrt. Das enthaltene THF wird i. Vak. entfernt, der wissrige Riickstand mit H,O
(10 mL/mmol) verdiinnt und mit CH,Cl, (4 x 10 mL/mmol) extrahiert. Die wéssrige Pha-
se wird durch Zugabe von 5 %iger KHSO4-Lsg. angesduert (pH 2-3) und anschlieBend mit
CH,Cl, (4 x 20 mL/mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte der sauren



196 Kapitel 11. B?-Aminosiure-Synthesen

Losung werden iiber MgSOy4 getrocknet, i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Riickstand
im HV getrocknet.

11.2.1.6. AAV-7: Umschiitzung Boc — Fmoc

Die N-Boc-geschiitzte Aminosdure wird in CH,Cl, (6 mL/mmol) gelost, mit Trifluoressig-
sdaure (3 mL/mmol) versetzt und die Reaktionslosung iiber Nacht bei RT geriihrt. Alle
fliichtigen Bestandteile werden i. Vak. entfernt, der Riickstand wird zweimal mit Tolu-
ol coevaporiert und anschlieBend im HV getrocknet. Das erhaltene Ammoniumsalz wird
in H,O (10 mL/mmol) aufgenommen und nacheinander mit NaHCOs (4 Aq.), Fmoc-OSu
(1.1 Aq.) und Aceton (10 mL/mmol) versetzt. Die anfinglich heterogene Mischung wird
4h bei RT geriihrt, wobei eine klare Losung entsteht. Das enthaltene Aceton wird i. Vak.
entfernt, der wissrige Riickstand mit ges. NaHCO3-Lsg. (30 mL/mmol) verdiinnt und mit
Et;O (3 x 30mL/mmol) extrahiert. Die wissrige Phase wird mit 5 %iger KHSO,4-Lsg.
angesduert (pH = 2-3) und anschliessend mit EtOAc (4 x 70 mL/mmol) extrahiert. Die
vereinigten EtOAc-Extrakte werden tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne ein-
geengt. Der Riickstand wird im HV getrocknet.

11.2.2. B2-Homoasparaginsiure

11.2.2.1. (4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-4-oxo-buttersaure (244) [169]
)Ci e}
OH

@ M=277.27gmol~! C14H;5NOs

Zu einer auf — 78 °C gekiihlten Losung von (R)-4-Benzyl-2-oxazolidinon [(R)-242, 2.00 g,
11.29 mmol] in abs. THF (40 mL) wird n-Butyllithium (1.6 M Losung in Hexan, 7.5 mL,
12.0 mmol) zugetropft und die Reaktionslosung fiir 30 min bei —78 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird eine Losung von Bernsteinsdureanhydrid (1.35g, 13.49 mmol) in abs. THF
(90 mL) langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird unter Riihren iiber Nacht auf RT
erwirmt. Nach Zugabe von H,O (90 mL) wird das THF i. Vak. entfernt und die verbliebene
wissrige Mischung mit ges. NaHCO3-Lsg. auf einen pH-Wert > 9 eingestellt. Nach Extrak-
tion mit EtOAc (2 x 15mL) wird die wissrige Phase durch Zugabe von konz. Salzsdure
auf einen pH-Wert < 2 eingestellt und mit CH,Cl, (4 x 45 mL) extrahiert. Die vereinigten
CH,Cl,-Extrakte werden iiber Na; SO, getrocknet, das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt
und der 6lige gelbe Riickstand im HV getrocknet. Kristallisation aus Toluol/PE (7:1 v/v,
25 mL) ergibt 244 als kristallinen, farblosen Feststoff.
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Ausbeute: 3.01 g (96 %).

Schmp.: 56 °C (Lit.['%%1 56 °C).

[a]RT = —63.6 (c = 1.00 in CHCl3; Lit.['%1 —63.6, ¢ = 1.0 in CHCl3).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.76 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,CO,H), 2.80
(dd, J = 13.6, 9.3Hz, 1H, CHAH?Ph), 3.22-3.30 (m, 3H, NC(O)CH, u. CHAH?Ph), 4.17
(dd, J = 9.1, 3.6 Hz, 1H, CH*HBCHBn), 4.22 (dd, J = 9.1, 7.0Hz, 1H, CH*H?CHBn),
4.68 (ddm, J =9.1, 7.0 Hz, 1H, CHBn), 7.15-7.36 (m, SH, C*'H), 9.35 (m, br, 1H, CO,H).
BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.1 (C(O)CH,), 30.7 (CH,CO,H),
37.8 (CH,Ph), 55.1 (CHBn), 66.4 (CH,CHBn), 127.4, 129.0, 129.5 (C“'H), 135.1 (C%"),
153.4 (NCO3), 171.7 (C(O)CH,), 177.9 (CO,H).

11.2.2.2. 4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-4-oxo-buttersiure-tert-
butylester (116) [169]

o o
o\)_k/t]k/\goﬁ

@ M =333.38gmol~! CgH,3NOs

Zu einer Suspension von P05 (4.20 g, 29.59 mmol) in abs. CHCls (100 mL) wird unter
Argonatmosphdre eine Losung der Carbonsdure 244 (7.50 g, 27.05 mmol) in abs. CHCl3
(100 mL) gegeben, gefolgt von abs. tert-Butanol (12.70 mL, 9.92 g, 133.9 mmol, 4.5 Aq.).
Die Reaktionsmischung wird im fest verschlossenen Reaktionsgefd3 fiir 60 h bei RT ge-
rithrt und dann in 300 mL ges. NaHCOs3-Lsg. gegossen. Nach der Phasentrennung wird
die wissrige Phase mit CH,Cl, (3 x 100mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und die kla-
re gelbe Losung i. Vak. zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt (gelbes Ol) wird durch
Flash-Chromatographie gereinigt (Eluent: EtOAc/Hexan 1:1). Kristallisation aus Et,O/PE
(16 mL, 1:1 v/v) ergibt 4.48 g (50 %) 116 in Form farbloser Kristalle.

Die nach der Extraktion verbliebene wissrige Phase wird mit konz. Salzséure auf einen pH-
Wert < 2 eingestellt und anschlieBend mit CH,ClI, (4 x 100 mL) extrahiert. Die Extrakte
werden vereinigt, iiber Na,SOy4 getrocknet, zur Trockne eingeengt und der 6lige Riickstand
aus Toluol/PE (10 mL + 1.5mL) kristallisiert. Somit wird 244 als kristalliner, farbloser
Feststoff in einer Ausbeute von 2.48 g (33 %) zuriickerhalten.

Physikalische Daten von 116:
Schmp.: 57-58 °C (Lit.[!%%1 56.5-58 °C).
[a]BT = -55.1 (c = 1.00 in CHCl3; Lit.l"°! —55.1, ¢ = 1.0 in CHCI;).
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'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 2.52-2.72 (m, 2H,
CH,CO»t-Bu), 2.78 (dd, J = 13.5, 9.5 Hz, 1H, CH*H?Ph), 3.18-3.21 (m, 2H, NC(O)CH,),
3.29 (dd, J = 13.5, 3.2 Hz, 1H, CHAH®Ph), 4.16 (dd, J = 9.0, 3.4 Hz, 1H, CH*H5CHBn),
4.22 (dd, J = 9.1, 7.1Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.68 (dddd, J = 9.6, 7.0, 3.4, 3.4Hz, 1H,
CHBn), 7.19-7.37 (m, 5H, C*H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.1 (C(CH3)3), 29.5 (NC(O)CH»),
31.0 (CH,CO»#-Bu), 37.8 (CH,Ph), 55.1 (CHBn), 66.3 (CH,CHBn), 80.7 (C(CH3)3),
127.4, 129.0, 129.5 (C*H), 135.3 (C"), 153.5 (NCO»), 171.6, 172.8 (C=0).

11.2.2.3. (R)-3-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-
pentandicarbonsdure-1-allylester-5-tert-butylester (245)

o o 0.0
O)kN) ><
(-

; (6]
o o
M=431.48gmol™! Cy3HxNO;

Die Alkylierungsreaktion erfolgt gemidf AAV-3, ausgehend von 116 (3.97 g, 11.91 mmol),
Chloressigsiureallylester (1.60mL, 1.84g, 13.67mmol, 1.15Aq.) und Nal (2.14g,
14.28 mmol, 1.20 Aq.). Die Reaktionszeit betrigt 4h und die Reinigung erfolgt durch
Flash-Chromatographie (4.5 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:4 v/v). Nach Trock-
nung im HV wird 245 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 4.17 g (81 %; dr = 80: 20 ['H-NMRY]).

Physikalische Daten des Hauptdiastereomers 245:

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 2.51 (dd, J = 16.3,
5.7Hz, 1H, CHAHBCO,All), 2.63 (dd, J = 16.3, 6.1 Hz, 1H, CH*HBCO,#-Bu), 2.73-2.77
(m, 2H, CHAHZCO,All u. CHAHBPh), 2.86 (dd, J = 16.4, 7.9 Hz, 1H, CH*H®CO,-Bu),
3.32(dd, J = 13.5, 3.1 Hz, 1H, CH*H?Ph), 4.17 (dd, J = 9.1, 2.7 Hz, 1H, CH*H?CHBn),
4.22 (dd, J =9.2, 7.8 Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.44 (m, 1H, NC(O)CH), 4.57-4.59 (m, 2H,
CH,CH=CH)), 4.69 (dddd, J = 9.9, 7.6, 3.1, 3.1 Hz, 1H, CHBn), 5.23 (ddm, J = 10.4,
2.4 Hz, 1H, CH=CHy;,qys)), 5-32 (ddm, J = 17.1, 2.6 Hz, 1H, CH=CHy(;)), 5.90 (ddt, 1H,
J=16.7,11.1, 5.8 Hz, 1H, CH=CH,), 7.23-7.35 (m, 5SH, C* H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.0 (C(CH3)3), 35.8 (CH,CO»-
All), 36.2 (NC(O)CH), 36.8 (CH,CO»¢-Bu), 37.7 (CH,Ph), 55.5 (CHBn), 65.5 (CH,CH=
CH,), 66.2 (CH,CHBn), 81.1 (C(CHj3)3), 118.5 (CH=CH,), 127.3, 128.9, 129.5 (C*H),
131.9 (CH=CH,), 135.5 (C*"), 153.1 (NCO,), 170.3, 170.7 (CO,All u. CO,z-Bu), 174.0
(NC(O)CH).
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IR (Film, NaCl): v [cm~'] =2980 m, 2933 w, 1782 vs, 1733 vs, 1700 s, 1650 w, 1480 w,
1455 m, 1392 s, 1368 m, 1352 m, 1291 w, 1197 m, 1154 s, 1113 w, 1007 w, 955 w, 925 w,
845 w, 763 m, 704 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 454.1831 454.1836 [C23Hp9NO7+Na] ™
m/z= 8853775 885.3780 [(Cp3Hy9NO7),+Na]*t

11.2.2.4. (S)-3-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentandicarbon-
sduremonoallylester (246)

0 o OxOH
O)kN)
-

O

O\/\
@ M=37537gmol™! Cj9H;NO;

Die Spaltung des tert-Butylesters 245 (4.09 g, 9.48 mmol) erfolgt gemil3 AAV-4. Die Rei-
nigung erfolgt durch Flash-Chromatographie (4 x 75 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:1
v/v + 1% AcOH). Nach Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird 246 als
farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 3.14 g (88 %, Diastereomerengemisch).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.65 (dd, J = 16.7, 9.3 Hz, 1H, CHAH5-
CO,H), 2.66 (dd, J = 16.7, 10.1 Hz, 1H, CH*H?CO,All), 2.74 (dd, J = 13.5, 9.8 Hz,
1H, CHAHBPh), 2.86 (dd, J = 16.4, 7.1Hz, 1H, CH*H?CO,All), 2.91 (dd, J = 17.1,
8.7Hz, 1H, CH*H2CO,H), 3.31 (dd, J = 13.4, 3.2 Hz, 1H, CHAH?Ph), 4.17 (dd, J = 9.0,
2.8Hz, 1H, CH*H2CHBn), 4.22 (dd, J = 8.7, 8.1 Hz, 1H, CH*H2CHBn), 4.44 (m, 1H,
NC(O)CH), 4.57-4.60 (m, 2H, CH,CH=CH,), 4.69 (dddd, J = 9.9, 7.6, 3.1, 3.1 Hz, 1H,
CHBn), 5.23 (ddm, J = 10.4, 2.2Hz, 1H, CH=CH,(;,4)), 5.31 (ddm, J = 17.2, 2.7 Hz,
1H, CH=CH,(.4)). 5.90 (ddt, 1H, J = 17.1, 10.6, 5.8 Hz, 1H, CH=CH,), 7.22-7.34 (m, 5H,
C“H), 10.2 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 35.1 (CH,CO,H), 35.7 (CH,CO,All),
36.1 (NC(O)CH), 37.7 (CH,Ph), 55.4 (CHBn), 65.7 (CH,CH=CH.), 66.4 (CH,CHBn),
118.7 (CH=CH,), 127.3, 128.9, 129.4 (C“H), 131.8 (CH=CH,), 135.3 (C“"), 153.2
(NCO»), 170.6 (CO»All), 173.6 (NC(O)CH), 177.1 (CO,H).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] = 3029 m, br, 1781 vs, 1739 vs, 1706 vs, 1605 w, 1497 w,
1454 w, 1392 s, 1352 m, 1211 s, 1116 m, 1056 w, 1006 m, 929 w, 763 m, 735 m, 703 m.
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HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z=398.1206 398.1210 [C19HpNO7+Na]*
m/z= 7732510 773.2528 [(C19H1NO7),+Na]™

11.2.2.5. (R)-4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-4-oxo-buttersiureallylester (247)

@)
o o HNJ\OX
OJ\N
- 0
o
M =446.49 gmol ™! Cy3H3N,07

Der Curtius-Abbau der Carbonsédure 246 (2.65 g, 7.06 mmol) erfolgt gemiall AAV-5. Bei
der nachfolgenden Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x 40 cm Kieselgel, Eluent:
EtOACc/PE 1:2 v/v + 0.5 % AcOH) erfolgt eine Abtrennung des Diastereomers 252. Nach

Coevaporation mit Toluol und Trocknung wird 247 als farbloses Ol erhalten.
Ausbeute: 1.65 g (52 %) 247 und 0.30 g (10 %) 252.

Physikalische Daten von 247:

[a]RT" = +43.5 (c = 1.08 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.41 (s, 9H, C(CH3)3), 2.61 (dd, J = 17.0,
5.0Hz, 1H, CH*H2CO,All), 2.75 (dd, J = 13.3, 10.0 Hz, 1H, CHAH?Ph), 3.00 (dd, J =
16.5, 9.9 Hz, 1H, CHAH?CO,All), 3.30-3.33 (m, 2H, CH*HBPh u. CH*H®NH), 3.59 (m,
1H, CHAH®NH), 4.14 (dd, J = 9.0, 2.5Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.22 (dd, J = 8.5, 8.1 Hz,
1H, CHAH2CHBn), 4.31 (m, 1H, NC(O)CH), 4.57-4.59 (m, 2H, CH,CH=CH}), 4.63 (m,
IH, CHBn), 4.89 (m, 1H, NH), 5.23 (ddm, J = 10.4, 2.6 Hz, 1H, CH=CHy(;,4y)). 5.31
(ddm, J = 17.2, 2.9Hz, 1H, CH=CH,.;)). 5.90 (ddt, 1H, J = 17.1, 10.6, 5.8 Hz, 1H,
CH=CH>), 7.23-7.35 (m, 5H, C*“"H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): & [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 33.9 (CH,CO, All),
37.7 (CH,Ph), 40.6 (NC(O)CH), 41.4 (CH,NH), 55.5/55.7 (CHBn), 65.5 (CH,CH=CH,),
66.3 (CH,CHBn), 79.6 (C(CH3)3), 118.5 (CH=CH,), 127.2/127.3, 128.9/129.0, 129.4/
129.5 (C4"H), 131.9 (CH=CH,), 135.5 (C%"), 153.5 (NCO»), 155.9 (NHCO,), 171.3 (CO»-
All), 173.2 (NC(O)CH).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] =3392 m, 2879 m, 2932 w, 1780 vs, 1734 vs, 1704 vs, 1605 w,
1515 m, 1454 w, 1391 s, 1366 m, 1352 m, 1248 s, 1174 s, 1104 w, 1051 w, 991 w, 929 w,
859 w, 762 w, 737 w, 704 m.
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HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z = 469.1936 469.1945 [C23H30N207+Na]+
m/z= 9153982 915.3998 [(C3H390N,07),+Na] ™t

11.2.2.6. (R)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-bernsteinsdure-
4-allylester (248a)

o M =287.31gmol~! Cj3H,NOg

Die Abspaltung der 32-Aminosiure 248a vom Auxiliar erfolgt gemiB AAV-6, ausgehend
von 247 (0.50 g, 1.12 mmol) und LiOH - H,O (54 mg, 1.29 mmol, 1.15 Aq.). Die Reakti-
onszeit betriigt 40 min. Das Produkt wird als farbloses Ol isoliert, welches bei RT langsam

auskristallisiert.
Ausbeute: 0.23 g (71 %).
[a]®T = —0.7 (c = 2.56 in EtOH).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43/1.47 (2 x s, 9H, C(CH3)3), 2.54 (dd,
J=17.0, 6.3Hz, 0.4H, CHAHECO,All), 2.63 (dd, J = 17.1, 5.4 Hz, 0.6H, CH*H2CO,All),
2.77 (m+dd, J=17.1, 7.6 Hz, insges. 1H, CHAHZCO,All), 3.06 (m, 1H, C*H), 3.33-3.50
(m, 2H, CH,NH), 4.59-4.62 (m, 2H, CH,CH=CH,), 5.07 (br m, 0.6H, NH), 5.24 (dm, J =
10.4 Hz, 1H, CH=CHy;,415)), 5-32 (dm, J = 17.0 Hz, 1H, CH=CHy.;)), 5.91 (ddt, 1H, J =
17.2,10.6, 5.6 Hz, 1H, CH=CH,), 6.43 (br m, 0.4H, NH), 10.8 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 33.3/33.5 (CH»-
CO,All), 41.1/42.2 (CH,NH), 41.8/41.9 (C*H), 65.6 (CH,CH=CH,), 79.8/81.6 (C(CH3)3),
118.5 (CH=CH,), 131.8 (CH=CH.), 156.1/157.8 (NHCO,), 171.1/171.3 (CO,All), 177.0/
178.2 (CO,H).

IR (KBr): ¥ [cm~!] = 3368 s, 3100 br, 2982 m, 2932 w, 1728 vs, 1687 vs, 1649 w, 15255,
1448 w, 1419 w, 1390 w, 1368 w, 1333 w, 1282 m, 1252 m, 1175 s, 1066 w, 993 w, 975 w,
922 m, 895 w, 860 w, 785 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 310.1256 310.1261 [C13H2NOg+Na] ™
m/z= 597.2628 597.2630 [(C13H21NO6)2+Na]+
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11.2.2.7. (R)-2-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-bernstein-
sdure-4-allylester (248b)

oA leo )
e j

/j M =409.43 gmol~!  CpHa3NOg

Die N-Boc-geschiitzte Aminosdure 248a (100 mg, 348 umol) wird gemall AAV-7 umge-
setzt. Die N-Fmoc-geschiitzte Aminosdure 248b wird als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 138 mg (97 %).
[a]RT = + 1.3 (¢ = 0.99 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.35 (dd, J = 17.0, 5.6Hz, 0.3H, CHA-
H2CO,All), 2.57 (dd, J = 17.5, 7.3Hz, 0.3H, CH*HBCO,All), 2.63 (dd, J = 17.1, 5.7 Hz,
0.7H, CHAHBCO,All), 2.75 (dd, J = 17.0, 7.4 Hz, 0.7H, CH*H2CO,All), 2.82 (m, 0.3H,
C%*H), 3.08 (m, 0.7H, C*H), 3.31 (m, 0.6H, CH,NH), 3.46-3.56 (m, 1.4H, CH,NH), 4.20
(m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.39 (m, 1.4H, CH,, Fmoc), 4.49 (m, 0.6H, CH,, Fmoc), 4.57-
4.62 (m, 2H, CH,CH=CH), 5.22 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, CH=CH,(,4)). 5.30 (dm, J =
17.0Hz, 1H, CH=CH,(,4)), 5.34 (br m, 0.7H, NH), 5.88 (ddt, 1H, J = 16.6, 10.9, 5.7 Hz,
1H, CH=CH,), 6.30 (br m, 0.3H, NH), 7.30 (m, 2H, C*H), 7.38 (m, 2H, C*“"H), 7.56 (d,
J =7.4Hz, 2H, CYH), 7.74 (d, J = 7.4 Hz, 2H, C“H), 8.3 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 33.3/33.4 (CH,CO,All), 41.6 (CH,-
NH), 42.1 (C*H), 47.1/47.2 (CH,CH, Fmoc), 65.7 (CH,CH=CH,), 66.9/67.5 (CH», Fmoc),
118.6 (CH=CH,), 124.8/125.0, 127.1/127.2, 127.7/127.8 (C“"H), 131.7 (CH=CHy,), 141.3,
143.6/143.8 (C“"), 156.7/157.6 (NHCO,), 171.3/172.1 (CO,All), 176.8/177.8 (CO,H).

IR (KBr): ¥ [em™!] = 3369 m, 2951 m, 1737 s, 1697 vs, 1536 s, 1449 w, 1266 m, 1174 s,
1083 w, 989 w, 918 w, 761 m, 741 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 432.1419 432.1418 [C23H23NOg+Na] ™
m/z= 841.2955 841.2943 [(C23H23NO6)2+Na]+
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11.2.2.8. 4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-4-oxo-buttersdureallylester
(249)

O o
O)J\NM(O\/\
(S 0

@ M=31734gmol™! C;7H;9NOs

Eine Mischung von 244 (2.18 g, 7.86 mmol), KHCO; (1.57 g, 15.68 mmol, 2.0 Aq.) und
Allylbromid (1.02mL, 1.46 g, 12.06 mmol, 1.5 Aq.) in abs. DMF (35mL) wird 64 h bei
RT geriihrt. Nach Zugabe von H,O (50 mL) und CH,Cl, (50 mL) wird die entstandene
wissrige Phase mit CH,Cl, (2 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit ges. NaHCO3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber MgSO,4 getrocknet
und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (3 x 30cm
Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) ergibt 249 als farbloses, hochviskoses Ol nach
Trocknung im HV.

Ausbeute: 2.20 g (88 %).
[a]RT = —55.1 (¢ = 1.25 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.69-2.80 (m, 2H, CH,CO,All), 2.79 (dd,
J =13.5, 9.5Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.25-3.29 (m, 3H, CH*H?Ph u. NC(O)CH>), 4.18 (dd,
J =9.1, 29Hz, 1H, CHAH®CHBn), 4.22 (dd, J = 9.0, 7.9 Hz, 1H, CH*H2CHBn), 4.61-
4.65 (m, 2H, CH,CH=CH,), 4.68 (dddd, J = 9.5, 7.7, 3.1, 3.1 Hz, 1H, CHBn), 5.25 (ddm,
J=10.4, 2.3 Hz, 1H, CH=CHy;4ny))> 5.34 (ddm, J = 17.2, 2.9 Hz, 1H, CH=CHy(,)), 5.94
(ddt, J = 17.1, 10.5, 5.7 Hz, 1H, CH=CH>), 7.20-7.35 (m, SH, C*’H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.2 (NC(O)CH}), 30.8 (CH,CO,-
All), 37.7 (CH,Ph), 55.1 (CHBn), 65.4 (CH,CH=CH,), 66.3 (CH,CHBn), 118.3 (CH=
CHy), 127.4, 129.0, 129.4 (C*’H), 132.0 (CH=CH,), 135.2 (C%), 153.5 (NCO»), 171.8,
172.1 (C=0).

IR (Film, NaCl): v [em~ 1] =3029 w, 2930 m, 1781 vs, 1737 vs, 1699 vs, 1649 w, 1605 w,
1498 w, 1454 m, 1391 s, 1352 m, 1265 m, 1216 s, 1171 s, 1111 m, 1075 w, 993 m, 926 w,
839 w, 762 m, 745 w, 705 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z=340.1155 340.1155 [C;7H;9NOs+Na]*t
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11.2.2.9. (S)-3-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentandicarbon-
sdure-1-allylester-5-tert-butylester (250)

o o O O\/\
O)]\NJ
\_/’ o
0}

@ M=431.48 gmol~' CypHyNO;

Die Alkylierungsreaktion erfolgt gemid3 AAV-3, ausgehend von 249 (2.11 g, 6.65 mmol),
Bromessigsiure-tert-butylester (1.18 mL, 1.56g, 7.99 mmol, 1.2Aq.) und Nal (1.25g,
8.34 mmol, 1.25 Aq.). Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei —78 °C geriihrt. Die
Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40 cm Kiesel-
gel, Eluent: EtOAc/PE 1:3 v/v). Nach Trocknung im HV wird 250 als farbloses Ol erhalten,
das bei RT langsam auskristallisiert.

Ausbeute: 1.75 g (61 %, dr = 83 : 17 ['H-NMRY)).
Physikalische Daten des Hauptdiastereomers 250:

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 2.56 (dd, J = 16.2,
6.5Hz, 1H, CHAHBCO,All), 2.62 (dd, J = 16.6, 5.2Hz, 1H, CH*H8CO,-Bu), 2.73-2.77
(m, 2H, CHAHBCO,All u. CH*H®Ph), 2.88 (dd, J = 16.6, 9.0 Hz, 1H, CHAH?CO,-Bu),
3.33 (dd, J = 13.3, 3.2 Hz, 1H, CHAH®Ph), 4.17 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H, CH*H8CHBn),
4.22 (dd, J = 8.8, 8.1 Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.44 (m, 1H, NC(O)CH), 4.56-4.58 (m, 2H,
CH,>CH=CH,), 4.69 (dddd, J = 10.0, 7.6, 3.1, 3.1 Hz, 1H, CHBn), 5.23 (ddm, J = 10.4,
2.2Hz, 1H, CH=CHy(;/4s)). 5.31 (ddm J = 17.2, 2.7 Hz, 1H, CH=CH,.;,)), 5.90 (ddt, 1H,
J=17.1,10.7, 5.7Hz, 1H, CH=CH,), 7.23-7.35 (m, 5H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.0 (C(CH3)3), 35.4 (CH,CO,All),
36.2 (NC(O)CH), 37.1 (CH,CO»¢-Bu), 37.8 (CH,Ph), 55.4 (CHBn), 65.5 (CH,CH=CH,),
66.2 (CH,CHBn), 81.2 (C(CH3)3), 118.5 (CH=CH,), 127.3, 128.9, 129.4 (C*H), 131.9
(CH=CH,), 135.5 (C*), 153.1 (NCO»), 170.1, 171.1 (CO,All u. CO,#-Bu), 174.1 (NC(O)-
CH).

IR (KBr): ¥ [em~!]=2980 m, 2933 w, 1794 vs, 1741 vs, 1715 vs, 1698 vs, 1489 w, 1456 w,
1424 m, 1399 s, 1352 s, 1293 m, 1243 m, 1209 w, 1180 w, 1149 s, 1121 w, 1066 w, 1008 w,
991 w, 958 m, 931 w, 841 m, 761 m, 734 s, 699 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 4541838 454.1836 [Cx3Hr9NO7+Na]*
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11.2.2.10. (R)-3-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentandicarbon-
sduremonoallylester (251)

O\/\

(0]
OH

O ©° ©
N2
o

M=37537gmol™! Cj9H;NO;

Die Spaltung des tert-Butylesters 250 (1.67 g, 3.87 mmol) erfolgt gemidll AAV-4. Bei der
nachfolgenden Reinigung des Rohprodukts durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40cm
Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:1 v/v + 1 % AcOH) wird das im Produktgemisch enthaltene
Diastereomer 246 abgetrennt. Nach Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird
251 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.24 g (85 %).
[a]RT = -49.3 (¢ = 1.20 in CHCI3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.63 (dd, J = 16.8, 9.8 Hz, 1H, CHAH5-
CO,H), 2.64 (dd, J = 16.6, 10.8 Hz, 1H, CHAHBCO,All), 2.74 (dd, J = 13.4, 9.7Hz, 1H,
CH*HPPh), 2.86 (dd, J = 16.5, 8.4 Hz, 1H, CH*H?CO,All), 2.89 (dd, J = 16.6, 7.5 Hz, 1H,
CHAH2CO,H), 3.26 (dd, J = 13.5, 3.2 Hz, 1H, CHAH®Ph), 4.17 (dd, J = 9.0, 2.8 Hz, 1H,
CHAH2CHBn), 4.23 (dd, J = 8.8, 8.0Hz, 1H, CHAHZCHBn), 4.46 (m, 1H, NC(O)CH),
4.55-4.58 (m, 2H, CH,CH=CH>), 4.68 (dddd, J = 9.5, 7.9, 3.1, 3.1 Hz, 1H, CHBn), 5.23
(dm, J = 10.4 Hz, 1H, CH=CHy(;/4ns)) 5.30 (dm, J = 17.2 Hz, 1H, CH=CHy,;5)), 5.88 (ddt,
1H, J = 17.1, 10.6, 5.6 Hz, 1H, CH=CH>), 7.20-7.33 (m, SH, C“"H), 9.9 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 35.4, 35.5 (CH,CO,H, CH,CO,All),
35.9 (NC(O)CH), 37.6 (CH,Ph), 55.4 (CHBn), 65.6 (CH,CH=CH>), 66.4 (CH,CHBn),
118.6 (CH=CH»), 127.3, 128.9, 129.4 (C*'H), 131.8 (CH=CH,), 135.3 (C*), 153.2 (NCO,),
170.9 (CO,All), 173.6 (NC(O)CH), 176.9 (CO,H).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~!] = 3029 br, 2927 m, 1780 vs, 1740 vs, 1705 vs, 1605 w, 1497 w,
1481 w, 1454 w, 1392 s, 1352 m, 1290 w, 1211 s, 1115 m, 1056 w, 1006 m, 955 w, 928 w,
763 m, 704 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 398.1214 398.1210 [Ci9H»NO7+Na]*
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11.2.2.11. (S)-4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-4-oxo-buttersaureallylester (252)

0 09% 0%~

N
O N O
SR Y

@ M =446.49 gmol~!  Cy3H30N,07

Der Curtius-Abbau der Carbonsédure 251 (1.23 g, 3.28 mmol) erfolgt gemill AAV-5. Die
Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie (3 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE
1:2 v/v + 0.5 % AcOH). Nach Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird 252
als hellgelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 1.11 g (76 %).
[a]RT = ~39.9 (¢ = 0.91 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 2.58 (dd, J = 17.0,
4.2Hz, 1H, CH*HBCO,All), 2.77 (dd, J = 13.3, 10.0 Hz, 1H, CH*H?Ph), 3.00 (dd, J =
16.8, 10.8 Hz, 1H, CH*H2CO,All), 3.31 (dd, J = 13.2, 2.4 Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.40 (m,
1H, CHAH®NH), 3.57 (m, 1H, CH*H®NH), 4.18 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H, CH*H®CHBn),
4.21-4.26 (m, 2H, CH*HBCHBn u. NC(O)CH), 4.51-4.59 (m, 2H, CH,CH=CH,), 4.69
(m, 1H, CHBn), 4.87 (br m, 1H, NH), 5.23 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, CH=CHy;,44s)), 5.30
(dm, J = 17.2Hz, 1H, CH=CH,(.)). 5.89 (ddt, 1H, J = 17.1, 10.7, 5.7 Hz, 1H, CH=CH,),
7.20-7.35 (m, SH, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.4 (C(CH3)3), 33.8 (CH,CO,All),
38.0 (CH,Ph), 40.3 (NC(O)CH), 41.7 (CH,NH), 55.5 (CHBn), 65.5 (CH,CH=CH,), 66.5
(CH,CHBn), 79.6 (C(CH3)3), 118.5 (CH=CH,), 127.3, 129.0, 129.4 (C*'H), 131.8 (CH=
CHb), 135.4 (C%), 153.5 (NCO,), 155.8 (NHCO,), 171.5 (CO»All), 173.3 (NC(O)CH).

IR (Film, NaCl): v [em~ 1] =3392 m, 2978 m, 2932 m, 1780 vs, 1713 vs, 1605w, 1514 s,
1455 w, 1391 s, 1366 m, 1352 m, 1248 s, 1214 m, 1174 s, 1107 w, 1075 w, 1053 w, 1012 w,
927 w, 860 w, 763 w, 740 w, 703 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 469.1945 469.1945 [C23H30N207+Na]+
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11.2.2.12. (S)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-bernsteinsdure-
4-allylester (253a)

(0]
0] HNJ\OX

HO)KE)
'\[(O\/\
o M =287.31gmol~! Cj3H,NOg

Die Abspaltung der 32-Aminosiure 253a vom Auxiliar erfolgt gemiB AAV-6, ausgehend
von 252 (0.41 g, 0.92 mmol) und LiOH - H,O (46 mg, 1.10 mmol, 1.20 Aq.). Die Reakti-
onszeit betriigt 40 min. Das Produkt wird als farbloses Ol isoliert, welches bei RT langsam

auskristallisiert.
Ausbeute: 0.19 g (72 %)
[a]RT" = +0.8 (c = 1.00 in EtOH).

Die iibrigen physikalischen Daten von 253a entsprechen denen des Enantiomers 248a.

11.2.2.13. (S)-2-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-bernstein-
sdure-4-allylester (253b)

HO
O

NP
Kmyhon A
T O

/j M =409.43gmol~!  Ca3H23NOg

Die N-Boc-geschiitzte Aminosdure 253a (175 mg, 609 umol) wird gemill AAV-7 umge-
setzt. Die N-Fmoc-geschiitzte Aminosdure 253b wird als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 238 mg (95 %).
[a]RT" = 1.3 (c = 1.08 in CHCl3).

Die iibrigen physikalischen Daten von 253b entsprechen denen des Enantiomers 248b.
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11.2.3. Derivatisierung von 3>-Homoasparaginsiure

11.2.3.1. (S)-4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-4-oxo-buttersaure (254)

o o Os_OH
O\)_J\/N (0]
HJkOX
@ M =406.43 gmol~'  CyHaN,05

Eine Losung von Allylester 252 (0.69 g, 1.55 mmol) und Morpholin (0.27 mL, 0.27 g,
3.10mmol, 2.0 Aq.) in abs. THF (16 mL) wird mit Pd(PPh3)4 (89 mg, 78 umol, 5mol%)
versetzt, iiber Nacht bei RT geriihrt und daraufhin zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird in ges. NaHCO3-Lsg. (50 mL) aufgenommen und mit EtOAc (3 x 10 mL) extra-
hiert. Die wéssrige Phase wird durch Zugabe von 5 %iger KHSOy4-Lsg. angesduert und mit
EtOAc (4 x 50mL) extrahiert. Die vereinigten sauren Extrakte werden iiber MgSQOy4 ge-
trocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Reinigung durch Flash-Chromatographie
(3 x 30cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 + 0.5 % AcOH — 3:2 + 0.5 % AcOH),
Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird 254 als hellgelber fester Schaum
erhalten.

Ausbeute: 0.55 g (87 %).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.41/1.46 (2 s, 9H, C(CH3)3), 2.56 (dd, J =
17.3, 4.4 Hz, 1H, CH*H2CO,H), 2.76 (dd, J = 13.1, 10.1 Hz, 1H, CHAHBPh), 2.98 (dd,
J =17.2,10.2Hz, 1H, CH*H?CO,H), 3.29-3.41 (m, 2H, CH*HBPh u. CH*H8NH), 3.58
(m, 1H, CH”AHZNH), 4.16 (iiberlappend, m, 1H, NC(O)CH), 4.16 (iiberlappend, dd, J =
9.0, 2.6 Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.23 (dd, J = 8.8, 8.1 Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.69 (ddm,
J=9.7,7.6Hz, 1H, CHBn), 4.90 (br m, 0.8H, NH), 5.80 (m, br, 0.2H, NH), 7.20-7.33 (m,
5H, C*H), 9.4 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl35, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 33.5/33.7 (CH»-
CO;H), 38.0 (CH,Ph), 40.3 (NC(O)CH), 41.4/41.6 (CH,NH), 55.4 (CHBn), 66.6 (CH,-
CHBn), 79.8 (C(CHs)3), 127.3, 128.9/129.0, 129.4 (C*'H), 135.4 (C), 153.5 (NCO,),
156.0 (NHCO,), 173.2 (NC(O)CH), 176.5 (CO,H).

IR (KBr): ¥ [cm~!]=3403 m, 2979 m, 2929 w, 1782 vs, 1706 vs, 1605 w, 1521 m, 1455 w,
1392 s, 1367 m, 1353 w, 1251 m, 1167 s, 1107 w, 1051 w, 1014 w, 968 w, 917 w, 855 w.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 407.1 [M+H] " (berechnet fiir [Co0H27N-O7]": 407.2),
812.7 [2M+H]™" (berechnet fiir [(CooHosN2O7),+H] ": 813.4).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 405.1{M-H]~ (berechnet fiir [CyoH,5N,O7]: 405.2),
441.1 [M+CI]~ (berechnet fiir [CooHygN,O7+Cl1]7: 441.1).
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11.2.3.2. (S)-4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-4-oxo-buttersaure-propargylester (255)

y
NN N
55
> NJ\OX
o
M =444.48 gmol~!  Cy3HN,0;

Eine Mischung von 254 (0.52 g, 1.28 mmol), KHCO; (0.51 g, 5.09 mmol, 4 Aq.) und Pro-
pargylbromid (80 %ige Losung in Toluol, 0.41 mL, 3.80 mmol, 3 Aq.) in abs. DMF (13 mL)
wird 64 h bei RT geriihrt. Nach Zugabe von H,O (30 mL) und CH,Cl, (30 mL) wird die
entstandene wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert (3 x 20mL). Die vereinigten organi-
schen Phasen werden mit ges. NaHCOs3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen (je 20 mL),
tiber MgSOy getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chro-
matographie (4 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 2:5 v/v) ergibt 255 als hellgelbes Ol
nach Trocknung im HV.

Ausbeute: 0.44 g (77 %).

(]8T =-42.7 (¢ = 1.13 in CHCI3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 2.48 (dd, J = 2.5,
2.5Hz, 1H, C=CH), 2.60 (dd, J = 17.2, 44Hz, 1H, CHAH?CO,), 2.77 (dd, J = 13.3,
9.9 Hz, 1H, CHAH?Ph), 3.02 (dd, J = 17.1, 10.5 Hz, 1H, CHAH2CO,), 3.31 (dd, J = 13.5,
2.5Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.41 (m, IH, CH*H®NH), 3.58 (m, 1H, CH*H?NH), 4.19 (dd, J =
9.0, 2.6 Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.22-4.28 (m, 2H, CH*H?CHBn u. NC(O)CH), 4.63 (dd,
J=15.6,2.4Hz, 1H, CH*HBC=CH), 4.69 (dd, J = 15.6, 2.5Hz, 1H, CH*H?C=CH), 4.70
(m, 1H, CHBn), 4.86 (br m, 1H, NH), 7.20-7.35 (m, SH, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 28.4 (C(CH3)3), 33.5 (CH,CO»),
38.0 (CH,Ph), 40.3 (NC(O)CH), 41.6 (CH,NH), 52.3 (CH,C=CH), 55.5 (CHBn), 66.6
(CH,CHBn), 75.2 (C=CH), 77.3 (C=CH), 79.7 (C(CH3)3), 127.3, 129.0, 129.4 (C*H),
135.4 (C), 153.5 (NCOy), 155.8 (NHCO,), 171.1 (CH,CO»), 173.1 (NC(O)CH).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm™'] = 3393 s, 3286 s, 2978 s, 2933 m, 1779 vs, 1696 vs, 1605 w,
1517 s, 1454 w, 1393 s, 1367 m, 1351 m, 1249 s, 1166 s, 1109 w, 1074 w, 1050 w, 1019 w,
966 w, 860 w, 763 m, 704 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 445.2 [M+H] ™" (berechnet fiir [C23H29N>O7]": 445.2),
467.1 [M+Na]*t (berechnet fiir [Co3HosN,O7+Na]": 467.2), 888.6 [2M+H]" (berechnet
fiir [(Ca3HagN2O7),+H]™: 888.4).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 479.2 [M+Cl]~ (berechnet fiir [Co3HysN,0O7+Cl]:
479.2).
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11.2.3.3. (S)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-bernsteinsdure-4-
propargylester (256)

M =285.29gmol~! Ci3H;9NOg

Die Abspaltung vom Auxiliar erfolgt gemidl AAV-6, ausgehend von 255 (0.43¢g,
0.97 mmol) und LiOH - H>O (83 mg, 1.98 mmol, 2.0 Aq.). Die Reaktionszeit betriigt 50 min.
Im Anschluss an die Aufarbeitung erfolgt eine Reinigung durch Flash-Chromatographie
(3 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v + 1 % AcOH). Zwei Produktfraktio-
nen werden isoliert, die jeweils zur Trockne eingeengt, mit Toluol coevaporiert und im HV
getrocknet werden. Die erste Fraktion enthélt 256 (42 mg, 16 %, farbloses Ol, das bei RT

langsam auskristallisiert).
Physikalische Daten von 256:
[a]RT" = —1.8 (c = 1.00 in CHCl5).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 2.49 (t, J = 2.5 Hz,
1H, C=CH), 2.62 (br m, 1H, CHAH2CO,), 2.80 (dd, J = 17.1, 7.3 Hz, 1H, CHAH?CO,),
3.07 (m, 1H, C*H), 3.35-3.50 (br m, 2H, CH,NH), 4.71 (d, J = 2.5 Hz, 2H, CH,C=CH),
5.07 (br m, 0.7H, NH), 6.31 (br m, 0.3H, NH), 9.2 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 33.2 (CH,CO»),
41.1 (C*H), 41.6/41.7 (CH,NH), 52.4 (CH,C=CH), 75.2 (C=CH), 77.4 (C=CH), 79.9
(C(CHj3)3), 156.2 (NHCO3), 170.9 (CH2COy), 177.6 (CO,H).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] = 3382 m, 3299 w, 2983 w, 1747 vs, 1693 vs, 1532 s, 1444 m,
1407 w, 1389 m, 1368 m, 1335 w, 1308 w, 1254 s, 1219 w, 1166 vs, 1060 w, 1020 w,
1006 w, 936 w, 903 m, 853 w, 834 w, 780 w.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 308.1 [M+Na]" (berechnet fiir [C13H;9NOg+Na]":
308.1), 592.7 [2M+Na] ™ (berechnet fiir [(C{3H[9NOg)2+Na]™: 593.2).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 284.1 [M—H]~ (berechnet fiir [C13HsNOg]™: 284.1),
320.1 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C13H9gNOg+CI]~ 320.1), 568.8 [2M-H]~ (berechnet fiir
[(C13H19NO6)2—H]_2 569.2).

Der Riickstand der zweiten Produktfraktion (87 mg farbloser Feststoff) enthilt als Haupt-
bestandteil die Dicarbonsédure (R)-2-(tert-Butoxycarbonylmethyl)bernsteinsdure (257).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 246.1 [M-H]~ (berechnet fiir [C1oH;sNOg] : 246.1).
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11.2.3.4. (R)-4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-4-oxo-buttersidure (258)
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M =406.43 gmol~!  CygHyN,07

Die Umsetzung des Allylesters 247 (1.07 g, 2.40 mmol) zur Carbonsédure 258 erfolgt ana-
log zur Synthesevorschrift von 254. Das Produkt wird als hellgelber, fester Schaum erhal-

ten.
Ausbeute: 0.89 g (91 %).
[a]RT = —58.3 (¢ = 0.48 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 2.58 (dd, J = 17.1,
42Hz, 1H, CHAHBCO,H), 2.76 (dd, J = 13.5, 9.5Hz, 1H, CHAH®Ph), 2.99 (dd, J =
16.9, 9.6Hz, 1H, CH*HBCO,H), 3.24 (dd, J = 13.6, 3.2Hz, 1H, CH*H®Ph), 3.30 (m,
1H, CH*H®NH), 3.59 (m, 1H, CHAHZNH), 4.15 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H, CH*H?CHBn),
4.22-4.33 (m, 2H, CH*HPCHBn u. NC(O)CH), 4.62 (m, 1H, CHBn), 4.91 (br m, 0.8H,
NH), 5.92 (br m, 0.2H, NH), 7.20-7.33 (m, SH, C*"H), 10.0 (br s, IH, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 33.6 (CH,CO,H),
37.5 (CH,Ph), 40.5 (NC(O)CH), 41.3 (CH,NH), 55.6 (CHBn), 66.3 (CH,CHBn), 79.7
(C(CH3)3), 127.2, 128.9/129.0, 129.4/129.5 (C“"H), 135.4 (C%), 153.5 (NCO,), 156.1
(NHCO»), 173.1 (NC(O)CH), 176.9 (CO,H).

IR (KBr): v [em~!]=3393 m, 2980 m, 2932 w, 1782 vs, 1706 vs, 1605 w, 1522 m, 1480 w,
1455 w, 1392 s, 1367 m, 1353 w, 1250 m, 1168 s, 1106 w, 1073 w, 1052 w, 1011 w, 967 w,
915 w, 856 w, 703 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 407.1 [M+H] " (berechnet fiir [CooH27N>O7]": 407.2),
429.1 [M+Na]™ (berechnet fiir [CaoHasN2O7+Na]™: 429.2), 835.2 [2M+Na]™ (berechnet
fiir [(CaoHagN20O7)24+Na]™: 835.4).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 405.1[M-H]~ (berechnet fiir [CooH,5N,O7]": 405.2),
441.2 [M+CI]~ (berechnet fiir [CooHygN,O7+Cl1]7: 441.1).
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11.2.3.5. (R)-4-((R)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-4-oxo-buttersdure-propargylester (259)

O
O HNJ\O><

o}
O)LNJ\Q
\—/ 0

o~

M =444.48 gmol~!  Cy3HgN,0;

Die Synthese des Propargylesters 259 erfolgt analog zur Synthese von 255, ausgehend von
der Carbonsédure 258 (0.80 g, 1.97 mmol). Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x
30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:3 — 1:2 v/v) ergibt 259 als hellgelbes Ol nach
Trocknung im HV.

Ausbeute: 0.58 g (66 %).
[a]RT = —42.4 (¢ = 1.05 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.40/1.43 (2s, 9H, C(CH3)3), 2.46 (dd,
J =24,24Hz, 1H, C=CH), 2.63 (dd, J = 16.9, 4.9Hz, 1H, CH*H?CO»), 2.77 (dd, J =
13.4, 9.9Hz, 1H, CH*HBPh), 3.02 (dd, J = 16.8, 9.8 Hz, 1H, CHAH?CO,), 3.31-3.34 (m,
2H, CH*H®Ph u. CH*H®NH), 3.61 (m, 1H, CHAH®NH), 4.16 (dd, J = 9.0, 2.4Hz, 1H,
CHAHZCHBn), 4.24 (dd, J = 8.8, 8.1 Hz, 1H, CH*H2CHBn), 4.31 (m, 1H, NC(O)CH),
4.63 (m, 1H, CHBn), 4.65 (dd, J = 15.1, 2.5Hz, 1H, CH*H2C=CH), 4.70 (dd, J = 15.1,
2.5Hz, 1H, CH*HBC=CH), 4.89 (br m, 1H, NH), 7.23-7.35 (m, 5H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 33.6 (CH,CO»),
37.7 (CH,Ph), 40.7 (NC(O)CH), 41.3 (CH,NH), 52.3 (CH,C=CH), 55.7 (CHBn), 66.3
(CH,CHBn), 75.2 (C=CH), 77.4 (C=CH), 79.6 (C(CH3)3), 127.3, 128.9, 129.5 (C*H),
135.5 (C%), 153.5 (NCO,), 155.9 (NHCO,), 170.9 (CH,CO,), 173.0 (NC(O)CH).

IR (Film, NaCl): v [em~!]=3390 m, 3288 m, 2979 m, 2933 m, 1779 vs, 1740 vs, 1696 vs,
1605 w, 1517 s, 1454 m, 1392 s, 1367 m, 1352 m, 1249 s, 1166 s, 1106 w, 1074 w, 1048 m,
1017 m, 966 w, 858 w, 762 m, 704 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 445.1 [M+H]™ (berechnet fiir [Co3H29N,O7]": 445.2),
467.1 [M+Na]™" (berechnet fiir [C23H2gN>O7+Na]™: 467.2).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 479.2 [M+Cl]~ (berechnet fiir [Co3H,gN,O7+Cl1]™:
479.2).
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11.2.3.6. (R)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-bernsteinsdure-4-
propargylester (260)

0]

0} HNJ\OX

HO
o~
o M =28529gmol™! C;3H;9NOg

Die Abspaltung der B2-Aminosiure 260 vom Auxiliar erfolgt gemiB AAV-6, ausgehend
von 259 (580 mg, 1.30 mmol) und LiOH - H,O (66 mg, 1.57 mmol, 1.2 Aq.). Die Reakti-
onszeit betriigt 45 min. Nach Trocknung im HV wird 260 als fast farbloses Ol erhalten, das
bei RT langsam auskristallisiert.

Ausbeute: 80 mg (22 %).
[a]RT = +2.2 (¢ = 1.03 in CHCl3).

Die iibrigen physikalischen Daten von 260 entsprechen denen des Enantiomers 256.

11.2.3.7. (R)-2-Oxo-4-propargylcarbamoyl-pyrrolidin-1-carbonsaure-tert-butyl
ester (262)

”JKQN—{Z#»

Eine Mischung aus 258 (0.53 g, 1.30 mmol), HOBt- H,O (0.35 g, 2.59 mmol, 2.0 Aq.),
4-DMAP (0.16 g, 1.31 mmol, 1.0 Aq.) und Molekularsieb 3 A (1.0 g) wird 1h im HV ge-
trocknet. AnschlieBend wird das Gemisch in abs. CH,Cl, (25 mL) aufgenommen und im

\\

M =266.29 gmol~!  C3HgN,O4

Eisbad gekiihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von Propargylamin (0.18 mL, 0.14 g,
2.62mmol, 2.0 Aq.) als Losung in abs. CH>Cl, (5 mL) und EDC - HCI (0.30 g, 1.56 mmol,
1.2 Aq.) als Losung in abs. CH>Cl, (5 mL) wird die Reaktionsmischung 1h bei 0°C und
daraufhin weitere 64 h bei RT geriihrt. Die Mischung wird filtriert, der feste Riickstand mit
CH,Cl, (100 mL) gewaschen und das klare Filtrat i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der Riick-
stand wird durch Flash-Chromatographie (4 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 2:3
v/v + 0.5 % AcOH) gereinigt. Nach Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird
262 in Form farbloser Kristalle erhalten.

Ausbeute: 0.26 g (74 %).
[a]RT = +27.6 (c = 0.53 in CHCl3).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, TMS): 8 [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 2.19 (t, J = 2.5 Hz,
1H, C=CH), 2.66 (dd, J = 18.0, 4.8 Hz, 1H, CHAHBC(O)N), 2.87 (dd, J = 18.2, 9.0 Hz,
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1H, CHAHBC(O)N), 3.02 (dddd, J = 9.0, 5.4, 5.3, 5.3 Hz, 1H, NHC(O)CH), 3.42-3.64 (m,
2H, CH,NBoc), 4.26 (d, J =2.5Hz, 2H, CH,C=CH), 4.94 (br m, 1H, NH).
BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCls, TMS): 8 [ppm] = 27.8 (CH,C=CH), 28.3 (C(CH3)3),
32.1 (CH,C(O)N), 40.6 (CH,NBoc), 41.1 (NHC(O)CH), 71.5 (C=CH), 76.5 (C=CH),
80.1 (C(CHj3)3), 156.2 (NCO»), 174.8 (NHC(0O)), 177.4 (C(O)NBoc).

IR (KBr): V [cm~']=3399 s, 3310 m, 2980 w, 2926 w, 1778 m, 1703 vs, 1683 vs, 1524 s,
1429 m, 1405 m, 1370 m, 1347 w, 1323 w, 1279 m, 1251 m, 1174 s, 1082 w, 976 w, 925 w,
894 w, 853 w, 792 w, 716 w.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 267.1 [M+H]™ (berechnet fiir [C{3H[9N2O4]": 267.1),
289.1 [M+Na]™ (berechnet fiir [C13H;3sN>O4+Na]™: 289.1), 555.0 [2M+Na]™ (berechnet
fiir [(C13H13N204)2+Na]+: 555.2).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 301.1 [M+Cl]~ (berechnet fiir [Ci3H;§N,O4+CI]:
301.1).

11.2.3.8. (R)-3-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-bernsteinsiure-4-
propargylamid (263)

o}

o} HNJ\OX o NH/
/\Hj\i‘/OH ) Hoij;n\[fox
o)

0 M =284.31gmol~! Cj3HyN,O5
Eine im Eisbad gekiihlte Losung von 262 (220 mg, 0.83 mmol) in THF (8 mL) wird mit
Wasserstoffperoxid-Losung (30 %ig in H,O, 0.34 mL, 3.33 mmol, 4.0 Aq.) versetzt, ge-
folgt von LiOH - H,0 (70 mg, 1.67 mmol, 2.0 Aq.) als Lésung in H,O (1 mL). Die Reakti-
onslosung wird 8 h bei 0 °C geriihrt. Nach Zugabe von 5 %iger Na;SO3-Lsg. (5 mL) wird
die Reaktionsmischung 15 min bei RT geriihrt und dann mit ges. NaHCOs3-Lsg. (5 mL) ver-
setzt. Das enthaltene THF wird i. Vak. entfernt, der wissrige Riickstand mit HyO (20 mL)
verdiinnt und mit CH,Cl, (2 x 10 mL) extrahiert. Die wissrige Phase wird durch Zugabe
von 5 %iger KHSO4-Lsg. angesduert (pH 2 —3) und anschliefend mit CH,Cl; (4 x 10 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen der zweiten Extraktion werden iiber MgSO4
getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Trocknung im HV wird 263 als farb-

loser, amorpher Feststoff erhalten.
Ausbeute: 68 mg (29 %).

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1.36/1.44 (2's, ingesamt 9H, C(CH3)3), 2.21
(dd, J = 15.5, 49 Hz, 0.7H, C*HAH?), 2.29 (dd, J = 16.7, 4.8 Hz, 0.3H, C*H*H?5), 2.36
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(dd, J = 15.6, 9.0Hz, 0.7H, C*HAH?), 2.44 (dd, J = 16.8, 9.3 Hz, 0.3H, C*HAH?), 2.71
(m, 0.3H, CYH*H?), 2.78 (m, 0.7H, CYH*H?), 2.91 (ddd, J = 13.2, 7.4, 49Hz, 0.3 H,
CYHAH?), 3.02 (ddd, J = 13.2, 7.2, 5.9 Hz, 0.7 H, CY"HAH?), 3.06 (dd, J = 2.5, 2.5Hz, 1H,
C=CH), 3.10-3.18 (m, 1H, CPH), 3.77-3.88 (m, 2H, CH,C=CH), 6.72 (m, 0.3H, NH),
6.85 (m, 0.7H, NH), 8.30 (m, 1H, NH), 12.1 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 27.7/27.8 (CH,C=CH), 28.3 (C(CH3)3),
34.4/34.5 (C*H,), 41.4/41.7 (CPH), 41.9/42.0 (CYH,), 72.9 (C=CH), 77.7 (C=CH), 81.17/
81.20 (C(CH3)3), 155.5/155.6 (NHCO,), 170.1/170.2 (NHC(0)), 174.5 (CO,H).

IR (KBr): V [em™!] = 3344 vs, 2981 w, 2936 w, 1709 s, 1682 vs, 1651 vs, 1530 s, 1445 w,
1416 w, 1369 w, 1291 w, 1253 m, 1174 m, 1062 w, 975 w, 927 w, 892 w, 859 w, 787 w.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 284.9 [M+H] " (berechnet fiir [C;3H,N>Os]": 285.1),
307.0 [M+Na] ™" (berechnet fiir [C13H20N,O5+Na]™: 307.1), 590.8 [2M+Na]* (berechnet
fiir [(C13H29N205)24+Na]™: 591.3).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 282.9 [M-H]~ (berechnet fiir [C13H19N,O5]: 283.1),
318.9 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C13Hy90N>O5+ClI]: 319.1), 566.9 [2M-H]~ (berechnet fiir
[(C13H0N205),-H] : 567.3).

11.2.4. B2-Aminosiure mit Allylbutanoyl-Seitenkette

11.2.4.1. Adipinsdureanhydrid (265)

0]

Oy 0
U M =128.13gmol~! CgHgO;

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift 2251 wird eine Losung von Adipinsiure (19.52 g,
133.6 mmol) in Essigsdureanhydrid (35 mL) iiber Nacht (15 h) unter Riickflu} erhitzt. Das
Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand im offenen Kolben 10 min auf
220 °C erhitzt. Nach Abkiihlung unter Argonatmosphire wird das Rohprodukt durch Va-
kuumdestillation gereinigt. Monomeres Adipinsdureanhydrid (265) wird als farbloses Ol

erhalten, das bei RT teilweise kristallisiert.

Ausbeute: 9.71 g (57 %).

Sdp: 86-88 °C / 0.15 mbar. (Lit.[3''1 105 °C /0.13 mbar)

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.95-2.01 (m, 4H, CH,CH,CH,CH,),
2.70-2.76 (m, 4H, 2 x CH,C(0)).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 22.2 (CH,CH,CH,CH>), 34.5 (CH,-
C(0)), 168.2 (C=0).
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11.2.4.2. 6-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-6-oxo-hexansdure (266)

0]

(0]
o N0
OH
M =30533gml~! C;sH;9NOs

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung von (5)-242 (2.50 g, 14.11 mmol) in abs. THF
(40 mL) wird n-Butyllithium (1.6 M Losung in Hexan, 9.5 mL, 15.2 mmol) zugetropft und
die Reaktionslosung fiir 30 min bei —78 °C geriihrt. AnschlieBend wird eine Losung von
frisch destilliertem Adipinsidureanhydrid (265, 2.40 g, 18.73 mmol, 1.3 Aq.) in abs. THF
(10 mL) langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird unter Riihren iiber Nacht auf RT
erwiarmt. Nach Zugabe von H,O (50 mL) wird das enthaltene THF i. Vak. entfernt und die
verbliebene wissrige Mischung mit ges. NaHCOs3-Lsg. auf einen pH-Wert > 9 eingestellt.
Nach Extraktion mit EtOAc (3 x 25mL) wird die wéssrige Phase mit konz. Salzsdure
auf einen pH-Wert < 2 eingestellt und mit CH,Cl, (4 x 40 mL) extrahiert. Die vereinig-
ten CH,Cl,-Extrakte werden iiber MgSQ,4 getrocknet, das Losungsmittel wird i. Vak. ent-
fernt und der Riickstand im HV getrocknet. Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x
40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v + 1% AcOH) ergibt 266 als amorphen,

farblosen Feststoff nach Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV.
Ausbeute: 1.97 g (46 %).
[a]RT = +46.5 (c = 1.01 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.70-1.80 (m, 4H, CPH, u. C'H,), 2.41-
2.44 (m, 2H, C%Hy,), 2.77 (dd, J = 13.3, 9.7Hz, 1H, CHAH®Ph), 2.93 (ddd, J = 17.2, 6.8,
7.2Hz, 1H, C*HAH?), 3.00 (ddd, J = 17.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, C*HAH?), 3.29 (dd, J = 13.3,
3.3Hz, 1H, CHAH?Ph), 4.17 (dd, J = 9.0, 3.2Hz, 1H, CH*H8CHBn), 4.20 (dd, J = 9.0,
7.7Hz, 1H, CHAHECHBn), 4.67 (dddd, J = 9.6, 7.4, 3.2, 3.2Hz, 1H, CHBn), 7.20-7.35
(m, 5H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 23.5 (C'H,), 24.0 (CPH,), 33.7
(C%Hy), 35.1 (C*H,), 37.9 (CH,Ph), 55.2 (CHBn), 66.3 (CH,CHBn), 127.4, 129.0, 129.4
(C“H), 135.3 (C%), 153.5 (NCO,), 172.8 (NC(O)C*H,), 179.4 (CO,H).

IR (KBr): v [cm_l] =3034 w, 2954 m, 2870 w, 1785 vs, 1697 vs, 1456 w, 1418 m, 1387 s,
1352 m, 1328 w, 1296 w, 1221 s, 1120 w, 1081 m, 1036 w, 1002 w, 760 m, 743 m, 712 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 328.1156 328.1154 [Ci¢H9NOs+Na]*
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11.2.4.3. 6-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-6-oxo-hexansaureallyl-
ester (267)

M =34539gmol~!  Cj9H23NOs

Eine Mischung aus 266 (1.88 g, 6.16 mmol), KHCOs (1.23 g, 12.29 mmol, 2.0 Aq.) und Al-
lylbromid (0.80 mL, 1.14 g, 9.46 mmol, 1.5 Aq.) wird in abs. DMF (30 mL) aufgenommen
und 64 h bei RT geriihrt. Nach Zugabe von H,O (70 mL) und CH,Cl, (70 mL) wird die
entstandene wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert (2 x 30 mL). Die vereinigten organi-
schen Phasen werden mit ges. NaHCOs3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSO4
getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie
(4 x 18 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) ergibt 267 als farbloses, hochvisko-
ses Ol nach Trocknung im HV.

Ausbeute: 2.00 g (94 %).
[a]RT = +43.6 (c = 1.24 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.73-1.77 (m, 4H, CBH, u. C'H,), 2.34-
2.42 (m, 2H, C%H,), 2.77 (dd, J = 13.6, 9.6 Hz, 1H, CHAH®Ph), 2.90-3.02 (m, 2H, C*H,),
3.29 (dd, J = 13.4, 3.3Hz, 1H, CH*H?Ph), 4.17 (dd, J = 9.1, 3.0Hz, 1H, CH*H?CHBn),
4.20 (dd, J = 9.0, 7.7Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.58-4.59 (m, 2H, CH,CH=CH,), 4.67
(dddd, J = 9.6, 7.5, 3.2, 3.2Hz, 1H, CHBn), 5.24 (ddm, J = 10.4, 2.5Hz, 1H, CH=
CHo(srans))> 5:32 (ddm, J = 17.2, 3.0Hz, 1H, CH=CHy(.;y)), 5.92 (ddt, J = 17.2, 10.5,
5.8 Hz, 1H, CH=CH,), 7.20-7.35 (m, 5H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 23.6 (C"H,), 24.3 (CPH,), 33.9
(C%H,), 35.2 (C*H,), 37.9 (CH,Ph), 55.1 (CHBn), 65.1 (CH,CH=CH,), 66.2 (CH,CH-
Bn), 118.2 (CH=CH,), 127.4, 129.0, 129.4 (C*'H), 132.3 (CH=CH,), 135.3 (C"), 153.5
(NCO3), 172.8 (NC(O)C*H>), 173.0 (CO,All).

IR (Film, NaCl): ¥ [em~!] = 2944 w, 1782 vs, 1734 vs, 1699 vs, 1498 w, 1454 w, 1388 s,
1353 m, 1111 w, 1077 w, 1052 w, 989 m, 929 w, 763 m, 704 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 368.1469 368.1468 [Ci9H3NOs+Na]*t
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11.2.4.4. (R)-3-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-heptandicarbon-
sdure-7-allylester-1-tert-butylester (268)

O o0

O)LN)WO

19
M =459.53 gmol~"  CpsH33NO;

Die Alkylierung erfolgt gemidfl AAV-3, ausgehend von 267 (1.91 g, 5.53 mmol), Brom-
essigsiure-tert-butylester (0.90mL, 1.19g, 6.10mmol, 1.10Aq.) und Nal (0.95g,
6.34 mmol, 1.15Aq.). Die Reaktionszeit betrigt 3.5h und die Reinigung erfolgt durch
Flash-Chromatographie (4 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Cyclohexan 1:3 v/v). Nach
Trocknung im HV wird 268 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.28 g (50 %, dr =91 :9 ['H-NMRY]).
Physikalische Daten von 268:

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 1.50-1.75 (m, 4H,
CPH, u. C'H,), 2.29-2.42 (m, 2H, C%H,), 2.48 (dd, J = 16.8, 4.4Hz, 1H, CH*H?CO,t-
Bu), 2.75 (dd, J = 13.4, 10.0 Hz, 1H, CHAH®Ph), 2.82 (dd, J = 16.8, 10.4 Hz, 1H, CHAH?-
CO,-Bu), 3.33 (dd, J = 13.5, 3.2Hz, 1H, CHAH?Ph), 4.15 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H,
CHAHZCHBn), 4.17 (m, 1H, C*H), 4.19 (dd, J = 8.8, 7.5Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.55-
4.57 (m, 2H, CH,CH=CH>), 4.67 (dddd, J = 10.1, 7.3, 3.0, 3.0 Hz, 1H, CHBn), 5.23 (ddm,
J=10.4, 2.6 Hz, 1H, CH=CH,(;,4n5)), 5.30 (ddm, J = 17.2, 2.9 Hz, 1H, CH=CHj;5)), 5.91
(ddt, J = 17.1, 10.5, 5.8 Hz, 1H, CH=CH,), 7.26-7.35 (m, 5H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): 8 [ppm] = 22.0 (C"H»), 28.1 (C(CH3)3), 31.1
(CPH,), 33.8 (C5H,), 36.9 (CH,CO,-Bu), 37.5 (CH,Ph), 39.0 (C*H), 55.6 (CHBn), 65.1
(CH,CH=CHy), 66.0 (CH,CHBn), 80.8 (C(CH3)3), 118.3 (CH=CH,), 127.2, 128.9, 129.5
(C®H), 132.2 (CH=CH,), 135.7 (C4"), 153.1 (NCO,), 171.2 (CO»z-Bu), 172.8 (CO,All),
175.4 (NC(O)C*H).

IR (Film, NaCl): v [em~!]=2978 m, 2933 w, 1782 vs, 1730 vs, 1697 s, 1650 w, 1605 w,
1479 w, 1455 w, 1391 s, 1352 s, 1253 m, 1196 m, 1156 s, 1100 w, 998 w, 939 w, 846 w,
762 w, 704 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 4822148 4822149 [CpsH33NO7+Na]t
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11.2.4.5. (R)-3-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-heptandicarbon-
sdure-7-allylester (269)
o0 o

)L)Mo

0" N YB3
EOO\/X
OH

M =403.43gmol~! Cy;HysNO;

Die Spaltung des tert-Butylesters 268 (1.22 g, 2.65 mmol) erfolgt gemil3 AAV-4. Die Rei-
nigung erfolgt durch Flash-Chromatographie (4 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/ Cyclo-
hexan 2:3 v/v + 1 % AcOH), wobei eine teilweise Abtrennung des im Unterschuss vorlie-

genden Diastereomers erreicht werden kann. Nach zweimaliger Coevaporation mit Toluol
und Trocknung im HV wird 269 als hellgelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 1.01 g (94 %)

'"H-NMR (500 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 1.50-1.74 (m, 4H, CBH, u. C'H,), 2.28-
2.40 (m, 2H, C®H,), 2.58 (dd, J = 17.5, 42Hz, 1H, CHAHBCO,H), 2.74 (dd, J = 13.4,
9.6Hz, 1H, CHAH?Ph), 2.96 (dd, J = 17.5, 10.5Hz, 1H, CH*HBCO,H), 3.25 (dd, J =
13.5, 3.1 Hz, 1H, CHAH®Ph), 4.16 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.17 (m, 1H,
C%H), 4.20 (dd, J = 8.8, 7.6 Hz, 1H, CH*H8CHBn), 4.54-4.56 (m, 2H, CH,CH=CH,),
4.66 (dddd, J = 10.1, 7.2, 3.0, 3.0Hz, 1H, CHBn), 5.22 (ddm, J = 10.5, 2.6 Hz, 1H,
CH=CH,(,5))> 5.30 (ddm, J = 17.2, 2.9 Hz, 1H, CH=CH,,)), 5.90 (ddt, J = 17.2, 10.5,
5.8 Hz, 1H, CH=CH,), 7.22-7.34 (m, 5H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): & [ppm] = 21.8 (C'H,), 31.0 (CPH,), 33.7
(C%Hy), 35.1 (CH,CO,H), 37.3 (CH,Ph), 38.7 (C*H), 55.5 (CHBn), 65.2 (CH,CH=CH,),
66.0 (CH,CHBn), 118.4 (CH=CH,), 127.3, 128.9, 129.5 (C“'H), 132.1 (CH=CH.), 135.4
(C), 153.1 (NCO»), 172.8 (CO,All), 174.9 (NC(O)C*H), 177.7 (CO,H).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] =2930 w, 1781 vs, 1735 vs, 1701 vs, 1454 w, 1390 s, 1352 m,
1197 s, 1101 m, 999 w, 926 w, 762 w, 704 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 426.1529 426.1523 [C,HysNO7+Na]*t
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11.2.4.6. (R)-6-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-5-(tert-butoxycarbonyl-
aminomethyl)-6-oxo-hexansdure-allylester (270)

8 N
S, O
o)\o

M =474.55gmol~!  Cy5sH34N,07

Der Curtius-Abbau der Carbonsdure 269 (0.98 g, 2.43 mmol) erfolgt gemidl AAV-5. Bei
der nachfolgenden Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x 40 cm Kieselgel, Elu-
ent: EtOAc/Hexan 1:3 v/v + 0.5 % AcOH) wird die vollstindige Abtrennung des im Un-
terschuss vorliegenden Diastereomers erreicht. Nach Trocknung im HV wird 270 als farb-

loses, hochviskoses Ol erhalten.
Ausbeute: 0.64 g (56 %).
[a]RT = +35.0 (c = 0.95 in CHCl5).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.51-1.82 (m, 4H,
CPH, u. C'H,), 2.30-2.41 (m, 2H, C%H,), 2.77 (dd, J = 12.9, 10.0 Hz, 1H, CHAH?Ph), 3.31
(dm, J = 12.6 Hz, 1H, CHAH?Ph), 3.41 (m, 1H, CH*H®NH), 3.54 (m, 1H, CHAH®NH),
3.88 (m, 1H, C*H), 4.17 (dd, J =9.0, 2.5 Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.22 (dd, J = 8.7, 7.9 Hz,
1H, CH*HBCHBn), 4.55-4.58 (m, 2H, CH,CH=CH>), 4.67 (dddd, J =9.4,7.4,2.9, 2.9 Hz,
1H, CHBn), 4.90 (br m, 1H, NH), 5.23 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, CH=CH;,,)), 5.31 (dm,
J =17.2Hz, 1H, CH=CHy ), 5.91 (ddt, J = 17.1, 10.6, 5.7 Hz, 1H, CH=CH}), 7.20-7.35
(m, 5H, C“"H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl5, TMS): & [ppm] = 22.2 (C"H,), 28.7 (CPH,), 28.4
(C(CH3)3), 33.8 (C®H,), 37.9 (CH,Ph), 41.6 (CH,NH), 43.5 (C*H), 55.6 (CHBn), 65.1
(CH,CH=CH,), 66.3 (CH,CHBn), 79.4 (C(CH3)3), 118.3 (CH=CH,), 127.3, 129.0, 129.4
(C*H), 132.2 (CH=CH,), 135.4 (C"), 153.2 (NCO,), 155.8 (CO»z-Bu), 172.9 (CO,All),
174.5 (NC(0)C*H).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] = 3391 w, 2977 m, 1779 vs, 1712 vs, 1509 m, 1454 w, 1390 s,
1366 m, 1352 m, 1244 m, 1212 m, 1167 s, 1101 w, 991 w, 936 w, 862 w, 762 w, 703 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 4972266 497.2258 [CpsH34N,O7+Na]™
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11.2.4.7. (R)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-hexandicarbonsiure-6-allyl
ester (271a)

o}
HO HJ\OX

O\/\
© M=31536gmol~! C;5H25NOg

Die Abspaltung vom Auxiliar erfolgt gemidBl AAV-6, ausgehend von 270 (568 mg,
1.20mmol) und LiOH-H,O (60mg, 1.43mmol, 1.2Aq.). Die Reaktionszeit betrigt
35 min. Die N-Boc-geschiitzte B2-Aminosiure 271a wird als farbloses, hochviskoses Ol
erhalten.

Ausbeute: 320 mg (85 %).

[0]RT = +6.0 (c = 1.13 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44/1.48 (2 s, 9H, C(CH3)3), 1.51-1.76
(m, 4H, CPH, u. C"H,), 2.37 (t, J = 7.1 Hz, 2H, C®H,), 2.62 (br m, 1H, C*H), 3.09-3.44
(m, 2H, CH,NH), 4.57-4.59 (m, 2H, CH,CH=CH),), 5.04 (br m, 0.5H, NH), 5.24 (dm, J =
10.4 Hz, 1H, CH=CH, ;4y))> 5.31 (dm, J = 17.2 Hz, 1H, CH=CHy;4)). 5.91 (ddt, J = 17.1,
10.6, 5.7 Hz, 1H, CH=CH,), 6.64 (br m, 0.4H, NH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 22.3/22.4 (C"H,), 28.4 (C(CH3)3),
28.9/29.1 (CAH,), 33.9 (C%H,), 41.4/42.6 (CH,NH), 45.3/45.7 (C*H), 65.2 (CH,CH=
CH»), 79.7/81.3 (C(CH3)3), 118.4 (CH=CH,), 132.1 (CH=CH>), 156.0/158.0 (CO»¢-Bu),
172.8/173.0 (CO»All), 178.3/179.5 (CO,H).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] =3360 m, 2978 m, 1713 vs, 1518 m, 1455 w, 1413 w, 1393 w,
1367 m, 1252 m, 1166 s, 1103 w, 990 w, 934 w, 858 w, 779 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 338.1581 338.1574 [C;5HpsNOg+Na]*t
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11.2.4.8. (R)-2-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-hexandi-
carbonsdure-6-allylester (271b)

HO)O Hj\o .O
o

O M =437.49gmol~!  CasHyNOg

Die N-Boc-geschiitzte Aminosdure 271a (320 mg, 1.02 mmol) wird gemdf AAV-7 um-
gesetzt. Die N-Fmoc-geschiitzte Aminosdure 271b wird als kristalliner, weiller Feststoff
erhalten.

Ausbeute: 390 mg (88 %).

[a]RT = —2.0 (c = 1.02 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.36-1.79 (m, 4H, CFH, u. C"H,), 2.35-
2.40 (m, 2H, C°Hy), 2.71 (m, 1H, C*H), 3.09-3.22 (m, 0.7H, CH,NH), 3.37-3.52 (m,
1.3H, CH,NH), 4.25 (m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.36-4.45 (m, 1.3H, CH,CH=CH, u. CHa,
Fmoc), 4.57-4.61 (m, 2.7H, CH,CH=CH; u. CH;, Fmoc), 5.25 (dm, J = 10.5Hz, 1H,
CH=CHy/ans))> 533 (dm, J = 17.2Hz, 1H, CH=CHy(;)), 5.38 (br m, 0.7H, NH), 5.93
(ddt, J = 17.0, 10.8, 5.6 Hz, 1H, CH=CH,), 6.60 (br m, 0.3H, NH), 7.31-7.44 (m, 4H,
C%H), 7.58-7.60 (m, 2H, C*H), 7.77-7.81 (m, 2H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 22.2 (C"H,), 28.7/29.0 (CPH,),
33.8/33.9 (C%H,), 41.7/42.4 (CH,NH), 45.0/45.3 (C*H), 47.1 (CH,CH, Fmoc), 65.3 (CH»-
CH=CH,), 67.0/67.4 (CH,, Fmoc), 118.4 (CH=CH,), 120.0/120.1, 125.0/125.1, 127.1/
127.2, 127.7/127.8 (C*'H), 132.0 (CH=CH,), 141.3/141.4, 143.6/143.8 (C*"), 156.7/158.0
(NHCO»), 172.8/173.1 (CO»All), 178.3/179.4 (CO,H).

IR (KBr): ¥ [cm™']=3338 s, 3074 w, 2933 w, 1727 vs, 1692 vs, 1550 s, 1452 m, 1415 w,
1387 w, 1282 s, 1267 s, 1228 w, 1188 s, 1155 m, 1114 w, 1085 w, 1004 m, 924 w, 762 m,
742 s, 733 s.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 460.1729 460.1731 [CasH>7NOg+Na]*
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11.2.5. B%-Aminosiuren mit Allyloxypropyl-Seitenkette

11.2.5.1. 5-Allyloxyvaleriansdure (273)

0]

H O)J\/\/\O/\/

M =158.20gmol~! CgH403

Zu einer Losung von §-Valerolacton (272, 3.0mL, 3.3 g, 33 mmol) in abs. Toluol (70 mL)
werden nacheinander Kaliumhydroxid (9.3g, 166 mmol, 5.0Aq.) und Allylbromid
(8.4mL, 12.0 g, 99 mmol, 3.0 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht un-
ter Rithren auf 90 °C (Badtemperatur) erhitzt. Nach Abkiihlung auf RT wird das Gemisch
mit H,O (70 mL) extrahiert. Die wissrige Losung wird mit konz. Salzsdure angesduert
und anschlieBend mit Et;O (3 x 70 mL) extrahiert. Die organischen Extrakte werden iiber
MgSO, getrocknet, i. Vak zur Trockne eingeengt und der Riickstand zweimal mit Toluol
coevaporiert. Nach Trocknung im HV wird 273 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 4.99 g (96 %).

"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.58-1.79 (m, 4H, CPH, u. C"Hy), 2.39 (t,
J =7.3Hz, 2H, C*H,), 3.45 (t, J = 6.1 Hz, 2H, C®Hy,), 3.97 (dm, J = 5.6 Hz, 2H, CH,-
CH=CHy), 5.17 (ddm, J = 10.3, 2.8 Hz, 1H, CH=CHy;,4yy)), 5.26 (ddm, J = 17.3, 3.2 Hz,
IH, CH=CHy ), 5.91 (ddt, J = 17.2,10.4, 5.5 Hz, 1H, CH=CH,), 10.6 (br s, I1H, CO,H).
BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 21.5 (CPH,), 29.0 (C"H,), 33.8
(C%Hy), 69.7 (C°H,), 71.8 (CH,CH=CH,), 116.9 (CH=CH,), 134.9 (CH=CH,), 179.7
(COzH).

IR (Film, NaCl): v [cm~ 1] =2941 s, 1868 s, 1710 vs, 1452 w, 1420 m, 1346 w, 1325 w,
1174 w, 1101 m, 997 w, 926 m.

11.2.5.2. (S)-3-(5-Allyloxypentanoyl)-4-benzyl-oxazolidin-2-on (274)

M =317.38gmol~! C 3H»3NO,

Die Acylierung des Auxiliars (5)-242 (0.95 g, 5.36 mmol) erfolgt gemil3 AAV-2, ausge-
hend von 5-Allyloxyvaleriansiure (273, 1.27 g, 8.03 mmol, 1.5 Aq.). Nach Trocknung im
HV wird 274 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.59 g (93 %).
[a]RT = +43.8 (c = 0.50 in CHCl3).
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'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.62-1.86 (m, 4H, CPH, u. C"H,), 2.77
(dd, J = 13.4, 9.5Hz, 1H, CH*H?Ph), 2.93 (dt, J = 17.1, 7.1 Hz, 1H, C*H*H?), 3.01
(dt, J = 17.0, 7.3Hz, 1H, C*HAH?), 3.29 (dd, J = 13.4, 3.3Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.48 (t,
J = 6.1Hz, 2H, C%H,), 3.95-3.99 (m, 2H, CH,CH=CH,), 4.15 (dd, J = 9.1, 3.6 Hz, 1H,
CHAHZCHBn), 4.20 (dd, J = 9.2, 7.0Hz, 1H, CH*H8CHBn), 4.67 (dddd, J = 9.7, 6.8,
3.5,3.5Hz, 1H, CHBn), 5.16 (ddd, J = 10.4, 2.9, 1.3 Hz, 1H, CH=CHy(;,4s)), 5.27 (ddd,
J=173,3.3, 1.6Hz, 1H, CH=CHy,4)), 5.92 (ddt, J = 17.2, 10.4, 5.5 Hz, 1H, CH=CH)>),
7.18-7.37 (m, SH, C*’H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 21.1 (CPH,), 29.1 (C"Hy), 35.3
(C%H,), 38.0 (CH,Ph), 55.1 (CHBn), 66.2 (CH,CHBn), 69.9 (C®H,), 71.8 (CH,CH=
CHb), 116.7 (CH=CH,), 127.3, 129.0, 129.4 (C*'H), 135.0 (CH=CH,), 135.4 (C*), 153.5
(NCO»), 173.1 (NC(O)C*H>).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] =2922 m, 2862 m, 1782 vs, 1700 vs, 1480 w, 1454 w, 1388 m,
1352 m, 1291 w, 1250 w, 1211 m, 1098 m, 1052 w, 998 w, 924 w, 763 m, 703 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 340.1515 340.1519 [C;gH23NO4+Na]*

11.2.5.3. (R)-3-(5-Allyloxypentanoyl)-4-benzyl-oxazolidin-2-on (ent-274)

O ©°
O)k N J\/\/\o/\/
-y

d M=31738gmol~! C;gH:3NOy

[0]RT = —41.2 (¢ = 1.45 in CHCl3).

Die iibrigen physikalischen Daten von ent-274 entsprechen denen des Enantiomers 274.
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11.2.5.4. (R)-6-Allyloxy-3-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-
hexansaure-tert-butylester (275)

M =431.52gmol~! Cy4H33NOg

Die Alkylierung erfolgt gemifl AAV-3, ausgehend von 274 (1.59 g, 5.01 mmol), Bromes-
sigsiure-tert-butylester (0.89 mL, 1.18 g, 6.03 mmol, 1.2 Ag.) und Nal (0.90 g, 6.00 mmol,
1.2 Aq.). Die Reaktionszeit betriigt 4 h und die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromato-
graphie (4 x 36 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:3 v/v). Das Alkylierungsprodukt 275

wird als farbloser, wachsartiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 1.94 g (90 %; dr = 92.6: 7.4 ['3C-NMR]).
Physikalische Daten von 275:

[a]RT = +39.6 (c = 1.00 in CHCl3).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 1.54-1.77 (m, 4H,
CPH, u. C"H,), 2.47 (dd, J = 16.6, 4.4Hz, 1H, CHAHBCO,¢-Bu), 2.74 (dd, J = 13.5,
10.0 Hz, 1H, CHAHPPh), 2.82 (dd, J = 16.9, 10.5 Hz, 1H, CH*HBCO,-Bu), 3.34 (dd, J =
13.7, 3.2 Hz, 1H, CHAHBPh), 3.39-3.47 (m, 2H, C®H,), 3.93-3.95 (m, 2H, CH,CH=CH,),
4.11-4.23 (m, 3H, CH,CHBn u. C*H), 4.65 (dddd, J = 10.0, 6.6, 3.4, 3.4 Hz, 1H, CHBn),
5.15 (ddm, J = 10.4, 2.7 Hz, 1H, CH=CHy(;,4ny)), 5.25 (ddm, J = 17.2, 3.2 Hz, 1H, CH=
CHy(eis), 589 (ddt, J = 17.1,10.6, 5.5 Hz, 1H, CH=CH,), 7.26-7.35 (m, 5H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 26.9 (CPH,), 28.1 (C(CH3)3), 28.7
(C"Hy), 37.1 (CH>CO,t-Bu), 37.5 (CH,Ph), 39.0 (C*H), 55.6 (CHBn), 65.9 (CH,CHBn),
69.9 (C®H,), 71.7 (CH,CH=CH,), 80.7 (C(CH3)3), 116.8 (CH=CH,), 127.2, 128.9, 129.5
(C“"H), 134.9 (CH=CH>), 135.7 (C%"), 153.0 (NCO»), 171.3 (CO,2-Bu), 175.7 (C(O)C*H).

IR (KBr): ¥ [cm™']=2978 m, 2932 m, 2865 w, 1788 vs, 1723 vs, 1698 s, 1490 w, 1455 m,
1392 s, 1352's, 1292 w, 1254 m, 1206 m, 1161 m, 1104 w, 1051 w, 999 w, 943 m, 841 w,
762 m, 745 m, 724 m, 698 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 4542204 4542200 [Cy4H33NOg+Na]*
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11.2.5.5. (S)-6-Allyloxy-3-((R)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-
hexansdure-tert-butylester (ent-275)

0]

(0]
O)]\N ‘\Q/\O/\/
— 0
o A
M=431.52gmol~!  CyH33NOg

[a]RT = -38.9 (c = 1.02 in CHCl3); 84 % de ('3*C-NMR).

Die iibrigen physikalischen Daten von ent-275 entsprechen denen des Enantiomers 275.

11.2.5.6. (R)-6-Allyloxy-3-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-
hexansdure (276)

M =37542gmol~!  CyHa5NOg

Die Spaltung des tert-Butylesters 275 (5.46 g, 12.65 mmol) erfolgt gemal AAV-4. Zur voll-
standigen Trennung des vorliegenden Diastereomerengemisches erfolgt eine Reinigung
durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40cm Kieselgel, Eluent: CH,Cl,/AcOH 40:1 —
20:1 v/v). Nach zweimaliger Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird die
Carbonsiure 276 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 4.39 g (92 %)

[a]RT = +56.5 (c = 1.03 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.53-1.77 (m, 4H, CPH, u. C"H»), 2.58
(dd, J = 17.4, 4.1 Hz, 1H, CHAHBCO,H), 2.73 (dd, J = 13.6, 9.7 Hz, 1H, CH*H?Ph), 2.95
(dd, J = 17.4, 10.5Hz, 1H, CH*HBCO,H), 3.25 (dd, J = 13.5, 3.1 Hz, 1H, CH*HZPh),
3.37-3.45 (m, 2H, C®H,), 3.92-3.94 (m, 2H, CH,CH=CH5), 4.14 (dd, J = 9.1, 3.2 Hz, 1H,
CHAHZCHBn), 4.17 (dd, J = 9.1, 6.8 Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.21 (m, 1H, C*H), 4.64
(dddd, J =10.0, 6.7, 3.5, 3.4 Hz, 1H, CHBn), 5.15 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, CH=CHy;:4))>
5.24 (ddm, J = 17.2, 3.1 Hz, 1H, CH=CHy((;)), 5.87 (ddt, J = 17.0, 10.7, 5.6 Hz, 1H,
CH=CH,), 7.22-7.33 (m, 5H, C*'H), 10.5 (s, br, IH, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 26.8 (CPH,), 28.7 (C'H,), 35.4
(CH,CO,H), 37.3 (CH,Ph), 38.6 (C*H), 55.5 (CHBn), 65.9 (CH,CHBn), 69.7 (C°H,),
71.8 (CH,CH=CH,), 117.0 (CH=CH,), 127.2, 128.9, 129.5 (C*H), 134.7 (CH=CH,),
135.4 (C%), 153.1 (NCO»), 175.2 (NC(O)C*H) 177.9 (CO,H).
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IR (Film, NaCl): v [em~ '] =3029 w, 2926 m, 2865 m, 1781 vs, 1731 s, 1699 vs, 1605 w,
1497 w, 1480 w, 1454 m, 1390 s, 1351 m, 1290 w, 1207 s, 1105 m, 1077 w, 1054 w, 1000 w,
925 w, 841 w, 762 m, 735 m, 731 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 398.1576 398.1574 [C20H25NO6+Na]+

11.2.5.7. (S)-6-Allyloxy-3-((R)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-
hexansaure (ent-276)
o0 o
O)]\NJ \O/\/
— oH

(0]
@ M =375.42gmol~!  CyH,5NOg

[a]RT = —56.5 (¢ = 1.05 in CHCl3).

Die iibrigen physikalischen Daten von ent-276 entsprechen denen des Enantiomers 276.

11.2.5.8. [(R)-5-Allyloxy-2-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentyl]-
carbaminsaure-tert-butylester (277)

o o
OANJ\?/B\Y/B\O/\/

~

NH

At

M =446.54 gmol~!  CyH34N>Og

Der Curtius-Abbau der Carbonsdure 276 (4.29 g, 11.43 mmol) erfolgt gemal AAV-5. Die
Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40cm Kie-
selgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:3 — 1:2 v/v). Nach Trocknung im HV wird das tert-
Butylcarbamat 277 als farbloses, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 2.79 g (55 %).

[a]RT" = +37.8 (c = 1.12 in CHCI3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.54-1.87 (m, 4H,
CPH, u. C"H,), 2.77 (dd, J = 12.8, 10.2 Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.31 (dd, J = 12.9, 2.2 Hz, 1H,
CHAH?Ph), 3.39-3.46 (m, 3H, C°H, u. CHAHZNH), 3.54 (m, 1H, CHAH®NH), 3.93-3.94
(m, 3H, CH,CH=CH, u. C*H), 4.16 (dd, J = 9.0, 3.1 Hz, 1H, CH*H2CHBn), 4.19 (dd,
J=9.4,72Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.66 (dddd, J = 9.6, 6.6, 3.4, 3.3 Hz, 1H, CHBn), 4.91
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(br m, 1H, NH), 5.16 (dm, J = 10.4Hz, 1H, CH=CHy4,)), 5.25 (dm, J = 17.3 Hz, 1H,
CH=CHy ). 5.89 (ddt, J = 17.1, 10.6, 5.5 Hz, 1H, CH=CH,), 7.21-7.35 (m, 5H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 26.3 (CPH,), 27.2 (C'H,), 28.4
(C(CH3)3), 37.9 (CH,Ph), 41.8 (CH,NH), 43.4 (C*H), 55.5 (CHBn), 66.2 (CH,CHBn),
69.9 (C9H,), 71.8 (CH,CH=CH,), 79.3 (C(CH3)3), 116.8 (CH=CH,), 127.3, 129.0, 129.4
(C“"H), 134.9 (CH=CH>), 135.4 (C"), 153.2 (NCO,), 155.8 (CO,t-Bu), 174.8 (NC(O)-
C%H).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] =3386 w, 2977 w, 2863 w, 1780 vs, 1702 vs, 1506 m, 1454 w,
1390 s, 1365 m, 1351 m, 1245 s, 1212 m, 1171 s, 1104 m, 997 w, 924 w, 762 w, 703 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 469.2305 469.2309 [Cp4H34N,O¢+Na] ™

11.2.5.9. [(S)-5-Allyloxy-2-((R)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentyl]-
carbaminsiure-tert-butylester (ent-277)

(@] (@]

A NF
O N O
o Raa

M =446.54 gmol~!  CyyH34N>Og

[0]RT = ~36.9 (c = 0.87 in CHCl3).

Die iibrigen physikalischen Daten von ent-277 entsprechen denen des Enantiomers 277.
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11.2.5.10. (R)-5-Allyloxy-2-(tert-butoxycarbonylaminomethyl)-pentansiure
(278a)

o}
wot o X

o M =287.35gmol~!  Cy4HasNOs

Die Abspaltung der B2-Aminosiure 278a vom Auxiliar erfolgt gemiB AAV-6, ausgehend
von 277 (0.82 g, 1.84 mmol) und LiOH - H,O (0.17 g, 4.05 mmol, 2.2 Aq.). Die Reaktions-
zeit betrigt 3 h 45 min. 278a wird als farbloses Ol erhalten, das bei RT langsam auskristal-
lisiert.

Ausbeute: 0.46 g (87 %).

[a]RT = + 4.8 (¢ = 1.02 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44/1.48 (2 s, 9H, C(CH3)3), 1.56-1.75
(m, 4H, CPH, u. C'H,), 2.63 (br m, 1H, C*H), 3.13 (br m, 0.4H, CH*H’NH), 3.27 (br m,
0.6H, CH*HPNH), 3.36 (m, 1H, CHAH?NH), 3.42-3.50 (m, 2H, C®H,), 3.96-3.97 (m, 2H,
CH,CH=CHy), 5.06 (br m, 0.6H, NH), 5.18 (dm, J = 10.0 Hz, 1H, CH=CHy;,445)) 5-27
(dm, J = 17.2 Hz, 1H, CH=CHy.;y)), 5.89 (ddt, J = 17.0, 11.1, 5.7 Hz, 1H, CH=CH>), 6.60
(br m, 0.4H, NH), 10.1 (br s, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 26.5/26.6, 27.0/27.2 (CFH,, C'H,),
28.4 (C(CH3)3), 41.5/42.8 (CH,NH), 45.3/45.8 (C*H), 69.7/69.9 (C°Hy), 71.9 (CH,CH=
CHy), 79.6/81.2 (C(CHj3)3), 117.0/117.2 (CH=CH,), 134.6/134.7 (CH=CH>), 156.0/158.0
(NHCO,), 178.5/179.5 (CO,H).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~!] = 3337 m, 2978 m, 2935 m, 2869 w, 1711 vs, 1519 m, 1455 w,
1394 w, 1367 m, 1276 w, 1252 m, 1170 s, 1101 w, 994 w, 926 w, 861 w, 780 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z=310.1622 310.1625 [Ci4HysNOs+Na]*t

11.2.5.11. (S)-5-Allyloxy-2-(tert-butoxycarbonylaminomethyl)-pentansaure
(ent-278a)

(0] O

HOJ\/ \Hkox

[a]RT = —4.8 (c = 1.36 in CHCl3).

M =287.35gmol~! C;4H>5NOs

Alle tibrigen physikalischen Daten von ent-278a entsprechen denen des Enantiomers 278a.
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11.2.5.12. (R)-5-Allyloxy-2-[(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-
pentansdure (278b)

Die N-Boc-geschiitzte Aminosidure 278a (158 mg, 0.550 mmol) wird gemif AAV-7 umge-

M =409.48 gmol~!  Cy4H»7NOs

setzt. Die N-Fmoc-geschiitzte Aminosdure 278b wird als weiller Feststoff erhalten.
Ausbeute: 180 mg (80 %).

[a]RT = —1.4 (c = 1.08 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.56-1.78 (m, 4H, CPH, u. C"H»), 2.38
(m, 0.3H, C*H), 2.71 (m, 0.7H, C*H), 3.07-3.47 (m, 4H, CH,NH u. C®H,), 3.94-3.97
(m, 2H, CH,CH=CH,;), 4.19-4.54 (m, 3H, CHCH,, Fmoc), 5.17 (dm, J = 10.4Hz, 1H,
CH=CHy/ans))> 5.26 (dm, J = 17.3Hz, 1H, CH=CH,(;5)), 5.30 (br m, 0.6H, NH), 5.89
(ddt, J = 17.0, 10.8, 5.5 Hz, 1H, CH=CH,), 6.75 (br m, 0.4H, NH), 7.29 (m, 2H, C*H),
7.38 (m, 2H, C*"H), 7.57 (d, J = 7.3 Hz, 2H, C*H), 7.75 (d, J = 7.3 Hz, 2H, C*H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 26.6/26.7, 27.0/27.1 (CPH,, C"H,),
42.0 (CH,NH), 45.2/45.5 (C*H), 47.1/47.2 (CHCH,, Fmoc), 66.8/67.3 (CH;, Fmoc), 69.8/
69.9 (C%H,), 71.8/71.9 (CH,CH=CH,), 117.0/117.4 (CH=CH,), 120.0, 124.8/125.1,
127.1,127.7/127.8 (C*"H), 134.5/134.8 (CH=CH,), 141.3/141.4, 143.7/143.9 (C%"), 156.5/
157.8, (NHCO,), 178.1/178.8 (CO,H).

IR (KBr): v [em~!]=3337 s, 3065 m, 2953 m, 1712 s, 1689 vs, 1540 s, 1452 w, 1415 w,
1319 w, 1265 s, 1223 m, 1200 m, 1140 w, 1100 w, 1007 w, 923 w, 759 m, 737 s.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 432.1779 432.1781 [C24H>7NOs+Na] ™
m/z= 841.3666 841.3671 [(C24H27NO5)2+N&]+

11.2.5.13. (S)-5-Allyloxy-2-[(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-
pentansdure (ent-278b)

L X
HO)S/\H 0 .O
\Lo/\/ O

[0]RT = +1.1 (¢ = 1.00 in CHCl5).

M =409.48 gmol~!  Cp4H»7NOs

Die tibrigen physikalischen Daten von ent-278b entsprechen denen des Enantiomers 278b.
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11.2.6. B%-Aminosiuren mit Azidopropyl-Seitenkette

11.2.6.1. (S)-4-Benzyl-3-(5-brompentanoyl)-oxazolidin-2-on (280a)

O o
OANM/[B\Y/B\Br

M =340.21 gmol~'  C;5H;gBrNO;3

Die Acylierung des Auxiliars ($)-242 (2.30g, 12.98 mmol) erfolgt gemil AAV-2, aus-
gehend von 5-Bromvaleriansiure (2.59 g, 14.31 mmol, 1.1 Aq.). Nach Trocknung im HV
wird das N-Acylimid 280a als hellgelbes, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 4.15 g (94 %).
[a]RT = +45.5 (c = 0.96 in CHCI3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.83-1.89 (m, 2H, CPH,), 1.93-1.99 (m,
2H, C"H,), 2.78 (dd, J = 13.4, 9.5Hz, 1H, CH*HBPh), 2.94 (dt, J = 17.4, 7.2 Hz, 1H,
C*HAHB), 3.01 (dt, J = 17.2, 7.3Hz, 1H, C*H*H?), 3.29 (dd, J = 13.4, 3.3Hz, 1H,
CHAHBPh), 3.45 (t, J = 6.6 Hz, 2H, C°H,), 4.18 (dd, J = 9.1, 3.0 Hz, 1H, CH*H?CHBn),
4.21 (dd, J = 9.1, 7.7Hz, 1H, CH*HBCHBn), 4.67 (dddd, J = 9.6, 7.0, 3.7, 3.3Hz, 1H,
CHBn), 7.20-7.35 (m, SH, C“H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 22.8 (CPH,), 32.0 (C'H,), 33.2
(C%H,), 34.6 (C*H,), 37.9 (CH,Ph), 55.1 (CHBn), 66.3 (CH,CHBn), 127.4, 129.0, 129.4
(CH), 135.2 (C"), 153.5 (NCO»), 172.6 (NC(O)C*H,).

IR (KBr): v [cm_l] =3028 w, 2958 w, 1776 vs, 1700 vs, 1604 w, 1497 w, 1454 m, 1389 s,
1352 m, 1289 w, 1212 s, 1104 m, 1075 w, 1051 m, 1012 w, 762 m, 747 m, 703 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 340.1 [M+H] " (berechnet fiir [C15sH9BrNO3]": 340.1),
362.1 [M+Na]* (berechnet fiir [C;5H;sBrNOs+Na]": 362.0).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 374.2 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C;5H;3BrNO3;+Cl] :
374.0).

11.2.6.2. (R)-4-Benzyl-3-(5-brompentanoyl)-oxazolidin-2-on (ent-280a)

O 0
O)LNJ\/\/\Br
__J

v

M =340.21 gmol~!  C;5H;gBrNO;3
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[a]RT = —45.1 (¢ = 1.13 in CHCl3).

Die iibrigen physikalischen Daten von ent-280a entsprechen denen des Enantiomers 280a.

11.2.6.3. (R)-6-Brom-3-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-hexan-
sdure-tert-butylester (281a)

0 o
O)LN)%Y/S\Br

"

Die Alkylierung erfolgt gemid AAV-3, ausgehend von 280a (4.12 g, 11.28 mmol), Brom-
essigsiure-rert-butylester (1.97mL, 2.60g, 13.34mmol, 1.10Aq.) und Nal (2.09g,
13.94 mmol, 1.15Aq.). Die Reaktionszeit betrigt 4h und die Reinigung erfolgt durch
Flash-Chromatographie (4.5 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Cyclohexan 1:3 v/v). Nach
Trocknung im HV wird das Alkylierungsprodukt 281a als hellgelbes, langsam auskristal-

M =45435gmol~!  C,;HysBrNOs

lisierendes Ol erhalten.

Ausbeute: 3.92 g (71 %, dr =98 : 2 ['H-NMR))

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 1.66 (m, 1H,
CBHAHP), 1.80 (m, 1H, CAHAH®), 1.89-1.95 (m, 2H, C"H,), 2.47 (dd, J = 16.7, 4.5 Hz,
1H, CHAH2CO,#-Bu), 2.75 (dd, J = 13.3, 10.0 Hz, 1H, CHAH?Ph), 2.84 (dd, J = 16.7,
10.3Hz, 1H, CH*H?CO,¢-Bu), 3.34 (dd, J = 13.4, 3.2Hz, 1H, CHAHBPh), 3.32-3.44 (m,
2H, C%Hy), 4.16-4.21 (m, 3H, C*H u. CH,CHBn), 4.69 (dddd, J = 10.2, 6.9, 3.3, 3.2 Hz,
1H, CHBn), 7.25-7.36 (m, SH, C“H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 28.1 (C(CH3)3), 30.0 (CFH,), 30.4
(CYH,), 33.1 (C%H,), 37.1 (CH,CO,t-Bu), 37.5 (CH,Ph), 38.7 (C*H), 55.5 (CHBn), 66.0
(CH,CHBn), 80.9 (C(CH3)3), 127.2, 128.9, 129.5 (C“"H), 135.6 (C%"), 153.1 (NCO»),
171.1 (CO»-Bu), 175.3 (NC(O)C*H).

11.2.6.4. (S)-3-(5-Azidopentanoyl)-4-benzyloxazolidin-2-on (280b)

O 0
O)LNJWN3
M =302.33gmol~! C;5H;gN4O3

Eine Losung des Alkylbromids 280a (4.14 g, 12.17 mmol) in Aceton/H,O (120mL,
2:1v/v) wird mit NaN3 (1.58 g, 24.30 mmol, 2.0 Aq.) versetzt, 2 h unter Riickflu erhitzt
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und anschlieend 3 d bei RT geriihrt. Das Aceton wird i. Vak. entfernt, der wissrige Riick-
stand mit H>O (25 mL) verdiinnt und mit CH,Cl, (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber MgSO,4 getrocknet. Nach Flash-
Filtration iiber eine diinne Kieselgelschicht (4 x 6 cm) und wiederholtem Nachwaschen mit
CH,Cl; (4 x 100 mL) werden die vereinigten Filtrate i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach
Trocknung im HV wird das Alkylazid 280b als farbloses, leichtbewegliches Ol erhalten.

Ausbeute: 3.55 g (96 %).
[a]RT = +48.5 (c = 1.15 in CHCl3); Lit.: +48.9 (c = 3.10 in CHCl3).13!?!

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.66-1.73 (m, 2H, C"H,), 1.75-1.82 (m,
2H, CPH,), 2.77 (dd, J = 13.3, 9.6 Hz, 1H, CHAHPPh), 2.94 (dt, J = 17.2, 7.3Hz, 1H,
CoHAHB), 3.01 (dt, J = 17.3, 7.3Hz, 1H, C*H*H?), 3.29 (dd, J = 13.4, 3.2Hz, 1H,
CHAH®Ph), 3.32-3.35 (m, 2H, C%H,), 4.17 (dd, J = 9.1, 3.0 Hz, 1H, CHAH®CHBn), 4.21
(dd, J =9.0, 7.7 Hz, 1H, CH*HBCHBn), 4.67 (dddd, J = 9.6, 7.1, 3.5, 3.4 Hz, 1H, CHBn),
7.20-7.35 (m, SH, C“H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 21.4 (CPH,), 28.3 (C'H,), 35.0
(C*H,), 37.9 (CH,Ph), 51.1 (C%H,), 55.1 (CHBn), 66.3 (CH,CHBn), 127.4, 129.0, 129.4
(C“H), 135.2 (C%), 153.5 (NCO,), 172.6 (NC(O)C*H,).

IR (Film, NaCl): v [em~ '] =3029 w, 2935 m, 2871 w, 2094 vs, 1777 vs, 1698 vs, 1604 w,
1497 w, 1454 m, 1388 m, 1351 m, 1208 m, 1114 w, 1077 m, 1052 m, 1015 w, 763 m,
703 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 303.2 [M+H]™ (berechnet fiir [C{sH[9N4O3]": 303.1),
325.2 [M+Na] ™" (berechnet fiir [C15sH;gN4O3+Na]™: 325.1), 627.0 [2M+Na]* (berechnet
fiir [(C15H18N4O3)2+Na]+: 627.3).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 337.3 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C;5H§N4O3+CI]:
337.1).

11.2.6.5. (R)-3-(5-Azidopentanoyl)-4-benzyloxazolidin-2-on (ent-280b)
o

O
OAN J\/\/\ N
\_/'«,

3

@ M =302.33 gmol~! C;5sH;gN4O3

[a]RT = —50.6 (c = 1.00 in CHCl3).

Die tibrigen physikalischen Daten von ent-280b entsprechen denen des Enantiomers 280b.
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11.2.6.6. (R)-6-Azido-3-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-hexan-
sdure-tert-butylester (281b)

O 0
o)kNJ*:%p\y/a\N3
Se

A

M =416.47 g mol ! C,1HygN4O5

Die Alkylierung erfolgt gemidBl AAV-3, ausgehend von 280b (3.41 g, 11.28 mmol), Brom-
essigsiure-tert-butylester (1.83mL, 2.42g, 12.39mmol, 1.10Aq.) und Nal (1.94g,
12.94 mmol, 1.15Aq.). Die Reaktionszeit betrigt 3h und die Reinigung erfolgt durch
Flash-Chromatographie (4 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:3 v/v). Nach Trock-
nung im HV werden 4.58 g (98 %, dr = 89: 11 ['H-NMR]) 281b als farbloser Feststoff
erhalten. Nach Umkristallisation aus Hexan/EtOAc (77 mL, 10:1 v/v) betrdgt der Diaste-
reomereniiberschuss > 98 % ('H-NMR).

Ausbeute: 4.10 g (87 %) nach Kristallisation.
Schmp.: 85-86 °C.

[a]RT" = +44.3 (c = 1.05 in CHCl3).

HPLC: tg = 29.4 min (Methode 1).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 1.53-1.78 (m, 4H,
CPH, u. C"H,), 2.50 (dd, J = 16.7, 4.4Hz, 1H, CH*H?CO,-Bu), 2.77 (dd, J = 13.4,
10.1Hz, 1H, CHAH?Ph), 2.85 (dd, J = 16.7, 10.3Hz, 1H, CHAH®CO,¢-Bu), 3.25-3.33
(m, 2H, C%H,), 3.34 (dd, J = 13.5, 3.1 Hz, 1H, CHAH®Ph), 4.15-4.21 (m, 3H, C*H u.
CH>CHB), 4.69 (dddd, J = 10.1, 6.8, 3.4, 3.4 Hz, 1H, CHBn), 7.24-7.36 (m, 5H, C*"H).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 26.2 (CPH,), 28.1 (C(CH3)3), 28.9
(C"H,), 37.0 (CH,CO»¢-Bu), 37.5 (CH,Ph), 38.8 (C*H), 51.1 (C®H,), 55.5 (CHBn), 66.0
(CH,CHBn), 80.9 (C(CH3)3), 127.3, 128.9, 129.5 (C“'H), 135.6 (C“), 153.1 (NCO»),
171.1 (CO,t-Bu), 175.3 (NC(O)C*H).

IR (KBr): v [em™ '] =2970 w, 2939 w, 2151 w, 2091 s, 1761 vs, 1727 s, 1698 s, 1481 w,
1455 w, 1388 m, 1363 m, 1352 m, 1293 w, 1249 m, 1223 m, 1200 m, 1159 s, 1101 m,
1073 w, 1056 w, 992 m, 926 w, 910 w, 848 w, 765 m, 750 w, 708 m, 693 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z = 439.1945 439.1952 [C21H28N4O5+Na]+
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11.2.6.7. (S)-6-Azido-3-((R)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-hexan-
sdure-tert-butylester (ent-281b)

0 o
OAN Na
(s 0

O
@ M =416.47 g mol ! C,1HpgN4O5

o]RT = —-42.6 (c = 1.00 in CHCL»).
D

Die tibrigen physikalischen Daten von ent-281b entsprechen denen des Enantiomers 281b.

11.2.6.8. (R)-6-Azido-3-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-hexan-
sdure (282)

O 0
)k )w
O N TR N3
.0
OH

M =360.36 gmol~!  C;7H9N4Os

Die Spaltung des tert-Butylesters 281b (1.25 g, 3.00 mmol) erfolgt gemd AAV-4. Nach
zweimaliger Coevaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird 282 als farbloses, hoch-
viskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.06 g (98 %).

[a]RT = +62.9 (c = 1.15 in CHCI3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.53-1.77 (m, 4H, CFH, u. C"H,), 2.56
(dd, J = 17.3, 4.2 Hz, 1H, CHAHECO,H), 2.73 (dd, J = 13.5, 9.7 Hz, 1H, CH*H?Ph), 2.96
(dd, J = 17.3, 10.3 Hz, 1H, CH*H?CO,H), 3.23-3.33 (m, 3H, C%H, u. CH*H’Ph), 4.16-
4.21 (m, 3H, C*H, CH,CHBn), 4.66 (dddd, J =9.8, 6.8, 3.2, 3.2 Hz, 1H, CHBn), 7.22-7.34
(m, 5SH, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): & [ppm] = 26.1 (CPH,), 28.9 (C'H,), 35.3
(CH,CO,H), 37.3 (CH,Ph), 38.5 (C*H), 51.0 (C®H>), 55.5 (CHBn), 66.0 (CH,CHBn),
127.3, 128.9, 129.5 (C*'H), 135.3 (C*"), 153.1 (NCO,), 174.8 (NC(O)C*H), 177.7 (CO,-
H).

IR (Film, NaCl): ¥ [em~!] = 2928 m, 2099 vs, 1779 vs, 1705 vs, 1498 w, 1454 w, 1391 s,
1352 m, 1289 w, 1207 m, 1106 w, 1075 w, 1052 w, 1007 w, 953 w, 841 w, 763 w, 736 w,
704 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 383.1323 383.1326 [C17H0N4Os+Na]™"
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11.2.6.9. [(S)-5-Azido-2-((R)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentyl]-
carbaminsaure-tert-butylester (283)

o o
OANJ\Q/\/\NS
“NH
oo

M=431.49gmol™!  Cy;H9N505

Der Curtius-Abbau der Carbonsédure 282 (822 mg, 2.28 mmol) erfolgt gemall AAV-5. Die
Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie (3 x 30cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 1:3 — 1:2 v/v). Nach Trocknung im HV wird 283 als hellgelbes, hochviskoses Ol
erhalten.

Ausbeute: 683 mg (69 %).

[a]RT = +40.1 (c = 0.99 in CHCl5).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 1.53-1.84 (m, 4H,
CPH, u. C"H,), 2.77 (dd, J = 13.2, 9.9 Hz, 1H, CHAH?Ph), 3.30-3.34 (m, 3H, C°H, u.
CHAH®Ph), 3.43 (m, 1H, CHAHZNH), 3.53 (m, 1H, CHAHZNH), 3.84 (m, 1H, C*H),
4.18-4.24 (m, 2H, CH,CHBn), 4.68 (dddd, J = 10.0, 6.9, 3.2, 3.2 Hz, 1H, CHBn), 4.90 (br
m, 1H, NH), 7.20-7.36 (m, 5H, C*H).

B3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 26.5 (CFH,), 26.6 (C"H,), 28.4 (C-
(CH3)3), 37.9 (CH,Ph), 41.5 (CH,NH), 43.5 (C*H), 51.2 (C®H,), 55.5 (CHBn), 66.3
(CH,CHBn), 79.5 (C(CH3)3), 127.4, 129.0, 129.4 (C“'H), 135.3 (C"), 153.2 (NCO»),
155.8 (CO5-Bu), 174.5 (NC(O)C*H).

IR (Film, NaCl): ¥ [em~!] = 3385 w, 2977 m, 2932 w, 2098 vs, 1779 vs, 1700 vs, 1508 m,
1454 w, 1391 s, 1366 m, 1352 m, 1247 s, 1212 s, 1171 s, 1105 w, 1014 w, 862 w, 763 w,
703 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z = 454.2053 454.2061 [C21H29N5O5+Na]+

11.2.6.10. [(R)-5-Azido-2-((S)-4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-carbonyl)-pentyl]-
carbaminsaure-9H-fluoren-9-ylmethylester (285)

O M =553.61 gmol~!  C3;H3;N505
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Eine auf 0°C gekiihlte Losung der gemidl AAV-4 aus ent-281b erhaltenen Carbonsiure
ent-282 (1.06 g, 2.94 mmol) in abs. THF (20 mL) wird nacheinander tropfenweise mit Et3;N
(0.60mL, 0.44 g, 4.30mmol, 1.5 Aq.) und Chlorameisensiureethylester (0.40mL, 0.45 g,
4.18 mmol, 1.4 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 15 min im Eisbad und anschlie-
Bend 1 h bei RT geriihrt. Nach erneuter Abkiihlung auf 0 °C wird eine wissrige NaN3-Lsg.
(524 mg, 8.04 mmol, 2.8 Aq., 4.0 M) in einer Portion zugegeben und die Reaktionslosung
1 h im Eisbad geriihrt. Das enthaltene THF wird i. Vak. entfernt (Badtemperatur < 20 °C),
der wissrige Riickstand mit H,O (60 mL) verdiinnt und mit Et;O (5 x 40 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Extrakte werden iiber MgSO4 getrocknet, i. Vak. zur Trockne
eingeengt (Badtemperatur < 20 °C) mit abs. Toluol coevaporiert (Badtemperatur < 30 °C)
und der Riickstand im HV getrocknet. Das erhaltene Acylazid wird in abs. Toluol (50 mL)
aufgenommen, mit 9-Fluorenylmethanol (852 mg, 4.34 mmol, 1.5 Aq.) versetzt und iiber
Nacht (18 h) unter Riickfluf erhitzt. Nach Abkiihlung auf RT wird die Reaktionslosung
i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Riickstand durch S@ulenchromatographie gereinigt
(Eluent: EtOAc/Hexan 1:3 — 1:2 v/v). Nach Trocknung im HV wird 285 als farbloser,
erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 1.02 g (63 %).

[a]RT = —37.0 (¢ = 1.03 in CHCl3).

"H-NMR (600 MHz, CDCl, TMS): § [ppm] = 1.49-1.85 (m, 4H, CPH, u. C"H,), 2.66
(dd, J = 13.2, 10.0 Hz, 1H, CH*HPPh), 3.25-3.34 (m, 3H, C°H, u. CH*HPPh), 3.49-3.59
(m, 2H, CH,NH), 3.94 (m, 1H, C*H), 4.16 (dd, J =9.1, 2.2 Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.19-
4.23 (m, 2H, CH*H?CHBn u. CHCH,, Fmoc), 4.33 (dd, J = 10.2, 7.7Hz, 1H, CH*H?,
Fmoc), 4.41 (dd, J = 10.3, 7.0Hz, 1H, CH*H?, Fmoc), 4.67 (dddd, J = 9.6, 7.1, 3.0,
3.0Hz, 1H, CHBn), 5.20 (dd, J = 5.8, 5.8 Hz, 1H, NH), 7.10-7.14 (m, 2H, C*'H, Fmoc),
7.24-7.33 (m, 5H, C*"H), 7.36-7.42 (m, 2H, C*"H, Fmoc), 7.55-7.61 (m, 2H, C*"H, Fmoc),
7.74-7.77 (m, 2H, C*'H, Fmoc).

BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 21.0 (CPH,), 26.5 (C'H,), 37.8
(CH,Ph), 42.1 (CH,NH), 43.4 (C*H), 47.2 (CH, Fmoc), 51.2 (C%Hy), 55.5 (CHBn), 66.4
(CH,CHBn), 67.0 (CH,, Fmoc), 120.0, 125.0/125.1, 127.7, 129.0, 129.4 (C*H), 135.1,
141.3, 143.8/144.0 (C*"), 153.3 (NCO,), 156.3 (NHCO,), 174.4 (NC(O)C*H).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] =3021 w, 2930 w, 2099 s, 1779 vs, 1716 vs, 1518 m, 1454 w,
1389 m, 1354 w, 1223 s, 1106 w, 1015 w, 754 s.
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11.2.6.11. (R)-5-Azido-2-(tert-butoxycarbonylaminomethyl)-pentansaure
(284a)

O (0]

HO HJ\OX

Na M =27230gmol~!  C;;HyN4O4

Die Abspaltung vom Auxiliar erfolgt gemidl AAV-6, ausgehend von 283 (1.20g,
2.78 mmol) und LiOH - H,O (0.24 g, 5.72 mmol, 2.0 Aq.). Nach einer Reaktionszeit von
4h wird die 32-Aminosiure 284a als farbloses, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 0.75 g (99 %).

[a]®T = -13.2 (¢ = 1.19 in CHCl3).

"H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44/1.47 (2 x s, 9H, C(CH3)3), 1.55-1.78
(br m, 4H, CPH, u. C'H,), 2.67 (br m, 1H, C*H), 3.14 (br m, 0.4 H, CHAH®NH), 3.28-
3.34 (m, 3H, CHAH®NH u. C®H,), 3.39 (m, 0.6H, CH*H®NH), 5.01 (br m, 0.6H, NH),
6.63 (br m, 0.4H, NH).

3C{'H}-NMR (151 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 26.5 (CAH,), 26.6/26.9 (C"H,), 28.4
(C(CH3)3), 41.4/42.8 (CH,NH), 45.1/45.5 (C*H), 51.1/51.2 (C5H2), 79.8/81.5 (C(CH3)3),
156.0 (CO,-Bu), 178.2/179.5 (CO,H).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~ '] = 3335 w, 2978 m, 2098 vs, 1710 vs, 1518 m, 1455 w, 1394 w,
1367 m, 1252 m, 1167 s, 943 w, 779 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 295.1377 295.1377 [Ci1HyoN4O4+Na]™

11.2.6.12. (R)-5-Azido-2-[(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-
pentansdure (284b)

Die N-Boc-geschiitzte Aminosiure 284a (330 mg, 1.21 mmol) wird gemill AAV-7 umge-

M =39442gmol~! CyHx»N4O4

setzt. Die N-Fmoc-geschiitzte Aminosédure 284b wird nach Coevaporation mit CHCl3 und

Trocknung im HV als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.
Ausbeute: 431 mg (90 %).
[a]RT = +1.8 (¢ = 0.91 in CHCI3).
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"H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.37-1.78 (m, 4H, CPH, u. C"H,), 2.88 (m,
1H, C*H), 3.03 (m, 0.6H, CH,NH), 3.11 (m, 0.4H, CH,NH), 3.21-3.32 (m, 2H, C°H,),
3.38 (m, 0.6H, CH,NH), 3.43 (m, 0.4H, CH,NH), 4.25 (m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.33-4.43
(m, 1.4H, CH,, Fmoc), 4.56 (m, 0.6H, CH,, Fmoc), 5.30 (m, 0.6H, NH), 6.63 (br m, 0.4H,
NH), 7.29-7.42 (m, 4H, C*'H), 7.55-7.57 (m, 2H, C*H), 7.73-7.78 (m, 2H, C*H), 7.9 (br
s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): 8 [ppm] = 26.3/26.4 (CPH,), 26.5/26.9 (C'H,),
41.8/42.5 (CH,NH), 44.9/45.1 (C*H), 47.2/47.3 (CHCH,, Fmoc), 51.1 (C%H,), 66.9/67.1
(CH,, Fmoc), 120.0, 124.7/125.0, 127.1/127.2, 127.7/127.8 (C“H), 141.3, 143.8 (C*"),
156.6/158.0 (NHCO5), 178.0/179.0 (CO,H).

IR (Film, NaCl): v [em~ '] =3331 w, 3066 m, 2948 m, 2098 s, 1785 w, 1713 vs, 1527 m,
1478 w, 1249 s, 1045 w, 760 s, 741 s.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 417.1544 417.1533  [Cp1H2N4O4+Na] ™"

11.2.6.13. (S)-5-Azido-2-[(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-
pentansdure (ent-284b)

-
HOJ\E/\H o) .O

1, O

Na M=39442¢g mol ! Cr1H2»N4Oy

Die Abspaltung vom Auxiliar erfolgt gemidl AAV-6, ausgehend von 285 (1.00g,
1.81 mmol) und LiOH-H»O (116 mg, 2.76 mmol, 1.5Aq.). Die Reaktionszeit betrigt
75 min. ent-284b wird als hellgelber, amorpher Feststoff erhalten.

Ausbeute: 209 mg (29 %).

Aufgrund einer geringfiigigen Verunreinigung durch das Auxiliar (R)-242 wurde auf eine
Drehwertmessung verzichtet. Die iibrigen physikalischen Daten entsprechen denen des
Enantiomers 284b.
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11.2.7. B?-Aminosiure mit Carbamat-funktionalisierter Seitenkette

11.2.7.1. N-Phthaloyl-B-alanin (291)

o 0}
Hok/\N
© M=219.19gmol~" C;;HoNOy

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift!!%] wird ein Gemisch aus Phthalsiureanhydrid
(15.87 g, 107.14 mmol) und B-Alanin (8.53 g, 95.74 mmol) in einem offenen Rundkolben
auf 150-160 °C erhitzt und die entstehende Schmelze fiir 2 h bei dieser Temperatur ge-
rithrt. Beim Abkiihlen wird die Reaktionsmischung unter Rithren mit H,O (150 mL) ver-
setzt, der ausfallende Feststoff zerkleinert und die Mischung so lange zum Sieden erhitzt,
bis eine klare Losung entstanden ist. Beim Abkiihlen unter Riithren auf RT fillt 291 in Form
eines farblosen Feststoffes aus, der abgesaugt, mit H,O gewaschen und i. Vak. iiber P,Os
getrocknet wird.

Ausbeute: 20.29 g (97 %).

Schmp.: 151 -153°C; Lit.: 151 — 152 °C (H,0).1?37]

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 2.60 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CO-H), 3.78 (t,
J =7.4Hz, 2H, CH,N), 7.80-7.85 (m, 4H, Pht), 12.4 (s, br, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 32.4 (CH,CO,H), 33.6 (CH,NH), 123.1
(C%H), 131.7 (C), 134.4 (CH), 167.7 (N[C(O)]»), 172.2 (CO,H).

IR (KBr): v [cm_l] =3205brs, 2360 m, 1770 s, 1704 vs, 1608 m, 1466 m, 1440 s, 1408 s,

1376's, 1283 w, 1255 m, 1212’5, 1190 m, 1102 w, 1088 w, 1071 w, 1031 w, 1001 s, 909 m,
872 m, 823 m, 773 w, 729 m.

11.2.7.2. 2-[3-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-oxo-propyl]-indan-1,3-

dion (292)
0O o o
O)kNJ\/\N;\j(j
0

M =378.38gmol~! CyH;gN,Os

Die Synthese erfolgt gemifl AAV-2, ausgehend von (5)-242 (2.50 g, 14.11 mmol) und 291
(3.40 g, 15.51 mmol, 1.1 Aq.). Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie (4 x
32 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 2:3 v/v). Nach Trocknung im HV wird 292 als farb-
loser, amorpher Feststoff erhalten. Fiir analytische Zwecke wurde eine geringe Menge der

Substanz aus EtOAc umkristallisiert.
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Ausbeute: 5.09 g (95 %).
Schmp.: 131-132°C.
[a]RT = +46.8 (c = 1.00 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.77 (dd, J = 13.4, 9.8 Hz, 1H, CHAH5-
Ph), 3.31 (ddd, J = 16.7, 7.3, 7.3 Hz, 1H, C(O)CH*H?), 3.32 (dd, J = 13.6, 3.2 Hz, 1H,
CHAH®Ph), 3.36 (ddd, J = 16.8, 7.0, 7.0Hz, 1H, C(O)CH*H?), 4.08 (ddd, J = 16.8, 7.1,
7.1Hz, 1H, CHAH®EN), 4.11 (ddd, J = 16.7, 7.2, 6.9 Hz, 1H, CHAH®N), 4.18 (dd, J = 9.1,
2.8Hz, 1H, CH*HZCHBn), 4.24 (dd, J = 8.8, 8.0 Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.65 (dddd, J =
9.8, 7.7, 3.1, 3.1 Hz, 1H, CHBn), 7.20-7.34 (m, SH, C“"H), 7.70-7.74 (m, 2H, C*’H, Pht),
7.82-7.86 (m, 2H, C“H, Pht).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 33.3 (C(O)CH>), 34.6 (CH,N), 37.7
(CH,Ph), 55.1 (CHBn), 66.5 (CH,CHBn), 123.3 (C“", Pht), 127.3, 128.9, 129.4 (C*H,
Ph), 132.0 (C*, Pht), 134.1 (C“"H, Pht), 135.3 (C*, Ph), 153.5 (NCO,), 168.1 (N[C(O)],),
170.4 (NC(O)CH,).

IR (KBr): V [em™ '] =2924 w, 2356 w, 1769 vs, 1714 vs, 1691 s, 1485 w, 1466 w, 1437 m,
1397 s, 1381 s, 1332 m, 1290 w, 1228 s, 1187 w, 1108 m, 1075 w, 1055 w, 1004 m, 987 w,
871 m, 763 m, 723 s, 708 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 401.1103 401.1108 [C21H1gN>Os+Na] ™+
m/z= 7792313 779.2324  [(C1HgN,Os5),+Na] ™t

11.2.7.3. (R)-4-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(1,3-dioxo-indan-2-
ylmethyl)-4-oxo-buttersiure-tert-butylester (293)

o o° 074
O)kN e}
N

7 N\
o7 \—

M =492.53 gmol~!  Cy7HxsN,0;

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung von 292 (1.48 g, 3.91 mmol) in abs. THF (50 mL)
wird NaHMDS-Lsg. (2M in THF, 2.15mL, 4.30 mmol, 1.1 Aq.) zugetropft und die Reak-
tionslosung 30 min bei — 78 °C geriihrt. Zeitgleich wird Natriumiodid (0.67 g, 4.47 mmol,
1.14Aq.) in abs. THF (10mL) aufgenommen, mit Bromessigsiure-tert-butylester
(0.64mL, 0.85g, 4.33 mmol, 1.14 Aq.) versetzt und die Reaktionsmischung 30 min bei
RT geriihrt. Die Natriumenolat-Losung wird auf —95 °C abgekiihlt, die frisch bereitete
Alkyliodid-Suspension innerhalb von 20 min zugetropft und die Reaktionsmischung an-
schlieBend 3 h bei —78 °C geriihrt. Durch Zugabe von ges. NH4Cl-Lsg. (30 mL) wird die
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Reaktion beendet. Die Reaktionsmischung wird unter Riihren auf RT erwédrmt und nach
Zugabe von H,O (10 mL) wird das enthaltene THF i. Vak entfernt. Der wéssrige Riick-
stand wird mit EtOAc (3 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit 5 %iger
KHSOy4-Lsg., ges. NaHCO3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 X
40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/PE 1:4 — 1:2 v/v) und Trocknung im HV werden die ge-
trennten Diastereomere in einer Gesamtausbeute von 1.78 g (92 %, dr = 85 : 15) jeweils als
farblose, kristalline Feststoffe erhalten. Das Hauptprodukt 293 wird in einer Ausbeute von
1.28 g (66 %) isoliert. In einer Vorfraktion wird das Diastereomer epi-293 (0.38 g, 20 %)
und in einer Zwischenfraktion ein Diastereomerengemisch (0.12 g, 6 %) erhalten.
Physikalische Daten von 293:

Schmp.: 146 °C (Et,O/PE).

[a]RT" = +32.0 (c = 0.54 in CHCl3).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 2.59 (dd, J = 17.3,
4.5Hz, 1H, CHAHBCO,-Bu), 2.79 (dd, J = 13.5, 9.5Hz, 1H, CH*H®Ph), 2.91 (dd, J =
17.2, 10.9 Hz, 1H, CHAH?CO,-Bu), 3.25 (dd, J = 13.6, 3.2 Hz, 1H, CH*H®Ph), 3.95 (dd,
J = 14.5, 44Hz, 1H, CHAHBNPht), 4.14 (dd, J = 14.4, 3.7Hz, 1H, CHAH®NPht), 4.17
(dd, J = 8.9, 2.7Hz, 1H, CH*H?CHBn), 4.35 (dd, J = 8.5, 8.1 Hz, 1H, CH*H?CHBn),
4.55 (ddm, J = 10.8, 7.9 Hz, 1H, NC(O)CH), 4.64 (dddd, J = 9.1, 7.7, 2.9, 29 Hz, 1H,
CHBn), 7.23-7.36 (m, 5SH, C*"H), 7.69-7.74 (m, 2H, C*"H, Pht), 7.78-7.85 (m, 2H, C*H,
Pht).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 28.0 (C(CH3)3), 35.4 (CH,NPht),
37.8 (CH,Ph), 38.4 (CH,CO,#-Bu), 40.0 (C(O)CH), 55.8 (CHBn), 66.5 (OCH;), 80.9
(C(CH3)3), 123.4 (C*H, Pht), 127.2, 128.9, 129.6 (C*H, Ph), 131.9 (C*, Pht), 134.1
(C*H, Pht), 135.6 (C*", Ph), 153.6 (NCO,), 168.4 (N[C(O)]»), 170.8 (NC(O)CH), 172.8
(CO,t-Bu).

IR (KBr): v [cm~'] =2979 m, 2933 w, 1765 vs, 1728 s, 1713 vs, 1695 s, 1475 w, 1454 w,
1436 m, 1393 s, 1348 s, 1319 m, 1287 w, 1251 m, 1172 m, 1155 m, 1112 m, 1070 w,
1054 w, 995 m, 965 m, 926 w, 866 w, 844 w, 803 w, 785 w, 764 m, 750 m, 710 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 515.1786 515.1789 [C27H28N207+Na]+

NMR-spektroskopische Daten von epi-293:

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 2.60 (dd, J = 17.3,
4.0Hz, 1H, CH*H2CO,-Bu), 2.75 (dd, J = 13.6, 11.0 Hz, 1H, CHAHBPh), 2.92 (dd, J =
17.3, 11.1 Hz, 1H, CH*HBCO,-Bu), 3.54 (dd, J = 13.5, 3.2 Hz, 1H, CHAH®Ph), 4.00 (dd,
J = 14.5, 5.3Hz, 1H, CH*H®NPht), 4.14-4.23 (m, 2H, CH,CHBn), 4.24 (dd, J = 14.4,
3.6Hz, 1H, CH*H®NPht), 4.41 (dddd, J = 11.1, 5.3, 3.9, 3.8 Hz, 1H, NC(O)CH), 4.63
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(dddd, J = 10.8, 6.8, 3.5, 3.5 Hz, 1H, CHBn), 7.25-7.36 (m, 5H, C“’H, Ph), 7.68-7.72 (m,
2H, C“H, Pht), 7.81-7.84 (m, 2H, C“H, Pht).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.1 (C(CH3)3), 35.6 (CH,NPht),
37.7 (CH,Ph), 38.5 (CH,CO,-Bu), 39.8 (C(O)CH), 55.9 (CHBn), 66.6 (OCH,), 81.0
(C(CH3)3), 123.4 (CH*", Pht), 127.1, 128.9, 129.5 (C*H, Ph), 132.0 (C%, Pht), 134.1
(CTH, Pht), 136.3 (C“", Ph), 153.5 (NCO,), 168.2 (N[C(O)]»), 170.8 (NC(O)CH), 172.8
(CO,t-Bu).

11.2.7.4. (R)-4-((S)-4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-3-(1,3-dioxo-indan-2-
ylmethyl)-4-oxo-buttersdure (294)

0 o OxOH
OXN)KP/O
N
Z@
o _

Die Spaltung des tert-Butylesters 293 (1.26 g, 2.56 mmol) erfolgt gemidB AAV-4. Die Car-
bonsdure 294 wird als farbloser Feststoff erhalten und kann ohne weitere Reinigung im

M =436.41 gmol~!  Ca3HN,0;

folgenden Reaktionsschritt eingesetzt werden.
Ausbeute: 1.12 g (quant.).
[a]RT" = +36.5 (c = 1.05 in CHCI3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.71 (dd, J = 18.1, 43 Hz, 1H, CH*H?-
CO,H), 2.82 (dd, J = 14.0, 9.0Hz, 1H, CH*H?Ph), 3.02 (dd, J = 18.0, 10.6Hz, 1H,
CHAH2CO,H), 3.13 (dd, J = 13.6, 3.3Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.94 (dd, J = 14.6, 4.2 Hz,
1H, CHAH®NPht), 4.13 (dd, J = 14.7, 3.7 Hz, 1H, CH*H®NPht), 4.19 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz,
1H, CH*HBCHBn), 4.39 (dd, J = 8.4, 8.2Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.54 (ddm, J = 10.7,
8.1 Hz, 1H, NC(O)CH), 4.62 (dddd, J = 8.9, 7.9, 2.9, 2.9 Hz, 1H, CHBn), 7.18-7.30 (m,
5H, C“"H, Ph), 7.68-7.72 (m, 2H, C*"H, Pht), 7.78-7.82 (m, 2H, C*H, Pht), 10.7 (br s, 1H,
COH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 33.7 (CH,NPht), 37.5 (CH,Ph),
38.2 (CH,CO,H), 39.7 (NC(O)CH), 55.7 (CHBn), 66.5 (CH,CHBn), 123.5 (CH*", Pht),
127.2, 128.8, 129.5 (CH®", Ph), 131.7 (C*, Pht), 134.2 (C*’H, Pht), 135.2 (C", Ph), 153.7
(NCO»), 168.4 (N[C(O)],), 172.2 (NC(O)CH), 177.5 (CO,H).

IR (KBr): v [cm_l] =3467 m, 3029 m, 1774 s, 1714 vs, 1497 w, 1469 w, 1455 w, 1438 w,
1394 s, 1352 m, 1317 m, 1191 s, 1112 m, 1073 w, 1051 w, 1008 m, 961 m, 908 m, 849 w,
799 w, 763 w, 719 s.
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HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 459.1160 459.1163 [C23H20N207+Na]+
m/z= 895.2432 895.2433  [(Cy3HyoN,O7),+Na]™t

11.2.7.5. [(S)-3-((S)-4-Benzyl-2-oxo0-oxazolidin-3-yl)-2-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-
isoindol-2-ylmethyl)-3-oxo-propyl]-carbaminsiure-tert-butylester
(295)

O
(@] (@] HNJ\OX

OXN)Y 0
ﬁ@

/
O

Der Curtius-Abbau der Carbonsiure 294 (1.80 g, 4.12 mmol) erfolgt gemal AAV-5. Ab-
weichend von der allgemeinen Vorschrift erfolgt die Extraktion des Acylazids nicht mit
Et;,0, sondern mit CH,Cl, (5 x 35mL). Das fert-Butylcarbamat 295 wird durch Flash-
Chromatographie (3 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) gereinigt und nach

M =507.54gmol~!  Co7H29N305

Trocknung im HV als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.
Ausbeute: 1.44 g (69 %).
[a]RT = +14.1 (c = 1.06 in CHCl5).
'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 2.76 (dd, J = 13.2,
10.6 Hz, 1H, CHAH®Ph), 3.32-3-37 (m, 2H, CHAH?Ph u. CH*H®NH), 3.63 (ddm, J =
14.2, 8.1 Hz, 1H, CHAH®NH), 3.98 (dd, J = 14.2, 3.4 Hz, 1H, CH*H®NPht), 4.03-4.17 (m,
2H, CHAHENPht u. NC(O)CH), 4.19 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, CH*H2CHBn), 4.33 (dd,
J = 8.5, 8.2Hz, 1H, CH*H®CHBn), 4.61 (dddd, J = 10.2, 7.7, 3.1, 3.1 Hz, 1H, CHBn),
5.51 (m, 1H, NH), 7.19-7.34 (m, SH, C*H, Ph), 7.71-7.76 (m, 2H, C*“"H, Pht), 7.82-7.84
(m, 2H, C“H, Pht).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3;, TMS): 8 [ppm] = 28.4 (C(CH3)3), 35.9/36.3 (CH,-
NPht), 37.9/38.0 (CH,Ph), 38.5 (CH,NH), 43.7 (NC(O)CH), 55.6/55.7 (CHBn), 66.7/66.8
(CH,CHBn), 79.4 (C(CH3)3), 123.5 (C*H, Pht), 127.2/127.4, 128.9, 129.4 (C“'H, Ph),
131.8 (C%, Pht), 134.3 (C“H, Pht), 135.8 (C%", Ph), 153.5 (NCO»), 155.9 (CO,t-Bu),
168.4/168.8 (N[C(O)]»), 171.1/171.7 (NC(O)CH).
IR (KBr): ¥ [em™']=3423 m, 2978 m, 2932 w, 1778 vs, 1713 vs, 1614 w, 1505 s, 1469 w,
1454 w, 1438 w, 1391 s, 1368 s, 1353 w, 1321 w, 1243 m, 1214 m, 1169, 1111 w, 1074 w,
935 w, 913 m, 765 w, 720 s.
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion

m/z=530.1893  530.1898 [Ca7Hy9N307+Na]™



11.2. Evans-Auxiliar-vermittelte 3%-Aminosiure-Synthesen 245

11.2.7.6. (S)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-
isoindol-2-yl)-propionsdureallylester (296)

O
0] HN)J\OX

O

N
/

© M =388.41 gmol~!  CyHxuN,Og

\/\O

Zu einer auf — 30 °C gekiihlten Losung von abs. Allylalkohol (0.87 mL, 0.74 g, 12.81 mmol,
3.5Aq.) in abs. THF (20mL) wird langsam n-Butyllithium (1.6 M-Losung in Hexan,
5.00 mL, 8.00 mmol, 2.5 Aq.) zugegeben. AnschlieBend wird eine Losung von 295 (1.61 g,
3.17mmol, 1.0 Aq.) in abs. THF (15mL) langsam zugetropft und die Reaktionslosung
90 min bei — 30 °C geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von ges. NH4Cl-Lsg. (15 mL)
beendet, das entstandene Gemisch auf RT erwiarmt und das darin enthaltene THF 1. Vak.
entfernt. Der wissrige Riickstand wird mit H;O (15 mL) verdiinnt und anschliefend mit
CH,Cl, (3 x 20 mL) extrahiert. Die Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber
MgSO4 getrocknet und i. Vak zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromato-
graphie (3 x 25cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4 v/v) ergibt 0.95¢g (77 %) 296
als farbloses Ol, das bei RT auskristallisiert. Nach Elution der Chromatographiesiule mit
EtOAc wird das Auxiliar (S)-242 in einer Ausbeute von 0.52 g (93 %) isoliert.

Physikalische Daten von 296:
[0]RT = _3.8 (c = 1.17 in CHCl3).

'H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 3.07 (m, 1H,
CHCO»AIll), 3.34 (m, 1H, CH*H®NH), 3.44 (m, 1H, CHAH®NH), 3.96-4.00 (m, 2H, CH;-
NPht), 4.54-4.62 (m, 2H, CH,CH=CH,), 5.19 (dm, J = 10.2 Hz, 1H, CH=CHy s 4ss)), 5.26-
5.30 (m, 2H, CH=CHj,5) u. NH), 5.87 (ddt, J = 16.7, 10.8, 5.5 Hz, 1H, CH=CHy), 7.73-
7.74 (m, 2H, C“"H), 7.84-7.85 (m, 2H, C*'H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 36.6 (CH,NPht),
39.1 (CH,NH), 44.2 (C(O)CH), 66.0 (CH,CH=CH>), 79.5 (C(CH3)3), 118.7 (CH=CH>),
123.5 (C“H), 131.8 (CH=CH,), 131.9 (C%), 134.2 (C“H), 155.8 (CO,»t-Bu), 168.3
(N[C(0)],), 171.8 (CO,Al).

IR (KBr): v [em~1]=3398 w, 2978 w, 1774 m, 1715 vs, 1614 w, 1509 m, 1468 w, 1437 w,
1392's, 1366 m, 1250 m, 1172 s, 1032 w, 992 w, 937 w, 720 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 411.1522 411.1527 [C20H24N206+Na]+
m/z= 7993142 799.3161 [(Ca9Hp4N,Og)>+Na]™
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11.2.7.7. (R)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-3-propargyloxycarbonyl-
aminopropionsaureallylester (297)

(0]

o} HN)J\OX

L
N~ O N
VoS M =340.37 gmol~!  C;6H24N>Og

Eine Losung von 296 (0.94 g, 2.42 mmol) in abs. n-Butanol (40 mL) wird tropfenweise mit
Ethylendiamin (0.65 mL, 0.58 g, 9.70 mmol, 4.0 Aq.) versetzt. Die Reaktionslosung wird
2 h bei RT geriihrt, dann i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Riickstand nacheinander mit
Toluol (3 x 30 mL) und EtOH (2 x 30 mL) coevaporiert. Nach Trocknung im HV wird das
Rohprodukt in Dioxan (25 mL) und H,O (15 mL) aufgenommen und die Losung im Eisbad
gekiihlt. Nacheinander werden tropfenweise Pyridin (0.60 mL, 0.59 g, 7.45 mmol, 3 Aq.)
und Chlorameisensiurepropargylester (0.59mL, 0.71 g, 6.02 mmol, 2.5 Aq.) zugegeben.
Die Reaktionslosung wird unter Riihren iiber Nacht auf RT erwidrmt. Das enthaltene Di-
oxan wird i. Vak. entfernt, der wissrige Riickstand in EtOAc (75 mL) aufgenommen und
die Mischung mit 5 %iger KHSO4-Lsg., ges. NaHCOj3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. (je 25 mL)
gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSQO,4 getrocknet, i. Vak. zur Trockne ein-
geengt und der Riickstand durch Flash-Chromatographie gereinigt (3 x 32 cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v). Nach Trocknung im HV wird 297 als farbloses, hochvis-
koses Ol erhalten.
Ausbeute: 0.45 g (55 %).
[a]RT = +5.4 (¢ = 1.07 in CHCl3).
"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 2.47 (t, J = 2.4 Hz,
1H, C=CH), 2.80 (m, 1H, CHCO,All), 3.22-3.29 (m, 2H, CH,NH), 3.59-3.72 (m, 2H,
CH,NH)), 4.60-4.62 (m, 2H, CH,CH=CH;), 4.66-4.69 (m, 2H, CH,C=CH), 5.17 (br
m, 1H, NH), 5.26 (dm, J = 10.2Hz, 1H, CH=CHy(;,4ss)), 5-33 (dm, J = 17.2Hz, 1H,
CH=CH,cjs)), 5.75 (br m, 1H, NH), 5.91 (ddt, J = 17.1, 10.7, 5.7 Hz, 1H, CH=CH).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 38.3 (CH,NH), 38.8
(CH,NH), 45.5 (CHCO,All), 52.6 (CH,C=CH), 65.7 (CH,CH=CH,), 74.6 (C=CH), 78.2
(C=CH), 79.8 (C(CH3)3), 118.8 (CH=CH,), 131.7 (CH=CH;), 155.9 (CO,¢-Bu), 156.5
(NHCO,CHy), 172.2 (CO,All).
IR (Film, NaCl): ¥ [cm~!] = 3358 m, 2978 m, 1719 vs, 1520 s, 1453 w, 1392 w, 1367 m,
12525, 1171 s, 999 w, 936 w, 860 w, 776 w.
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z= 363.1522 363.1527 [C16H24N,Og+Na] ™

m/z= 7033142 703.3161 [(CisH24N,Og),+Na] ™t



11.2. Evans-Auxiliar-vermittelte 3%-Aminosiure-Synthesen 247

11.2.7.8. (R)-2-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-3-propargyloxycarbonyl-
aminopropionsdure (298a)

M =300.31 gmol~'  C13H5N,0¢

Eine Losung von Allylester 297 (0.41 g, 1.20 mmol) und Morpholin (0.21 mL, 0.21 g,
2.42mmol, 2.0 Aq.) in abs. THF (12 mL) wird mit Pd(PPh3)4 (70 mg, 61 gumol, 5 mol%),
versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung wird i. Vak. zur Trockne
eingeengt, der Riickstand in CH,Cl, (40 mL) aufgenommen und mit ges. NaHCO3-Lsg.
(4 x 15mL) extrahiert. Die vereinigten wissrigen Phasen werden durch Zugabe von fes-
tem KHSO4 angesiduert (Vorsicht, Schaumentwicklung!) und anschlieBend mit CH;,Cl,
(4 x 20mL) extrahiert. Die organischen Extrakte werden iiber MgSQO4 getrocknet und
i. Vak. zur Trockne eingeengt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Flash-Chro-
matographie (3 x 30cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 + 0.5 % AcOH). Nach Co-
evaporation mit Toluol und Trocknung im HV wird 298a als braunes, hochviskoses Ol
erhalten.

Ausbeute: 0.30 g (83 %).
[a]’T = +4.4 (c = 0.98 in CHCI3).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 2.48 (t, J = 2.3 Hz,
1H, C=CH), 2.80 (m, 1H, C*H), 3.23-3.72 (m, 4H, 2 x CH,NH), 4.66-4.69 (m, 2H,
CH,C=CH), 5.33 (br m, 0.8H, NH), 5.51 (br m, 0.2H, NH), 5.90 (br m, 0.7H, NH), 6.28
(br m, 0.3H, NH), 8.9 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.4 (C(CH3)3), 38.4 (CH,NHPoc),
39.0 (CH,NHBoc), 45.6 (C*H), 52.7 (CH,C=CH), 74.8 (C=CH), 78.2 (C=CH), 80.1
(C(CH3)3), 156.2 (CO»-Bu), 156.8 (NHCO,CHb,), 176.3 (CO,H).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] = 3303 m, 2979 m, 1710 vs, 1523 s, 1449 w, 1394 w, 1368 m,
1254 s, 1167 s, 1112 w, 1065 w, 1000 w, 860 w, 777 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 323.1216 323.1214 [C13H20N2O6+Na]+
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11.2.7.9. (S)-2-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-methyl]-3-prop-2-
inyloxycarbonylaminopropionsdure (298b)

Ko )
O HN” ~O .
Ay

0]

N

M =42243 gmol™!  Cy3H2»N,Og

Die N-Boc-geschiitzte Aminosdure 298a (186 mg, 0.619 mmol) wird gemifl AAV-7 um-
gesetzt. Die N-Fmoc-geschiitzte Aminosidure 298b wird nach Trocknung im HV als hell-

brauner, fester Schaum erhalten.

Ausbeute: 239 mg (91 %).

[a]RT = 2.8 (c = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.46 (m, 1H, C=H), 2.67 (m, 0.3H, C*H),
2.81 (m, 0.7H, C*H), 3.11-3.67 (m, 4H, 2 x CH,NH), 4.19 (m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.38-
4.43 (m, 1.6H, CH,, Fmoc), 4.56 (m, 0.4H, CH,, Fmoc), 4.64-4.73 (m, 2H, CH,C=CH),
5.20 (m, 0.1H, NH), 5.37 (m, 0.1H, NH), 5.65 (t, / = 6.2 Hz, 0.5H, NH), 5.70 (t, / = 6.6 Hz,
0.1H, NH), 5.77 (t, J = 6.1 Hz, 0.5H, NH), 6.23-6.33 (br m, 0.3H, NH), 7.28-7.39 (m, 4H,
C%H),7.57(d,J=7.1Hz,2H, C*H), 7.74 (d, J =7.4 Hz, 2H, C*H), 8.5 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 38.7, 38.8 (CH,NH), 45.3 (C*H),
47.2 (CHCH,, Fmoc), 51.6/52.8 (CH,C=CH), 67.0 (CH,, Fmoc), 74.9 (C=CH), 77.2/78.0
(C=CH), 120.0, 125.0/125.1, 127.1, 127.8 (C*'H), 141.3, 143.7/143.8 (C*"), 156.2, 157.2
(NHCO»), 176.2 (CO,H).

IR (KBr): v [em~ 1] = 3299 m, 3066 w, 2952 w, 1715 vs, 1524 s, 1449 M, 1256 s, 1147 w,
1106 w, 1067 w, 996 w, 760 m, 741 s.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 445.1368 445.1370 [C23H22N206+Na]+
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12.1. Synthese eines Cryptophycin-DAB-Segments

12.1.1. Fragment A

12.1.1.1. trans-1-Phenylcrotonsdure (19)

N OH

-
Z © M =162.19gmol~!  CjoH;oCO,

AN

Eine Losung von Malonsiure (70.97 g, 682 mmol, 2.2 Aq.) in DMSO p.a. (250 mL) wird
mit einer Losung von AcOH (0.37mL, 0.39g, 6.46mmol, 0.02Aq.) und Piperidin
(0.64mL, 0.55 g, 6.47 mmol, 0.02 Aq.) in DMSO (15 mL) versetzt und anschlieBend auf
65 °C erwidrmt. Mit Beginn des Autheizens wird Phenylacetaldehyd (dest., 36.1 mL, 38.8 g,
309 mmol, 1 Aq.) innerhalb von 90 min zugetropft, wobei eine Gasentwicklung beobachtet
wird. Nach Ende der Zugabe wird die Reaktionsmischung weitere 1.5 h bei 65-70 °C ge-
rithrt. Dann wird die Reaktionslosung auf RT abgekiihlt, in H,O (750 mL) aufgenommen
und anschlieBend mit Et;O extrahiert (I x 250 mL und 3 x 200 mL). Die vereinigten or-
ganischen Extrakte werden mit 5%iger KHSOy4-Losung und ges. NaCl-Lsg. gewaschen (je
50mL), tiber MgSOy4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der feste Riickstand
wird aus Toluol/Hexan (77 mL, 10:1 v/v) umkristallisiert, wodurch 36.12 g (72 %) 19 in
Form farbloser Kristalle erhalten werden. Aus dem Riickstand der Mutterlauge werden in

einer zweiten Kristallfraktion weitere 2.83 g (6 %) des Produkts erhalten.
Gesamtausbeute: 38.95 g (78 %).

Schmp.: 81-83 °C (Toluol/Hexan); Lit.: 78-80 °C (PE/Et,0).[313]

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 3.29 (dd, J = 7.1, 1.2 Hz, 2H, C*H3), 6.28
(dt, J = 15.9, 7.2 Hz, 1H, CPH), 6.51 (dm, J = 15.9Hz, 1H, C'H), 7.23 (m, 1H, C“H,
para), 7.29-7.32 (m, 2H, C*H, meta), 7.36-7.38 (m, 2H, C*H, ortho), 11.2 (s, br, 1H,
CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 38.0 (C*H,), 120.8 (CPH), 126.3
(CH, ortho), 127.7 (C*H, para), 128.6 (C*"H, meta), 134.0 (C'H), 136.6 (C*), 178.2
(CO,H).

249



250 Kapitel 12. Cryptophycin-Synthesen

IR (KBr): ¥ [cm™'] = 3059 w, 2951 w, 2888 w, 1703 s, 1493 w, 1415 m, 1403 m, 1325 w,
1298 m, 1279 w, 1223 s, 1176 m, 1066 w, 975 m, 912 w, 745 s.

Die physikalischen Daten entsprechen den Literaturwerten. 313!

12.1.1.2. trans-1-Phenylcrotonsduremethylester (29)

©/\/\WO\
© M=17621gmol™' C;1H20,

Zu einer Losung von 19 (13.41 g, 82.7 mmol) in MeOH p.a. (100 mL) wird unter Eiskiih-
lung innerhalb von 30 min Thionylchlorid (9.00 mL, 14.80 g, 124.1 mmol, 1.5 Aq.) zuge-
tropft. Die Reaktionslosung wird unter Ausschluss von Luftfeuchtigkeit 1 h bei RT geriihrt.
Nach erneuter Kiihlung im Eisbad wird die Losung mit H,O (75 mL) versetzt und anschlie-
Bend mit Et;O (5 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit
H,0 (5 x 50 mL) und ges. NaHCOj3-Lsg. (2 x 50 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Fraktionierte Destillation des Riickstandes im Wasser-

strahlvakuum ergibt 29 als farbloses Ol

Ausbeute: 12.17 g (84 %).

Sdp.: 133136 °C (15 mbar); Lit.: 131 °C (12 mbar).[?3!

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 3.25 (dd, J = 7.1, 1.1 Hz, 2H, C*H,), 3.71
(s, 3H, CH3), 6.30 (dt, J = 15.8, 7.2 Hz, 1H, CPH), 6.49 (dm, J = 15.9 Hz, 1H, C"H), 7.33
(m, 1H, C*H, para), 7.29-7.32 (m, 2H, C*"H, meta), 7.36-7.38 (m, 2H, C*H, ortho).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 38.2 (C*Hy), 51.9 (CH3), 121.6
(CPH), 126.3 (C*H, ortho), 127.6 (C“H, para), 128.5 (C“H, meta), 133.5 (C'H), 136.8
(C), 172.0 (CO,CH3).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] =3027 w, 2952 w, 1739 vs, 1599 w, 1497 w, 1436 m, 1357 w,
1295 w, 1255 m, 1200 w, 1161 s, 966 s, 746 m.
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12.1.1.3. (4R,5R)-4-Hydroxy-5-phenyldihydrofuran-2-on (30) [°1- 93]

0}
(6]

OH
M=178.18 gmol~! C;oH;003

Unter kriftiger Durchmischung mittels KPG-Riihrer werden nacheinander K,OsO4 -2 H,O
(0.66 g, 1.79 mmol, 1mol%), K3[Fe(CN)g] (147.29 g, 447.3 mmol, 2.5 Aq.) und K,COj;
(74.19 g, 536.8 mmol, 3.0 Aq.) in H,O (780 mL) aufgenommen. Zu der wissrigen Mi-
schung werden nacheinander (DHQD),-PHAL (1.39 g, 1.78 mmol, 1 mol%) und Methan-
sulfonamid (17.02 g, 178.9 mmol, 1.0 Aq.) unter portionsweiser Zugabe von tert-Butanol
(insgesamt 750 mL) hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wird auf 0 °C abgekiihlt und
daraufhin 29 (31.53 g, 178.9 mmol) zusammen mit #~-Butanol (30 mL) hinzugegeben. Bei
0°C wird die Mischung 42 h lebhaft geriihrt. Durch Zugabe von Na,SO3-7H;0 (451 g,
1.79 mol, 10 Aq.) wird die Reaktion beendet. Die dunkle Mischung wird mit H,O (350 mL)
versetzt und unter lebhaftem Riihren auf RT erwédrmt, wobei samtliche Feststoffe in Losung
gehen. Nach erfolgter Phasentrennung wird die wissrige Phase mit Et;O (4 x 250mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit H,O und ges. NaCl-Lsg. (je
250 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der ver-
bleibende orangefarbene Feststoff wird in EtOAc (250 mL) aufgenommen, durch eine diin-
ne Kieselgelschicht (3 x 3cm) filtriert und die Filtermasse mit EtOAc (2 x 200 mL)
gewaschen. Die klaren Filtrate werden zur Trockne eingeengt und der Riickstand aus
EtOAc/Hexan (250 mL, 9:1 v/v) kristallisiert. In einer ersten Fraktion werden 16.01 g 30 in
Form farbloser Kristalle isoliert. Aus dem Riickstand der Mutterlauge werden nach Kristal-
lisation aus EtOAc/Hexan (40 mL, 3:1 v/v) weitere 5.86 g 30 als farbloser Feststoff erhal-
ten. Flash-Chromatographie der Mutterlauge (4.5 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/ PE
1:1 v/v) ergibt eine dritte Produktfraktion von 2.87 g in Form eines farblosen, amorphen
Feststoffs.

Gesamtausbeute: 24.74 g (78 %).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 2.15 (br m, 1H, OH), 2.71 (dm, J =
17.5Hz, 1H, C*HAH?), 2.88 (dd, J = 17.6, 4.9 Hz, 1H, C*HAH?), 4.61 (br m, 1H, CFH),
5.50 (d, J = 3.2 Hz, 1H, C"H), 7.36-7.45 (m, SH, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3;, TMS): § [ppm] = 38.5 (C*H,), 70.2 (CFH), 85.1
(C"H), 126.3, 128.95, 129.02 (C*"H), 133.0 (C*’), 175.5 (CO,CH3).

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 178.8 [M+H]" (berechnet fiir [C;oH;103]": 179.1),
200.8 [M+Na] ™ (berechnet fiir [CoH;oO3+Na]*: 201.1).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z =212.8 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C;gH;0O03+Cl]™: 213.0).
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12.1.1.4. (3R,4R,5R)-4-Hydroxy-3-methyl-5-phenyldihydrofuran-2-on
(31) [91, 93]

OH
M=19221gmol~! C;H,03

Eine auf —78 °C gekiihlte Losung von Diisopropylamin (13.80 mL, 9.89 g, 97.8 mmol,
2.5Aq.) in abs. THF (300 mL) wird tropfenweise mit einer Losung von n-Butyllithium
in Hexan (1.6 M, 61.3 mL, 98.1 mmol, 2.5 Aq.) versetzt. Die Reaktionslosung wird 15 min
bei —78 °C und 30 min ohne Kiltebad geriihrt. Nach erneuter Abkiihlung auf —78 °C wird
eine Losung von 30 (7.00 g, 39.3 mmol, 1.0 Aq.) in abs. THF (100 mL) innerhalb von
60 min zugetropft. AnschlieBend wird die Reaktionslosung tropfenweise innerhalb von
60 min mit Methyliodid (7.34 mL, 16.73 g, 117.9 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wird 15 h bei —78 °C geriihrt. Nach Zugabe von AcOH (10 mL) wird die Mischung auf RT
erwiarmt und nach Zugabe von H,O (80 mL) werden die organischen Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Der wissrige Riickstand wird mit H,O (250 mL) verdiinnt und mit Et;O (4 X
250 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit S%iger KHSO4-Lsg.
und ges. NaCl-Lsg. (je 50 mL) gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trock-
ne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40cm Kieselgel, Eluent
EtOAc/Hexan 1:2 — 1:1 v/v) ergibt 31 als bernsteinfarbenes Ol, das bei RT langsam kris-

tallisiert.

Ausbeute: 6.49 g (86 %).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.38 (d, J = 7.7 Hz, 3H, CH3), 1.59 (d, J =
3.2Hz, 1H, OH), 2.73 (dq, J = 7.7, 2.9 Hz, 1H, C*H), 4.27 (ddd, J = 4.4, 3.5, 2.8 Hz, 1H,
CPH), 5.59 (d, J = 4.4 Hz, 1H, C'H), 7.34-7.45 (m, 5H, C*"H).

B3C{'"H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.0 (CH3), 43.5 (C*H), 75.9 (CPH),
82.4 (C"H), 126.3, 128.9, 129.0 (C*"H), 133.1 (C*), 178.3 (C=0).

IR (KBr): v [ecm~ 1] =3439 s, 1742 vs, 1499 w, 1459 m, 1417 w, 1386 w, 1325 m, 1272 m,

1238 m, 1217 w, 1192 s, 1115 m, 1079 m, 1044 m, 1022 w, 984 s, 906 w, 818 w, 754 m,
731 m.
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12.1.1.5. (R)-2-((4R,5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-[1,3]dioxolan-4-yl)-
propionsiuremethylester (32) [91: 93]

Eine Losung von 31 (4.70 g, 24.45 mmol) in abs. Acetondimethylacetal (30 mL) und abs.
MeOH (8 mL) wird mit Amberlyst-15® (0.49 g, getrocknet im HV) versetzt und die Reak-
tionsmischung 4.5 d bei RT geriihrt. Die dunkle Mischung wird filtriert und der Filterriick-
stand mit Hexan (500 mL) gewaschen. Das Filtrat wird mit gesittigter NaCl-Lsg. (25 mL)
gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung des
Riickstandes durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan
1:8 v/v) ergibt 32 als gelbes Ol, das nach Trocknung im HV bei RT kristallisiert.

Ausbeute: 5.26 g (81 %).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.28 (d, J = 6.6 Hz, 3H, C*HCHj3), 1.48
(s, 3H, C(CH3),), 1.57 (s, 3H, C(CH3),), 2.68 (m, 1H, C*H), 3.40 (s, 3H, CO,CH3), 4.11
(dd, J = 8.4, 6.0Hz, 1H, CPH), 4.74 (d, J = 8.5 Hz, 1H, C"H), 7.29-7.38 (m, 5H, C*H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 12.9 (C*HCH3), 27.1 (C(CH3),),
27.2 (C(CH3),), 41.4 (C*H), 51.5 (CO,CH3), 81.3 (CPH), 83.2 (CYH), 109.0 (C(CH3),),
127.4, 128.5, 128.6 (C*'H), 137.2 (C*), 173.7 (CO»).

M =264.32 g mol’l Ci5Hy004
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12.1.1.6. (25,35)-2-((4R,5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-[1,3]dioxolan-4-yl)-hex-
5-en-3-ol (34) (%]

o OH M =276.37gmol ' C;7Hp403

Zu einer auf —78°C gekiihlten Losung von 32 (5.60g, 21.19 mmol) in abs. CH;,Cl,
(100 mL) wird innerhalb von 30 min eine Losung von Diisobutylaluminiumhydrid in To-
luol (1.2M, 45mL, 54 mmol, 2.5 Aq.) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 4h bei
—78 °C geriihrt. Durch tropfenweise Zugabe von abs. MeOH (20 mL) innerhalb von 20 min
wird die Reaktion beendet. Die Losung wird auf RT erwarmt und anschlieBend in 1M
AcOH und Hexan (je 400 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase wird wiederholt mit He-
xan extrahiert (6 x 100 mL). Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-
Lsg. gewaschen, iiber MgSOy getrocknet, durch eine diinne Schicht Celite® (3 x 3 cm)
filtriert und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der nach Trocknung im HV erhaltene Aldehyd
33 wird ohne weitere Reinigung im nachsten Reaktionsschritt eingesetzt.

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Suspension von MgBr; - Et,O (8.21 g, 31.79 mmol, 1.5 Aq.)
in abs. CH,Cl, (40 mL) wird der frisch hergestellte Aldehyd 33 als Losung in abs. CH,Cl,
(20 mL) innerhalb von 10 min zugetropft. Die Mischung wird weitere 10 min geriihrt, wor-
aufhin  Allyl-tri-n-butylzinn (9.75mL, 10.52g, 31.77mmol, 1.5Aq.) innerhalb von
15 min zugetropft wird. Die Reaktionsmischung wird 17 h bei —78 °C geriihrt, dann mit
ges. NaHCOs3-Lsg. (125 mL) versetzt und 1h ohne Kiltebad geriihrt. Die wissrige Mi-
schung wird mit Et;O (1 x 500 mL und 3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte
werden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne
eingeengt. Reinigung des Riickstandes durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40 cm Kiesel-
gel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4 v/v) und nachfolgende griindliche Trocknung im HV ergibt
34 als hellgelbes Ol.

Ausbeute: 4.55 g (78 %).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.08 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.50 (s,
3H, C(CH3),), 1.58 (s, 3H, C(CH3),), 1.78 (ddq, J = 7.1, 5.8, 2.0Hz, 1H, CHCH3), 2.12
(m, 1H, CHAHBCH=CH,), 2.26 (m, 1H, CH*H2CH=CH,), 2.33 (br m, 1H, OH), 3.60 (m,
1H, CHOH), 4.11 (dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1H, C*H), 4.79 (d, J = 9.0 Hz, 1H, C7'H), 4.96-5.03
(m, 2H, CH=CH,), 5.71 (dddd, J = 17.1, 10.1, 7.2, 7.1 Hz, 1H, CH=CH,), 7.29-7.38 (m,
SH, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 10.7 (CHCH3), 27.1 (C(CH3),), 27.2
(C(CH3),), 36.2 (CHCH3), 39.5 (CH,CH=CH,), 73.6 (CHOH), 80.0 (C*H), 82.7 (C¥'H),
108.8 (C(CHj3),), 117.8 (CH=CH,), 126.8, 128.4, 128.6 (C*“"H), 134.8 (CH=CH,), 137.6
(C).
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IR (Film, NaCl): ¥ [cm~!] = 3466 br m, 3071 w, 2983 s, 2933 m, 1640 w, 1496 w, 1455 m,
1380 s, 1235 vs, 1169 m, 1087 w, 1044 m, 1025 w, 994 w, 914 m, 888 m, 813 w, 756 s,
700 s.

12.1.2. Fragment B

12.1.2.1. 3-Chlor-D-Tyrosinhydrochlorid (49)

P
HO™ ™y 0

IAad Cl

=

4"OH M =252.09gmol~! CoH;;CLLNO;

Eine Suspension von D-Tyrosin (5.00 g, 27.60 mmol) in AcOH p.a. (50 mL) wird 10 min im
Ultraschallbad behandelt.! Die Suspension wird mit einem auf hochste Stufe eingestellten
KPG-Riihrer durchmischt und im Wasserbad (ca. 15 °C) gekiihlt. Innerhalb von 3 min wird
Sulfurylchlorid (2.70 mL, 4.50 g, 33.36 mmol, 1.2 Aq.) als Losung in AcOH (15 mL) zuge-
tropft.” Die Reaktionsmischung erwirmt sich leicht und gegen Ende der Zugabe entsteht
kurzzeitig eine klare Losung. Wenige Minuten spiter fillt ein weisser Feststoff aus und ei-
ne dickfliissige Suspension entsteht. Die Reaktionsmischung wird 90 min bei RT geriihrt,
dann mit Et,O (50 mL) versetzt und anschlieend weitere 15 min geriihrt. Der ausgefallene
Feststoff wird abgesaugt, mit AcOH/Et,O (1:2 v/v) und Et;O (je 100 mL) gewaschen und
3him HV getrocknet. Es werden 6.35 g eines Gemisches erhalten, das aus 5.21 g (75 %)
Monochlorierungsprodukt 49, 0.41 g (5 %) Dichlorierungsprodukt 49a und 0.73 g (0.4 Aq.)
AcOH besteht.

Physikalische Daten von 49:

'H-NMR (500 MHz, D,0): 8 [ppm] = 3.07 (dd, J = 14.8, 7.6 Hz, 1H, CPHAHP), 3.20 (dd,
J =148, 5.6Hz, 1H, CPHAHB), 4.22 (dd, J = 7.8, 5.6 Hz, 1H, C*H), 6.93 (d, J = 8.3 Hz,
1H, CS'H), 7.05 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, C¥H), 7.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, D,0): § [ppm] = 35.1 (CPH,), 54.7 (C*H), 117.7 (CYH), 121.1
(C¥), 127.6 (C¥H), 129.8 (C!"), 131.4 (C*'H), 151.6 (C*), 172.0 (CO,H).

! Erst die Ultraschallbehandlung fiihrt zu einer homogenen Reaktionsmischung. Dadurch wird ein vollstin-
diger Umsatz erreicht. Dieser ist wichtig, da nicht chlorierte Substanz im Verlauf der Folgereaktionen nur
schwer abtrennbar ist.

2 Wird das Chlorierungsmittel zu langsam zugegeben, dann entsteht ebenfalls keine homogene Reaktionsmi-
schung. Ein geringer Uberschuss an Chlorierungsmittel ist unproblematisch, da das Dichlorierungsprodukt

in den Folgeschritten chromatographisch abtrennbar ist.
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12.1.2.2. (R)-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-(3-chlor-4-hydroxyphenyl)-
propionsdure (50)

00O
oo

4"OH

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift

M =315.75gmol~! C4H;gCINOs

7 wird eine Losung von 49 (5.17g,

20.51 mmol; als Gemisch mit 0.41 g [1.43 mmol] Dichlorierungsprodukt 49a und 0.73 g
[8.29 mmol] AcOH) in 1 N wissriger NaOH-Lsg. (62.5 mL) aufgenommen. Die Losung
wird mit fert-Butanol (30 mL) und Boc,0 (5.27 g, 24.15 mmol, 1.1 Aq.) versetzt und iiber
Nacht bei RT geriihrt. Darauthin wird der pH-Wert der Reaktionslosung durch Zugabe
von festem NaOH auf > 10 eingestellt. Nach Extraktion mit Hexan (3 x 30mL) wird
die wissrige Phase mit 5%iger KHSO4-Lsg. angesduert (pH = 2 -3) und mit EtOAc (5 x
50 mL) extrahiert. Die vereinigten EtOAc-Extrakte werden iiber MgSOy4 getrocknet, i. Vak.
zur Trockne eingeengt und im HV getrocknet. Das Rohprodukt 50 (7.00 g, quant. bezogen
auf Mono- und Dichlorierungsprodukt) wird als farbloser, erstarrter Schaum erhalten und

ohne weitere Reinigung im folgenden Reaktionsschritt eingesetzt.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.35/1.43 (2 s, 9H, C(CH3)3), 2.90 (m,
1H, CPHAH®), 3.09 (m, 1H, CPHAH?), 4.55 (m, 1H, C*H), 5.11 (m, 0.7 H, NH), 6.32
(m, 0.3H, NH), 6.91 (d, J = 8.2Hz, 1H, C*H), 6.97 (dd, J = 8.3, 1.5Hz, 1H, COH),
7.13 (br m, 1H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 36.8 (CPH,), 54.3
(C%H), 80.5 (C(CH3)3), 116.4 (CYH), 119.9 (C*), 129.0 (COH), 129.3 (C!"), 130.0 (C¥'H),
150.6 (C*), 155.4 (NCO,), 175.4 (CO,H).

12.1.2.3. (R)-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-(3-chlor-4-methoxyphenyl)-
propionsdauremethylester (51)

(o Nge)
0
SN
: 1" 3 Cl
\@[O/
Eine Losung von 50 (7.00g Rohprodukt, enthdlt 6.47 g (20.5 mmol) 50 und 0.53 g
(1.4 mmol) Dichlorierungsprodukt) in Aceton (220mL) wird mit K,COs (13.31g,

96.3 mmol, 4.4 Aq.) und Dimethylsulfat (5.20 mL, 6.93 g, 54.9 mmol, 2.5 Aq.) versetzt und
die Reaktionsmischung 4 h unter Riickflu} erhitzt. Das Aceton wird i. Vak. entfernt und

M =343.80gmol ! C;¢H»CINOs
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der Riickstand in EtOAc (250 mL) und H,O (250 mL) aufgenommen. Die wissrige Phase
wird abgetrennt und erneut mit EtOAc (2 x 120 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Bei der
Reinigung des Riickstandes durch Flash-Chromatographie (4.5 x 40 cm Kieselgel, Elu-
ent: EtOAc/Hexan 1:4 — 1:2 v/v) wird das dichlorierte Nebenprodukt als Vorfraktion

vollstindig abgetrennt. 51 wird als farbloses, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 7.00 g (99 %).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 2.95 (ddm, J = 14.3,
5.6 Hz, 1H, CPHAH?), 3.06 (ddm, J = 14.3, 5.5 Hz, 1H, CPHAH?), 3.73 (s, 3H, CO,CH3),
3.88 (s, 3H, ArOCHj), 4.53 (m, 1H, C*H), 5.00 (br m, 1H, NH), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
CSH), 6.99 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, C®H), 7.13 (br m, 1H, C2 H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 37.2 (CPH,), 52.3
(CO,CH3), 54.4 (C*H), 56.1 (ArOCH3), 80.0 (C(CH3)3), 112.1 (CYH), 122.3 (C?), 128.5
(COH), 129.1 (C"), 131.1 (C¥H), 154.0 (C*), 155.0 (NCO»), 172.1 (CO,CH,).

12.1.2.4. (R)-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-(3-chlor-4-methoxyphenyl)-
propionsdure (52)

M =329.78 gmol !  C;5HyoCINOs

Zu einer Losung von 51 (6.88 g, 20.0 mmol) in THF (50 mL) und MeOH (50 mL) wird
langsam eine Losung von LiOH - H,O (1.26 g, 30.0 mmol) in H,O (50 mL) gegeben. Die
Reaktionsmischung wird 1h bei RT geriihrt. Dann werden die organischen Losungsmittel
i. Vak. entfernt, der wissrige Riickstand wird mit H,O (50 mL) verdiinnt und mit CH,Cl,
(2 x 20 mL) extrahiert. Die wissrige Phase wird mit 5%iger KHSOy4-Lsg. angesduert (pH
2-3) und mit CH,Cl; (5 x 75 mL) extrahiert. Die organischen Extrakte der sauren Losung
werden iiber MgSOy4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Trocknung im HV
ergibt 52 als farblosen, erstarrten Schaum.

Ausbeute: 6.16 g (93 %).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.31 (s, 3.3H, C(CH3)3), 1.43 (s, 5.7H,
C(CH3)3), 2.85 (ddm, J = 13.3, 8.6 Hz, 0.4H, CPHAH?), 3.00 (ddm, J = 14.0, 6.3 Hz,
0.6H, CPHAHP), 3.13 (m, 1H, CPHAHP), 3.88 (s, 3H, OCH3), 4.37 (m, 0.4H, C*H), 4.57
(m, 0.6H, C*H), 5.00 (br m, 0.6H, NH), 6.70 (br m, 0.4H, NH), 6.86 (d, / = 8.4Hz, 1H,
C¥H), 7.05 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, C°H), 7.19 (m, br, 0.6H, C¥H), 7.24 (br m, 0.4H,
C%H), 9.61 (br's, 1H, CO,H).
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BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3;, TMS): § [ppm] = 28.0/28.3 (C(CH3)3), 36.7/38.2
(CPH,), 53.4/54.3 (C*H), 55.9/56.2 (OCH3), 80.4/81.7 (C(CH3)3), 112.1 (CYH), 122.3
(C?), 128.6 (CYH), 129.0 (C1), 131.1 (C¥H), 154.0 (C*), 155.3/156.5 (NCO,), 175.4/
175.9 (CO,H).

12.1.2.5. (R)-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-(3-chlor-4-methoxyphenyl)-
propionsaure-2,2,2-trichlorethylester (306)

M=461.16gmol~! C;7H,;CI4NOs

Eine Losung von 52 (6.16 g, 18.7 mmol) in abs. CH,Cl, (90 mL) wird mit Pyridin (3.00 mL,
2.95¢g, 37.2mmol, 2.0 Aq.) und 2,2,2-Trichlorethanol (2.70mL, 4.20g, 28.1 mmol,
1.5Aq.) versetzt und die Losung im Eisbad gekiihlt. Eine Losung von DCC (4.05 g,
19.6 mmol, 1.05 Aq.) in abs. CH,Cl, (5 mL) wird langsam zugetropft und die Reaktionsmi-
schung anschlieBend {iber Nacht bei 0 °C geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert
und mit CH,Cl, (4 x 30 mL) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden mit gesittigter
NaCl-Lsg. (50 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.
Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4
v/v) ergibt 9.15 g eines farblosen Feststoffs. Nach Umkristallisation aus Hexan (40 mL)

wird der analysenreine Trichlorethylester 306 in Form farbloser Kristalle erhalten.
Ausbeute: 7.49 g (87 %).
[a]RT =—-10.9 (¢ = 1.04 in CHCl3; Lit.: — 11 (¢ = 1.58 in CHCl3).!""!

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.43 (s, 9H, C(CH3)3), 3.02 (ddm, J = 14.0,
6.6 Hz, 1H, CAHAH®), 3.16 (ddm, J = 14.0, 5.5Hz, 1H, CPHAH?), 3.88 (s, 3H, OCH3),
4.68 (m, 1H, C*H), 4.71 (d, J = 11.9Hz, 1H, CHAH®CCl5), 4.82 (d, J = 11.9Hz, 1H,
CHAH2CCl3), 4.93 (m, 1H, NH), 6.87 (d, J = 8.4Hz, 1H, C’'H), 7.05 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz,
1H, C%H), 7.20 (d, J = 1.9 Hz, 1H, C?H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 36.8 (CPH,), 54.3
(C®H), 56.1 (OCHj3), 74.6 (CH,CCl3), 80.3 (C(CH3)3), 94.3 (CCl3), 112.2 (CH), 122.4
(C¥), 128.5 (COH), 128.6 (C!), 131.1 (C¥ H), 154.2 (C*), 155.0 (NCO,), 170.4 (CO,CH,).
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12.1.2.6. (R)-2-Acryloylamino-3-(3-chlor-4-methoxyphenyl)-propionsdure-
2,2,2-trichlorethylester (299)

0 X
o SO

(S S 3 Cl

hOE

306 (7.43 g, 16.11 mmol) wird in TFA (16 mL) aufgenommen und die Losung 1 h bei RT
geriihrt. Nach Zugabe von Toluol (100 mL) wird die Mischung i. Vak. zur Trockne ein-
geengt. Der Riickstand wird in CH,Cl, (200 mL) geldst, die Losung mit ges. NaHCOs-
Lsg. gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und erneut i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der

M=415.10gmol~! C;5H;5CI4NO4

Riickstand wird im HV getrocknet und anschlieBend in abs. CH,Cl, (100 mL) aufgenom-
men. Die Losung wird im Eisbad gekiihlt und nach Zugabe von Et;N (6.70mL, 4.86 g,
48.04 mmol, 3.0 Aq.) wird Acryloylchlorid (2.00mL, 2.23 g, 24.61 mmol, 1.5 Aq.) lang-
sam zugetropft. Die Reaktionslosung wird iiber Nacht bei 0 °C im abgedunkelten Kolben
geriihrt, dann in EtOAc (500 mL) und 5 %iger wissriger KHSO4-Lsg. (100 mL) aufge-
nommen und in einen Scheidetrichter iiberfiihrt. Eine eventuell auftretende Emulsion wird
durch Zugabe von festem NaCl gebrochen. Die organische Phase wird anschlieBend mit
ges. NaHCOs-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. (je 100 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und i. Vak zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x 30cm
Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 — 1:1 v/v) ergibt 299 als amorphen, hellgelben Fest-
stoff.

Ausbeute: 4.43 g (66 %).
[0]RT = —54.3 (¢ = 1.04 in CHCl3).
HPLC: tg = 28.1 min (Methode 1).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 3.12 (dd, J = 14.2, 6.2 Hz, 1H, CPHAH?),
3.22 (dd, J = 14.3, 5.8 Hz, 1H, CPHAH?), 3.87 (s, 3H, OCH3), 4.73 (d, J = 11.9Hz, 1H,
CHAHZCCl3), 4.81 (d, J = 11.9 Hz, 1H, CHAH®CCls), 5.08 (ddd, J = 7.8, 6.1, 5.9 Hz, 1H,
C*H), 5.71 (dd, J = 10.3, 1.0Hz, 1H, CH=CHy;,4y)), 6.13 (dd, J = 17.0, 10.3 Hz, 1H,
CH=CH,), 6.20 (d, J = 7.7Hz, 1H, NH), 6.30 (dd, J = 17.0, 1.0Hz, 1H, CH=CHy,;s))
6.85 (d, J = 8.4Hz, 1H, CYH), 7.04 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, CYH), 7.19 (d, J = 2.0 Hz,
1H, C¥H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 36.4 (CPH,), 53.1 (C*H), 56.1
(OCHj3), 74.8 (CH,CCl3), 94.2 (CCly), 112.2 (CYH), 122.5 (C¥'), 127.8 (CH=CH,), 128.4
(COH), 128.5 (C"), 129.9 (CH=CH,), 131.1 (C*H), 154.3 (C¥), 165.1 (NC=0), 170.0
(COy).
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IR (KBr): ¥ [cm™']=3277 m, 3060 w, 2951 w, 2840 w, 1761 vs, 1659 vs, 1631 m, 1607 w,
1540 w, 1504 vs, 1442 w, 1409 w, 1375 w, 1282 m, 1259 s, 1120 w, 1066 m, 1024 w, 984 w,
962 w, 894 w, 806 m, 783 w, 719 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 435.9650 435.9647 [Ci5sH 5CI4NO4+Na] ™
m/z= 848.9416 848.9403 [(C;5sH;sCI4NOy),+Na]™

12.1.2.7. (R)-2-Acryloylamino-3-(3-chlor-4-methoxyphenyl)-propionsaure-
methylester (308)

@)

0
o NH
o7

Eine Losung von 49 (5.36 g, 21.26 mmol, das Edukt enthélt dariiber hinaus 7 mol% Dichlo-
rierungsprodukt 49a und 0.5 Aq. AcOH) in wissriger NaOH-Lsg. (115 mL, ¢ = 2M nach
Ablauf aller Reaktionen)® wird bei 0 °C tropfenweise mit Acryloylchlorid (17.3mL, 19.3 g,
213 mmol, 10 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei RT geriihrt, dann
mit konz. HCI angesduert und mit EtOAc (4 x 200 mL) extrahiert. Die Extrakte werden

X

M =297.73gmol~! C4H,CINO4

tiber MgSO, getrocknet, i. Vak. zur Trockne eingeengt und mit Toluol coevaporiert. Der
Riickstand wird in EtOAc aufgenommen und durch eine Kieselgelschicht (4 x 15cm) fil-
triert. Die Elution erfolgt mit 650 mL EtOAc, wobei die ersten 100 mL des Filtrates als
Vorfraktion verworfen werden. Das restliche Filtrat wird mit einer Spatelspitze Phenothia-
zin versetzt und unter Lichtausschluss zur Trockne eingeengt. Das nach Trocknung im HV
erhaltene Rohprodukt 307 wird in Aceton (100 mL) aufgenommen, mit K,CO3; (11.4 g,
82.5 mmol) und Me,SOy4 (7.8 mL, 10.4 g, 82.4 mmol) versetzt und die Reaktionsmischung
4 h unter RiickfluB und Lichtausschluss erhitzt. Das enthaltene Aceton wird i. Vak. entfernt,
der Riickstand in H,O und EtOAc (je 250 mL) aufgenommen und in einen Scheidetrichter
tiberfiihrt. Die wissrige Phase wird mit EtOAc (2 x 250 mL) extrahiert, die organischen
Phasen werden vereinigt, mit gesittigter NaCl-Lsg. gewaschen, iiber MgSQ,4 getrocknet
und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Die Reinigung erfolgt durch Flash-Chromatographie
(4 x 30cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v + 1 % AcOH). Nach Coevaporation
mit Toluol wird der 6lige Riickstand (4.94 g) aus EtOAc/Hexan kristallisiert. Reines 308
wird in Form farbloser Kristalle erhalten.

3 Zur Berechnung der Endkonzentration von NaOH miissen alle in der Reaktionsmischung ablaufenden Neu-
tralisationsreaktionen durch enthaltene und entstehende Séuren beriicksichtigt werden. In die Berechnung
flieBen ein: Mono- und dichloriertes Edukt, die restliche enthaltene Essigsdure, freigesetzte tiberschiissige
Acrylsdure und entstehende HCI. Die NaOH-Menge wird entsprechend bemessen.
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Ausbeute: 3.92 g (62 % ausgehend von 49).
Schmp.: 104 - 105 °C.
[a]RT = —144.9 (c = 0.41 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 3.07 (dd, J = 14.1, 5.2 Hz, 1H, CPHAH?),
3.14 (dd, J = 14.0, 5.8 Hz, 1H, CPHAHP), 3.76 (s, 3H, CO,CH3), 3.88 (s, 3H, OCH3), 4.93
(ddd, J =7.5, 5.6, 5.5Hz, 1H, C*H), 5.71 (dd, J = 10.4, 0.9 Hz, IH, CH=CHy;/,415)), 6.05
(d, J = 7.1Hz, 1H, NH), 6.12 (dd, J = 17.0, 10.3 Hz, 1H, CH=CH,), 6.31 (dd, J = 17.0,
0.9 Hz, 1H, CH=CHj ), 6.84 (d, J = 8.4Hz, 1H, CSH), 6.95 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H,
CH), 7.09 (d, J = 2.0Hz, 1H, C*H).

IR (KBr): ¥ [em~!]1=3300s, 3106 w, 3067 w, 3005 w, 2951 w, 2840 w, 1739 vs, 1656 vs,
1627 s, 1550 s, 1506 s, 1455 w, 1434 w, 1415 m, 1288 s, 1243 s, 1184 w, 1167 w, 1146 w,
1108 w, 1065 s, 1021 m, 995 m, 978 m, 930 w, 895 w, 834 w, 813 s, 755 w.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 319.9 [M+Na] " (berechnet fiir [C14H;cCINO4+Na]":
320.1), 616.6 [2M+Na]™ (berechnet fiir [(C4H;¢CINO4),+Na]™: 617.1).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 332.1 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C14H;sCINO4+Cl]:
332.0).

12.1.2.8. (R)-2-Acryloylamino-3-(3-chlor-4-methoxyphenyl)-propionsaure
(309)

o)
0N
HO)JVNH

1 3 Cl

\

e

470 M =283.71gmol~! C;3H4CINO,

Eine Losung von 308 (2.35 g, 7.89 mmol) in einem Gemisch aus THF, MeOH und H,O
(1:1:1 v/v/v, 75 mL) wird mit LiOH - H,O (0.36 g, 8.58 mmol, 1.1 Aq.) versetzt. Die Reak-
tionsmischung wird 4 h im Dunkeln bei RT geriihrt. Die organischen Losungsmittel wer-
den i. Vak. entfernt (Badtemperatur < 30 °C), der wissrige Riickstand wird mit 5%iger
KHSOy4-Lsg. angesiuert (pH 2-3) und mit CH,Cl, extrahiert (4 x 40 mL). Die organischen
Extrakte werden tiber MgSO, getrocknet und unter Lichtausschluss i. Vak. zur Trockne

eingeengt. Nach Trocknung im HV wird 309 als farbloser, fester Schaum erhalten.
Ausbeute: 2.25 g (quant.).

'"H-NMR (500 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 3.09 (dd, J = 14.1, 5.5Hz, 1H, CPHAH?),
3.20 (dd, J = 14.1, 5.5Hz, 1H, CPHAHP), 3.85 (s, 3H, OCH3), 4.91 (ddd, J = 7.1, 5.7,
5.7Hz, 1H, C*H), 5.72 (dm, J = 10.8 Hz, IH, CH=CHy;4)), 6.12 (dd, J = 17.0, 10.4 Hz,
IH, CH=CH,), 6.29 (dm, J = 17.1 Hz, 1H, CH=CH, (), 6.38 (br m, 1H, NH), 6.83 (d,
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J =8.5Hz, 1H, CYH), 7.01 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H, C®H), 7.16 (d, J = 2.0 Hz, 1H, C*H),
9.1 (brs, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 36.2 (CPH,), 53.4 (C*H), 56.1
(OCH3), 112.2 (CYH), 122.3 (C¥), 128.2 (CH=CH,), 128.7 (C®H u. C!), 129.8 (CH=
CH,), 131.1 (C?'H), 154.2 (C¥), 165.9 (NC=0), 173.9 (CO,H).

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z =283.8 [M+H] " (berechnet fiir [C{3H;5sCINO4]": 284.1),
305.8 [M+Na]* (berechnet fiir [C;3H;4CINO4+Na]": 306.1).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z =281.8 [M-H]~ (berechnet fiir [C13H3CINO4] : 282.1),
564.7 [2M-H]~ (berechnet fiir [(C;3H4CINO4),—H]: 656.1).

12.1.3. Fragment D

12.1.3.1. (S)-2-Hydroxy-4-methylpentansdure (L-Leucinsdure) (310)

o)

Hoi?/OH
M=132.16gmol~! CgH;»03

Zu einer eisgekiihlten Losung von L-Leucin (8.00 g, 61.0 mmol) in 0.5 M wissriger HySO4
(125 mL) wird langsam eine Losung von NaNO; (6.31 g, 91.5 mmol) in H,O (25 mL) zu-
getropft. Wihrend der Reaktion entstehende nitrose Gase werden abgeleitet. Die Reakti-
onslosung wird 1 h im Eisbad und anschliefend iiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Extrak-
tion mit Et;O (5 x 100 mL) werden die vereinigten organischen Extrakte iiber MgSO4
getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Kristallisation des oligen Riickstandes aus
Hexan/Et,O (42 mL, 20:1 v/v) ergibt L-Leucinsdure (310) in Form farbloser, nadelformiger
Kristalle.

Ausbeute: 5.54 g (69 %).

Schmp.: 78 —80 °C; Lit.: 7981 °C (Hexan/Et,0).314]

[a]RT" = ~9.5 (c = 1.01 in CHCl5).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 0.97 (br m, 3H, C%H3), 0.98 (br m, 3H,
C%H3), 1.61-1.65 (m, 2H, CPH,), 1.91 (m, 1H, C"H), 4.30 (dd, J = 8.4, 5.0 Hz, 1H, C*H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 21.4 (C®H3), 23.2 (C%H3), 24.5
(C"H), 43.2 (CPH,), 68.9 (C*H), 180.5 (CO,H).

IR (KBr): v [ecm~ 1] =34255, 2959 s, 1715 vs, 1469 w, 1391 w, 1363 w, 1279 s, 1227 m,
1171 w, 1139 m, 1078 s, 991 w, 899 s, 849 w, 822 w, 725 w, 688 m.
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12.1.3.2. tert-Butyldimethylsilyloxy-(2S)-4-methyl-2-tert-butyldimethyl-
silyloxypentanoat (311)

>LSi/ i 0./
/O \/‘Sl\\
M =360.68 gmol ™! C;gH4903Si,

L-Leucinsiure 310 (7.51 g, 57.2 mmol) und TBS-CI (18.12 g, 120.2 mmol, 2.1 Aq.) werden
in abs. DMF ((35mL) aufgenommen. Nach Zugabe von Imidazol (15.98¢g,
234.7mmol, 4.1 Aq.) wird das Reaktionsgemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Die Mi-
schung wird in H,O (400 mL) gegossen und mit Hexan (5 x 200 mL) extrahiert. Die
organischen Extrakte werden mit ges. NaHCO3-Lsg. (100 mL) gewaschen, tiber MgSO4
getrocknet und zur Trockne eingeengt. Nach Destillation des Riickstandes i. Vak. wird 311
als klares, farb- und geruchloses Ol erhalten.

Ausbeute: 19.23 g (94 %).

Sdp.: 83 -85 °C (0.20 mbar).

[a]RT = ~33.9 (¢ = 1.48 in CHCl3).

"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.05 (s, 3H, SiCH3, Ether), 0.08 (s, 3H,
SiCH3, Ether), 0.27 (s, 3H, SiCH3, Ester), 0.28 (s, 3H, SiCHj3, Ester), 0.89-0.95 (m, 24H,
CH(CH3), u. 2 x SiC(CH3)3), 1.45 (ddd, J = 13.5, 8.7, 4.6 Hz, 1H, CPHAHP), 1.63 (ddd,
J =13.5, 8.2, 5.1 Hz, 1H, CPHAH?), 1.80 (m, 1H, CYH), 4.16 (dd, J = 8.2, 4.5Hz, 1H,
C*H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = —5.4 (SiCH3;, Ether), —4.9 (SiCH3,
Ester), —4.8 (SiCH3, Ester), —4.7 (SiCHj3, Ether), 17.7 (CO,SiC(CH3)3), 18.3 (C*H-OSi-
C(CH3)3), 21.9 (C"H), 23.4 (CH(CH3),), 24.3 (CH(CH3),), 25.6 (SiC(CH3)3), 25.8 (SiC-
(CH3)3), 44.3 (CPH,), 71.6 (C*H), 174.5 (CO»).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] = 2956 s, 2932 s, 2898 m, 2860 s, 1740 s, 1717 m, 1472 m,
1389 w, 1363 w, 1296 m, 1256 s, 1202 m, 1150 s, 1113 m, 1006 w, 939 w, 910 w, 839 s,
825s, 811 m, 791 m, 778 m.

MS (CI, Isobutan): m/z (%) = 115 (13), 133 (13), 147 (63), 171 (6), 189 (21), 201 (35),
247 (10), 275 (14), 303 (100), 345 (14), 361 (25) [M+H]™ (berechnet fiir [C1gH4;03Si2]™:
361.3).
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12.1.3.3. (S)-2-Allyloxy-4-methylpentansaureallylester (318)

o)

M=21229gmol~' CjyHy0;

n-Butyllithium (1.6 M Lésung in Hexan, 70 mL, 112 mmol, 2.2 Aq.) wird tropfenweise
bei RT zu abs. DMSO (100 mL) gegeben. Zu der frisch bereiteten Dimsyllithium-Lsung
wird innerhalb von 30 min eine Losung von L-Leucinsdure (310, 6.70 g, 50.7 mmol) in abs.
DMSO (50 mL) getropft. Nach zweistiindigem Riihren bei RT wird die Reaktionslosung
im Kaltwasserbad (10— 15 °C) gekiihlt und innerhalb von 10 min tropfenweise mit Allyl-
bromid (10.70 mL, 15.30 g, 126.5 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wird iiber Nacht
bei RT geriihrt, dann in H,O (500 mL) gegossen und mit Et;O (3 x 200 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Extrakte werden mit H,O und ges. NaCl-Lsg. (je 50 mL) ge-
waschen und iiber MgSO, getrocknet. Alle leichtfliichtigen Bestandteile werden i. Vak.
entfernt und der Riickstand wird im Wasserstrahlvakuum destilliert. 318 wird als farbloses
Ol erhalten.

Ausbeute: 9.17 g (85 %).
Sdp.: 106 —108 °C (15 mbar).
[a]RT = ~70.5 (c = 1.44 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHj3), 0.94 (d,
J = 6.9Hz, 3H, CH3), 1.52 (ddd, J = 13.7, 8.9, 4.4Hz, 1H, CPHAH?P), 1.71 (ddd, J =
14.0, 9.3, 5.2Hz, 1H, CPHAH?), 1.84 (m, 1H, C'H), 3.89 (ddm, J = 12.4, 6.2 Hz, 1H,
CHAHBCH=CH,, Ether), 3.96 (dd, J = 9.4, 4.3 Hz, 1H, C*H), 4.16 (ddm, J = 12.4, 5.5 Hz,
1H, CHAHPCH=CH,, Ether), 4.61-4.68 (m, 2H, CO,CH>), 5.19 (dm, J = 10.3Hz, 1H,
CH=CH,(1/4ns))> 526 (dm, J = 10.6 Hz, 1H, CH=CH,;,45))> 5.29 (dm, J = 17.4Hz, 1H,
CH=CH,(.4)). 5.34 (dm, J = 17.2 Hz, 1H, CH=CHy(5)), 5.87-5.97 (m, 2H, 2 x CH=CH),).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 21.7 (C'H), 23.1 (CH(CH3),), 24.5
(CH(CHj3)»), 41.9 (CPH,), 65.3 (CO,CH,), 71.4 (CH,CH=CH,, Ether), 76.7 (C*H), 117.8
(CH=CHj,, Ester), 118.3 (CH=CH,, Ether), 131.9 (CH=CH,, Ester), 134.1 (CH=CH,,
Ether), 173.1 (CO»).

IR (Film, NaCl): v [ecm~ '] =3084 w, 2958 s, 2872 m, 1751 vs, 1649 w, 1469 m, 1426 w,
1386 w, 1369 w, 1343 w, 1273 m, 1247 m, 1187 m, 1142 s, 1103 m, 1038 w, 990 m, 927 m.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 213.0 [M+H]" (berechnet fiir [C{oH>;O3]": 213.1),
235.1 [M+Na]™ (berechnet fiir [C{2H2003+Na]™: 235.1).
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12.1.3.4. (S)-2-Allyloxy-4-methylpentansadure (319)

o}

O
M=17222gmol~! C9oH;503

318 (9.00 g, 42.4 mmol) wird in einem Gemisch aus THF, H,O und MeOH (110 mL, 5:5:1
v/vIv) aufgenommen und mit LiOH - H,O (4.45 g, 106.1 mmol, 2.5 Aq.) versetzt. Die an-
fanglich heterogene Reaktionsmischung wird 2h bei RT geriihrt. Es entsteht eine klare
Losung, die i. Vak. auf ein Volumen von ca. 50 mL konzentriert, mit ges. NaHCOs3-Lsg.
(50 mL) verdiinnt und mit Et,O (2 x 50 mL) extrahiert wird. Die wissrige Phase wird mit
verd. HCI angesduert (pH < 2) und mit EtOAc (3 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten
EtOAc-Extrakte werden iiber MgSQO,4 getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Trocknung i. Vak. (7 mbar, 40 °C 30 min) ergibt analysenreines 319 als farbloses Ol. Um
Wasserspuren zu entfernen, kann die Substanz zusitzlich durch Destillation gereinigt wer-

den.

Ausbeute: 7.25 g (99 %); 6.27 g (86 %) nach Destillation.
Sdp.: 133 —135 °C (25 mbar).

[a]RT = —64.0 (c = 2.49 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 0.94 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3), 0.95 (d,
J = 6.9Hz, 3H, CH3), 1.57 (ddd, J = 13.7, 8.9, 4.0Hz, 1H, CPHAH?), 1.74 (ddd, J =
13.9, 9.2, 5.2 Hz, 1H, CPHAH®), 1.88 (m, 1H, CH), 3.94 (ddm, J = 12.6, 6.3Hz, 1H,
CHAHPCH=CH,), 3.98 (dd, J = 9.5, 4.0Hz, 1H, C*H), 4.20 (ddm, J = 12.4, 5.2 Hz, 1H,
CH*HPCH=CH,), 5.23 (dm, J = 10.3Hz, 1H, CH=CH,,s)). 5.31 (dm, J = 17.1 Hz, 1H,
CH=CHj5)), 5.92 (ddm, J = 17.0, 10.7 Hz, 1H, CH=CH,), 10.8 (br s, 1H, COH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 21.6 (C"H), 23.1 CH(CH3),), 24.5
(CH(CHs),), 41.7 (CPH,), 71.7 (CH,CH=CH,), 76.2 (C*H), 118.3 (CH=CH,), 133.7
(CH=CH,), 179.2 (CO,H).

IR (Film, NaCl): ¥ [cm~'] = 2959 s, 2872 w, 1721 vs, 1469 m, 1425 w, 1388 w, 1369 w,
1273 w, 1242 w, 1132 m, 1101 m, 1034 w, 990 w, 927 m.

MS (EL 70 eV): m/z (%) = 41.0 (100), 43.0 (20), 55.0 (7), 57.1 (39), 69.1 (10), 73.0 (20),
85.0 (43), 127.1 (34), 172.1 (0.001) [M]*" (berechnet fiir [CoH;603]"": 172.1).
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12.1.4. Verkniipfung der Fragmente A, B und D

12.1.4.1. AD-Segment (314)

(6)
X M =504.77 gmol~!  Cy9Hyg05Si

Eine Losung von 311 (2.55g, 7.07 mmol, 2.0 Aq.) und abs. DMF (8 Tropfen) in abs.
CH,Cl, (10mL) wird bei 0°C tropfenweise mit Oxalylchlorid (0.68 mL, 1.00g,
7.91 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wird 3.5 h bei RT geriihrt, dann i. Vak. zur Trock-
ne eingeengt und getrocknet (7 mbar, 30 °C, 15 min). Das so erhaltene Saurechlorid 312

wird ohne weitere Reinigung in der Folgereaktion eingesetzt.

Eine im Eisbad gekiihlte Losung von 34 (0.87 g, 3.15mmol, 1.0 Aq.) in abs. CH,Cl,
(10mL) wird mit EtzN (0.99mL, 0.72 g, 7.10 mmol, 2.25 Aq.) und einer Losung von
4-DMAP (0.86 g, 7.04 mmol, 2.2 Aq.) in CH,Cl, (5 mL) versetzt. Das frisch bereitete Siu-
rechlorid 312 wird als Losung in abs. CH,Cl, (10 mL) langsam zugetropft und die Reakti-
onsmischung bei 0 °C geriihrt. Nach 1 h zeigt eine DC-Kontrolle (EtOAc/Hexan 1:10 v/v)
den vollstindigen Umsatz von 34. Das Reaktionsgemisch wird darauthin in ges. NaHCOs-
Lsg. (50 mL) gegossen und mit Et;O (1 x 75 mL und 3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinig-
ten Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. (50 mL) gewaschen, iiber MgSQO,4 getrocknet und
i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Reinigung durch Flash-Chromatographie (EtOAc/PE
1:20 v/v) und Trocknung im HV wird 314 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.64 g (97 %).

[a]’T =—10.3 (¢ = 0.91 in CHCl3).

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.01 (s, 3H, uD-SiCHj3), 0.04 (s, 3H, uD-
SiCH3), 0.85-0.94 (m, 15H, uD-SiC(CH3)3 u. uD-C®H3), 1.08 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—
CHCHz), 1.39 (ddd, J = 13.6, 9.1, 4.1 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (s, 3H, uA—C(CHz),),
1.52 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.57 (ddd, J = 13.6, 9.0, 4.5 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.75 (m,
1H, uA-CHCH3), 1.91 (m, 1H, uD-C"H), 2.16-2.25 (m, 2H, uA—-CH,CH=CH,), 3.82 (dm,
J = 8.7Hz, 1H, uA—-CH,CH-0), 4.11 (dd, J = 9.1, 40Hz, 1H, uA—-C*H), 471 (d, J =
8.7 Hz, 1H, uA—C% H), 4.82-4.97 (m, 3H, uA—-CH=CH, u. uD-C*H), 5.50 (dddd, J = 17.0,
10.3, 7.3, 6.7Hz, 1H, uA-CH=CH,), 7.27-7.29 (m, 5H, C*"H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =—5.4 (uD-SiCH3), —4.7 (uD-SiCH3),
9.5 (WA—-CHCH3), 18.3 (uD-SiC(CH3)3), 21.5 (uD-C®Hj3), 23.5 (uD-C%H3), 24.1 (uD-
CYH), 25.8 (uD-SiC(CH3)3), 27.1, 27.2 (uA-C(CH3),), 35.2 (uA-CH,CH=CH,), 36.1
(uUA—-CHCH3), 44.1 (uD-CPH,), 70.6 (uA—CH,CH-0), 74.7 (uD-C%H), 80.7 (uA—C*H),
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82.5 (WA—C5'H), 108.9 (uA—C(CH3),), 117.7 (CH=CH,), 126.9, 128.4, 128.7 (uA—C*H),
133.5 (uUA—CH= CHy), 137.9 (uA-C%"), 173.6 (uD-CO,).

IR (Film, NaCl): v [cm_l] = 2956 vs, 2932 s, 1752 s, 1644 w, 1470 m, 1370 m, 1251 s,
1147 s, 1113 w, 1045 w, 1027 w, 910 w, 887 w, 838 s, 811 w, 778 m, 756 m, 700 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 5273162 527.3163 [CyoHygOsSi+Na]*

12.1.4.2. H-uA[Acetonid]-uB-TCE (316)

WO
©/ 0 OH HNI\UG
070 o7
cl
“Eo

cl M =663.41 gmol~!  C3yH35CI4NO;

Zu einer Losung von 299 (2.50 g, 6.02 mmol) in CH,Cl, (40 mL) werden unter Argonat-
mosphire nacheinander Grubbs-II-Katalysator 313 (260 mg, 0.306 mmol, 5 mol%) und
Homoallylalkohol 34 (2.00 g, 7.24 mmol, 1.2 Aq.) als Losungen in CH,Cl, (je 10mL)
gegeben. Die Reaktionslosung wird iiber Nacht im abgedunkelten Kolben unter Riick-
fluf} erhitzt und anschlieBend i. Vak. zur Trockne eingeengt (Badtemperatur < 30 °C).
Der Riickstand wird direkt auf eine Chromatographiesdule aufgetragen und durch Flash-
Chromatographie gereinigt (4.5 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 — 1:1 v/v).
Nach Trocknung im HV wird 316 als hellbrauner, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 3.41 g (85 %).
[a]RT = —43.5 (¢ = 1.03 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 1.07 (d, J = 7.1 Hz, 3H, uA-CZHCHj),
1.49 (s, 3H, uA-C(CH3),), 1.50 (s, 3H, uA—C(CHs3),), 1.78 (m, 1H, uA-C&H), 2.23-
2.34 (m, 2H, uA-C"H,), 2.59 (br m, 1H, uA-OH), 3.08 (dd, J = 14.3, 6.2Hz, 1H, uB-
CPHAHE), 3.18 (dd, J = 14.2, 5.9 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.69 (br m, 1H, uA-C®H), 3.86
(s, 3H, uB-OCH3), 4.05 (dd, J = 9.0, 2.1Hz, 1H, uA-C%H), 4.72 (d, J = 11.9Hz, 1H,
uB-CHAHACCl3), 4.77 (d, J = 8.8Hz, 1H, uA-C"H), 4.84 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-
CHAHBCCl3), 5.00 (ddd, J = 7.4, 6.1, 6.1 Hz, 1H, uB-C*H), 5.63 (dm, J = 15.4 Hz, 1H,
uA-C%H), 5.93 (d, J = 7.7Hz, 1H, uB-NH), 6.77 (ddd, J = 15.1, 7.6, 7.4 Hz, 1H, uA—
CPH), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C¥H), 7.02 (dd, J = 8.2, 2.0Hz, 1H, uB-C®H), 7.16
(d, J =2.0Hz, 1H, uB-C?H), 7.28-7.38 (m, 5H, uA-C* H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 10.8 (uA—CEHCHj3), 27.0 (uA—C-
(CH3)»), 27.2 (uA—C(CH3),), 36.4 (WUA—CEH), 36.5 (uA—CH,), 37.5 (uB—CPH,), 53.1
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(UB—C*H), 56.1 (uB—OCHj3), 73.5 (WUA—C%H), 74.7 (uB—CH,CCl3), 79.9 (WUA—C"H), 82.7
(UA—CSH), 94.2 (uB-CCl3), 109.0 (uA—C(CH3),), 112.2 (uB-C H), 122.5 (uB-C?'), 125.0
(UA—C%H), 126.9 (uA-C“"H), 128.5 (uB—C®H u. uA—C“’H), 128.7 (uB~C!'u. uA—C“H),
131.1 (uB—C?H), 137.5 (uUA—C"), 142.4 (WUA-CPH), 154.3 (uB-C*), 165.1 (uUA-C=0),
170.2 (uB-CO»).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 684.1062 684.1060 [C30H35C14NO7+Na]+
m/z= 13452226 1345.2228 [(C30H35CI4NO7),+Na]™

12.1.4.3. TBS-uD-uA[Acetonid]-uB-TCE (315)

cl M =891.82gmol~!  CyHs59Cl4NOoSi

Methode A:

Eine Losung von 311 (1.14 g, 3.16 mmol, 2.1 Aq.) und abs. DMF (8 Tropfen) in abs.
CH,Cl, (10mL) wird bei 0°C tropfenweise mit Oxalylchlorid (0.63 mL, 0.92 g,
7.22 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wird 3.5 h bei RT geriihrt, dann i. Vak. zur Trock-
ne eingeengt und getrocknet (7 mbar, 30 °C 15 min). Das Sédurechlorid 312 wird ohne wei-

tere Reinigung in der Folgereaktion eingesetzt.

Eine im Eisbad gekiihlte Losung von 316 (1.00g, 1.51 mmol, 1.0Aq.) und 4-DMAP
(0.39 g, 3.19 mmol, 2.1 Aq.) in abs. CH,Cl, (10mL) wird mit EtzN (0.46mL, 0.33 g,
3.30 mmol, 2.2 Aq.) versetzt. Das frisch bereitete Séurechlorid 312 wird als Losung in abs.
CH,Cl; (5 mL) langsam zugetropft und die Reaktionsmischung 1 h bei 0 °C geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wird in ges. NaHCOj3-Lsg. (50 mL) gegossen und mit Et;O (1 x 75 mL
und 3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. (25 mL)
gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Reinigung
durch Flash-Chromatographie (EtOAc/Hexan 1:4 v/v) und Trocknung im HV wird 315 als
farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.01 g (75 %).
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Methode B:

Zu einer Losung von 299 (1.10 g, 2.65 mmol) in CH,Cl, (13 mL) werden unter Argonat-
mosphire nacheinander Grubbs-II-Katalysator 313 (112 mg, 0.13 mmol, 5 mol%) und AB-
Segment 314 (1.67 g, 3.31 mmol, 1.25 Aq.) als Losungen in CH»Cl, (je 6 mL) gegeben. Die
Reaktionslosung wird iiber Nacht (16 h) im abgedunkelten Kolben unter Riickflu} erhitzt
und anschlieBend i. Vak. zur Trockne eingeengt (Badtemperatur < 30 °C). Der Riickstand
wird direkt auf eine Chromatographiesdule aufgetragen und durch Flash-Chromatographie
gereinigt (4.5 x 35 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4 v/v). Nach Trocknung im HV
wird 315 als hellbrauner, fester Schaum erhalten.

Ausbeute: 1.63 g (69 %).

[a]fl =-35.9 (¢ = 1.05 in CHCLy).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = —0.01, 0.02 (2 x s, je 3H, uD-SiCH3),
0.85-0.91 (m, 15H, uD-SiC(CH3)3, 2 x uD-C%H3), 1.09 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—C¢HCHj),
1.39 (ddd, J = 13.4, 9.3, 3.9 Hz, 1H, uD-CPHAHP), 1.46 (s, 3H, uA—C(CHz),), 1.52 (s,
3H, uA—C(CH3),), 1.59 (ddd, J = 13.5, 9.3, 4.5 Hz, 1H, uD-CPHAHP), 1.76 (m, 1H, uA—
C%H), 1.92 (m, 1H, uD-C"H), 2.30-2.40 (m, 2H, uA—-C"H,), 3.13 (dd, J = 14.3, 5.7 Hz,
1H, uB-CAHAH?), 3.20 (dd, J = 14.3, 5.9 Hz, 1H, uB-CPHAHP), 3.85 (dm, J =8.9 Hz, 1H,
uA—C%H), 3.88 (s, 3H, uB—-OCH3), 4.14 (dd, J = 9.3, 3.8 Hz, 1H, uA—C%H), 4.73 (d, J =
8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.75 (d, J = 11.9 Hz, 1H, uB-CH*H?CCl3), 4.80 (d, J/ = 11.9Hz,
1H, uB-CH*H®CCl3), 4.95 (m, 1H, uD-C*H), 5.04 (ddd, J = 7.4, 5.9, 5.9Hz, 1H, uB-
C*H), 5.47 (dm, J = 15.3 Hz, 1H, uA-C*H), 5.76 (d, J = 7.6 Hz, 1H, uB-NH), 6.62 (ddd,
J=15.0,7.5,7.3Hz, 1H, uA—-CPH), 6.89 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C H), 7.04 (dd, J = 8.4,
2.0Hz, 1H, uB-C%H), 7.19 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB—C? H), 7.28-7.39 (m, 5H, uA—C“H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = —5.4, —4.7 (uD-SiCH3), 9.5 (uA—
CEHCH3), 18.2 (uD-SiC(CH3)3), 21.5 (uD-C%H3), 23.5 (uD-C?H3), 24.0 (uD-C"H), 25.7
(uD-SiC(CH3)3), 27.1 (uUA-C(CH3),), 27.2 (uUA-C(CH3),), 33.1 (uA—-C"H,), 36.1 (uA—
CfH), 36.5 (uB—CPH,), 44.1 (uD-CPH,), 53.0 (uB-C*H), 56.1 (uB—-OCH3), 70.5 (uA—
C%H), 74.2 (uD-C*H), 74.8 (uB—CH,CCl3), 80.7 (uA-C*H), 82.4 (uA—C"H), 94.2 (uB—
CCl3), 109.0 (uA—C(CH3)), 112.2 (uB-C* H), 122.6 (uB-C?), 125.3 (WUA-C*H), 127.1
(UA—C%H), 128.3 (uB—C®H), 128.5 (uB—-C" u. uA—C*’H), 128.8 (uA—C“"H), 131.0 (uB—
C?H), 137.7 (uA-C"), 140.7 (uUA—CPH), 154.3 (uB-C*), 164.6 (uA—C=0), 170.0 (uB—
COy), 173.7 (uD-COy).

IR (KBr): v [em~!] = 3303 br w, 2955 vs, 2931 s, 2857 w, 1753 vs, 1673 m, 1641 m,
1504 vs, 1463 m, 1371 m, 1259 s, 1147 s, 1066 w, 1026 m, 977 w, 888 w, 837 m, 810 m,
780 m, 757 w, 720 w, 701 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 9122611 912.2605 [C4Hs59Cl4NOgSi+Na]™
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12.1.4.4. AD-Segment (317)

)\/VEOH M =390.51 gmol~!  Ca3H340s

Eine Losung von 314 (1.62 g, 3.21 mmol) in abs. THF (30 mL) wird bei 0 °C tropfenwei-
se mit TBAF-Lsg. (1M in THF, 4.81 mL, 4.81 mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Die Reaktionslo-
sung wird 2.5 h bei RT geriihrt und dann in H,O (100 mL) und Et,O (100 mL) aufgenom-
men. Die wissrige Phase wird mit Et;O (3 x 50 mL) extrahiert, die organischen Phasen
werden vereinigt, mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSQO,4 getrocknet und i. Vak. zur
Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x 30 cm Kieselgel, Eluent:
EtOAc/Cyclohexan 1:4 v/v) ergibt 317 als farbloses, langsam auskristallisierendes Ol.

Ausbeute: 1.03 g (82 %).
[a]RT = ~0.5 (c = 1.00 in CHCl5).

"H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.89-0.93 (m, 6H, uD—C%H3), 1.10 (d, J =
6.9 Hz, 3H, uA—CHCHz), 1.44-1.46 (m, 2H, uD-CPH,), 1.47 (s, 3H, uA—C(CHz),), 1.53
(s, 3H, uA—C(CHj3)»), 1.81-1.91 (m, 2H, uA—CHCHj3 u. uD-C"H), 2.17-2.27 (m, 2H, uA—
CH,CH=CH,), 2.74 (d, J = 5.8 Hz, 1H, OH), 3.86 (dm, J = 8.8 Hz, 1H, uA—-CH,CH-0),
4.08 (m, 1H, uA-C¥H), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C5H), 4.83 (dm, J = 17.1 Hz, 1H,
CH=CH,(.y)), 4.92 (dm, J = 10.1 Hz, 1H, CH=CHy;,4s5)), 4.95 (m, 1H, uD-C*H), 5.48
(ddt, J = 17.0, 9.9, 7.2 Hz, 1H, uA—CH=CH>), 7.30-7.38 (m, 5H, C*“"H).

BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.9 (uA—~CHCH3), 21.4 (uD-C%H3),
23.4 (uUD-C®H3), 24.5 (uD-C"H), 27.1 (uA—C(CHz),), 27.2 (uA-C(CH3),), 35.6 (uA—
CH,CH=CH,), 35.7 (uA—CHCH3), 43.5 (uD-CPH,), 69.2 (uA—-CH,CH-0), 76.1 (uD-
C%H), 80.6 (uA-C¥H), 82.1 (uUA-C* H), 109.0 (uA-C(CH3),), 118.1 (CH=CH,), 126.9,
128.4, 128.7 (UA—C“"H), 133.0 (WUA—CH=CH), 137.7 (uUA—C“"), 175.1 (uD—-CO»).

IR (Film, NaCl): ¥ [em™!'] = 3490 br w, 2983 s, 2956's, 1733 vs, 1643 w, 1496 w, 1456 m,
1270s, 1237 vs, 1171w, 1140 m, 1085 m, 1045 m, 1027 w, 995w, 918 w, 887 w, 7565,
700 s.

MS (ESI, Kationen-Modus): m/z = 413.1 [M+Na]" (berechnet fiir [Co3H3405+Na]™:
413.2).
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12.1.4.5. All-uD-uA[Acetonid]-uB-TCE (320)

M =817.62gmol~!  C3oHyoCI4NOg

Eine Losung von 316 (1.22 g, 1.84 mmol) und 4-DMAP (58 mg, 0.47 mmol, 0.25 Aq.) in
abs. THF (19 mL) wird mit EtzN (0.53 mL, 0.38 g, 3.80 mmol, 2.0 Aq.) und 319 (0.49 g,
2.85mmol, 1.5 Aq.) versetzt. Nach Kiihlung im Eisbad wird 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid
(0.45mL, 0.70 g, 2.88 mmol, 1.5 Aq.) zugetropft und die Reaktionsmischung 1h bei 0°C
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit 10%iger Zitronenséaure (30 mL) versetzt und mit
EtOAc (4 x 30mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit ges. NaHCOs3-Lsg.
und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.
Reinigung durch Flash-Chromatographie (4 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2
v/v) ergibt 320 als weillen, erstarrten Schaum nach Trocknung im HV.

Ausbeute: 1.29 g (86 %).

[a]RT" = —43.6 (c = 1.01 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.90
(d, J = 6.7Hz, 3H, uD-C%H3), 1.09 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCHj3), 1.37 (ddd, J = 13.8,
9.1, 3.9Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.52 (s, 3H, uA—C(CHj3),),
1.62 (ddd, J = 13.8, 9.7, 4.9 Hz, 1H, uD-CPHAHP), 1.79 (m, 1H, uA-C¢H), 1.94 (m, 1H,
uD-C"H), 2.31-2.39 (m, 2H, uA-C"H,), 3.10 (dd, J = 14.2, 5.7Hz, 1H, uB-CPHAH?),
3.17 (dd, J = 14.2, 5.9Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.76 (ddm, J = 12.5, 6.3Hz, 1H, uD-
CHAHECH=CHb), 3.81-3.84 (m, 2H, uA—C%H u. uA-C%H), 3.88 (s, 3H, uB—-OCHj3), 4.05
(ddm, J = 12.5, 5.3 Hz, 1H, uD-CHAHBCH=CH,), 4.71 (d, J = 8.7Hz, 1H, uA-C"H),
4.72 (d, J = 12.0Hz, 1H, uB-CHAH5CCl3), 4.78 (d, J = 11.9 Hz, 1H, uB-CHAHZCCl;),
4.98-5.02 (m, 2H, uD-C*H u. uB-C*H), 5.14 (dm, J = 10.3 Hz, uD-CH=CHy(;4ys))> 522
(dm, J = 17.2 Hz, uD-CH=CHy.y)), 5.48 (dm, J = 15.3Hz, 1H, uA-C*H), 5.78 (d, J =
7.7Hz, 1H, uB-NH), 5.83 (dddd, J =17.2, 10.5, 5.9, 5.3 Hz, 1H, uD-CH=CH)), 6.58 (ddd,
J=149,7.7,72Hz, 1H, uA—-CPH), 6.87 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-C H), 7.01 (dd, J = 8.4,
2.1Hz, 1H, uB-C%H), 7.16 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C>H), 7.30-7.39 (m, 5H, uA-C*H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (1A—CEHCH3), 21.5 (uD-C?%Hj),
23.2 (uD-C%H3), 24.4 (uD-C"H), 27.1 (UA—C(CH3),), 27.2 (uUA—C(CH3),), 33.3 (uA—
C"Hy), 36.3 (UA-C¢H), 36.4 (uB-CPH,), 41.8 (uD-CPH,), 53.0 (uB-C*H), 56.2 (uB-
OCH3), 71.3 (uD—CH,CH=CH,), 74.3 (uD-C*H), 74.8 (uB—CH,CCl3), 76.4 (uA—C®H),
80.6 (uA—C"H), 82.3 (uA—C%H), 94.2 (uB—CCl3), 109.0 (uA—C(CHj3),), 112.2 (uB—C* H),
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117.8 (uD-CH=CH,), 122.5 (uB—C%), 125.4 (uA-C*H), 127.1 (uA-C%"H), 128.3 (uB—
C!), 128.5 (uB-C%H u. uA—C“H), 128.8 (uA—C*H), 131.0 (uB-C? H), 134.0 (uD-CH=
CH,), 137.6 (UA-C%), 140.6 (uUA—CPH), 154.3 (uB-C¥), 164.6 (uA-C=0), 170.0 (uB—
CO»), 172.7 (uD-CO,).

IR (KBr): ¥ [cm™'] =3352 m, 2957 s, 1747 vs, 1681 s, 1643 s, 1606 w, 1504 vs, 1455 m,
1380 s, 1317 w, 1285 m, 1260 m, 1088 w, 1065 w, 1044 w, 1026 m, 989 w, 931 w, 889 w,
814 m, 783 w, 756 m, 719 m, 702 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 838.2062 838.2054 [C39H49CI4N409+N3]+
m/z= 854.1793 854.1793 [C39H49CI4N409+K]+

12.1.4.6. HO-uD-uA[Acetonid]-uB-TCE (241)

0]

L ROT
o o; @E

C' M =777.56gmol~!  C3gHys5CI4NOg

Methode A:

Zu einer im Eisbad gekiihlten Losung des TBS-Esters 315 (2.25 g, 2.52 mmol) in tro-
ckenem MeOH (10 mL) wird festes Cer(IV)ammoniumnitrat (im HV getrocknet, 1.66 g,
3.03mmol, 1.2 Aq.) gegeben und die anfinglich dunkelorange Losung 17 h bei 0°C ge-
riihrt. Die gelbe Reaktionslosung wird mit gesittigter NaHCO3-Lsg. (50 mL) versetzt und
die wissrige Mischung mit EtOAc (4 x 50 mL) extrahiert. Die organischen Extrakte wer-
den iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-
Chromatographie (4 x 30cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 — 2:3 v/v) ermoglicht
die saubere Trennung von Produkt und verbliebenem Edukt. Nach Trocknung im HV wird
241 (1.11 g, 57 %) als farbloser, erstarrter Schaum erhalten. Im Verlauf der Chromatogra-
phie wird als Vorfraktion das nicht umgesetzte Edukt 315 (0.52 g, 23 %) zuriickgewonnen.

Methode B:

Eine Losung des Allylesters 320 (0.640 g, 0.783 mmol) in abs. CH,Cl, (7 mL) wird mit
einer Losung von Pd(PPhs)s (0.452 g, 0.391 mmol, 0.5 Aq.) in CH,Cl, (7mL) versetzt.
Nach Zugabe von fester p-Toluolsulfinsiure (0.245 g, 1.569 mmol, 2.0 Aq.) wird die Re-
aktionsmischung 1h bei RT geriihrt und anschlieBend mit Triethylamin (0.22 mL, 0.16 g,
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1.58 mmol, 2.0 Aq.) versetzt. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt, der Riickstand in
EtOAc/Hexan 1:2 v/v aufgenommen und direkt auf eine Chromatographiesaule aufgetra-
gen. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie (4 x 37 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 1:2 — 1:1 v/v) und Trocknung im HV wird 241 (0.444 g, 73 %) als hellbrauner,
amorpher Feststoff erhalten.

[a]RT = -36.1 (c = 1.00 in CHCI3).

HPLC: tz = 36.1 min (Methode 2).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.93
(d, J = 6.9Hz, 3H, uD-C%Hjy), 1.11 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.43-1.48 (m, 5H,
uD-CPH,, uA—C(CHj3)»), 1.53 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.86 (m, 1H, uA—C¢H), 1.93 (m, 1H,
uD-C"H), 2.31-2.40 (m, 2H, uA—-C"H3), 2.53 (br m, 1H, OH), 3.12 (dd, J = 14.3, 5.9 Hz,
1H, uB-CPHAH?), 3.19 (dd, J = 14.3, 5.9 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.85 (dm, J = 8.8 Hz, 1H,
uA—C%H), 3.87 (s, 3H, uB-OCH3), 4.11 (dd, J = 9.0, 4.6 Hz, 1H, uA—C%H), 4.71 (d, J =
8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.74 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CHAH?CCl3), 4.79 (d, J = 11.9Hz,
1H, uB-CHAH?CCl3), 4.96-5.02 (m, 2H, uB—C*H u. uD-C%*H), 5.43 (dm, J = 15.3 Hz,
1H, uA-C%H), 5.83 (dm, J = 7.2 Hz, 1H, uB-NH), 6.58 (ddd, J = 15.1, 7.5, 7.4 Hz, 1H,
uA-CPH), 6.89 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-C H), 7.04 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, uB-C®H),
7.18 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C?H), 7.31-7.40 (m, 5H, uA-C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.9 (uA—CEHCH3), 21.4 (uD-C®Hj),
23.4 (uD—C%H3), 24.4 (uD-C"H), 27.1 (uUA—C(CH3),), 27.2 (uA—C(CH3),), 33.4 (uA—
C"Hy), 35.6 (WA-C¢H), 36.4 (uB-CPH,), 43.4 (uD-CPH,), 53.1 (uB-C*H), 56.2 (uB-
OCHj), 69.1 (uA—C®H), 74.8 (uB—CH,CCl3), 75.4 (uD-C®H), 80.6 (1A—C H), 82.1 (uA—
C"H), 94.2 (uB-CCls), 109.1 (uUA—C(CH3),), 112.2 (uB-C*H), 122.5 (uB-C?¥), 125.6
(uUA—C%H), 127.1 (uA-C*H), 128.3 (uB—C%H), 128.5 (uB-C""), 128.6 (uUA—C“"H), 128.8
(uUA-C“H), 131.1 (uB-C2'H), 137.5 (uUA-C*"), 140.0 (uA-CPH), 154.3 (uB-C¥), 164.7
(uA—C=0), 170.0 (uUB—C0Oy,), 175.1 (ub-COy).

IR (KBr): v [cm_l] = 3410 br w, 2957 m, 1746 vs, 1674 m, 1638 m, 1504 vs, 1456 m,
1381 m, 1260 s, 1169 s, 1144 s, 1065 s, 1025 m, 889 w, 811 w, 756 w, 719 w, 701 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z=T798.1749 798.1741 [C3¢H4s5CI4;NOg+Na]™
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12.2. Einbau der C-Fragmente und Ringschluss

12.2.1. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
12.2.1.1. AAV-8: Veresterung

Eine Mischung von DAB-Segment 241 (1.0 Aq.), 4-DMAP (0.5 Aq.) und funktionalisierter
B2-Aminosiure (1.5 Aq.) wird mehrere Stunden im HV getrocknet und anschlieBend un-
ter Argonatmosphire in abs. CH,Cl, aufgenommen. Die Losung (0.1 M bezogen auf 241)
wird im Eisbad gekiihlt, tropfenweise mit einer Losung von DCC (1.6 Aq.) in CH,Cl, (1.0-
1.5 M) versetzt und iiber Nacht unter Riihren auf RT erwérmt. Die Reaktionsmischung wird
in ges. NaHCO3-Lsg. (100 mL/mmol 241) filtriert und der Filterriickstand portionsweise
mit Et;O (100 mL/mmol 241) gewaschen. Nach griindlicher Durchmischung und anschlie-
Bender Phasentrennung wird die wissrige Phase mit Et;O (3 x 100 mL/mmol 241) extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lsg. (30 mL/mmol 241)
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt
312a-h wird chromatographisch gereinigt.

12.2.1.2. AAV-9: Makrolactamisierung

Eine Losung des acyclischen Depsipeptids 312a-h (1.0 Ag.) in abs. DMF (30 mL/mmol)
wird mit Piperidin (5.0 Aq.) versetzt und iiber Nacht unter Argonatmosphire im abge-
dunkelten Reaktionsgefdl3 geriihrt. Die Reaktionslosung wird mit EtOAc (300 mL/mmol)
verdiinnt, mit HyO (400 mL/mmol) gewaschen und die wissrige Phase mit EtOAc (3 X
200 mL/mmol) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lsg.
(100 mL/mmol) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.
Nach kurzer Trocknung im HV wird das Rohprodukt 322a-h durch Flash- oder Séulen-

chromatographie gereinigt.
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12.2.2. Esterfunktionalisierte Seitenketten

12.2.2.1. seco-uA[Acetonid]-uC[(R)-CH,CO,All]-Cryptophycin-1 (321a)

o)
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/kj[o o;\o\@:o/
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O M =1168.97 gmol~!  CsoHgsCl4N2014

Die Ester-Synthese erfolgt gemill AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (199 mg,
0.256 mmol) und Carbonsiure 248b (115 mg, 0.281 mmol). Nach der Reinigung durch
Flash-Chromatographie (2 x 38 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:3 — 1:2 v/v) und
Trocknung im HV wird 321a als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 272 mg (91 %).
[a]RT = —6.7 (c = 1.03 in CHCl5).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.88 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C®Hj3), 0.93
(d, J = 6.9Hz, 3H, uD-C®H3), 1.11 (d, J = 6.9Hz, 3H, uA-CEHCHj3), 1.42-1.55 (m,
7H, uA—C(CH3), u. uD-CPHAH?), 1.63-1.79 (m, 2H, uD-CPHAH? u. uD-CH), 1.90
(m, 1H, uA—C&H), 2.38-2.40 (m, 2H, uA—C"H,), 2.60 (dd, J = 17.2, 6.0Hz, 1H, uC-
CHAHZCO,All), 2.82 (dd, J = 17.2, 8.6 Hz, 1H, u~C-CHA*H?CO,All), 3.04 (dd, J = 14.3,
6.8 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.08 (m, 1H, uC-C*H), 3.16 (dd, J = 14.2, 5.7Hz, 1H, uB-
CPHAH®), 3.49 (ddd, J = 13.8, 5.5, 49Hz, 1H, uC—CH*H5NH), 3.57 (ddd, J = 13.8,
6.6, 6.8 Hz, 1H, uC-CHAH5NH), 3.80-3.87 (m, 4H, uB-OCH3 u. uA—C%H), 4.21 (m,
1H, CHCH,, Fmoc), 4.29-4.38 (m, 2H, CHCH,, Fmoc), 4.55 (dm, J = 5.5Hz, 2H, uC-
CH,>CH=CH,), 4.65 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CH*H?CCls), 4.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H, uA—
C"H), 4.76 (d, J = 11.9 Hz, 1H, uB-CHAH2ZCCls), 4.95 (dd, J = 10.3, 3.3 Hz, 1H, uD-
C%H), 5.00 (m, 1H, uB—C%H), 5.05 (ddm, J = 11.5, 6.4 Hz, 1H, uA-C®H), 5.22 (dm, J =
10.4 Hz, 1H, uC~CH=CHy;4s))- 5.30 (dm, J = 17.4 Hz, 1H, uC-CH=CH,;)), 5.65 (dm,
J =15.6Hz, 1H, uA—C%H), 5.85 (m, 1H, uB-NH), 5.88 (dddd, J = 17.2, 10.8, 5.7, 5.7 Hz,
1H, uC-CH=CH,), 6.58 (ddd, J = 15.4, 7.1, 6.6 Hz, 1H, uA—CPH), 6.81 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
uB-C¥H), 7.03 (dd, J = 8.3, 1.5Hz, 1H, uB-C®H), 7.17 (d, J = 1.6 Hz, 1H, uB-C? H),
7.28-7.40 (m, 9H, uA-C*H, Fmoc-C*H), 7.60 (m, 2H, Fmoc-C*H), 7.75 (d, J = 7.4 Hz,
2H, Fmoc-C*“'H).
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BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (uA-CEHCH3), 21.3 (uD-C%H3),
23.2 (uUD-C®H3), 24.6 (uD-C"H), 27.1 (uA—C(CHz),), 27.2 (uA-C(CH3),), 32.8 (uA—
CYH,), 33.1 (uC—CH,CO,All), 35.9 (uA—CZH), 36.6 (uB-CPH,), 39.2 (uD-CPH,), 42.0
(uC—CH,NH), 42.4 (uC-C%*H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 53.2 (uB—C%*H), 56.1 (uB—-OCH3),
65.6 (uC—CH,>CH= CH,), 66.9 (CHCH,, Fmoc), 71.6 (uD-C%H), 74.6 (uB—-CH,CCl3),
75.6 (uUA-C®H), 80.4 (uUA—C"H), 82.1 (uA-C*H), 94.3 (uB—CCl3), 109.0 (uA—C(CH3),),
112.1 (uB-C¥H), 118.6 (uWC—CH=CHy,), 119.9 (C*, FmocH), 122.2 (uB-C?"), 125.2 (C“’H,
Fmoc), 125.7 (uA-C%H), 126.8, 127.0, 127.7 (C’H), 128.5 (uB-C%H), 128.6 (C“'H),
128.8 (C*H u. uB-C"), 131.2 (uB-C?H), 131.8 (uC—CH=CH,), 137.4 (uUA-C*"), 138.9
(UA-CPH), 141.3, 143.9/144.0 (C%), 154.1 (uB-C*), 156.6 (uC-NHCO»), 165.3 (uA—
C=0), 170.2, 170.5, 171.0, 172.7 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton

m/z= 11893187 1189.3160 [CsoHgsCl4N>O4+Na]™

12.2.2.2. uA[Acetonid]-uC[(R)-CH,CO,All]-Cryptophycin-1(322a)
W
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Die Makrolactamisierung erfolgt gemidl AAV-9, ausgehend von 321a (262 mg,
0.224 mmol). Nach der Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 36 cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/ Hexan 1:1 v/v) und Trocknung im HV wird 322a als farbloser, amorpher
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 119 mg (67 %).

[a]RT = +4.7 (c = 1.13 in CHCI3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.80 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.90
(d, J = 6.6 Hz, 3H, uD-C®Hj3), 1.12 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—C¢HCHj3), 1.33 (ddd, J = 13.7,
9.7,3.5Hz, 1H, uD-CPHAHP), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.50 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.58
(m, 1H, uD-C"H), 1.71 (ddd, J = 14.2, 10.6, 4.3 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.84 (m, 1H, uA—
CEH), 2.20 (ddd, J = 13.9, 10.5, 10.4 Hz, 1H, uA—C"HAH5), 2.43 (ddm, J = 13.9, 5.6 Hz,
1H, uA-CYH"*H?), 2.55 (dd, J = 17.6, 6.7Hz, 1H, uC-CH*H?CO,All), 2.78 (dd, J =
17.5, 8.2 Hz, 1H, uC-CH*H?CO,All), 2.93 (dd, J = 14.4, 8.0Hz, 1H, uB-CAHAH?), 3.12-
3.19 (m, 2H, uB-CPHAH® u. uC-C*H), 3.27 (m, 1H, u~C-CH*HENH), 3.57 (m, 1H, uC-
CHAHZNH), 3.78 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H, uA—C*H), 3.84 (s, 3H, uB—OCHj3), 4.53-4.61
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(m, 2H, uC-CH,CH=CH,), 4.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA-C"H), 4.78 (dd, J = 10.8, 3.3 Hz,
1H, uD-C®H), 4.80 (m, 1H, uB—-C*H), 4.94 (ddm, J = 10.0, 7.5 Hz, 1H, uA—C%H), 5.23
(dm, J = 10.4 Hz, 1H, uC-CH=CH,(,ns)). 5.31 (dm, J = 17.2Hz, 1H, uC-CH=CHy,;;))
5.69 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA—-C*H), 5.89 (dddd, J = 17.1, 10.7, 5.6, 5.6 Hz, 1H, uC-
CH=CH,), 6.18 (d, J = 8.5Hz, 1H, NH), 6.51 (ddd, J = 15.4, 9.2, 6.0 Hz, 1H, uA—CFH),
6.76 (m, 1H, NH), 6.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C>H), 7.09 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, uB-
CYH), 7.21 (d, J = 1.8 Hz, 1H, uB-C% H), 7.32-7.39 (m, 5H, uA—C“H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.8 (UA—-CEHCH3), 21.0, 23.1 (uD—
C%Hj), 244 (uD-C'H), 27.0, 27.2 (uUA-C(CH3),), 32.7 (uC-CH,CO,All), 34.9
(uB-CPH,), 35.6 (uUA—C"H>), 36.8 (uA—CZH), 39.2 (uC—CH,NH), 39.4 (uD-CPH,), 40.3
(uC—C%H), 53.6 (uUB—C*H), 56.1 (uB-OCH3), 65.6 (uC—CH,CH=CH,), 71.2 (uD-C*H),
76.4 (WUA-C®H), 80.1 (uA-C"H), 82.2 (WUA—C*H), 109.1 (uA—C(CHj3),), 112.2 (uB-CY H),
118.4 (uC—CH=CH,), 122.1 (uB-C¥), 125.2 (uUA-C®H), 126.6 (uA-C“’H), 128.4 (uB—
C%H), 128.6, 128.8 (WuA-C%’H), 130.2 (uB—C""), 131.0 (uB-C? H), 131.8 (uC—CH=CHy,),
137.5 (uA—C), 141.1 (uA—CPH), 153.8 (uB-C*), 165.8 (uUA—C=0), 170.5, 170.8, 171.4,
173.0 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z= 819.3240 819.3230 [C4Hs3CIN,O;+Na]™

12.2.2.3. seco-uA[Acetonid]-uC[(S)-CH,CO,All]-Cryptophycin-1 (321b)
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Die Ester-Synthese erfolgt gemidll AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (200 mg,
0.257 mmol) und Carbonsdure 253b (158 mg, 0.386 mmol). Nach Reinigung durch
Flash-Chromatographie (2 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) und Trock-
nung im HV wird 321b als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 247 mg (82 %).

[a]RT = ~6.9 (c = 1.01 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.94 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%Hj3), 0.97
(d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C%H3), 1.14 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.45 (s, 3H, uA—
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C(CH3)), 1.50 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.57 (m, 1H, uD-CPHAH?), 1.75-1.84 (m, 2H, uD-
CBHAH® u. uD-C"H), 1.96 (m, 1H, uA-C£H), 2.36-2.42 (m, 2H, uA-C"H,), 2.56 (dd, J =
17.4,5.5Hz, 1H,uC—-CHAHBCO,All), 2.74 (dd, J = 17.5, 8.8 Hz, 1H, uC—CHAHZCO, All),
3.02(dd, J = 14.2, 6.8 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.12-3.21 (m, 2H, uC—C*H u. uB-CFHAH?),
3.45 (m, 1H, uC—CHAH®NH), 3.67 (ddd, J = 13.9, 6.6, 4.5Hz, 1H, uC—~CH*H?NH), 3.80-
3.85 (m, 4H, uB-OCHj; u. uA—C%H), 4.24 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.34
(dd, J = 10.3, 7.6 Hz, 1H, CHCH*H?, Fmoc), 4.38 (dd, J = 10.3, 7.8 Hz, 1H, CHCH*H?,
Fmoc), 4.50 (ddm, J = 13.1, 5.7Hz, 1H, uC—-CHAH8CH=CH,), 4.58 (ddm, J = 13.0,
5.7Hz, 1H, u"C—-CHAHBCH=CH.), 4.67 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CH*H?CCl3), 4.71 (d,
J = 8.7Hz, 1H, uA-C"H), 4.79 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CHAH2CCl3), 4.98-5.02 (m,
2H, uD-C%H u. uB-C%H), 5.11 (ddm, J = 11.7, 5.9 Hz, 1H, uA—C%H), 5.21 (dm, J =
10.4 Hz, 1H, uC-CH=CHy14ny))- 5.29 (dm, J= 17.0 Hz, 1H, uC-CH=CH,;)), 5.64 (dm,
J = 15.5Hz, 1H, uA—C%*H), 5.87 (dddd, J = 17.0, 10.7, 5.6, 5.6 Hz, 1H, uC-CH=CH,),
6.18 (m, 1H, NH), 6.45 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 6.61 (ddd, J = 15.5, 6.6, 6.6Hz, 1H,
uA-CPH), 6.81 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-C¥H), 7.04 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, uB—C®H),
7.17 (d, J = 1.9 Hz, 1H, uB-C% H), 7.26-7.34 (m, 7H, uA—-C%H u. C*’H, Fmoc), 7.41 (m,
2H, C*H, Fmoc), 7.64 (m, 2H, C*'H, Fmoc), 7.78 (m, 2H, C*H, Fmoc).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (WUA—CEHCH3), 21.4, 23.2 (uD-
C%Hy), 24.7 (uD-CH), 27.1, 27.2 (WUA-C(CH3)»), 32.7 (uA—C"H,), 33.0 (uC-CH,CO,-
All), 35.8 (uUA-C£H), 36.7 (uB-CPH,), 39.2 (uD-CPH,), 41.8 (uC-CH,NH), 42.4 (uC-
C%H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 53.2 (uB-C*H), 56.1 (uB-OCH3), 65.5 (uC-CH,CH=CH,),
67.0 (CHCH,, Fmoc), 71.7 (uD-C%*H), 74.6 (uB—CH,CCl3), 75.8 (uA—C%H), 80.4 (uA—
C"H), 82.0 (UA-CS’H), 94.3 (uB-CCl3), 109.0 (uUA-C(CH3),), 112.0 (uB-CYH),
118.6 (uC-CH=CH,), 119.9 (C“H, Fmoc), 122.2 (uB—C3/), 125.3 (C“H, Fmoc), 125.5
(uUA-C?H), 126.8, 127.7 (C*'H), 128.5 (uB—C6'H), 128.6 (C*H), 128.8 (uB-C!"), 131.2
(uB-C?H), 131.8 (uC-CH=CH,), 137.4 (uA—C"), 138.9 (uA-CPH), 141.2, 143.9/144.0
(C%), 154.1 (uB-C¥), 156.7 (uC-NHCO,), 165.2 (uA-C=0), 170.1, 170.9, 171.1, 174.0
(C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton

m/z= 1189.3141 1189.3160 [Cs9HgeCl4N,O4+Na]™
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12.2.2.4. uA[Acetonid]-uC[(S)-CH,CO,All]-Cryptophycin-1 (322b)
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Die Makrolactamisierung erfolgt gemill AAV-9, ausgehend von 321b (245 mg,
0.210 mmol). Nach der Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 — 2:1 v/v) und Trocknung im HV wird 322b als hellgelber,
erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 139 mg (83 %).

[a]RT = +1.6 (¢ = 1.10 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 0.84 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C®Hj3), 0.91
(d, J = 6.7Hz, 3H, uD-C%Hy), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.36 (ddd, J = 13.7,
9.2,3.7Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.51 (s, 3H, uA—C(CHj3)»), 1.58
(m, 1H, uD-C"H), 1.73 (ddd, J = 13.8, 10.3, 4.8 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.84 (m, 1H, uA—
CE¢H), 2.22 (ddd, J = 14.1, 10.9, 9.5 Hz, 1H, uA—C"HAH?), 2.43 (ddm, J = 14.1, 6.2 Hz,
1H, uA—C"HAH?), 2.55 (dd, J = 17.7, 7.4Hz, 1H, uC-CHA*HBCO,All), 2.70 (dd, J =
17.7,5.1 Hz, 1H, uC—-CHAH®CO,All), 2.94 (m, 1H, uB-CPHAH?), 3.05-3.16 (m, 2H, uB—
CPHAH® u. uC—C*H), 3.40 (ddd, J = 13.6, 5.5, 3.9 Hz, 1H, uC-CHAH®NH), 3.70 (ddd,
J =13.6, 6.7, 6.7Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.80 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, uA—C*H), 3.86
(s, 3H, uB-OCH3), 4.51 (ddm, J = 13.2, 5.8 Hz, 1H, u~C-CH*H2CH=CH,), 4.58 (ddm, J =
13.2, 5.7Hz, 1H, uC—~CHA*H8CH=CH>), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.77 (ddd, J =
8.4, 6.3, 6.3Hz, 1H, uB-C*H), 4.82 (dd, J = 10.4, 3.5 Hz, 1H, uD-C%H), 4.94 (ddm, J =
9.9, 6.8 Hz, 1H, uA-C°H), 5.23 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, uC-CH=CH,;,4s)). 5.29 (dm, J =
17.2Hz, 1H, uC-CH=CHy,5)), 5.63-5.68 (m, 2H, uA—C*H u. NH), 5.88 (dddd, J = 17.1,
10.6, 5.8, 5.8 Hz, 1H, uC—CH=CH)), 6.46 (ddd, J = 15.4, 8.9, 6.4 Hz, 1H, uA—CPH), 6.70
(m, 1H, NH), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C%H), 7.08 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H, uB-C® H),
7.20 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C? H), 7.33-7.40 (m, 5H, uA-C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =9.7 (lA-CEHCH3), 21.2 (uD-C%H3),
23.0 (uD-C%H3), 24.5 (uD-CH), 27.0 (uA—C(CH3),), 27.2 (uA—C(CHj3),), 33.6 (uC-—
CH,CO,All), 35.0 (uB-CPH,), 35.5 (uA—C"H,), 36.9 (uA—CEH), 39.0 (uC—CH,NH), 39.5
(uD—CPH,), 40.8 (uC-C*H), 53.8 (uB-C*H), 56.1 (uB—OCH3), 65.6 (uC—CH,CH=CH,),
71.6 (uD-C*H), 76.6 (uUA—C%H), 80.3 (uA—C"H), 82.4 (uUA—C*H), 109.1 (uA—C(CHj3),),
112.3 (uB-CH), 118.6 (uC~CH=CH,), 122.4 (uB-C?), 125.3 (uA-C*H), 126.6 (uA—
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C4%H), 128.5 (uB—CGIH), 128.7, 128.8 (UA—-C¥H), 129.7 (uB—Cll), 131.1 (uB-C?H),
131.7 (uC-CH=CH,), 137.5 (uUA-C%), 141.3 (uA-CPH), 154.0 (uB—C4'), 165.5 (uA-
C=0),
170.4, 170.7, 170.9, 173.7 (C=0).
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z= 8193217 819.3230 [C4Hs53CIN,Oq+Na]™

12.2.2.5. seco-uA[Acetonid]-uC[(R)-(CH;)3;CO,All]-Cryptophycin-1 (321c)

e
By e

O M =1197.03gmol~!  CgH7gCl4sN,O14

Die Ester-Synthese erfolgt gemidl AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (200 mg,
0.257mmol) und Carbonsdure 271b (169 mg, 0.386 mmol). Nach Reinigung durch
Flash-Chromatographie (2 x 40 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) und Trock-
nung im HV wird 321c¢ als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 270 mg (88 %).

[a]RT = ~19.0 (¢ = 1.01 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.89 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.94
(d, J = 6.2Hz, 3H, uD-C®Hj3), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.46 (s, 3H, uA—
C(CHs),), 1.51 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.54-1.61 (m, 2H, uD-CPH,), 1.64-1.80 (m, 5H,
uC-CPH, u. uC-C"H, u. uD-C"H), 1.93 (m, 1H, uA—C¢H), 2.31-2.44 (m, 4H, uA-C"H,
u. uC—C%Hy), 2.69 (m, 1H, uC—C*H), 3.04 (dd, J = 14.1, 6.4Hz, 1H, uB-CPHAH?),
3.16 (dd, J = 14.3, 5.9 Hz, 1H, uB—-CPHAH?), 3.32 (ddd, J = 14.0, 8.7, 5.3Hz, 1H, uC-
CHAHBNH), 3.53 (ddd, J = 13.6, 7.2, 4.9 Hz, 1H, uC-CHAH5NH), 3.81-3.88 (m, 4H,
uB-OCH3; u. uA—CCH), 420 (t, J = 7.4Hz, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.33 (d, J = 7.5Hz,
2H, CHCH,, Fmoc), 4.53-4.57 (m, 2H, uC-CH,CH=CH,), 4.67 (d, J = 11.9Hz, 1H,
uB-CHAHACCl3), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA-C"H), 4.75 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-
CHAHECCI3), 4.96 (dd, J = 10.1, 3.5Hz, 1H, uD-C*H), 5.00 (m, 1H, uB-C*H), 5.05
(ddm, J = 11.2, 6.2Hz, 1H, uA—C%H), 5.21 (dm, J = 10.4Hz, 1H, uC—CH=CHy;,ans))»
5.29 (dm, J = 17.2Hz, 1H, uC-CH=CHy(;y)), 5.63 (dm, J = 15.6 Hz, 1H, uA-C*H), 5.84
(m, 1H, uB-NH), 5.89 (dddd, J = 17.1, 10.1, 5.6, 5.6 Hz, 1H, uC-CH=CH,), 6.45 (d, J =



12.2. Einbau der C-Fragmente und Ringschluss 281

7.9Hz, 1H, NH), 6.59 (ddd, J = 15.4, 6.8, 6.7 Hz, 1H, uA—~CPH), 6.79 (d, J = 8.5Hz, 1H,
uB-C¥H), 7.02 (dd, J = 8.3, 1.7Hz, 1H, uB-C®H), 7.16 (d, J = 1.8 Hz, 1H, uB-C?H),
7.26-7.39 (m, 9H, uA-C*H u. C“’H, Fmoc), 7.60 (m, 2H, C“’H, Fmoc), 7.75 (d, J =
7.4Hz, 2H, C*H, Fmoc).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (1A—CEHCH3), 21.4 (uD-C®Hj),
22.3 (uC-CPH,), 23.2 (uD-C%Hjy), 24.8 (uD-C'H), 27.1 (uUA—C-(CH3),), 27.2 (uUA-C-
(CH3),), 28.6 (uC—C"H,), 32.6 (uUA-C"H,), 33.7 (uC—C%H,), 35.7 (uUA-CEH), 36.6 (uB—
CPH,), 39.2 (uD-CPH,), 42.2 (uC—CH,NH), 46.2 (uC-C*H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 53.2
(uB-C%H), 56.1 (uB-OCH3), 65.1 (uC—CH,CH=CH,), 66.9 (CHCH,, Fmoc), 71.3 (uD-
C%H), 74.6 (uB-CH,CCl3), 75.6 (uA—C%H), 80.4 (uA—C"H), 82.0 (uA—C%H), 94.3 (uB—
CCl3), 109.0 (uA-C(CH3),), 112.1 (uB-C3'H), 118.3 (uC~CH=CH>), 119.9 (C*’H, Fmoc),
122.2 (uB-C?), 125.2 (C*H, Fmoc), 125.7 (uA-C*H), 126.8, 127.0, 127.7 (C*"H), 128.5
(uB-C%H), 128.8 (C*’H), 131.2 (uB-C? H), 132.1 (uC-CH=CH>), 137.4 (uA-C*"), 138.9
(uA-CPH), 141.2/141.3, 143.9/144.0 (C*), 154.1 (uB-C¥), 156.5 (uC-NHCO,), 165.2
(uA-C=0), 170.0, 170.7, 172.7, 174.0 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 12173456 1217.3473 [Cg1H79Cl4N,O4+Na] ™"

12.2.2.6. uA[Acetonid]-uC[(R)-(CH,);CO,All}-Cryptophycin-1 (322c)

S

O\/\
0 M =82538gmol~! CyHs57CIN,Oy;

Die Makrolactamisierung erfolgt gemidl AAV-9, ausgehend von 321c (240 mg,
0.200 mmol). Nach der Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v) und Trocknung im HV wird 322c¢ als farbloser, erstarrter
Schaum erhalten.

Ausbeute: 146 mg (88 %).

[a]RT = +11.8 (c = 1.00 in CHCI3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.84 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.93
(d,J =6.5Hz, 3H, uD—C5H3), 1.14 (d, J =6.9Hz, 3H, uA—C*HCH3), 1.37 (ddd, J = 13.7,
9.1, 3.7Hz, 1H, uD-CPHAHP), 1.46 (s, 3H, uA—C(CHs),), 1.51 (s, 3H, uA—C(CH3),),
1.52-1.81 (m, 6H, uC—CPH, u. uC-CH, u. uD-CPHAH® u. uD-C"H), 1.84 (dqm, J =
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2.3, 6.9Hz, 1H, uA—C¢H), 2.21 (ddd, J = 14.2, 10.9, 9.8 Hz, 1H, uA-CYHAH?), 2.32-
2.38 (m, 2H, uC—C%H,), 2.44 (ddm, J = 14.2, 5.9 Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.58 (m, 1H,
uC-C*H), 3.03 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.13 (dd, J = 14.4, 5.5 Hz, 1H,
uB-CAHAHP), 3.28 (m, 1H, uC—CH*HENH), 3.54 (ddd, J = 13.5, 5.5, 3.9Hz, 1H, uC—
CHAHZNH), 3.80 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H, uA—C%H), 3.86 (s, 3H, uB-OCH3), 4.57-4.59
(m, 2H, uC—CH,CH=CH,), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.78 (m, 1H, uD-C%H),
4.81 (m, 1H, uB-C*H), 4.96 (ddd, J = 11.2, 6.8, 1.9Hz, 1H, uA—C®H), 5.23 (dm, J =
10.4 Hz, 1H, uC—-CH=CHy;4ny)). 5.31 (dm, J = 17.2 Hz, 1H, uC-CH=CH,)), 5.66 (dm,
J =15.6Hz, 1H, uA—-C*H), 5.68 (m, 1H, NH), 5.92 (dddd, J = 17.1, 10.6, 5.7, 5.6 Hz, 1H,
uC-CH=CH,), 6.48 (ddd, J = 15.4,9.2, 6.0Hz, 1H, uA—-CPH), 6.80 (m, 1H, NH), 6.83 (d,
J = 8.5Hz, 1H, uB-C¥H), 7.07 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C®H), 7.21 (d, J = 2.0 Hz,
1H, uB-C?'H), 7.33-7.40 (m, 5H, uA-C“ H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =9.7 (uA-CEHCH3), 21.2 (uD-C%H3),
22.8 (uC-CPH,), 23.1 (uD-C%Hy), 24.5 (uD-CH), 27.0 (uUA—C(CHj3),), 27.2 (uUA-C-
(CH3)»), 27.8 (uC—C"Hy), 33.8 (uC—C%H,), 35.0 (uB-CPH,), 35.5 (WUA-CH,), 36.8 (UA—
CEH), 39.5 (uC-CH,NH u. uD-CPH,), 44.2 (uC-C*H), 53.4 (uB—C*H), 56.1 (uB—OCHj),
65.1 (uC-CH,CH=CH,), 71.3 (uD-C%H), 76.4 (uA—C%H), 80.2 (uA—C"H), 82.3 (uA—
C%H), 109.1 (UA-C(CH3),), 112.1 (uB-CH), 118.2 (uC-CH=CHy), 122.3 (uB-C?¥),
125.2 (UA—C®H), 126.6 (uA-C*H), 128.5 (uB-C®H), 128.6, 128.8 (uA-C“'H), 129.9
(uB-C"), 131.0 (uB-C?H), 132.2 (uC-CH=CH,), 137.5 (uA—C%), 141.1 (uUA-CPH),
153.9 (uB-C*), 165.4 (uUA-C=0), 170.6, 171.0, 172.8, 174.6 (C=0).
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion

m/z= 847.3527 8473543 [CusHs7CIN,O;;+Na]™

12.2.3. Allylether-funktionalisierte Seitenkette

12.2.3.1. seco-uA[Acetonid]-uC[(R)-(CH,);OAll]-Cryptophycin-1 (321d)

0
MO
@/&6 HN ;\\1©3i0|
0 oo o~
cl
o NH Kﬁm
o

\/\O 0 Cl
O M=1169.02¢g mol ™! CsoH70CI4N2O 13

Die Ester-Synthese erfolgt gemidl AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (175 mg,
0.225 mmol) und Carbonsdure 284b (184 mg, 0.449 mmol). Nach der Reinigung durch
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Flash-Chromatographie (2 x 38 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) wird das
Produkt in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophilisiert. 321d wird als volumindser farb-
loser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 186 mg (71 %).
[a]RT = —21.1 (¢ = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3),
0.94 (d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C%H3), 1.10 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.46 (s, 3H,
uA-C(CH3),), 1.51 (s, 3H, uA-C(CH3),), 1.55-1.81 (m, 7H, uC-CAH, u. uC-C"H, u.
uD-CPH, u. uD-C"H), 1.93 (ddq, J = 11.1, 6.6, 2.3Hz, 1H, uA—C¢H), 2.34-2.44 (m,
2H, uA-C"H,), 2.70 (m, 1H, uC-C®H), 3.04 (dd, J = 14.1, 6.4Hz, 1H, uB-CPHAH?),
3.16 (dd, J = 14.1, 5.9 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.32 (ddd, J = 13.9, 8.7, 5.3 Hz, 1H, uC-
CHAH®NH), 3.40-3.42 (m, 2H, uC—C%H,), 3.54 (ddd, J = 13.6, 7.3, 4.7Hz, 1H, uC-
CHAH®NH), 3.81-3.84 (m, 4H, uA—C%H u. uB-OCHjs), 3.92-3.98 (m, 2H, uC-CH,CH=
CH»), 4.20 (m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.31-4.33 (m, 2H, CHCH,, Fmoc), 4.66 (d, J =
11.9Hz, 1H, uB-CHAH2CCl), 4.69 (d, J = 8.7Hz, 1H, uA-C"H), 4.74 (d, J = 11.9 Hz,
1H, uB-CHAH?CCl3), 4.96 (m, 1H, uD-C%*H), 4.99 (m, 1H, uB-C*H), 5.06 (ddm, J =
11.3, 6.2 Hz, 1H, uA-C°H), 5.14 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, uC~CH=CHy(;,s)), 5.24 (dm, J =
17.2Hz, 1H, uC-CH=CH,,4)), 5.62 (dm, J = 15.5 Hz, 1H, uA-C*H), 5.86 (m, 1H, NH),
5.87 (dddd, J = 17.0, 10.7, 5.5, 5.4 Hz, 1H, uC-CH=CH,), 6.43 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH),
6.59 (ddd, J = 15.4, 6.8, 6.7Hz, 1H, uA—CPH), 6.79 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-CH), 7.07
(dd, J = 8.3, 1.7Hz, 1H, uB-C®H), 7.16 (d, J = 1.7 Hz, 1H, uB—-C?'H), 7.28-7.40 (m, 9H,
C“H), 7.60 (dd, J = 9.2, 8.3Hz, 2H, C*“’H, Fmoc), 7.74 (d, J = 7.4 Hz, 2H, C*"H, Fmoc).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (uA—CEHCH3), 21.4 (uD-C%H3),
23.2 (uD-C%H3), 24.8 (uUD-C?H), 25.6 (uC-CPH,), 26.1 (WC-CYH,), 27.1 (UA-C(CH3),),
27.2 (WA—C(CH3),), 32.7 (uA—C"H,), 35.7 (uA—CEH), 36.6 (uB—CPH,), 39.2 (uD-CPH,),
42.4 (uC-CH,NH), 46.4 (uC—C*H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 53.2 (uB—C®H), 56.1 (uB—
OCHj3), 66.9 (CHCH,, Fmoc), 69.6 (WC—C%H,), 71.2 (uD-C*H), 71.7 (uC—CH,CH=CH,),
74.6 (UB—CH,CCl3), 75.6 (uA—C®H), 80.4 (uUA—C"H), 82.0 (uA—C*H), 94.3 (uB—CCl;),
109.0 (WUA—C(CH3),), 112.1 (uB-C3H), 116.8 (uWC—CH=CH,), 119.9 (C“"H, Fmoc), 122.2
(uB—C%), 125.2 (C%’H, Fmoc), 125.7 (WA-C*H), 126.8, 127.0/127.1, 127.6/127.7 (C*"H),
128.5 (uB—C%H), 128.8 (uA—C“H u. uB-C"), 131.2 (uB-C?H), 134.9 (uC-CH=CH,),
137.4 (WUA—C"), 138.9 (WUA—CPH), 141.2/141.3, 144.0/144.2 (C%), 154.1 (uB-C¥), 156.5
(UC-NHCO,), 165.2 (uA—C=0), 170.0, 170.7, 174.3 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 1189.3501 1189.3524 [CgoH7oCl4N,O3+Na]™
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12.2.3.2. uA[Acetonid]-uC[(R)-(CH,);O0All]-Cryptophycin-1 (322d)

W
© O 0.0 HN \C[
/k/v[o HN
)\iﬂov M =797.37 gmol~!  Cu3Hs7CIN,O0
Die Makrolactamisierung erfolgt gemidB AAV-9, ausgehend von 321d (180 mg,
0.154 mmol). Nach der Reinigung durch Sdulenchromatographie (2 x 35cm Kieselgel,

Eluent: EtOAc/Hexan 2:3 v/v) und Trocknung im HV wird das Produkt in CH3;CN/H,O
aufgenommen und lyophilisiert. 322d wird als volumindser farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 89 mg (72 %).
[a]RT = +10.1 (c = 1.01 in CHCl5).
"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.84 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.93
(d, J = 6.3Hz, 3H, uD-C®H3), 1.14 (d, J = 6.9Hz, 3H, uA—CEHCHj3), 1.37 (ddd, J =
13.4, 9.2, 3.8 Hz, 1H, uD-CPHAH®), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.51-1.55 (m, 4H, uA—
C(CH3), u. uC—CPHAHP), 1.58-1.87 (m, 6H, uC-CPHAH? u. uC-C"H, u. uD-CPHAH?
u. uD-C"H u. uA—C¢H), 2.21 (ddd, J = 14.0, 10.9, 9.8 Hz, 1H, uA—CYH*H?), 2.43 (ddm,
= 14.0, 6.0Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.60 (m, 1H, uC—C*H), 3.04 (dd, J = 14.4, 7.1 Hz,
1H, uB-CPHAHP®), 3.13 (dd, J = 14.4, 5.5Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.26 (ddd, J = 13.6,
6.8, 6.8 Hz, 1H, uC—-CHAH5NH), 3.41-3.45 (m, 2H, uC-C%H,), 3.57 (ddd, J = 13.4, 5.7,
4.2 Hz, 1H, uC—-CHAH®NH), 3.80 (dd, J = 8.8, 2.0Hz, 1H, uA—C¢H), 3.86 (m, 3H, uB—
OCH3), 3.94-3.97 (m, 2H, uC—CH,CH=CH,), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.78
(dd, J = 10.4, 3.7Hz, 1H, uD-C*H), 4.82 (ddd, J = 8.4, 7.1, 6.1 Hz, 1H, uB-C*H), 4.95
(ddd, J =112, 6.6, 1.0Hz, 1H, uA-C?H), 5.17 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, uC~CH=CHy;,4ss));
5.27 (dm, J = 17.2Hz, 1H, uC-CH=CH,;;)), 5.64 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NH), 5.66 (dm, J =
15.5Hz, 1H, uA—C*H), 5.90 (dddd, J = 17.1, 10.7, 5.5, 5.4 Hz, 1H, uC—CH=CH>), 6.47
(ddd, J = 15.4, 9.0, 6.1 Hz, 1H, uA—CPH), 6.76 (m, 1H, NH), 6.82 (d, J = 8.5Hz, 1H,
uB-C*H), 7.06 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, uB-C®H), 7.21 (d, J = 1.8 Hz, 1H, uB-C?H),
7.33-7-40 (m, 5H, C“'H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =9.7 (uA-CEHCH3), 21.2 (uD-C%H3),
23.1 (uD-C%Hjy), 24.5 (uD-CH), 25.2 (uC—CPH,), 27.0 (WUA-C(CH3),), 27.2 (uUA—C-
(CH3)»), 27.6 (uC—C"H,), 35.0 (uB-CPH,), 35.5 (uUA—C"H,), 36.8 (uUA—CEH), 39.5 (uD-
CPH,), 39.7 (uC—CH,NH), 44.4 (uC-C*H), 53.2 (uB—C*H), 56.1 (uB—-OCHj3), 69.7 (uC—
C%H,), 71.2 (uD-C*H), 71.8 (uC-CH,CH=CH,), 76.4 (uA-C®H), 80.2 (uA-C"H), 82.3
(UA—CSH), 109.1 (uA-C(CHs),), 112.1 (uB-CYH), 116.7 (uC-CH=CH,), 122.3 (uB-
C¥), 1253 (UA-C%H), 126.6 (uUA-C*H), 128.5 (uB-C®H), 128.6, 128.8 (UA—C“H),
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129.9 (uB—Cll), 131.1 (uB-C?H), 134.9 (uC-CH=CHy), 137.5 (uUA-C“"), 141.0 (uA-

CPH), 153.8 (uB—C4/), 165.4 (uA—-C=0), 170.6, 170.9, 174.8 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z=819.3599 819.3594 [C43Hs7CIN,O9+Na] ™

12.2.3.3. seco-uA[Acetonid]-uC[(S)-(CH;);OAll]-Cryptophycin-1 (321e)

o
MO
C(ﬁé HNI\\1©eiC|
o) 0“0 o~
cl
“Eo

o)\é/\NH

O M =1169.02 gmol~!  CgoH7oCl4N,O13

Die Ester-Synthese erfolgt gemill AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (176 mg,
0.226 mmol) und Carbonsiure ent-284b (139 mg, 0.339 mmol). Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie (2 x 35 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) und Trock-
nung im HV wird 321e als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 220 mg (83 %).
[a]RT = —8.6 (c = 1.10 in CHCl5).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.89 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.94
(d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C®Hj3), 1.11 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.43 (s, 3H, uA—
C(CH3),), 1.49 (s, 3H, uA-C(CH3);), 1.51-1.81 (m, 7H, uC—CﬁHz u. uC-C"H, u. uD-
CPH, u. uD-C"H), 1.93 (m, 1H, uA—C¢H), 2.36-2.45 (m, 2H, uA-C"H,), 2.74 (m, 1H,
uC-C*H), 3.04 (dd, J = 14.1, 6.8 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.17 (dd, J = 14.1, 5.8 Hz, 1H,
uB-CPHAHP), 3.27 (ddd, J = 13.8, 8.8, 5.3 Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.37-3.39 (m, 2H,
uC—C%Hy,), 3.59 (ddd, J = 13.6, 7.5, 4.4 Hz, 1H, uC-CHA*HPNH), 3.81 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz,
1H, uA—C¢H), 3.83 (s, 3H, uB-OCH3), 3.90-3.92 (m, 2H, uC-CH,CH=CHy), 4.21 (m,
1H, CHCH,, Fmoc), 4.29 (dd, J = 10.4, 7.3Hz, 1H, CHCH*H?, Fmoc), 4.33 (dd, J =
10.3, 7.7Hz, 1H, CHCH*H®, Fmoc), 4.67 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CHAHZCCl3), 4.68
(d, J = 8.7Hz, 1H, uA—C"H), 4.77 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CHAHZCCl3), 4.95 (dd, J =
10.0, 3.4 Hz, 1H, uD-C*H), 5.00 (ddm, J = 13.8, 6.5 Hz, 1H, uB—C*H), 5.07 (ddm, J =
11.0, 6.7Hz, 1H, uA-C°H), 5.13 (dm, J = 10.4Hz, 1H, uC-CH=CHy(;,), 5.23 (dm,
J =17.2Hz, 1H, uC-CH=CHy,4)), 5.65 (dm, J = 15.6 Hz, 1H, uA-C®*H), 5.86 (dddd, J =
17.1, 10.6, 5.5, 5.5 Hz, 1H, uC—CH=CH>), 6.06 (m, 1H, NH), 6.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH),
6.63 (ddd, J = 15.4, 6.7, 6.6 Hz, 1H, uA-CPH), 6.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-CYH), 7.02
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(dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H, uB-C®H), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H, uB—C? H), 7.24-7.40 (m, 9H,
C%H), 7.62 (dm, J = 7.6 Hz, 2H, C*H, Fmoc), 7.76 (dm, J = 7.5 Hz, 2H, C*"H, Fmoc).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (uA-CEHCH3), 21.4 (uD-C%H3),
23.2 (uD-C%Hjy), 24.7 (uD-C7H), 25.9 (uC—CPH,), 27.0 (uC-CH,), 27.2 (UA-C(CHjs),),
27.3 (uA—C(CH3),), 32.9 (uUA—C"H>), 35.8 (uA—CZH), 36.6 (uB—CPH,), 39.2 (uD-CFH,),
42.9 (uC-CH,NH), 45.5 (uC-C*H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 53.2 (uB-C*H), 56.1 (uB-
OCH3), 66.9 (CHCH,, Fmoc), 69.6 (uC—C®H,), 71.5 (uD—C*H), 71.8 (uC—CH,CH=CH,),
74.6 (uB—-CH,CCl3), 75.6 (uA—C%H), 80.4 (uA—C"H), 82.0 (uA—C¢H), 94.3 (uB—CCl3),
109.0 (uA-C(CH3),), 112.1 (uB-CYH), 116.8 (uC-CH=CH,), 119.9 (C*’H, Fmoc), 122.2
(uB—C%), 125.4 (C*H, Fmoc, uA-C*H), 126.8, 127.0, 127.6 (C*’H), 128.5 (uB-C® H),
128.77 (uA—C%H u. C%), 128.83 (uB-C""), 131.2 (uB-C2 H), 134.8 (uC-CH=CH,), 137.4
(UA-C), 139.2 (uA-CPH), 141.2, 144.1 (C*), 154.1 (uB-C¥), 156.7 (uC-NHCO,),
165.3 (uUA-C=0), 170.1, 170.8, 175.3 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion

m/z=1189.3522 1189.3524 [CgoH79CI14sN,03+Na]t

12.2.3.4. uA[Acetonid]-uC[(S)-(CH,);OAll]-Cryptophycin-1 (322e)

Sy
u T

\”0“/ M =797.37gmol™!  Cu3Hs7CIN,O1

Die Makrolactamisierung erfolgt gemidll AAV-9, ausgehend von 321e (215mg,
0.184 mmol). Nach der Reinigung durch Sdulenchromatographie (2 x 35cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 2:1 v/v) und Trocknung im HV wird das Produkt in CH3;CN/H,O
aufgenommen und lyophilisiert. 322e wird als volumindser farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 104 mg (71 %).
[0]RT = +4.9 (¢ = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.83 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.92
(d, J = 6.7Hz, 3H, uD-C%Hz), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.37 (ddd, J = 13.6,
9.1, 4.1 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.51 (s, 3H, uA-C(CH3),),
1.54-1.69 (m, 5H, uC-CPH, u. uC—C"H, u. uD-C"H), 1.73 (ddd, J = 13.9, 10.0, 4.9 Hz,
1H, uD-CPHAH?), 1.85 (ddq, J = 6.7, 2.3, 6.8 Hz, 1H, uA—C¢H), 2.21 (ddd, J = 13.7, 10.7,
10.6 Hz, 1H, uA—CYH*H?), 2.42 (ddm, J = 14.2, 5.6 Hz, 1H, uA—C"HAH?), 2.67 (m, 1H,
uC—C%H), 3.04 (dd, J = 14.4, 7.5Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.12 (dd, J = 14.4, 5.4Hz, 1H,
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uB-CAHAH?), 3.36-3.41 (m, 3H, uC-CHAHZNH u. uC-C%H,), 3.52 (ddd, J = 13.9, 7.0,
7.0Hz, 1H, uC-CHAH®NH), 3.79 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H, uA-C%H), 3.86 (s, 3H, uB—
OCH3), 3.92-3.95 (m, 2H, uC-CH,CH=CH,), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.73
(dm, 1H, uD—-C%H), 4.86 (m, 1H, uB-C%*H), 4.98 (ddd, J = 11.0, 7.0, 1.1Hz, 1H, uA—
C°H), 5.16 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, uC-CH=CHy ;). 5.25 (ddd, J = 17.2, 32, 1.5Hz,
1H, uC-CH=CHj(;5)), 5.64 (d, J = 15.5Hz, 1H, uA-C*H), 5.69 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH),
5.88 (dddd, J = 17.1, 10.6, 5.5, 5.5 Hz, 1H, uC—-CH=CH>), 6.50 (ddd, J = 15.3, 9.5, 5.8 Hz,
1H, uA—-CPH), 6.68 (m, 1H, NH), 6.83 (d, J = 8.5Hz, 1H, uB-C H), 7.06 (dd, J = 8.4,
2.0Hz, 1H, uB-C%H), 7.20 (d, J = 1.9 Hz, 1H, uB—C? H), 7.32-7-40 (m, 5H, C“’H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =9.7 (uA—CEHCH3), 21.3 (uD-C®Hj),
23.0 (uD-C%H3), 24.5 (uD-CH), 26.2 (uC-CPH,), 27.00 (uC-CYH,), 27.04 (uA-C-
(CH3)»), 27.2 (uA—C(CH3),), 35.1 (uB—CPH,), 35.5 (uA—C"Hy,), 37.0 (uA—CEH), 39.0
(uC—CH,NH), 39.7 (uD-CPH,), 44.0 (uC—C*H), 54.1 (uB-C*H), 56.1 (uB—OCH3), 69.6
(uC-C%H,), 71.2 (uD-C*H), 71.8 (uC—CH,CH=CH,), 76.1 (uA—C%H), 80.3 (uA—C"H),
82.4 (WUA-CSH), 109.1 (uA—C(CH3),), 112.2 (uB-CYH), 116.8 (uC-CH=CH,), 122.3
(uB—C%), 125.1 (WUA-C%H), 126.6 (WUA—C“"H), 128.4 (uB—-C%H), 128.6, 128.8 (uA-C* H),
129.9 uB-C"), 131.0 (uB-C%H), 134.8 (uC-CH=CH,), 137.5 (UA-C%"), 141.5 (uUA—
CPH), 153.9 (uB-C*), 165.5 (uA-C=0), 170.29, 170.33, 174.8 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z=819.3592 819.3594 [C43Hs7CIN,O9+Na] ™"
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12.2.4. Alkylazid-funktionalisierte Seitenkette

12.2.4.1. seco-uA[Acetonid]-uC[(R)-(CH;)3N3]-Cryptophycin-1 (321f)

e
/ao oj\o\gjo/

0 NH K{\m

A

O M =1153.96 gmol~! Cs7HgsCl4N5O0;

Die Ester-Synthese erfolgt gemidfl AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (300 mg,
0.386 mmol) und Carbonsdure 284b (228 mg, 0.578 mmol). Nach Reinigung durch
Flash-Chromatographie (3 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) und Trock-

nung im HV wird 321f als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.
Ausbeute: 321 mg (72 %).
[a]RT = —21.7 (¢ = 0.96 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C®Hj3),
0.95 (d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C®H3), 1.11 (d, J = 6.9Hz, 3H, uA-CEHCHj3), 1.46 (s,
3H, uA—C(CHs),), 1.52 (s, 3H, uA-C(CH3),), 1.54-1.81 (m, 7H, uC-CPH, u. uC-C"H,
u. uD-CAH, u. uD-CH), 1.93 (m, 1H, uA—C&H), 2.37-2.45 (m, 2H, uA—C"H,), 2.69
(m, 1H, uC—C®H), 3.05 (dd, J = 14.1, 6.2Hz, 1H, uB-CPHAH®), 3.16 (dd, J = 14.1,
5.9Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.24-3.34 (m, 3H, uC-C%H, u. uC—-CH*HZNH), 3.50 (ddd,
J = 13.6, 7.0, 4.7Hz, 1H, uC-CHAH?’NH), 3.81-3.88 (m, 4H, uB-OCHj3 u. uA-C*H),
4.20 (m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.30-4.37 (m, 2H, CHCH,, Fmoc), 4.67 (d, J = 11.9 Hz,
1H, uB-CHAH®CCl3), 4.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H, uA—C"H), 4.74 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB—
CHAHECCls), 4.96 (dd, J =9.9, 3.5 Hz, 1H, uD-C*H), 5.00 (m, 1H, uB—C*H), 5.06 (ddm,
J=11.5, 6.2Hz, 1H, uA—-C%H), 5.62 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA-C®H), 5.78 (m, 1H, NH),
6.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH), 6.61 (ddd, J = 15.3, 6.9, 6.6 Hz, 1H, uA—CPH), 6.79 (d, J =
8.5Hz, 1H, uB-C¥H), 7.01 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, uB-C®H), 7.16 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
uB—Cle), 7.27-7.40 (m, 9H, uA-C*H u. C*H, Fmoc), 7.60 (m, 2H, C*H, Fmoc), 7.75
(d, J =7.5Hz, 2H, C*H, Fmoc).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (uA—CEHCH3), 21.4 (uD-C®Hj3),
23.2 (uD-C%Hjy), 24.8 (uD-CYH), 26.41, 26.43 (uC-CPH, u. uC-C"H,), 27.1 (uA-C-
(CH3),), 27.2 (uUA-C(CH3),), 32.7 (uA—C"H,), 35.7 (uA—CEH), 36.6 (uUB-CPH,), 39.2
(uD-CPH,), 42.3 (uC—CH,NH), 46.0 (uC-C*H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 51.0 (uC—C%H,),
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53.2 (uB—C*H), 56.1 (uB—OCH3), 66.9 (CHCH,, Fmoc), 71.3 (uD-C%H), 74.7 (uB—
CH,CCl3), 75.6 (uA—CPH), 80.4 (uA—C"H), 82.0 (uA—C¥ H), 94.3 (uB—CCl3), 109.0 (uA—
C(CH3),), 112.1 (uB=C%H), 120.0 (C“"H, Fmoc), 122.2 (uB-C?), 125.2 (C*H, Fmoc),
125.5 (WA-C*H), 126.8, 127.0, 127.7 (C“"H), 128.5 (uB—C® H), 128.8 (C*"H u. uB-C'),
131.2 (WB-C2'H), 137.5 (WA-C"), 139.0 (WUA—CPH), 141.3, 143.9/144.0 (C%"), 154.1 (uB—
%), 156.5 (uC-NHCO,), 165.1 (uA-C=0), 170.0, 170.6, 174.0 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 11743285 11743276 [Cs7HgsCI4NsO»+Na]™

12.2.4.2. uA[Acetonid]-uC[(R)-(CH,)3Ns]-Cryptophycin-1 (322f)

Na M =782.32gmol™!  C4Hs5,CIN5Oq

Die Makrolactamisierung erfolgt gemidB AAV-9, ausgehend von 321f (320 mg,
0.277 mmol). Nach der Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v) und Trocknung im HV wird 322f als hellgelber, erstarrter
Schaum erhalten.

Ausbeute: 198 mg (91 %).

[a]RT = +13.7 (c = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.84 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.94
(d, J = 6.6 Hz, 3H, uD-C®Hjs), 1.14 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CfHCHjs), 1.37 (ddd, J = 13.6,
9.3, 3.9Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.51 (s, 3H, uA—C(CHjz)y),
1.52-1.81 (m, 6H, uC—CPH, u. uC-C"H, u. uD-CPHAH? u. uD-C"H), 1.84 (qm, J =
6.9 Hz, 1H, uA-C¢H), 2.22 (ddd, J = 14.1, 10.6, 10.5Hz, 1H, uA—CYH*H5), 2.45 (ddm,
J = 14.3, 5.4 Hz, 1H, uA—-CYHAH?), 2.57 (m, 1H, uC-C*H), 3.02 (dd, J = 14.4, 7.5Hz,
1H, uB-CAHAH?®), 3.12 (dd, J = 14.5, 5.3 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.26-3.34 (m, 2H, uC—
C®Hp), 3.39 (m, 1H, uC-CHAH?NH), 3.47 (m, 1H, uC-CH*H®NH), 3.80 (dd, J = 8.8,
2.1Hz, 1H, uA-C%H), 3.86 (s, 3H, uB-OCHj3), 4.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA-C"H), 4.77
(m, 1H, uD-C%*H), 4.78 (m, 1H, uB-C%H), 4.98 (ddd, J = 11.3, 7.1, 1.8 Hz, 1H, uA—
C%H), 5.67 (d, J = 15.5Hz, 1H, uA—C*H), 5.72 (d, J = 8.2Hz, 1H, NH), 6.51 (ddd, J =
15.3, 9.7, 5.6 Hz, 1H, uA—CPH), 6.83 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-C¥H), 6.92 (m, 1H, NH),
7.06 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C%H), 7.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C? H), 7.33-7.40 (m,
5H, uA-C“H).
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3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =9.7 (WA-CEHCHj3), 21.2 (uD-C%Hy),
23.0 (uD-C®H3), 24.5 (uD-CH), 25.7 (uC-CPH,), 26.8 (uC—C"H,), 27.0 (uA-C(CH3),),
27.2 (uUA—C(CH3)»), 35.1 (uB-CPH,), 35.6 (uA—C"H,), 36.8 (uA—CZH), 39.2 (uC—CH,-
NH), 39.5 (uD-CPH,), 43.8 (uC-C*H), 51.1 (uC-C%H,), 53.6 (UB-C*H), 56.1 (uB—
OCHj3), 71.5 (uD-C®H), 76.4 (uA—C%H), 80.1 (uA-C"H), 82.3 (uA—C*H), 109.1 (uA—
C(CH3),), 112.2 (uB-C3'H), 122.3 (uB-C*), 125.0 (uA—C*H), 126.6 (uUA—C“'H), 128.4
(uB—C9H), 128.6, 128.8 (uUA—C“H), 129.8 (uB-C"), 131.0 (uB-C? H), 137.5 (uUA-C"),
141.4 (uUA—CPH), 153.9 (uB—C¥), 165.3 (uA-C=0), 170.5, 171.0, 174.8 (C=0).
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 7823520 7823526  [C4oHs52CIN5Og+H]"
m/z=804.3337 804.3346 [C4oHs5pCIN5O9+Na]™

12.2.4.3. seco-uA[Acetonid]-uC[(S)-(CH2)3N3]-Cryptophycin-1 (321g)

O M =1153.96 gmol~! Cs7HgsCl4N5O,

Die Ester-Synthese erfolgt gemidl AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (227 mg,
0.292 mmol) und Carbonsédure ent-284b (172 mg, 0.436 mmol). Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie (3 x 30 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) und Trock-
nung im HV wird 321g als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 275 mg (82 %).

[a]RT" = ~12.6 (¢ = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.94
(d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C%H3), 1.11 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.44 (s, 3H, uA—
C(CH3),), 1.49 (s, 3H, uA-C(CH3),), 1.51-1.80 (m, 7H, uC—CﬁHz u. uC-C"H, u. uD—
CPH, u. uD-C"H), 1.93 (m, 1H, uA—C¢H), 2.32-2.44 (m, 2H, uA-C"H,), 2.71 (m, 1H,
uC-C%H), 3.05 (dd, J = 14.1, 6.3 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.17 (dd, J = 14.2, 5.8 Hz, 1H,
uB-CPHAH®), 3.23-3.26 (m, 2H, uC-C%H,) 3.30 (ddd, J = 13.8, 8.4, 5.6Hz, 1H, uC-
CH*H®NH), 3.57 (ddd, J = 13.6, 7.0, 4.4Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.81 (dd, J = 9.1,
2.4Hz, 1H, uA—C*H), 3.83 (s, 3H, uB-OCH3), 4.22 (m, 1H, CHCH,, Fmoc), 4.31 (dd, J =
10.3, 7.4 Hz, 1H, CHCH*H?, Fmoc), 4.34 (dd, J = 10.4, 7.9 Hz, 1H, CHCHAH?, Fmoc),
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4.682 (d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CHAHECCl3), 4.684 (d, J = 8.9Hz, 1H, uA—C"H), 4.75 (d,
J = 11.9Hz, 1H, uB-CH*H?CCl3), 4.96 (dd, J = 9.9, 3.4Hz, 1H, uD-C*H), 5.03 (ddd,
J=1.5,6.3,6.3Hz, 1H, uB-C*H), 5.07 (ddm, J = 10.8, 7.0 Hz, 1H, uA—C%H), 5.65 (dm,
= 15.6 Hz, 1H, uA—C“H), 6.04 (m, 1H, NH), 6.41 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH), 6.66 (ddd,
J =153, 6.8, 6.6 Hz, 1H, uA—-CPH), 6.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C H), 7.01 (dd, J = 8.4,
1.8 Hz, 1H, uB-C®H), 7.15 (d, J = 1.9 Hz, 1H, uB-C%H), 7.27-7.40 (m, 9H, uA—C“H u.
C“H, Fmoc), 7.62 (dm, J = 7.7Hz, 2H, C*’H, Fmoc), 7.76 (dm, J = 7.5Hz, 2H, C*'H,
Fmoc).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (uA—-CEHCH3), 21.4 (uD-C%Hj3),
23.2 (uD-C®Hj3), 24.8 (uD-C"H), 26.1 u. 26.5 (uC-CPH, u. uC-C"H,), 27.1 (uA-C-
(CH3)»), 27.2 (uA—C(CH3),), 32.8 (uUA—CYH,), 35.8 (UA—CZH), 36.6 (uB—CPH,), 39.2
(uD-CPH,), 42.7 (uC-CH,NH), 45.3 (uC-C?H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 51.1 (uC-C%®H,),
53.2 (uB-C*H), 56.1 (uB—CH3), 66.9 (CHCH,, Fmoc), 71.6 (uD-C*H), 74.7 (uB—CH,-
CCl3), 75.7 (uA—C®H), 80.4 (UA—CH), 82.0 (uA—C%H), 94.3 (uUB—CCl3), 109.0 (uA—
C(CHs),), 112.1 (uB-CYH), 119.9 (C“H, Fmoc), 122.2 (uB-C%), 125.3 (uUA-C°H u.
C“H, Fmoc), 126.8, 127.0, 127.7 (C“’H), 128.5 (uB-C% H), 128.6 (uB-C""), 128.8 (C<"H),
131.2 (uB-C?H), 137.4 (uA-C"), 139.3 (uA-CPH), 141.3, 144.0, 144.1 (C"), 154.1 (uB—
C%), 156.7 (uC-NHCO,), 165.2 (uA-C=0), 170.1, 170.8, 174.8 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 1169.3739 1169.3722 [Cs7HgsCI4NsOo+NH4] "

12.2.4.4. uA[Acetonid]-uC[(S)-(CH;);N3]-Cryptophycin-1 (322g)

Aoy
AI L,

\”NS M =782.32gmol™!  CaoHs2CINsOg

Die Makrolactamisierung erfolgt gemidl AAV-9, ausgehend von 321g (270 mg,
0.234 mmol). Nach der Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:1 v/v) und Trocknung im HV wird 322g als farbloser Feststoff

erhalten.
Ausbeute: 129 mg (70 %).
[a]®T = +3.7 (¢ = 1.10 in CHCI3).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 0.84 (d, J = 6.1 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.93
(d, J = 6.3 Hz, 3H, uD-C%Hs), 1.14 (d, J = 6.6 Hz, 3H, uA—CEHCHj3), 1.39 (ddd, J = 13.1,
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9.1, 3.5Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.51 (s, 3H, uA-C(CH3),),
1.54-1.68 (m, 5H, uC—CPH, u. uC-C"H, u. uD-C"H), 1.73 (ddd, J = 13.9, 9.9, 4.2 Hz,
1H, uD-CPHAH?), 1.85 (m, 1H, uA—C&H), 2.21 (ddd, J = 13.6, 10.8, 10.3 Hz, 1H, uA-
CYHAH?), 2.42 (ddm, J = 13.8, 4.7 Hz, 1H, uA—C"HAH?), 2.65 (m, 1H, uC-C*H), 3.06
(dd, J = 14.0, 7.2 Hz, 1H, uB-CPHAH?®), 3.12 (dd, J = 14.2, 4.8 Hz, 1H, uB-CAHAH?),
3.24-3.28 (m, 2H, uC-C%H,), 3.39 (m, 1H, uC-CH*H®NH), 3.56 (ddd, J = 13.1, 6.6,
6.6 Hz, 1H, uC—-CHAH®NH), 3.80 (dm, J = 8.5 Hz, 1H, uA—C%H), 3.86 (s, 3H, uB—-OCH3),
4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.73 (dd, J = 12.2, 6.4 Hz, 1H, uD-C*H), 4.88 (m, 1H,
uB-C%H), 4.97 (m, 1H, uA-C%H), 5.65 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA-C®H), 5.70 (d, J =
8.4Hz, 1H, NH), 6.49 (ddd, J = 14.7, 9.3, 5.7 Hz, 1H, uA—CPH), 6.64 (m, 1H, NH), 6.83
(d, J = 8.4Hz, 1H, uB-CYH), 7.06 (dm, J = 8.1 Hz, 1H, uB-C%H), 7.21 (m, 1H, uB—C? H),
7.32-7.40 (m, SH, uA-C“H).
BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =9.7 (uA-CEHCH3), 21.3 (uD-C%H3),
22.9 (uD-C%Hjy), 24.6 (uD-C7H), 26.4 (uC—CPH,), 26.5 (uC-CH,), 27.0 (WUA-C(CHjs),),
27.2 (uA—C(CH3),), 35.1 (uB-CPH,), 35.5 (uA—C"H,), 37.0 (uA—CZH), 39.0 (uC—CHs-
NH), 39.7 (uD-CPH,), 44.1 (uC-C®H), 51.1 (uC—C%H,), 54.1 (uB-C*H), 56.1 (uB—
OCHj), 71.3 (uD-C%H), 76.3 (uA—C%H), 80.3 (uA—C"H), 82.4 (uA-C*H), 109.1 (uA-
C(CH3),), 112.2 (uB-CYH), 122.4 (uB-C?), 125.2 (uA-C*H), 126.6 (uA-C“'H), 128.5
(uB-C%H), 128.6, 128.8 (uA-C*H), 129.9 (uB-C!), 131.1 (uB-CZ'H), 137.5 (uUA-C*"),
141.4 (uA-CPH), 154.0 (uB-C¥), 165.5 (uUA—C=0), 170.3, 170.4, 174.3 (C=0).
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z= 804.3358 804.3346  [C4oHs5»CIN5O9+Na]™

12.2.5. Aminomethyl-Seitenkette

12.2.5.1. seco-uA[Acetonid]-uC[(R)-CH,NHCO,CH,C=CH]-Cryptophycin-1
(321h)
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Die Ester-Synthese erfolgt gemidl AAV-8, ausgehend von Alkohol 241 (175 mg,
0.225 mmol) und Carbonsdure 298b (143 mg, 0.339 mmol). Nach Reinigung durch Siu-
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lenchromatographie (2 x 35 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) wird das Pro-
dukt in CH3CN/H,0 aufgenommen und lyophilisiert. 321h wird als volumindser farbloser
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 203 mg (76 %).
[a]RT = —21.6 (¢ = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.89 (d, J = 6.1 Hz, 3H, uD-C%H3),
0.93 (d, J = 6.3Hz, 3H, uD-C%H3), 1.11 (d, J = 6.9Hz, 3H, uA-CEHCHj3), 1.47 (s,
3H, uA—C(CHj3),), 1.52-1.57 (m, 4H, uA—C(CH3), u. uD-CPHAH?) 1.70-1.79 (m, 2H,
uD-CPHAHZ, uD-C"H), 1.94 (m, 1H, uA-C¢H), 2.34-2.41 (m, 2H, uA-C"Hy), 2.47 (dd,
J =22, 2.2Hz, 1H, uC-C=CH), 2.85 (m, 1H, uC-C*H), 3.05 (dd, J = 14.1, 6.4 Hz, 1H,
uB-CPHAHP), 3.17 (dd, J = 14.2, 5.6 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.17 (m, 1H, uC-CHAH:-
NHPoc), 3.38 (ddd, J = 14.3, 5.3, 5.2 Hz, 1H, u~C-CH*H?NHFmoc), 3.60 (ddd, J = 14.2,
7.6, 5.6Hz, 1H, uC—-CHA*H?NHPoc), 3.74 (ddd, J = 14.3, 8.4, 4.5Hz, 1H, uC-CHAH?-
NHFmoc), 3.80 (m, 1H, uA—CCH), 3.83 (s, 3H, uB-OCHj3), 4.21 (m, 1H, CHCH,, Fmoc),
4.32-4.39 (m, 2H, CHCH,, Fmoc), 4.65 (dd, J = 15.7, 2.1 Hz, 1H, uC—-CHAH?C=H), 4.69
(d, J = 11.9Hz, 1H, uB-CH*HZCCly), 4.70 (d, J = 8.6 Hz, 1H, uA—C"H), 4.73 (dd, J =
15.4,2.1 Hz, 1H, uC-CHAHBC=H), 4.78 (d, J = 11.9 Hz, 1H, uB-CH*H2CCl5), 4.95 (dd,
J =9.7, 3.2Hz, 1H, uD-C*H), 5.00-5.05 (m, 2H, uB-C*H u. uA—C%H), 5.60 (dm, J =
15.5Hz, 1H, uA-C*H), 5.91 (dd, J = 7.1, 5.6 Hz, 1H, NH), 6.02 (dd, J = 7.9, 4.9 Hz, 1H,
NH), 6.42 (d, J = 7.9Hz, 1H, NH), 6.58 (ddd, J = 15.3, 6.8, 6.7 Hz, 1H, uA—CPH), 6.80
(d,J =8.4Hz, 1H, uB-CYH), 7.01 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H, uB-C®H), 7.15 (d, J = 1.7 Hz,
1H, uB—C? H), 7.29-7.41 (m, 9H, C*'H), 7.61 (dd, J = 7.2, 3.6 Hz, 2H, C*'H, Fmoc), 7.76
(dm, J =7.5Hz, 2H, C*H, Fmoc).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (1A—-CEHCH3), 21.5 (uD-C%H3),
23.2 (uD-C%H3), 24.7 (uD-C"H), 27.1 (UA—C(CH3),), 27.2 (WUA—C(CH3),), 32.8 (uA—
CYH»), 36.1 (WA—CZH), 36.6 (uB—CPH,), 38.4 (uC—CH,NHPoc), 39.1 (uC—CH,NHFmoc),
39.2 (uD-CPH,), 45.2 (uC-C*H), 47.2 (CHCH,, Fmoc), 52.7 (CH,C=CH), 53.1 (uB-
C%H), 56.1 (uB-OCH3), 67.0 (CHCH,, Fmoc), 71.5 (uD-C®H), 74.67, 74.68 (uB—CH,-
CCl; u. uC-C=CH), 75.6 (uA—C%H), 78.3 (C=CH), 80.5 (uA-C"H), 82.2 (uA—C°H),
94.3 (uB—CCl3), 109.1 (uA—C(CH3),), 112.1 (uB—C'H), 120.0 (C*’H, Fmoc), 122.2 (uB—
C¥), 125.18, 125.20 (UA-C%*H u. C*’H, Fmoc), 126.8, 127.1, 127.7 (C“’H), 128.5 (uB—
CH), 128.6, 128.7 (uA-C“H), 128.8 (uB-C'), 131.2 (uB-C? H), 137.4 (uA-C“"), 139.2
(uA-CPH), 141.3, 143.8/ 143.9 (C*), 154.1 (uB-C¥), 156.4, 156.9 (uC-NHC(0)), 165.2
(uUA—C=0), 170.2, 170.7, 172.4 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ton
m/z= 12023109 12023113 [Cs9HgsCI4N3014+Na] ™
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12.2.5.2. uA[Acetonid]-uC[(R)-CH,NHCO,CH,C=CH]-Cryptophycin-1 (322h)
W
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Die Makrolactamisierung erfolgt gemidB AAV-9, ausgehend von 321h (180 mg,
0.169 mmol). Nach der Reinigung durch Sdulenchromatographie (2 x 35cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 2:1 v/v) und Trocknung im HV wird das Produkt in CH3;CN/H,O
aufgenommen und lyophilisiert. 322h wird als voluminoser farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 94 mg (69 %).
[a]RT" = +23.6 (c = 1.00 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.82 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.92
(d, J = 6.6 Hz, 3H, uD-C%Hj), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCHj3), 1.34 (ddd, J = 13.8,
8.9, 3.5Hz, 1H, uD-CPHAH®), 1.47 (s, 3H, uA-C(CH3),), 1.51 (s, 3H, uA-C(CH3),),
1.61-1.77 (m, 2H, uD-CPHAH® u. uD-CH), 1.84 (ddq, J = 6.8, 1.4, 6.8 Hz, 1H, uA—
CEH), 2.21 (ddd, J = 14.4, 11.6, 11.5Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.42 (dd, J = 2.2, 2.2 Hz,
1H, uC-C=CH), 2.50 (dm, J = 14.4Hz, 1H, uA-CYHAH?), 2.88-2.92 (m, 2H, uC-C*H
u. uB-CPHAHP®), 3.12 (dd, J = 14.5, 5.2 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.26 (dm, J = 14.4 Hz,
1H, uC—-CH*H®NHPoc), 3.31 (ddd, J = 14.6, 7.3, 7.3 Hz, 1H, uC~CHAH?NHC(O)CH),
3.55 (ddd, J = 14.3, 7.1, 7.1 Hz, 1H, uC—-CH*HENHC(O)CH), 3.75 (ddd, J = 13.6, 9.1,
2.0Hz, 1H, uC—-CH*H®NHPoc), 3.79 (dd, J = 8.8, 1.7Hz, 1H, uA—C*H), 3.87 (s, 3H,
uB-OCHj3), 4.58 (ddd, J = 7.3, 7.3, 5.7Hz, 1H, uB-C%H), 4.64 (dd, J = 15.6, 2.2 Hz, 1H,
uC-CHAHBC=H), 4.71 (d, J = 8.2 Hz, 1H, uA—C"H), 4.72 (dd, J = 15.7, 2.3 Hz, 1H, uC-
CHAHPC=H), 4.81 (dd, J = 10.2, 3.5 Hz, 1H, uD-C*H), 5.08 (ddd, J = 11.3, 7.0, 1.9 Hz,
1H, uA—C9%H), 5.64-5.68 (m, 2H, uA—C*H u. NH), 6.08 (m, 1H, NH), 6.67 (ddd, J = 14.9,
11.3, 3.6 Hz, 1H, uA—-CPH), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-CH), 7.05 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz,
1H, uB-C%H), 7.18 (d, J = 1.8 Hz, 1H, uB-C?H), 7.28 (dd, J = 8.8, 3.1Hz, 1H, NH),
7.32-7.40 (m, 5H, uA—C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.6 (uA-CEHCH3), 21.3 (uD-C%H3),
23.0 (uD-C%Hj3), 24.4 (uD-C"H), 27.0 uA—C(CH3),), 27.2 (uA—C(CH3),), 35.3 (uB-—
CPH,), 35.9 (uUA—CYH,), 36.5 (uC—CH,NHCO»), 36.7 (uA—CZH), 39.5 (uD-CPH,), 40.1
(uC—CH,NHC(0)), 42.8 (uC—C*H), 52.4 (uC-CH,C=CH), 55.2 (uB-C®H), 56.2 (uB—
OCHj3), 71.9 (uD-C*H)), 74.3 (uC-C=CH), 76.2 (uA-C%H), 78.5 (C=CH), 80.1 (uA-
C"H), 82.3 (UA—CSH), 109.2 (uA—C(CH3),), 112.4 (uB-C5H), 122.5 (uB-C¥), 123.9



12.3. Derivatisierung des Makrocyclus 295

(UA—C*H), 126.6 (uA—C“"H), 128.1 (uB-CSH), 128.6, 128.8 (uA—C*"H), 129.3 (uB-C""),
130.7 (uB-C? H), 137.5 (uA—C%"), 142.9 (uA—CPH), 154.1 (uB-C*), 155.9 (uC-NHCO,),
165.3 (uA-C=0), 171.0, 171.2, 174.2 (C=0).

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 8323181 832.3183 [C4HspCIN3O;;+Na]"

12.3. Derivatisierung des Makrocyclus

12.3.1. Diol-Epoxid-Transformation
12.3.1.1. Reagenzien:

0.5 M Acetylbromid-L&sung: Acetylbromid (dest., 0.37 mL, 0.62 g, 5.00 mmol) wird in
abs. CH;Cl; (9.63 mL) aufgenommen.

0.2 M K,COj3/Ethylenglykol/DME-Emulsion: K,COj3 (0.415 g, 3.00 mmol), aktivier-
tes Molekularsieb 3 A (0.7 ) und ein Magnetrithrkern werden gemeinsam im HV
ausgeheizt. Anschlieffend werden nacheinander abs. Ethylenglykol (5 mL, bidest.
von Na;SO4 und Natrium) und abs. DME (10 mL) zugegeben und Mischung so lan-
ge unter Argonatmosphire bei RT geriihrt, bis das K,COj3 vollstindig geldst ist. Die
erhaltene Emulsion trennt sich beim Stehen rasch in zwei Phasen auf und muss da-
her unmittelbar vor ihrer Verwendung durch Schiitteln homogenisiert werden. Das

Reagenz kann unter Argoniiberdruck gelagert werden.

12.3.1.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
AAV-10: Acetonid-Spaltung

Eine Losung des cyclischen Acetonids 322a-h (0.100 mmol) in abs. CH,Cl; (1.0 mL) wird
im Eisbad gekiihlt und TFA (1.0mL) wird tropfenweise zugegeben, gefolgt von H,O
(5 Tropfen). Die Reaktionslosung wird 3 h bei 0 °C geriihrt und dann i. Vak. am Rotati-
onsverdampfer eingeengt (Badtemperatur = RT). Der Riickstand wird in EtOAc (50 mL)
und ges. NaHCOs3-Lsg. (75 mL) aufgenommen. Nach Durchmischung und Trennung der
Phasen wird die wissrige Phase wiederholt mit EtOAc extrahiert (3 x 25 mL). Die verei-
nigten organischen Phasen werden tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne einge-
engt. Das erhaltene Diol 323a-h wird im HV getrocknet und ohne Reinigung im folgenden

Reaktionsschritt eingesetzt.
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AAV-11: Synthese des cyclischen Orthoformiats

Eine Mischung von cyclischem Diol 323a-h (1.0 Aq.) und PPTS (2.5 Aq.) wird im HV ge-
trocknet. Dazu werden gleichzeitig unter Rithren CH,Cl, (30 ml/mmol) und Trimethylort-
hoformiat (10 mL/mmol) gegeben. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei RT geriihrt, wobei
der Fortschritt der Reaktion durch Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, Laufmittel:
EtOAc/Hexan 2:1 v/v) verfolgt werden kann. Das Reaktionsgemisch (AnsatzgroBe: 0.05 —
0.25 mmol) wird durch Kieselgel 60 (5 x 2 cm, Korngroe: 40—63 pm) filtriert und die
Filtermasse mit EtOAc/CH,Cl, (1:1 v/v, 300 mL) nachgewaschen. Die vereinigten Filtra-
te werden i. Vak. zur Trockne eingeengt und das erhaltene cyclische Orthoformiat 324a-h
nach Trocknung im HV ohne weitere Reinigung im nichsten Reaktionsschritt eingesetzt.

AAV-12: Offnung des Orthoformiats zum Bromhydrinformiat

Eine Losung des cyclischen Orthoformiats 324a-h in abs. CH,Cl, (15 mL/mmol) wird mit
einer 0.5 M-Losung von Acetylbromid in abs. CH,Cl, (2.5 Aq. Acetylbromid) versetzt.
Die Reaktionslosung (Ansatzgrofie: 0.05 —0.25 mmol) wird 4 h bei RT geriihrt, dann mit
abs. CH,Cl, (10 mL) versetzt und im Eisbad gekiihlt und in eine eiskalte 1: 1-Mischung
aus ges. NaHCOs3-Lsg. und H,O (50 mL) gegossen. Der Reaktionskolben wird portions-
weise mit abs. CH,Cl, (12 mL) gespiilt. Nach Durchmischung und Phasentrennung wird
die wissrige Phase wiederholt mit CH,Cl, (3 x 20mL) extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden iiber MgSQ, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Das
erhaltene Bromhydrinformiat 325a-h wird ohne Reinigung in der Folgereaktion eingesetzt.

AAV-13: Epoxid-Synthese

Das Bromhydrinformiat 325a-h (1.0 Aq., AnsatzgroBe: 0.05—0.25 mmol) wird in einer
durch Schiitteln homogenisierten 0.2M K,CO3/Ethylenglykol/DME-Emulsion (25 mL/
mmol, 5 Aq. K,COs) aufgenommen. Die Reaktionsmischung wird 2.5 min bei RT geriihrt,
dann rasch durch Zugabe von abs. CH,;Cl, (20 mL) verdiinnt und sofort in eine im Schei-
detrichter vorliegende, eiskalte 0.5 %ige wissrige KHSO4-Lsg. (20 mL) gegossen. Der Re-
aktionskolben wird zusitzlich mit abs. CH,Cl, (20 mL) gespiilt. Nach Durchmischung und
Trennung der Phasen wird die wissrige Phase wiederholt mit CH,Cl, (2 x 20 mL) extra-
hiert. Da eine moglichst rasche Extraktion des Epoxids 326a-h aus dem sauren Milieu fiir
den Erfolg der Synthese entscheidend ist, sollte die organische Phase jeweils nach Aus-
bildung einer scharfen Phasengrenze sofort entnommen und eine mdogliche Triibung der
Losung in Kauf genommen werden. Die vereinigten organischen Phasen werden unmittel-
bar nach Beendigung der Extraktion iiber MgSO, getrocknet und darauthin zur Trockne
eingeengt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt.
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12.3.1.3. uC[(R)-CH,CO,All]-Cryptophycin-1 (326a)

OOHN
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Das Acetonid 322a (106 mg, 0.133 mmol) wird gemall AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 3:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H;O aufgenommen und lyophili-

siert. 326a wird als volumindser, farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 69 mg (70 % iiber 4 Stufen).

[a]RT" = +27.8 (c = 0.53 in CHCl3).

HPLC: tz = 30.6 min (Methode 2).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.82 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.84
(d, J = 6.7Hz, 3H, uD-C%Hj3), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.33 (ddd, J =
13.8, 9.7, 3.4Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.61 (m, 1H, uD-C"H), 1.69 (ddd, J = 13.9, 10.8,
4.3 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.84 (m, 1H, uA-CZH), 2.45 (ddd, J = 14.0, 10.6, 10.0 Hz,
1H, uA-C"HAH5), 2.56 (dd, J = 17.5, 6.8 Hz, 1H, uC-CHAHZCO,All), 2.57 (m, 1H, uA-
CYHAHP), 2.78 (dd, J = 17.5, 8.2Hz, 1H, u"C—-CH*H?CO,All), 2.92 (dd, J = 7.5, 1.9 Hz,
1H, uA—C%H), 2.98 (dd, J = 14.5, 7.7Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.16 (m, 1H, uC-C%H),
3.16 (dd, J = 14.4, 5.6 Hz, 1H, uB-CPHAHP), 3.28 (ddd, J = 13.8, 7.2, 7.0Hz, 1H, uC-
CHAH®NH), 3.58 (ddd, J = 13.6, 5.8, 4.3Hz, 1H, uC—CH*H?NH), 3.69 (d, J = 1.7 Hz,
1H, uA—C"H), 3.86 (s, 3H, uB—-OCH3), 4.54-4.61 (m, 2H, uC—CH,CH=CH,), 4.83 (dd,
=10.7, 3.2Hz, 1H, uD-C*H), 4.83 (m, 1H, uB—-C*H), 5.10 (ddd, J = 11.0, 4.8, 1.5Hz,
1H, uA-C®H), 5.24 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, uC~-CH=CHa;,4,5)), 5.32 (dm, J = 17.2 Hz, 1H,
uC-CH=CH,.;y)). 5.75 (dm, J = 15.2 Hz, 1H, uA-C*H), 5.78 (m, 1H, NH), 5.89 (dddd,
J=17.2,10.6, 5.7, 5.7Hz, 1H, uC-CH=CH,), 6.64 (ddd, J = 15.3, 9.2, 6.1 Hz, 1H, uA—
CPH), 6.71 (m, 1H, NH), 6.83 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C> H), 7.08 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H,
uB-CH), 7.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C% H), 7.23-7.39 (m, 5H, uA-C*H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.6 (uUA-CEHCH3), 21.0 (uD-
C%H3), 23.0 (uD-C%Hy), 24.4 (uD-CH), 32.7 (uC-CH,CO,All), 35.0 (uB-CPH,), 36.7
(uUA—C"Hy), 39.2 (uC—CH,NH), 39.4 (uD-CPH,), 40.3 (uC-C*H), 40.6 (uA—CEH), 53.5
(uB-C%H), 56.1 (uB-OCHj3), 58.9 (uUA—C"H), 63.0 (uA-C%H), 65.6 (uC—CH,CH=CH,),
71.4 (uD-C%H), 76.5 (uUA—C%H), 112.2 (uB-C3H), 118.5 (uC-CH=CHy,), 122.3 (uB-C?),
125.4 (UA-C*H), 125.6 (UA-C*H), 128.4 (uB-C®H), 128.6, 128.7 (uA-C*'H), 129.8
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(uB-C!), 131.0 (uB-C?H), 131.8 (uC-CH=CH,), 136.7 (uA—C%"), 140.8 (uUA—CPH),
153.9 (uB-C*), 165.6 (uA-C=0), 170.7, 170.8, 171.1, 173.2 (C=0).

IR (KBr): ¥ [em™']=3421 m, 2959 m, 2932 w, 2873 w, 1736 vs, 1682 s, 1504 vs, 1465 w,
1441 w, 1378 w, 1343 w, 1283 m, 1258 s, 1182 s, 1127 w, 1065 m, 1024 w, 986 w, 934 w,
888 w, 816 w, 753 w, 699 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 761.2820 761.2811 [C39H47C1N2010+Na]+

12.3.1.4. uC[(S)-CH,CO,All]-Cryptophycin-1 (326b)

M =739.25gmol~!  C39Hy47CIN,O1

Das Acetonid 322b (125 mg, 0.157 mmol) wird gemadB AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 3:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophili-
siert. 326b wird als voluminoser, farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 62 mg (53 % tiber 4 Stufen).

[a]RT = -20.4 (c = 0.48 in CHCl3).

HPLC: tz = 30.0 min (Methode 2).

"H-NMR (500 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 0.825 (d, J = 6.0 Hz, 3H, uD-C%Hj3),
0.834 (d, J = 6.0Hz, 3H, uD—C%Hz), 1.15 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.31 (ddd,
J=13.7,9.1,3.2 Hz, 1H, uD-CAHAH?), 1.65 (m, 1H, uD-CH), 1.70 (ddd, J = 13.8, 10.5,
4.3 Hz, 1H, uD-CAHAHP), 1.81 (dgm, J = 12.0, 6.8 Hz, 1H, uA—C¢H), 2.46 (ddd, J = 13.5,
10.7, 10.7 Hz, 1H, uA—-CYHAH?), 2.51-2.57 (m, 2H, uA—C"H*H? u. u~C-CH*HZCO, All),
2.74 (dd, J = 17.7, 5.0 Hz, 1H, uC-CH*HZCO,All), 2.93 (dd, J = 7.3, 1.7Hz, 1H, uA-
C%H), 2.93 (m, 1H, uB-CPHAH?), 3.07-3.14 (m, 2H, uB-CPHAH? u. uC-C%H ), 3.44
(ddd, J = 13.5, 5.8, 3.9 Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.66 (ddd, J = 13.6, 6.8, 6.8 Hz, 1H, uC-—
CHAHZNH), 3.69 (d, J = 1.7Hz, 1H, uA-C"H), 3.86 (s, 3H, uB—-OCH3), 4.51 (ddm, J =
13.2, 5.8 Hz, 1H, u"C~CHAH2CH=CH,), 4.57 (ddm, J = 13.2, 5.7 Hz, 1H, uC-CHAHBCH=
CH»), 4.79 (ddd, J = 8.3, 6.2, 6.1Hz, 1H, uB-C*H), 4.86 (dd, J = 10.3, 3.3Hz, 1H,
uD-C%H), 5.11 (ddm, J = 11.2, 5.0 Hz, 1H, uA—C®%H), 5.23 (dm, J = 10.4Hz, 1H, uC—
CH=CHa(1yns))> 5.29 (dm, J = 17.2Hz, 1H, uC-CH=CHy;5)), 5.66 (m, 1H, NH), 5.78
(dm, J = 15.4 Hz, 1H, uA—-C*H), 5.87 (dddd, J = 17.0, 10.9, 5.7, 5.6 Hz, 1H, u~C—-CH=CH,),
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6.62 (ddd, J = 15.4, 9.2, 6.0 Hz, 1H, uA—CPH), 6.79 (m, 1H, NH), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
uB-C¥H), 7.08 (dd, J = 8.4, 1.7Hz, 1H, uB-C®H), 7.20 (d, J = 1.7 Hz, 1H, uB-C?H),
7.24-7.38 (m, SH, uA—C“"H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 13.6 (uA—CEHCH3), 21.0 (uD-
C%H3), 22.9 (uD-C®H3), 24.4 (uD-C"H), 33.6 (uC-CH,CO,All), 35.0 (uB-CPH,), 36.8
(uA-C"H,), 38.9 (uC-CH,NH), 39.4 (uD-CPH,), 40.6 (uA—CEH), 40.7 (uC-C*H), 53.9
(uB-C?H), 56.1 (uB-OCHj3), 59.0 (uA—C"H), 63.0 (uA—C%H), 65.6 (uC—CH,CH=CH,),
71.7 (uD-C®H), 76.7 (uUA—C%H), 112.3 (uB-C3 H), 118.6 (uC-CH=CH>), 122.4 (uB-C?),
125.4 (UA-C*H), 125.6 (uA—-C*H), 128.5 (uB-C®H), 128.6, 128.7 (uA-C*'H), 129.5
(uB-C"), 131.0 (uB-C?H), 131.7 (uC-CH=CH,), 136.7 (uUA—C"), 141.0 (uUA-CPH),
154.0 (uB-C*), 165.4 (uA-C=0), 170.3, 170.8, 171.0, 173.8 (C=0).

IR (KBr): ¥ [cm~ '] =3409 s, 3261 m, 2959 m, 2929 m, 1734 vs, 1671 s, 1541 m, 1504 s,

1458 w, 1441 w, 1382 w, 1339 w, 1258 s, 1203 s, 1180 s, 1066 m, 1001 w, 984 w, 886 w,
818 w, 753 w, 699 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 7612800 761.2811 [C39H47CIN,O;p+Na]™

12.3.1.5. uC[(R)-(CH,)3CO,All]-Cryptophycin-1 (326c)

~_0
0 )\é)/v[o HNI\ﬁCI
0 HN"o o~
o

O\/\
0o M =767.30gmol~! C4Hs;CIN,O

Das Acetonid 322¢ (125 mg, 0.151 mmol) wird gema AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Sé&ulenchromatographie (2 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 2:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H;O aufgenommen und lyophili-
siert. 326¢ wird als voluminsser, farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 70 mg (60 % iiber 4 Stufen).
[a]RT = +29.6 (c = 0.51 in CHCI3).
HPLC: tg = 31.1 min (Methode 2).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.87
(d, J = 6.5Hz, 3H, uD-C%Hj3), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.36 (ddd, J =
13.5, 10.5, 5.3Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46-1.83 (m, 7H, uC-CPH, u. uC-C"H, u. uD-
CPHAH® u. uD-C"H u. uA—C&H), 2.36-2.39 (m, 2H, uC-C®H,), 2.45 (ddd, J = 14.1, 10.5,
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10.4Hz, 1H, uA-CYHAH?), 2.53-2.59 (m, 2H, uA—C"HAH® u. uC-C*H), 2.92 (dd, J =
7.5, 1.9 Hz, 1H, uA—C%H), 3.04 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz, 1H, uB-CPHAH?®), 3.12 (dd, J =
14.4, 5.4Hz, 1H, uB-CPHAH?®), 3.36 (ddd, J = 13.6, 6.9, 6.8 Hz, 1H, uC-CH*H®NH),
3.49 (ddd, J = 13.6, 4.9, 3.9 Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.69 (d, J = 1.7Hz, 1H, uA-C"H),
3.86 (s, 3H, uB-OCHj3), 4.57-4.59 (m, 2H, uC—CH,CH=CH,), 4.79-4.84 (m, 2H, uB—
C%H u. uD-C®H), 5.14 (ddd, J = 11.0, 4.6, 1.5Hz, 1H, uA—C%H), 5.22 (dm, J = 10.4 Hz,
IH, uC~CH=CHy;,4ns)), 5.31 (dm, J = 17.2Hz, 1H, uC-CH=CH,,;)), 5.64 (m, 1H, NH),
5.74 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA-C*H), 5.92 (dddd, J = 17.1, 10.7, 5.6, 5.6 Hz, 1H, uC-
CH=CH,), 6.63 (ddd, J = 15.3, 9.5, 5.7Hz, 1H, uA-CPH), 6.83 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-
C%H), 6.89 (m, 1H, NH), 7.06 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, uB-C¥H), 7.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
uB-C%H), 7.24-7.26 (m, 2H, uA-C*H), 7.32-7.39 (m, 3H, uA—C<"H).

B3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.6 (uUA—CEHCH3), 21.2 (uD-
C%H3), 22.8 (uC-CAH,), 23.0 (uD-C%H3), 24.5 (uD-CYH), 27.8 (uC-C"H,), 33.8 (uC-
C%H,), 35.0 (uB-CPH,), 36.7 (uA-C"H,), 39.1 (uC—CH,NH), 39.4 (uD-CPH,), 40.6
(uA—CEH), 44.0 (uC—C*H), 53.5 (uB—C*H), 56.1 (uB-OCH3), 59.0 (uA—C"H), 63.0 (uA—
C%H), 65.1 (uC—CH,CH=CH,), 71.5 (uD-C*H), 76.4 (uA—C°®H), 112.2 (uB-C¥H), 118.2
(uC—CH=CH,), 122.4 (uB-C%), 125.4 (UA-C*H), 125.6 (uUA—C%'H), 128.4 (uB-C%H),
128.6, 128.7 (uA-C“'H), 129.7 (uB-C'), 131.0 (uB-C? H), 132.3 (uC-CH=CH,), 136.7
(UA-C"), 140.9 (uA-CPH), 153.9 (uB-C¥), 165.3 (uUA-C=0), 170.82, 170.84), 172.8,
174.9 (C=0).

IR (KBr): v [em~1]=23418s, 2958 s, 2873 w, 1734 vs, 1680 vs, 1504 vs, 1463 m, 1373 w,
1344 w, 1279 m, 1258 s, 1175 s, 1065 m, 1005 w, 934 w, 889 w, 816 w, 753 w, 699 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 7893122 789.3124  [C41Hs5;CIN,Ojo+Na]™

12.3.1.6. uC[(R)-(CH,)3;OAll]-Cryptophycin-1 (326d)
O
" 50 HN \Ejm
)\;Eo HNlO o~
e
O/\/

Das Acetonid 322d (85 mg, 0.107 mmol) wird gemid AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Flash-Chromatographie (2 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/

M =739.29 g IHOl*1 C4()H51 C1N209

Hexan 2:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophili-

siert. 326d wird als voluminoser, farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 56 mg (71 % iiber 4 Stufen).
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[a]RT = +25.7 (c = 0.50 in CHCI3).
HPLC: tz = 31.1 min (Methode 2).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C®Hj3), 0.87
(d, J = 6.6Hz, 3H, uD-C%Hj3), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.36 (ddd, J =
13.6, 10.4, 5.0Hz, 1H, uD-CAHAH?®), 1.54 (ddd, J = 13.0, 7.3, 5.7 Hz, 1H, uC-CPHAH?),
1.59-1.84 (m, 6H, uC—CPHAH? u. uC-C"H, u. uD-CPHAH® u. uD-CH u. uA—C%H),
2.45 (ddd, J = 13.4, 10.8, 10.7Hz, 1H, uA—C"H*H?), 2.54 (ddm, J = 14.2, 5.7Hz, 1H,
uA-CYHAHP), 2.60 (m, 1H, uC-C*H), 2.92 (dd, J = 7.5, 1.9Hz, 1H, uA-C%H), 3.05
(dd, J = 14.4, 7.1 Hz, 1H, uB-CPHAH?®), 3.12 (dd, J = 14.4, 5.5Hz, 1H, uB-CPHAH?),
3.34 (ddd, J = 13.6, 6.9, 6.8 Hz, 1H, uC—CH*HZNH), 3.42-3.46 (m, 2H, uC-C%H,), 3.51
(ddd, J = 13.6, 4.9, 4.1 Hz, 1H, uC—-CHAH®NH), 3.69 (d, J = 1.7Hz, 1H, uA—C"H), 3.84
(s, 3H, uB-OCH3), 3.94-3.97 (m, 2H, uC-CH,CH=CH), 4.80-4.84 (m, 2H, uB—C*H u.
uD-C%H), 5.13 (ddd, J = 11.2, 4.9, 1.8 Hz, 1H, uA-C®H), 5.16 (dm, J = 10.4Hz, 1H,
uC—CH=CH,(14s)), 5.27 (dm, J = 17.3Hz, 1H, uC-CH=CH,.;)), 5.63 (m, 1H, NH),
5.75 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA-C%H), 5.90 (dddd, J = 17.4, 10.4, 5.4, 5.4Hz, 1H, uC—
CH=CH,), 6.62 (ddd, J = 15.3, 9.3, 5.9 Hz, 1H, uA—CPH), 6.83 (d, J = 8.5Hz, 1H, uB-
C%H), 6.85 (m, 1H, NH), 7.06 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H, uB-C%H), 7.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
uB-C%H), 7.24-7.26 (m, 2H, uA-C*H), 7.32-7.39 (m, 3H, uA-C“ H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;3, TMS): § [ppm] = 13.6 (uUA-CEHCH3), 21.2 (uD-
C%H3), 23.0 (uD-C%Hy), 24.5 (uD-C"H), 25.2 (uC-CPH,), 27.5 (uC-CH,), 35.1 (uB—
CPH,), 36.7 (uA—C"H,), 39.37 (uC-CH,NH), 39.43 (uD-CPH,), 40.6 (uA—CZH), 44.1
(uC—C%H), 53.4 (uB-C%H), 56.1 (uB-OCHj3), 59.0 (uA—C"H), 63.0 (uA-C*H), 69.7
(uC-C%H,), 71.4 (uD-C*H), 71.8 (uC—CH,CH=CH>), 76.4 (uA-C®H), 112.2 (uB-C> H),
116.7 (uC-CH= CH,), 122.4 (uB-C%), 125.4 (uA—-C*H), 125.6 (uA—C%'H), 128.4 (uB—
CYH), 128.6, 128.7 (uA-C*’H), 129.8 (uB-C'"), 131.0 (uB-C?'H), 135.0 (uC~CH=CH,),
136.7 (uUA—C9"), 140.8 (uA-CPH), 153.9 (uB—C%), 165.3 (uA—C=0), 170.8, 170.9, 175.1
(C=0).

IR (KBr): v [cm_l] =3419 s, 2958 m, 2871 w, 1749 s, 1724 s, 1680 vs, 1504 vs, 1457 w,
1373 w, 1345 w, 1258 m, 1174 m, 1065 m, 1023 w, 889 w, 811 w, 752 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 7613175 761.3175 [C4Hs5;CIN>Og+Na]™
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12.3.1.7. uCJ[(S)-(CH,);O0AIll]-Cryptophycin-1 (326e)

O O HN

AIO HNLTI

O :

M =739.29 gmol~!  CyoHs;CIN,Oq
Das Acetonid 322e (103 mg, 0.129 mmol) wird gemil AAV-10— AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Séaulenchromatographie (2 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 3:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophili-
siert. 326e wird als voluminoser, farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 75 mg (79 % tiber 4 Stufen).

[a]RT = +16.6 (c = 0.51 in CHCl3).

HPLC: tz = 30.9 min (Methode 2).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.84 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.85
(d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C®Hj3), 1.15 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CfHCHj3), 1.33 (m, 1H, uD-
CBHAHP), 1.53-1.84 (m, 7H, uC-CPH, u. uC-C"H, u. uD-CPHAH? u. uD-C"H u. uA-
CEH), 2.45 (ddd, J = 14.0, 10.8, 10.6 Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.56 (ddm, J = 14.1, 5.4 Hz,
1H, uA—CYHAH?), 2.67 (m, 1H, uC-C*H), 2.93 (dd, J = 7.4, 1.8 Hz, 1H, uA—C%H), 3.06
(dd, J = 14.4, 7.3 Hz, 1H, uB-CPHAH?®), 3.12 (dd, J = 14.4, 5.5Hz, 1H, uB-CAHAH?),
3.37-3.40 (m, 2H, uC-C®H,), 3.42 (ddd, J = 13.5, 4.9, 4.4 Hz, 1H, uC-CH*H?NH), 3.49
(ddd, J = 13.8, 7.1, 6.7Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.69 (d, J = 1.7 Hz, 1H, uA—-C"H), 3.86
(s, 3H, uB—OCH3), 3.92-3.95 (m, 2H, uC—CH,CH=CH,), 4.76 (dd, J = 13.7, 7.3 Hz,
1H, uD-C*H), 4.90 (ddm, J = 9.8, 3.2Hz, 1H, uB-C*H), 5.12-5.18 (m, 2H, uA—C°H
. uC~-CH=CHa(;4sy)), 5.25 (dm, J = 17.2Hz, 1H, uC-CH=CH,.y)), 5.65 (m, 1H, NH),
5.75 (dm, J = 15.4Hz, 1H, uA-C*H), 5.88 (dddd, J = 17.1, 10.6, 5.5, 5.4 Hz, 1H, uC-
CH=CH,), 6.66 (ddd, J = 15.3, 9.6, 5.6 Hz, 1H, uA—CPH), 6.71 (m, 1H, NH), 6.83 (d, J =
8.5Hz, 1H, uB-CYH), 7.06 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-CH), 7.20 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
uB-C?H), 7.23-7.26 (m, 2H, uA-C“H), 7.32-7.38 (m, 3H, uA-C*H).

B3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.5 (uUA—CEHCH3), 21.2 (uD-
C%H3), 22.9 (uD-C%Hj3), 24.4 (uD-CH), 26.2 (uC-CPH,), 27.0 (UC-C"H,), 35.1 (uB-
CPH,), 36.8 (uUA—C"H,), 39.0 (uC—CH,NH u. uD-CPH,), 40.6 (uUA—CEH), 44.0 (uC—
C%H), 54.0 (uB-C*H), 56.1 (uB—-OCHj3), 59.0 (uA—C"H), 63.0 (uA—C¢H), 69.6 (uC—
C%H,), 71.3 (uD-C*H), 71.8 (uC-CH,CH=CH>), 76.2 (uUA—C®H), 112.2 (uB-C* H), 116.8
(uC-CH=CHy), 122.4 (uB-C?), 125.3 (uA-C®H), 125.6 (uA—C*“’H), 128.4 (uB-C®H),
128.6, 128.7 (uA—-C*H), 129.7 (uB—-C"), 131.0 (uB-C? H), 134.8 (uC—-CH=CH>), 136.7
(UA-C“"), 141.0 (uA-CPH), 154.0 (uB-C¥), 165.3 (1A-C=0), 170.2, 170.6, 174.9 (C=0).
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IR (KBr): v [cm 1]1=3328s, 2961 m, 2872 w, 1752 s, 1733 s, 1654 vs, 1633 vs, 1546 m,
1505 m, 1442 w, 1373 w, 1260 w, 1245 w, 1195 m, 1176 m, 1066 m, 1021 w, 984 w, 925 w,
900 w, 816 w, 791 w, 756 w, 701 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 7613178 761.3175 [C4Hs;CIN,Og+Na]™

12.3.1.8. uC[(R)-(CH,)3N3]-Cryptophycin-1 (326f)

s M =72424gmol~! C3;HyCIN5Og

Das Acetonid 322f (184 mg, 0.235 mmol) wird gema AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Séulenchromatographie (2 x 33cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 2:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H;O aufgenommen und lyophili-
siert. 326f wird als volumindser, farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 75 mg (50 % iiber 4 Stufen).
[a]RT" = +30.6 (c = 0.49 in CHCI3).
HPLC: tz = 31.0 min (Methode 2).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.87
(d, J = 6.5Hz, 3H, uD-C%Hj3), 1.15 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.36 (ddd, J =
13.8, 10.5, 5.1 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.54 (ddd, J = 12.8, 7.7, 4.9 Hz, 1H, uC-CPHAHP),
1.62-1.84 (m, 6H, uC—CPHAH? u. uC-C"H, u. uD-CAPHAH® u. uD-CH u. uA—C%H),
2.46 (ddd, J = 14.3, 10.6, 10.6 Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.54-2.59 (m, 2H, uA-CYHAH? u.
uC-C%*H), 2.92 (dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 1H, uA-C%H), 3.03 (dd, J = 14.4, 7.5Hz, 1H, uB—
CBHAH®), 3.11 (dd, J = 14.5, 5.3 Hz, 1H, uB-CPHAHP), 3.28 (ddd, J = 12.3, 6.5, 6.5 Hz,
1H, uC-CHAH?NH), 3.33 (ddd, J = 12.3, 6.5, 6.4 Hz, 1H, uC-CHAH?NH), 3.41 (ddd, J =
13.9, 4.2, 4.1 Hz, 1H, uC-C%HAH?), 3.47 (ddd, J = 13.5, 7.1, 6.4 Hz, 1H, uC-C%HAH?),
3.69 (d, J = 1.7Hz, 1H, uA-C"H), 3.87 (s, 3H, uB-OCHj3), 4.79 (ddd, J = 7.8, 7.7, 5.7,
1H, uB—-C*H), 4.83 (dd, J = 10.1, 3.5 Hz, 1H, uD-C®H), 5.16 (ddd, J = 11.2, 4.7, 1.7 Hz,
1H, uA-C®H), 5.66 (m, 1H, NH), 5.74 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA—C%H), 6.66 (ddd, J =
15.2, 9.8, 5.2 Hz, 1H, uA-CPH), 6.83 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-C>'H), 7.00 (m, 1H, NH),
7.05 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, uB-C%H), 7.20 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C% H), 7.24-7.26 (m,
2H, uA—C%H), 7.32-7.39 (m, 3H, uA—C* H).
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BC{'H}-NMR (126 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 13.6 (UA—CEHCH3), 21.2 (uD-
C%H3), 22.9 (uD-C%H3), 24.5 (uD-CH), 25.7 (uC—CPH,), 26.8 (UC-C"H,), 35.1 (uB-
CPH,), 36.7 (WA—CH,), 39.0 (uC—CH,NH), 39.4 (uD-CPH,), 40.6 (uA—CEH), 43.6 (uC—
C%H), 51.1 (uC—C%H,), 53.7 (uB-C*H), 56.1 (uB-OCHj3), 59.0 (uA—C"H), 63.0 (uA—
C%H), 71.6 (uD-C%H), 76.4 (uUA-C®H), 112.2 (uB-C*H), 122.4 (uB-C?), 125.1 (uA—
C%H), 125.6 (uUA-C*H), 128.3 (uB-CSH), 128.6, 128.7 (uA—C*H), 129.6 (uB-C!),
131.0 (uB-C?'H), 136.7 (uUA-C"), 141.2 (uUA-CPH), 154.0 (uB-C¥), 165.2 (uUA-C=0),
170.8, 170.9, 175.1 (C=0).

IR (KBr): ¥ [cm™!] = 3418 s, 2959 m, 2872 w, 2097 vs, 1748 s, 1725 s, 1675 vs, 1504 vs,
1465 m, 1373 w, 1346 w, 1281 m, 1258 s, 1173 s, 1127 w, 1065 m, 1023 w, 972 w, 889 w,
816 w, 753 w, 699 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 7462937 746.2927 [C37H46CINsOg+Na]*

12.3.1.9. uC[(S)-(CH;)3N3]-Cryptophycin-1 (326g)

~_0
0 HN"O o~
o)\)

TN M =72424gmol”!  Cs7HusCINsOg

Das Acetonid 322¢g (129 mg, 0.165 mmol) wird gemifl AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Sdulenchromatographie (2 x 37 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan
3:1 v/v) wird das erhaltene Epoxid in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophilisiert. 326g

wird als voluminoser, farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 65 mg (54 % tiber 4 Stufen).

[a]RT" = 4+ 16.4 (c = 0.50 in CHCl3).

HPLC: tg = 28.5 min (Methode 2).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.85 (d, J = 6.3 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.86
(d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C%H3), 1.15 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.35 (ddd, J = 13.6,
9.2, 3.7Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.52-1.70 (m, 5H, uC-CPH, u. uC-C"H, u. uD-C"H),
1.72 (ddd, J = 14.1, 10.3, 4.4 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.81 (m, 1H, uA—C&H), 2.45 (ddd,
J=13.9,10.5, 10.5Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.56 (dm, J = 14.1 Hz, 1H, uA—C"HAH?), 2.65
(m, 1H, uC-C*H), 2.93 (dd, J = 7.4, 1.9Hz, 1H, uA-C*H), 3.08 (dd, J = 14.3, 7.0Hz,
1H, uB-CPHAH?), 3.12 (dd, J = 14.2, 5.4 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.25-3.28 (m, 2H, uC-
CH,NH), 3.40 (ddd, J = 13.4, 5.0, 4.2 Hz, 1H, uC-C®HAH?), 3.53 (ddd, J = 13.9, 7.0,
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6.9 Hz, 1H, uC-C®HAH?), 3.69 (d, J = 1.7Hz, 1H, uA-C"H), 3.87 (s, 3H, uB-OCH3),
477 (ddd, J = 7.9, 7.2, 6.0, 1H, uB—-C*H), 4.91 (dd, J = 10.0, 3.4 Hz, 1H, uD-C*H), 5.14
(ddd, J = 11.3, 5.0, 1.6 Hz, 1H, uA—C®H), 5.67 (m, 1H, NH), 5.76 (dm, J = 15.4 Hz, 1H,
uA-C%*H), 6.65 (ddd, J = 15.4, 9.5, 5.8 Hz, 1H, uA—CPH), 6.68 (m, 1H, NH), 6.84 (d, J =
8.4Hz, 1H, uB-CYH), 7.06 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C%H), 7.21 (d, J = 2.0Hz, 1H,
uB-C%H), 7.23-7.26 (m, 2H, uA-C*"H), 7.32-7.39 (m, 3H, uA—C“ H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.5 (uUA—CEHCH3), 21.2 (uD-
C%H3), 22.9 (uD-C%H3), 24.6 (uD-CYH), 26.4 (uC—CPH,), 26.5 (UC-C"H,), 35.0 (uB-
CPH,), 36.7 (WA—C"H,), 38.7 (uC—CH,NH), 39.6 (uD-CPH,), 40.6 (uA—CZH), 43.9 (uC—
C%H), 51.0 (uC—C%H,), 54.0 (uB-C*H), 56.1 (uB-OCHj3), 58.9 (uA—C"H), 63.0 (uUA—
C%H), 71.4 (uD-C*H), 76.4 (uUA-C%H), 112.2 (uB-C*H), 122.4 (uB-C?), 125.4 (uA—
C“H), 125.6 (uA—C“"H), 128.4 (uB-C® H), 128.6, 128.7 (uA—C“"'H), 129.7 (uB-C"), 131.1
(uB-C?H), 136.7 (uA-C*), 141.1 (uUA-CPH), 154.0 (uB-C¥), 165.4 (uA-C=0), 170.3,
170.6, 174.5 (C=0).

IR (KBr): ¥ [em~'] = 3430 m, 3322 s, 2959 m, 2929 m, 2871 w, 2098 s, 1734 vs, 1656 vs,

1633 vs, 15415, 1504 s, 1441 w, 1371 w, 1279 m, 1258 m, 1194 m, 1171 s, 1143 w, 1127 w,
1065 m, 1020 w, 983 w, 892 w, 816 w, 753 w, 699 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 7462937 746.2927 [C37H4sCINsOg+Na]™

12.3.1.10. seco-uC[(R)-CH,NHCO,CH,C=CH]-Cryptophycin-1 (326h)

§ ¥ 0}

)\O/\I\:C_) HNI\ﬁCI
OH O HN"O el
HO\/\O o

M
N (6]
NS M=814.32gmol~! C4Hs,CIN3O;,

Das Acetonid 322h (90 mg, 0.111 mmol) wird gema AAV-10 — AAV-13 umgesetzt. Nach
Reinigung durch Sdulenchromatographie (3 x 35cm Kieselgel, Eluent: CH,Cl,/ EtOH
20:1 v/v) wird das Produkt in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophilisiert. Das seco-
Depsipeptid 326h wird als volumindser, farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 72 mg (80 % tiber 4 Stufen).
HPLC: tg = 25.7 min (Methode 2).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uD-C%Hj), 0.89
(d, J = 6.7Hz, 3H, uD-C%Hs), 1.12 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCHj3), 1.38 (ddd, J = 13.6,
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9.4, 4.1Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.46 (ddd, J = 13.7, 9.8, 4.8 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.80-
1.87 (m, 2H, uD-C"H u. uA—C¢H), 1.98 (br m, 1H, OH), 2.46 (dd, J = 2.2, 2.1 Hz, 1H,
uC—C=CH), 2.50 (dm, J = 15.2Hz, 1H, uA—C"H*H5), 2.59 (dm, J = 14.6 Hz, 1H, uA-
CYHAH®), 2.74 (m, 1H, uC-C*H), 2.91 (m, 1H, uB-CPHAH?), 2.92 (dd, J = 7.3, 1.8 Hz,
1H, uA—C%H), 3.00 (ddm, J = 13.9, 7.5Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.26 (ddd, J = 14.2, 6.5,
6.5Hz, 1H, uC—CH,NH), 3.31 (ddd, J = 14.4, 6.3, 6.3 Hz, 1H, uC—-CH,NH), 3.41 (m, 1H,
uC—CH,NH), 3.57 (ddd, J = 13.7, 6.3, 6.1 Hz, 1H, uC-CH,NH), 3.70 (d, J = 1.8 Hz, 1H,
uA—-C"H), 3.77-3.81 (m, 2H, uC-CH,OH), 3.86 (s, 3H, uB-OCHj3), 4.09-4.35 (m, 3H,
uA-C®H u. uC-CH,CH,0H), 4.57-4.70 (m, 3H, uB-C*H, uC-CH,C=H), 5.12 (dd, J =
10.2, 3.5 Hz, 1H, uD-C*H), 5.79 (m, 1H, NH), 5.86 (dm, J = 15.3 Hz, 1H, uA—-C*H), 6.47
(m, 1H, NH), 6.70 (ddd, J = 15.1, 7.8, 7.1 Hz, 1H, uA—CPH), 6.83 (d, J = 8.4Hz, 1H,
uB-C*H), 7.04 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, uB-C®H), 7.17 (m, 1H, NH), 7.19 (d, J = 1.9 Hz,
1H, uB-C?'H), 7.31-7.25 (m, 2H, uA-C*H), 7.31-7.36 (m, 3H, uA—C“H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 12.9 (uA-CEHCH3), 21.3 (uD-
C%H3), 23.3 (uD-C%H3), 24.3 (uD-C"H), 34.6 (UA—C"H,), 36.6 (uB-CPH,), 37.7 (uC—
CH,NH), 39.3 (uC-CH,NH), 39.5 (uA-C¢H), 43.1 (uD-CPH,), 45.2 (uC-C*H), 52.7
(uC—CH,C=CH), 54.7 (uB-C*H), 56.1 (uB-OCH3), 58.8 (uUA—C"H), 60.4 (uC-CH,OH),
63.3 (UA—C%H), 66.6 (uC-CH,CH,OH), 69.2 (uA—C%H), 74.8 (uC—C=CH), 75.2 (uD-
C%H)), 78.1 (uC-C=CH), 112.2 (uB-CH), 122.3 (uB-C*), 125.7 (UA-C®H u. uA-
C“H), 128.47 (uB-C%H), 128.49, 128.7 (uUA—C%'H), 129.3 (uB-C"), 130.7 (uB-C? H),
136.8 (uA-C*), 139.9 (uA-CPH), 154.0 (uB-C*), 156.0 (uC-NHCO,), 165.6 (1A-C=0),
171.6, 172.3, 175.2 (C=0).
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion

m/z= 836.3138 836.3132 [C4;Hs5»CIN3O»+Na] ™

12.3.2. Kupfer(l)-katalysierte Azid—Alkin-Kupplung

12.3.2.1. uC[(R)-(CH,)3-Triazol-C(CHj3),-OH]-Cryptophycin-1 (328f)

M =808.36 gmol~!  C4Hs4CIN5Og

Eine Mischung aus 326f (20 mg, 0.028 mmol) und Cul (11 mg, 0.058 mmol, 2.1 Aq.) wird
im HV getrocknet und anschlieBend unter Argonatmosphire in abs. Toluol (6 mL) aufge-
nommen. Nach Zugabe von 2-Methyl-3-butin-2-0l (2 Tropfen) und DIPEA (47 uL,
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35.5mg, 0.275 mmol, 10 Aq.) wird die Reaktionsmischung 20 h bei RT geriihrt. Die fliis-
sige Phase wird mit einer Spritze vom festen Bodensatz getrennt und dieser mit abs. To-
luol (2 x 5mL) gewaschen. Die vereinigten Losungen werden zur Trockne eingeengt und
der Riickstand durch Flash-Chromatographie (1 x 36 cm Kieselgel, Eluent: CH,Cl,/EtOH
20:1 v/v) gereinigt. Nach Lyophilisation wird 328f als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 20 mg (90 %).
[a]RT = +19.3 (c = 0.26 in CHCl3).
HPLC: tz = 25.1 min (Methode 2).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.82 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C®H3), 0.85
(d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%Hs), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.29 (m, 1H, uD-
CPHAHP), 1.43 (m, 1H, uC-CPHAHP), 1.58-1.70 (m, 9H, uC-CPHAH? u. uD-CPHAH? u.
uD-C"H u. 2 x uC-CH3), 1.82 (dqm, J = 12.1, 6.9 Hz, 1H, uA-C¢H), 2.00-2.07 (m, 2H,
uC—C"H,), 2.45 (ddd, J = 14.7, 11.3, 11.2 Hz, 1H, uA—CYHAH?), 2.49 (m, 1H, uC-C*H),
2.60 (dm, J = 149 Hz, 1H, uA-CYHAH?), 2.92 (dd, J = 7.4, 1.8 Hz, 1H, uA—C*H), 2.99
(dd, J = 14.6, 7.7Hz, 1H, uB-CPHAHP), 3.08 (dd, J = 14.6, 5.1 Hz, 1H, uB-CPHAHP),
3.14 (dm, J = 13.9 Hz, 1H, uC-CH*HZNH), 3.68 (d, J = 1.7 Hz, 1H, uA—C"H), 3.72 (ddd,
J =14.0,9.6, 3.3Hz, 1H, uC-CH*H®NH), 3.88 (s, 3H, uB—-OCH3), 4.38 (ddm, J = 13.9,
6.6 Hz, 1H, uC—COHAH?), 4.43 (ddm, J = 13.9, 6.4 Hz, 1H, uC-C®HAH?), 4.67 (ddd, J =
7.4, 7.4, 53Hz, 1H, uB-C*H), 4.79 (dd, J = 9.9, 3.5Hz, 1H, uD-C*H), 5.21 (ddd, J =
11.4, 5.0, 1.6 Hz, 1H, uA-C%®H), 5.65 (d, J = 7.5Hz, 1H, NH), 5.71 (dm, J = 15.1 Hz,
1H, uA-C%H), 6.73 (ddd, J = 15.0, 11.0, 3.9 Hz, 1H, uA—CPH), 6.84 (d, J = 8.5Hz, 1H,
uB-CYH), 7.03 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C®H), 7.18 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB—C? H),
7.23-7.26 (m, 3H, uA-C%*H, NH), 7.32-7.39 (m, 3H, uA-C*H), 7.74 (s, 1H, uC-Triazol-
CH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 13.6 (uA—CEHCH3), 21.2 (uD-
C%H3), 22.8 (uD-C%Hj3), 24.4 (uUD-C"H), 26.0 (uC—CPH,), 27.3 (uUC—C"H,), 30.3 (2 x
uC—CHj3), 35.3 (uB-CPH,), 36.9 (uA-C"H,), 37.8 (uC-CH,NH), 39.3 (uD-CPH,), 40.5
(uA-CEH), 42.7 (uC—C%H), 50.0 (uC-C%H,), 54.7 (uB-C*H), 56.2 (uB-OCHj3), 59.0
(uA—C"H), 63.0 (uA—C*H), 68.4 (uC-C-OH), 71.9 (uD-C*H), 76.2 (uUA-C%H), 112.4
(uB—C%H), 120.5 (uC-Triazol-CH), 122.6 (uB—C3"), 124.4 (uA-C%H), 125.6 (uA—C*"H),
128.2 (uB—C% H), 128.6, 128.7 (uA—C“’H), 129.1 (uB-C!"), 130.8 (uB-C? H), 136.7 (uA—
Ce), 142.3 (UA—CPH), 154.2 (uB-C*), 156.0 (uC-Triazol-C), 165.3 (uA-C=0), 170.9
(2 x C=0), 175.9 (C=0).

IR (KBr): v [cm_l] =3420s,2962 m, 1748 m, 1726 m, 1675 s, 1528 m, 1504 s, 1459 w,
1375 w, 1281 w, 1259 w, 1196 w, 1174 m, 1065 m, 1021 w, 964 w, 889 w, 814 w, 753 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 830.3506 830.3502 [C42H54CIN509+N3]+
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12.3.2.2. uC[(S)-(CH;)3-Triazol-C(CH3),-OH]-Cryptophycin-1 (328g)

M = 808.36 g mol ! C4H54CIN5Og

Eine Mischung aus 326g (20 mg, 0.028 mmol) und Cul (11 mg, 0.058 mmol, 2.1 Aq.) wird
im HV getrocknet und anschliefend unter Argonatmosphére in abs. Toluol (6 mL) aufge-
nommen. Nach Zugabe von 2-Methyl-3-butin-2-ol (2 Tropfen) und DIPEA (47 uL,
35.5mg, 0.275mmol, 10 Aq.) wird die Reaktionsmischung 15h bei RT geriihrt. Die Mi-
schung wird mit CH,Cl, (10 mL) verdiinnt und filtriert. Der Riickstand wird mit CH,Cl,
(2 x 5mL) gewaschen, die vereinigten Filtrate werden zur Trockne eingeengt und der
Riickstand wird durch Flash-Chromatographie (1 x 35 cm Kieselgel, Eluent: CH,Cl,/EtOH
20:1 v/v) gereinigt. Nach Lyophilisation werden 328g und nicht umgesetztes Edukt 326g
als farblose Feststoffe erhalten.

Ausbeute: 13 mg (58 %) 328¢g; 8 mg Edukt 326g (40 %).
[a]RT = +8.5 (c = 0.40 in CHCI3).
HPLC: tg = 24.2 min (Methode 2).

"H-NMR (600 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.83 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.87
(d, J = 6.6 Hz, 3H, uD-C%H3), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, uA—C¢HCHj3), 1.25 (s, 3H, uC-—
CH3), 1.29 (m, 1H, uD-CPHAHP), 1.36 (ddd, J = 13.6, 9.2, 3.8 Hz, 1H, uD-CPHAH?),
1.46 (m, 1H, uC-CPHAH?), 1.57-1.67 (m, 5H, uC—CPHAH? u. uD-C"H u. uC-CHjs), 1.69
(ddd, J = 14.1, 9.8, 4.7Hz, 1H, uD-CPHAHP), 1.82 (qm, J = 6.5 Hz, 1H, uA—C¢H), 1.88
(m, 1H, uC-CYHAH5), 1.97 (m, 1H, uC-CYHAH?), 2.45 (ddd, J = 13.9, 10.3, 10.3 Hz, 1H,
uA—CYHAH?), 2.55 (ddm, J = 14.3, 5.7Hz, 1H, uA—CYH*H?), 2.59 (m, 1H, uC-C*H),
2.92 (dd, J = 7.4, 1.6 Hz, 1H, uA-C%H), 3.08 (dd, J = 14.4, 7.7Hz, 1H, uB-CPHAH?),
3.13 (dd, J = 14.4, 5.1 Hz, 1H, uB-CPHAH?), 3.36 (ddd, J = 13.5, 4.4, 4.1 Hz, 1H, uC-
CHAHZNH), 3.55 (ddd, J = 13.4, 6.8, 6.8 Hz, 1H, uC—CH*H?NH), 3.69 (d, J = 1.8 Hz,
1H, uA-C"H), 3.87 (s, 3H, uB-OCH3), 4.28-4.35 (m, 2H, uC—C%H,), 4.71 (ddd, J = 7.4,
7.4,5.7Hz, 1H, uB-C*H), 4.88 (dd, J = 9.9, 3.4 Hz, 1H, uD-C*H), 5.11 (ddm, J = 10.6,
4.3 Hz, 1H, uA—C%H), 5.72 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NH), 5.77 (dm, J = 15.4 Hz, 1H, uA—C%H),
6.60 (m, 1H, NH), 6.61 (ddd, J = 15.1, 9.1, 6.0 Hz, 1H, uA-CPH), 6.85 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
uB-C%H), 7.05 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 1H, uB-C®H), 7.22-7.24 (m, 2H, uA-C* H), 7.25 (d,
J = 1.8 Hz, 1H, uB-C% H), 7.33-7.38 (m, 3H, uA—C*"H), 7.49 (br s, 1H, uC-Triazol-CH).
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BC{'H}-NMR (151 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 13.4 (UA-CEHCH3), 21.3 (uD-
C%H3), 22.9 (uUD-C®Hj), 24.6 (uD-C"H), 25.8 (uC—CPH,), 27.6 (uC-C"H,), 30.4 (2 x
uC—-CHs), 34.9 (uB-CPH,), 36.7 (uUA—CYH,), 38.9 (uC—CH,NH), 39.5 (uD-CPH,), 40.6
(uUA—CZH), 44.0 (uC-C?H), 49.7 (uC-C%H,), 54.2 (uB-C*H), 56.2 (uB-OCH3), 58.9
(uUA-C"H), 63.0 (uA-C%H), 68.6 (uC-C-OH), 71.5 (uD-C®H), 76.7 (uUA-C®H), 112.3
(uB-C%H), 122.4 (uB-C?' u. uC-Triazol-CH), 125.5 (uA-C*H), 125.6 (uUA—C*“'H), 128.5
(uB-C%H), 128.6, 128.8 (uA-C*H), 129.8 (uB-C"), 131.1 (uB-CZH), 136.7 (uUA-C*"),
141.5 (uA-CPH), 154.0 (uB-C* u. uC-Triazol-C), 165.5 (uA—C=0), 170.5, 170.8, 175.9
(C=0).

IR (KBr): ¥ [em~ '] = 3419 s, 2961 m, 2926 s, 2872 m, 1734 s, 1660 m, 1634 m, 1540 w,
1504 m, 1465 w, 1372 w, 1343 w, 1281 w, 1259 m, 1179 s, 1146 w, 1126 w, 1102 w,
1065 m, 1022 w, 962 w, 888 w, 841 w, 812 w, 751 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 830.3524 830.3502 [C4Hs4CINsOg+Na]™

12.3.2.3. Cryptophycin—RGD-Peptid—Konjugat (330)

SLE Ty

MG PR

\/\N
(0] H CFchQ
N
o RL N
HN /t/_/ NH2
(6}

4
HO NH HN
= 1408.86gm01*1 C65H81C1F3N13017

@)

Eine Mischung aus 326¢g (1.5 mg, 2.1 umol) und cyclo-RGD-Peptid 329 (1.5 mg, 2.1 ptmol)
werden in fert-Butanol/H, O (1 mL, 2:1 v/v) aufgenommen. Nach Zugabe von Kupferpul-
ver (1.0 mg) wird die Reaktionsmischung solange bei RT geriihrt, bis eine Reaktionskon-
trolle durch analytische RP-HPLC den vollstindigen Umsatz des eingesetzten Crypto-
phycins anzeigt (ca. 8 —12h). Daraufthin wird die Reaktionsmischung mit CH3;CN/H,O
(1:1 v/v, 5mL) verdiinnt, durch Celite® filtriert und das klare Filtrat lyophilisiert. Rei-
nigung des erhaltenen Feststoffs durch préaparative RP-HPLC (Methode 4, tg = 27.5 min)
und unmittelbare Lyophilisation der Produktfraktionen ergibt 330 als farblosen Feststoff.



310 Kapitel 12. Cryptophycin-Synthesen

Ausbeute: 2.0 mg (68 %).
HPLC: tz = 23.2 min (Methode 2).

MS (MALDI-ToF, Kationen-Modus): 1295.2 [M+H]" (berechnet fiir [C¢3Hg; CIN13015]":
1294.6), 1408.8 [M+CF3;CO,H+H]" (berechnet fiir [C¢sHgr CIF3N13047]": 1408.6).

MS (MALDI-ToF, Anionen-Modus): 1291.9 [M-H] ™ (berechnet fiir [Cs3H79CIN30¢5] " :
1292.6), 1406.5 [M+CF3CO,]~ (berechnet fiir [CesHgoCIF3N3017]: 1406.5).
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12.4. Synthese eines Cryptophycin-52—Triazol-Analogons

12.4.1. Synthese der Fragmente B und C

12.4.1.1. Dimethyldiazomethylphosphonat (338)

RN M =150.07 gmol ™' C3H;N,03P

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift?**! wird eine Losung von Dimethylphthalimido-
methylphosphonat (337, 9.73 g, 36.13 mmol) in MeOH p. a. (60 mL) unter Riithren mit Hy-
drazinmonohydrat (2.00 mL, 41.23 mmol) versetzt und die Reaktionsmischung anschlie-
Bend 3d bei RT geriihrt. Die entstandene weifle Suspension wird mit AcOH (3.60 mL)
versetzt und 5 min bei RT geriihrt. Nach Entfernung des enthaltenen MeOH i. Vak. wird
der Riickstand mit weiterer AcOH (10 mL) versetzt. Unter Eisbadkiihlung und Riihren
wird langsam eine Losung von Natriumnitrit (3.78 g 54.78 mmol) in H,O (20 mL) zugege-
ben. Nach 15 min Riihren bei 0 °C wird vorsichtig und portionsweise festes Natriumcarbo-
nat (9.63 g, 90.86 mmol) zugegeben, gefolgt von H,O (80 mL) und CH,Cl, (50 mL). Die
wiassrige Phase wird mit CH,Cl, (2 x 50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen werden mit ges. NaHCO3-Lsg. (50mL) gewaschen. Die basische Waschlosung
wird mit CH,Cl, (40 mL) riickextrahiert und die vereinigten organischen Extrakte werden
tiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand i. Vak.
destilliert. Dimethyldiazomethylphosphonat (338) wird als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 2.52 g (46 %).
Sdp.: 56 °C (0.34 mbar); Lit.: 59 °C (0.4 mbar).[?*4]

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] =3.75 (d,J = 11.9 Hz, 6H, 2 x OCH3), 3.77
(d, 2Jyp = 10.4Hz, 1H, CH=N),).

3'P-NMR (202 MHz, CDCls): § [ppm] = 22.5.

12.4.1.2. (R)-tert-Butyl-1-(3-chlor-4-methoxyphenyl)but-3-in-2-ylcarbamat
(342)

M =309.79 gmol ™!  C;sHy0CINO3

Zu einer auf —78 °C gekiihlten Losung des Methylesters 51 (5.76 g, 16.75 mmol) in abs.
CH,Cl, (55 mL) wird innerhalb von 60 min DIBAL-H (1.2 M-L&sung in Toluol, 42.0 mL,
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50.4 mmol) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei —78 °C geriihrt. Dann wird die
Reaktion durch tropfenweise Zugabe von MeOH (10 mL) beendet. Die Reaktionsmischung
wird auf RT erwirmt, anschliefend langsam mit 1 M wissriger AcOH (55 mL) versetzt
und fiir weitere 5 min bei RT geriihrt. Nach Zugabe von H,O (50 mL) wird die wissrige
Phase mit Et;O (4 x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
MgSO4 getrocknet, i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Riickstand im HV getrocknet.
Der Aldehyd 340 (5.25g, ca. 99 %) wird als hellgelbes, hochviskoses Ol erhalten. 'H-
NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): 8 [ppm] = 1.42/1.44 (2s, 9H, C(CHj3)3), 3.03 (dd, J =
14.1, 6.4 Hz, 1H, CAHAH?), 3.10 (dd, J = 14.0, 6.3 Hz, 1H, CPHAH?), 3.88 (s, 3H, OCH3),
4.38 (dd, J = 13.0, 6.4 Hz, 1H, C*H), 5.09 (m, 1H, NH), 6.86 (d, J = 8.4Hz, 1H, CH),
7.02 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H, CYH), 7.18 (m, 1H, CH), 9.63 (s, 1H, CHO). Der Aldehyd
wird ohne weitere Reinigung in der Folgereaktion eingesetzt.

Eine im Eisbad gekiihlte Losung von Dimethyldiazomethylphosphonat (338) (2.00 g,
13.33 mmol) und Aldehyd 340 (Rohprodukt, ca. 16.0 mmol) in abs. THF (190 mL) wird
im Argongegenstrom portionsweise mit Natriumhydrid (60 %ige Suspension in Paraffin,
1.57 g, 39.25 mmol) versetzt. Das Eisbad wird entfernt, die Reaktionsmischung 30 min ge-
riihrt und die Reaktion durch vorsichtige Zugabe von H,O (150 mL) beendet (starke Gas-
und Schaumentwicklung). Nach Extraktion mit Et;O (1 x 150 mL und 3 x 50 mL) werden
die vereinigten organischen Extrakte mit ges. NaCl-Lsg. (25 mL) gewaschen, iiber MgSOy4
getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung des Riickstandes durch Flash-
Chromatographie (4 x 37 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4 v/v) ergibt das Alkin
342 als farblosen Feststoff. Der Enantiomereniiberschuss von 67 % wird durch dreimalige
Umkristallisation aus Toluol/Hexan 1:1 v/v (ca. 10 mL/g) auf > 98 % ee (HPLC, Chiralpak
AD) erhoht.

Gesamtausbeute: 4.20 g (81 %) Enantiomerengemisch; 2.80 g (54 %) nach Kristallisation.
Schmp.: 98 °C.

[a]RT" = —4.0 (c = 1.00 in CHCl5).

HPLC: tg = 10.1 min [(R)-342], 13.5 min [(5)-342] (Chiralpak AD, Methode 3).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 2.30 (d, J = 2.0 Hz,
1H, C=CH), 2.86 (dd, J = 13.4, 7.3Hz, 1H, CHAH®), 2.92 (dd, J = 13.3, 49Hz, 1H,
CHAHP), 3.89 (s, 3H, OCH3), 4.61 (br m, 1H, CHNH), 4.72 (br m, 1H, NH), 6.87 (d, J =
8.4 Hz, 1H, CYH), 7.12 (dm, J = 8.4 Hz, 1H, C®H), 7.28 (d, J = 2.0 Hz, 1H, C? H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 28.3 (C(CH3)3), 40.5 (CHy), 43.9
(CHNH), 56.1 (OCH3), 72.5 (C=CH), 80.1 (C(CH3)3), 82.5 (C=CH), 111.9 (C>H), 122.0
(C¥), 129.0 (C¥H), 129.5 (C1), 131.5 (C?'H), 154.0 (C*), 154.6 (C=0).
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HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z = 332.1020 332.1024 [C16H20CINO3+Na] ™
m/z= 6412143 641.2156 [(C1HyCINO3),+Na]*

12.4.1.3. 3-Azido-2,2-dimethylpropionsdure (336)
o

HOJ&(”S -1
M =143.14 ngl C5H9N302

Eine Losung von Chlorpivalinsdure (343, 1.00g, 7.32 mmol) und Natriumazid (4.76 g,
73.2mmol, 10.0 Aq.) in H,O (15 mL) wird iiber Nacht unter RiickfluB erhitzt. Nach Ab-
kiihlung auf RT wird die Reaktionsldsung unter einem gut ziechenden Abzug mit konz. HCI
angesduert und anschlieBend mit Et;O (3 x 75 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrak-
te werden iiber MgSO, getrocknet, i. Vak. zur Trockne eingeengt und im HV getrocknet.
Azidopivalinsdure (336) wird als analysenreines, hellgelbes Ol erhalten, das in der Kilte

zu einem hellgelben Feststoff erstarrt.
Ausbeute: 1.01 g (96 %).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.26 (s, 6H, CH3), 3.44 (s, 2H, CH,),
11.92 (br s, 1H, CO,H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 22.9 (CH3), 43.5 (C(CH3),), 59.2
(CH,), 182.8 (CO,H).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 142.0 [M-H]~ (berechnet fiir [C5sHgN3O,]: 142.1);
285.0 [2M-H]~ (berechnet fiir [(C5H9N30,),—H]: 285.1).

12.4.2. Kupplungsstrategie 1: Makrolactamisierung

12.4.2.1. CB-Segment (344)

0.0
AL A,

Ein Gemisch aus (S)-Benzyl-2-hydroxy-4-methylpentanoat %21 (8, 222 mg, 1.00 mmol),
Azidopivalinsiure (336, 286 mg, 2.00 mmol, 2.0 Aq.) und 4-DMAP (244 mg, 2.00 mmol,
2.0 Aq.) wird im HV getrocknet und anschlieBend unter Argonatmosphére in abs. CH,Cl,

M =347.41 gmol~! CigHsN304

(10 mL) aufgenommen. Die Losung wird im Eisbad gekiihlt, tropfenweise mit einer Lo-
sung von DCC (412mg, 2.00 mmol, 2.0 Aq.) in CH,Cl, (1 mL) versetzt und anschlie-
Bend tiber Nacht (15h) unter Riithren auf RT erwédrmt. Die Reaktionsmischung wird in
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ges. NaHCO3-Lsg. (50 mL) hineinfiltriert und der Filterriickstand portionsweise mit Et,O
(25 mL) gewaschen. Nach griindlicher Durchmischung der Phasen wird die wéssrige Pha-
se mit Et;O (3 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit ges.
NaCl-Lsg. (20 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt.
Nach Reinigung durch Sédulenchromatographie (2 x 37 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hex-
an 1:8 v/v) und Trocknung im HV wird 344 als farbloses, leichtbewegliches Ol erhalten.

Ausbeute: 335 mg (96 %).
[a]RT = -29.8 (c = 1.36 in CHCl5)

"H-NMR (250 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.93 (d, J = 5.7 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.95
(d, J = 6.0 Hz, 3H, uD-C%H3), 1.46 (s, 3H, uC-CHjs), 1.47 (s, 3H, uC—CH3), 1.71 (ddd, J =
12.0, 7.6, 3.5 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.72-1.91 (m, 2H, uD-CPHAH? u. uD-C"H), 3.42 (s,
2H, uD-CH,Ph), 5.130 (d, J = 12.1 Hz, 1H, uD-CHAH?Ph), 5.134 (dd, J = 9.8, 3.7 Hz,
1H, uD-C%H), 5.21 (d, J = 12.2Hz, 1H, uD-CH*H?Ph), 7.29-7.41 (m, 5H, C*H).

BC{'H}-NMR (63 MHz, CDClz, TMS): § [ppm] = 21.5 (uD-CH3), 22.8 (uD-CH3), 22.9
(uC—CH3), 23.0 (uC—CHj3), 24.8 (uD-C"H), 39.6 (uD-CPH,), 43.6 (uC-C%), 59.4 (uC-—
CPH,), 67.1 (uD—CH,Ph), 71.3 (uD-C*H), 128.3, 128.5, 128.6 (C*’H), 135.3 (C%"), 170.3,
175.2 (C=0).

IR (Film, NaCl): ¥ [em~!] = 2960 m, 2873 w, 2104 vs, 1740 vs, 1471 w, 1390 w, 1279 m,
1200 m, 1141 s, 1074 w, 1010 w, 752 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion

m/z=370.1735 370.1737 [C18H25N3O4+Na]+
m/z= 7173575 717.3582 [(C1gH5N304),+Na]*t

12.4.2.2. DCB-Segment (345)

M =657.20gmol~!  C34Hy5CIN,4O;

Ein Gemisch aus 344 (100mg, 0.288 mmol, 1.0 Aq.), 335 (89mg, 0.288 mmol,
1.0 Ag.) und Cul (82 mg, 0.431 mmol, 1.5 Aq.) wird im HV getrocknet und anschlieBend
unter Argonatmosphére in abs. DMF (1.4 mL) aufgenommen. Nach Zugabe von DIPEA
(0.49mL, 0.37 g, 2.88 mmol, 10 Aq.) wird die gelbe, heterogene Reaktionsmischung iiber
Nacht (14 h) bei RT geriihrt. Das erhaltene braune Gemisch wird in EtOAc (100 mL) und
H,0 (100 mL) aufgenommen, die Phasen werden getrennt und die wissrige Phase wird mit
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EtOAc (2 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden durch ein Fal-
tenfilter filtriert, mit ges. NaCl-Lsg. (25 mL) gewaschen, tiber MgSOy4 getrocknet und zur
Trockne eingeengt. Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie (2 x 37 cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) wird 345 als hellgelbes, hochviskoses Ol erhalten.
Ausbeute: 189 mg (quant.).

[a]RT =~10.0 (¢ = 1.08 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.90 (d, J = 6.3 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.94
(d, J = 6.4Hz, 3H, uD-C®H3), 1.16 (s, 3H, uC-CH3), 1.19 (s, 3H, uC—CH3), 1.42 (s, 9H,
uB—C(CHj3)3), 1.65 (ddd, J = 13.0, 8.7, 3.9 Hz, uD-CPHAH?), 1.71 (m, 1H, uD-C"H), 1.83
(ddd, J = 13.1, 9.7, 3.9 Hz, uD-CPHAH?), 3.06 (dd, J = 13.1, 8.0Hz, 1H, uB-CH*H?),
3.19 (dd, J = 13.0, 4.9 Hz, 1H, uB-CH*H?), 3.83 (s, 3H, uB-OCH3), 4.44 (d, J = 14.1 Hz,
1H, uC-CPH*HP), 4.49 (d, J = 14.0Hz, 1H, uC-CPHAH?), 5.01 (m, 1H, uB-CHNH),
5.05(dd, J =9.9, 3.6 Hz, 1H, uD-C*H), 5.14 (d, J = 12.2 Hz, 1H, uD-CH*H2Ph), 5.21 (d,
J = 12.2 Hz, uD-CH*H?Ph), 5.35 (m, 1H, NH), 6.77 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C H), 6.89
(dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, uB-C®H), 7.06 (d, J = 1.7 Hz, 1H, uB—C?'H), 7.32-7.39 (m, 6H,
Triazol-CH, uD-C*H).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): § [ppm] = 21.4 (uD-CHj3), 22.7 (uD-CH3),
23.0 (uC—CH3), 23.3 (uC—CH3), 24.7 (uD—C"H), 28.4 (uB—C(CH3)3), 39.4 (uD-CFH,),
40.7 (uB=CH,), 43.9 (uC-C%), 48.7 (uB-CHNH), 56.0 (uB—OCH3), 57.0 (uC—CFH,),
67.2 (uD-CH,Ph), 71.7 (uD-C*H), 79.6 (uB-C(CH3)3), 111.9 (uB-C'H), 121.9 (uB-
C¥), 122.5 (Triazol-CH), 128.3, 128.5, 128.6 (uD-C“'H), 128.8 (uB-C®H), 130.5 (uB—
C'), 131.2 (uB-C¥H), 135.1 (uD-C), 147.2 (Triazol-C), 153.6 (uB-C¥), 155.1 (uB—
C(O)NH), 170.3, 175.1 (C=0).

IR (KBr): ¥ [cm~!]1=3390 w, 2961 s, 2872 w, 1739 vs, 1713 vs, 1606 w, 1503 vs, 1456 m,
1391 w, 1367 m, 1281 m, 1257 s, 1172 s, 1065 m, 1048 w, 1023 m, 811 w, 754 m, 698 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 6573038 657.3050 [C34H45CIN4O7+H]"
m/z= 6792856 679.2869 [C34H4sCIN4O7+Na]™

12.4.2.3. (5S5,6S,E)-tert-Butyl-6-[(4R,5R)-2,2-dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-
4-yl]-5-hydroxyhept-2-enoat (13)

O OH O7<
M =376.49 gmol~!  CyH3,05

Zu einer Losung von fert-Butylacrylat (90 uL, 79 mg, 0.62 mmol) in abs. CH,Cl, (3 mL)
werden nacheinander Grubbs-II-Katalysator 313 (26 mg, 31 umol, 5 mol%) und Homoal-
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lylalkohol 34 (200 mg, 0.73 mmol, 1.2 Aq.) als Losungen in abs. CH,Cl, (je 1.5mL) ge-
geben. Die Reaktionslosung wird 15 h unter Argonatmosphire im abgedunkelten Kolben
unter Riickfluss erhitzt und dann i. Vak. zur Trockne eingeengt (Badtemperatur < 30 °C).
Der Riickstand wird unverziiglich auf eine Chromatographiesaule aufgetragen (3 x 35cm
Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4 v/v). Nach Sédulenchromatographie und Trocknung
im HV wird 13 als hellbrauner Feststoff erhalten.

Ausbeute: 219 mg (96 % bzgl. tert-Butylacrylat, 80 % bzgl. 13).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.08 (d, J = 6.7 Hz, 3H, C°HCH3), 1.45 (s,
9H, C(CHs)3), 1.50 (s, 3H, C(CH3)»,), 1.56 (s, 3H, C(CH3),), 1.78 (m, 1H, C¥H), 2.25-2.37
(m, 2H, C"H,), 2.50 (br m, 1H, OH), 3.71 (m, 1H, C®H), 4.06 (dm, J = 8.9 Hz, 1H, C*H),
4.79 (d, J =9.0Hz, 1H, C™H), 5.67 (dm, J = 15.6 Hz, 1H, C*H), 6.77 (ddd, J = 15.5, 7.6,
7.3Hz, 1H, CPH), 7.31-7.37 (m, 5H, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 11.0 (CECH3), 27.0 (C(CH3),),
27.2 (C(CHs),), 28.1 (C(CH3)3), 36.3 (CEH), 37.7 (C"Hy), 73.7 (C®H), 79.9 (C"H), 80.1
(C(CH3)3), 82.7 (CH), 108.9 (C(CH3),), 125.5 (C*H), 126.7, 128.5, 128.7 (C“H), 137.3
(C9), 143.8 (CBH), 166.5 (C=0).

12.4.2.4. seco-Depsipeptid (332)

S o
@Q %X

N/B/_/ ’O/
M =925.55gmol~!  C4HgCIN4O;

Eine Losung von 345 (188 mg, 0.286 mmol) in EtOAc (6 mL) wird mit Pd/C-Katalysator
(10 % Pd, 20 mg) versetzt, im Argonstrom desoxygeniert und anschlieffend iiber Nacht un-
ter Hp-Atmosphére (1 bar) bei RT geriihrt. Der enthaltene Wasserstoff wird mittels Argon-
strom ausgetrieben, die Reaktionsmischung durch Celite filtriert, der Riickstand mit EtOAc
gewaschen und das Filtrat zur Trockne eingeengt. Die als Rohprodukt erhaltene freie
Carbonsiure wird zusammen mit 13 (77 mg, 0.205 mmol, 1.0 Ag.) und 4-DMAP (40 mg,
0.327 mmol, 1.6 Aq.) im HV getrocknet. Die trockene Mischung wird in abs. CH,Cl,
(2.0mL) aufgenommen, im Eisbad gekiihlt und mit einer Losung von DCC (68 mg,
0.330 mmol, 1.6 Aq.) in abs. CH,Cl, (0.5 mL) versetzt. Die Reaktionsmischung wird iiber
Nacht unter Rithren auf RT erwdrmt und dann in ges. NaHCOs3-Lsg. (50 mL) filtriert. Der
feste Riickstand wird mit EtOAc (50 mL) gewaschen. Nach Durchmischung und Phasen-
trennung wird die wissrige Phase mit EtOAc (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten or-

ganischen Phasen werden mit ges. NaCl-Lsg. (15 mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet



12.4. Synthese eines Cryptophycin-52-Triazol-Analogons 317

und i. Vak. und zur Trockne eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (2 x
36 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 v/v) und Trocknung im HV wird 332 als farb-

loser, erstarrter Schaum erhalten.
Ausbeute: 186 mg (98 %).
[a]®T = +0.9 (c = 1.03 in CHCI3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.85 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.92
(d, J =6.6 Hz, 3H, uD-C®Hjy), 1.09 (s, 3H, uC-CH3), 1.10 (d, J = 6.7 Hz, 3H, uA—-C¢CHj),
1.16 (s, 3H, uC—CHjs), 1.40 (s, 9H, uB—C(CH3)3), 1.43 (s, 9H, uA—C(CH3)3), 1.46 (s,
3H, uA—C(CHj3),), 1.51-1.55 (m, 4H, uA-C(CH3), u. uD-CPHAH?), 1.64-1.77 (m, 2H,
uD-CPHAH? u. uD-C"H), 1.89 (m, 1H, uA-C€H), 2.34 (ddd, J = 15.3, 9.0, 7.7 Hz, 1H,
uA—CYHAH?), 2.44 (dm, J = 15.2Hz, 1H, uA-CYHAH?), 3.05-3.21 (m, 2H, uB-CH,),
3.80-3.85 (m, 4H, uA-C%H u. uB-OCHj3), 4.40 (d, J = 13.9 Hz, 1H, uC-CPHAH?), 4.48
(d, J = 14.0Hz, 1H, uC-CPHAH?), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA-C"H), 4.89 (dd, J = 10.2,
3.5Hz, 1H, uD-C¥H), 4.96-5-06 (m, 2H, uA—C®H u. uB-CHNH), 5.60-5.66 (m, 2H, uA—
C®H u. NH), 6.65 (ddd, J = 14.9, 7.2, 7.0Hz, 1H, uA-CPH), 6.78 (d, J = 8.3Hz, 1H,
uB-CYH), 6.97 (dm, J = 8.1 Hz, 1H, uB-C®H), 7.10 (m, 1H, uB-C?H), 7.29-7.38 (m,
5H, uA—C“H), 7.41 (s, 1H, Triazol-CH).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCls, TMS): & [ppm] = 9.5 (uA—-C*HCHj3), 21.2 (uD-CH3),
22.5 (uD-CHj3), 23.2 (uC-CH3), 23.4 (uC—-CHj3), 24.7 (uD-CYH), 27.1 (uA-C(CH3),),
27.2 (uA-C(CH3),), 28.1 (uA-C(CH3)3), 28.4 (uB—C(CH3)3), 34.0 (uA—C"H,), 35.6 (uA—
CfH), 39.4 (uD-CPH,), 40.7 (uB-CH,), 43.8 (uC-C%), 48.8 (uUB—-CHNH), 56.1 (uB—
OCH3), 57.0 (uC-CPH,), 71.3 (uD-C*H), 75.2 (uA-C®H), 79.4 (uB-C(CH3)3), 80.2 (uA—
C(CH3)3), 80.3 (uUA—CH), 81.9 (uUA—C%H), 109.0 (WUA—C(CH3),), 111.9 (uB-CYH), 121.8
(uB-C?), 122.4 (Triazol-CH), 126.0 (uA—-C%*H), 126.7, 128.5 (uUA—C“H), 128.8 (uA—
C“H/uB-C%H), 130.9 (uB-C"), 131.3 (uB-C?H), 137.5 (UA-C"), 141.7 (uA-CPH),
147.8 (Triazol-C), 153.5 (uB-C*), 155.2 (uB-C(O)NH), 165.4 (uUA—C=0), 169.7, 174.7
(C=0).

IR (KBr): v [cm_l] = 3403 w, 2979 m, 2934 w, 1741 s, 1714 vs, 1656 w, 1607 w, 1504 s,
1457 w, 1368 m, 1332 w, 1283 m, 1257 s, 1168 vs, 1064 m, 1046 m, 1024 m, 890 w, 852 w,
811 w, 759 w, 701 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z= 925.4738 925.4724 [C49H69C1N401 1+H]7L
m/z=947.4549 947.4544 [C49HgoCIN4O;1+Na]™
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12.4.2.5. cyclo-Depsipeptid (346)

OH
| x A o)
~ OH O0.__0 HN: .»\\@[Cl
/L/\/[O N\ ,,N O/

N

o<
M =710.24 gmol~'  C37H47CIN,4Og

Eine eisgekiihlte Losung von 332 (185 mg, 0.200 mmol) in CH,Cl, (4.0 mL) wird langsam
mit TFA (4.0mL) und H,O (5 Tropfen) versetzt und anschliefend 3 h bei 0 °C geriihrt.
Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt (Badtemperatur = RT), der Riickstand zweimal
mit Toluol coevaporiert (Badtemperatur < 30 °C) und im HV getrocknet.

Sowohl die entschiitzte Aminosdure, als auch HATU (114 mg, 0.300 mmol, 1.5 Aq.) wer-
den jeweils in DMF (je 10 mL) geldst und anschlieBend mit einer Doppelspritzenpum-
pe innerhalb von 15h (0.66 mL/h) zu einer auf 0 °C gekiihlten Losung von DIPEA (103
uL, 78 mg, 0.602 mmol) in abs. DMF (10 mL) zugetropft. Nach Ende der Zugabe wird
das Kiltebad entfernt und die Reaktionslosung weitere 15 min geriihrt. Das Losungsmittel
wird im HV abdestilliert, der Riickstand in EtOAc (200 mL) aufgenommen und nachein-
ander mit ges. NaHCOj3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. (je 30 mL) gewaschen. Die organische
Phase wird tiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Reinigung
durch Siulenchromatographie (2 x 35 cm Kieselgel, Eluent: CH,Cl,/EtOH 20:1 v/v) und
Lyophilisation wird 346 als volumindser farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 105 mg (74 %).

[a]RT = +20.4 (c = 0.53 in Aceton).

"H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): 8 [ppm] = 0.93 (d, J = 6.1 Hz, 3H, uD—C5H3), 0.96 (d,
J = 6.3 Hz, 3H, uD-C%H3), 1.04 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CZHCHs), 1.11 (s, 3H, uC—CHj),
1.25 (s, 3H, uC-CHz), 1.51 (m, 1H, uA—C%H) 1.61-1.69 (m, 2H, uD-CPHAH? u. uD-
CYH), 1.80 (m, 1H, uD-CAHAH?), 2.11 (ddd, J = 14.0, 11.0, 9.4 Hz, 1H, uA—-CYHAH?),
2.61 (dm, J = 14.0Hz, 1H, uA—-C"HAH?), 2.92 (dd, J = 14.4, 10.8 Hz, 1H, uB-CHAH?),
3.43 (dd, J = 14.5, 3.9 Hz, 1H, uB-CH*H?), 3.77 (d, J = 7.9 Hz, 1H, uA-C"H), 3.85 (s,
3H, uB-OCHj3), 4.52 (d, J = 14.1 Hz, 1H, uC-CPHAH?), 4.57 (d, J = 14.1 Hz, 1H, uC-
CPHAH?®), 4.60 (dd, J = 8.1, 2.2 Hz, 1H, uA—C%H), 5.03 (ddd, J = 10.9, 7.7, 1.2 Hz, 1H,
uA-C%H), 5.23 (dd, J = 9.1, 3.2Hz, 1H, uD-C*H), 5.30 (ddd, J = 10.3, 9.5, 4.0 Hz, 1H,
uB-CHNH), 5.86 (dm, J = 15.5Hz, 1H, uA-C%H), 6.54 (ddd, J = 15.4, 9.0, 6.5Hz, 1H,
uA-CPH), 6.99 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-CH), 7.21 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C%H),
7.29-7.41 (m, 7H, uB—C?'H u. Triazol-CH wu. uA-C%H), 7.56 (d, J =9.2Hz, 1H, NH).
BC{'H}-NMR (126 MHz, Aceton-ds): & [ppm] = 9.7 (WA—CEHCH3), 22.0 (uD-C%Hj),
23.0 (uC—CHj3), 23.1 (uC—CH3), 23.5 (uD-C%Hjy), 25.4 (uD-CH), 36.1 (uA—C"H,), 39.2
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(uA-C&H), 39.3 (uB-CH,), 41.4 (uD-CPH,), 45.2 (uC-C%), 49.0 (uB-CHNH), 56.4 (uB—
OCHj3), 57.7 (uC-CPH,), 71.2 (uD-C*H), 75.6 (uA—C"H), 76.3 (uA—CSH), 78.0 (uA—
C%H), 113.1 (uB-CYH), 122.2 (uB-C?), 122.5 (Triazol-CH), 127.0 (uA-C*H), 127.8
(uUA-C“H), 128.5 (uB-C9H), 129.1, 129.6 (uUA—C*"H), 131.5 (uB-CZ H), 132.6 (uB-C!),
141.1 (uA—CPH), 143.3 (uUA-C?), 151.7 (Triazol-C), 154.5 (uB-C¥), 166.8 (uUA-C=0),
170.3 (C=0), 175.2 (C=0).

IR (KBr): v [cm™ '] = 3409 s, 2660 w, 1733 s, 1671 w, 1633 w, 1504 s, 1465 w, 1398 w,
1291 w, 1260 m, 1184 s, 1129 w, 1114 w, 1064 m,, 1022 w, 844 vs, 764 w, 704 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z=733.2969 733.2975 [C37H47CIN408+N3]+

12.4.3. Kupplungsstrategie 2: ,,Click“-Cyclisierung

12.4.3.1. (5S5,6S,E)-Methyl-6-[(4R,5R)-2,2-dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-4-
yl]-5-hydroxyhept-2-enoat (347)

o o .0 M =334.41gmol~!  CioHa0s

Zu einer Losung von Methylacrylat (0.17 mL, 0.16 g, 1.88 mmol) in abs. CH,Cl, (10 mL)
werden nacheinander Grubbs-II-Katalysator 313 (80 mg, 94 umol, 5 mol%) und Homoal-
lylalkohol 34 (620 mg, 2.24 mmol, 1.2 Aq.) als Losungen in abs. CH,Cl, (je 4mL) ge-
geben. Die Reaktionslosung wird 16 h unter Argonatmosphére im abgedunkelten Kolben
unter Riickfluss erhitzt und dann i. Vak. zur Trockne eingeengt (Badtemperatur < 30 °C).
Der Riickstand wird unverziiglich auf eine Chromatographiesiule aufgetragen (3 x 35cm
Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 1:4 v/v). Nach Flash-Chromatographie wird 347 als brau-
nes, hochviskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 615 mg (98 % bzgl. Methylacrylat, 82 % bzgl. 34).

[a]RT = —14.3 (¢ = 1.26 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.06 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CEHCHj), 1.50 (s,
3H, C(CH3),), 1.56 (s, 3H, C(CH3),), 1.78 (ddq, J = 14.8, 2.4, 7.0 Hz, 1H, C¥H), 2.28-2.38
(m, 2H, C"H,), 2.56 (d, J = 6.2 Hz, 1H, OH), 3.69 (s, 3H, CO,CH3), 3.72 (m, 1H, C°H),
4.05 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H, C*H), 4.79 (d, J = 9.0 Hz, 1H, C"H), 5.76 (dm, J = 15.6 Hz,
1H, C*H), 6.89 (ddd, J = 15.5, 7.5, 7.5 Hz, 1H, CPH), 7.30-7.38 (m, 5SH, C*'H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 10.9 (CECH3), 27.0 (C(CH3),),
27.2 (C(CH3),), 36.5 (CEH), 37.9 (C"H,), 51.4 (CO,CH3), 73.6 (C®H), 79.8 (CH), 82.7
(CSH), 108.9 (C(CH3)y), 123.2 (C*H), 126.7, 128.5, 128.7 (C¥H), 137.3 (C¥), 145.6
(CPH), 166.6 (C=0).
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IR (Film, NaCl): v [cm 1] = 3487 br w, 2984 m, 2935 w, 1723 vs, 1658 m, 1496 w,
1455 m, 1437 m, 1380 m, 1328 w, 1272 m, 1236's, 1169 s, 1089 w, 1041 s, 986 m, 887 w,
813 w, 758 m, 701 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 357.1666 357.1673 [C19Hp6Os+Na] ™t
m/z= 691.3442 691.3453 [(Cj9Hp605),+Na]™

12.4.3.2. (55,6S5,E)-6-[(4R,5R)-2,2-Dimethyl-5-phenyl-1,3-dioxolan-4-yl]-5-
hydroxyhept-2-ensiure (348)

)

[] O OH OH M =320.38 gmol ™!  CigH»405

Eine eisgekiihlte Losung von 347 (610 mg, 1.82 mmol) in THE/MeOH (10 mL, 1:1 v/v)
wird tropfenweise mit einer Losung von LiOH - H,O (85 mg, 2.03 mmol, 1.1 Ag.) in H,O
(6 mL) versetzt und die Reaktionsmischung tiber Nacht unter Riihren auf RT erwédrmt. Die
organischen Losungsmittel werden i. Vak. entfernt (Badtemperatur < 30 °C), der wissri-
ge Riickstand wird mit ges. NaHCO3-Lsg. (30 mL) verdiinnt und mit Et;O (3 x 30 mL)
extrahiert. Die wissrige Phase wird durch Zusatz von 5 %iger KHSOg4-Lsg. (ca. 15mL)
angesduert (pH = 2-3) und anschlieBend mit CH,Cl, (4 x 30 mL) extrahiert. Die verei-
nigten CH,Cl,-Extrakte werden iiber MgSO, getrocknet und zur Trockne eingeengt. Die
als hellgrauer Feststoff (516 mg) erhaltene 6-Hydroxycarbonséiure 348 wird ohne Reini-
gung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): & [ppm] = 1.07 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CEHCH3), 1.50
(s, 3H, C(CH3)), 1.56 (s, 3H, C(CH3),), 1.79 (ddq, J = 14.4, 2.5, 6.9 Hz, 1H, C¢H), 2.30-
2.40 (m, 2H, CHa), 3.27 (d, J = 10.6 Hz, 1H, OH), 3.74 (m, 1H, CH), 4.04 (dd, J = 8.9,
2.2Hz, 1H, C°H), 4.80 (d, J = 9.0Hz, 1H, C"H), 5.75 (dm, J = 15.7 Hz, 1H, C*H), 7.00
(ddd, J = 15.5, 7.4, 7.4 Hz, 1H, CPH), 7.30-7.38 (m, SH, C*H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 10.9 (C]EHCH3), 27.0, 27.2 (CH3),
36.5 (CEH), 37.9 (C"H,), 73.6 (C°H), 79.8 (CH), 82.7 (C¢H), 109.0 (C(CH3),), 122.9
(C*H), 126.7, 128.6, 128.7 (C“’H), 137.2 (C*), 148.2 (CAH), 171.0 (C=0).

MS (ESI, Anionen-Modus): m/z = 318.7 [M-H]~ (berechnet fiir [C1gH»305]: 319.2),
354.7 [M+Cl]~ (berechnet fiir [C1gH»405+Cl]": 355.1), 638.7 [2M-H]~ (berechnet fiir
[(C1gH2405)2-H] : 639.3).
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12.4.3.3. AB-Segment (350)

)

WO
O/ O OH  HN_. cl

M =512.04gmol~!  CyoH34CINO;

Eine eisgekiihlte Losung von 335 (0.50 g, 1.61 mmol) in abs. CH,Cl, (12 mL) wird mit
TFA (6 mL) versetzt und 2h bei 0°C geriihrt. Nach Zugabe von Toluol (35 mL) wird
die Reaktionsmischung zur Trockne eingeengt, der Riickstand zweimal mit Toluol coe-
vaporiert und im HV getrocknet. Anschliefend wird das erhaltene Ammoniumsalz in abs.
CH,Cl, (12 mL) aufgenommen, die Losung im Eisbad gekiihlt und nacheinander mit EtsN
(0.71mL, 0.52 g, 5.09mmol, 3.2 Aq.) und einer Losung von 348 (Rohprodukt, 0.52 g,
1.61 mmol) in abs. CH;Cl, (4 mL) versetzt. Nach Zugabe von HOBt-H,O (0.28 g,
2.07 mmol, 1.3 Aq.) und EDC - HCI (0.46 g, 2.40 mmol, 1.5 Aq.) wird die Reaktionsmi-
schung 1h im Eisbad geriihrt und dann iiber Nacht unter Rithren auf RT erwirmt. Das
Losungsmittel wird i. Vak. entfernt, der Riickstand in EtOAc (200 mL) aufgenommen und
mit HyO, 2.5 %iger KHSOy4-Lsg., ges. NaHCOs3-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. (je S0mL) ge-
waschen. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne ein-
geengt. Reinigung des Rohproduktes durch Flash-Chromatographie (3 x 30 cm Kieselgel,
Eluent: EtOAc/Hexan 1:2 — 1:1 v/v) ergibt 350 als farblosen, erstarrten Schaum nach
Coevaporation mit CHCI3 und Trocknung im HV.

Ausbeute: 0.52 g (56 % tiber 3 Stufen, ausgehend von 347).
[a]RT = -22.8 (¢ = 1.05 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 1.11 (d, J = 7.1 Hz, 3H, uA—C¢HCH3),
1.49 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.57 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.79 (ddq, J = 14.4, 2.4, 6.9 Hz,
1H, uA—C¢H), 2.26-2.35 (m, 3H, uA—C"H, u. uB-C=CH), 2.54 (br m, 1H, OH), 2.88 (dd,
J =13.4,7.6Hz, 1H, uB-CH*H?), 2.96 (dd, J = 13.4, 4.6 Hz, 1H, uB-CH*H?), 3.71 (m,
1H, uA—C%H), 3.89 (s, 3H, uB-OCHj3), 4.08 (dd, J = 9.0, 2.1 Hz, 1H, uA—C*H), 4.81 (d,
J =8.9Hz, 1H, uA-C"H), 4.96 (dddd, J =7.8, 7.7, 4.8, 2.5 Hz, 1H, uB-CH-NH), 5.50 (br
m, 1H, NH), 5.55 (dm, J = 15.3 Hz, 1H, uA—C%*H), 6.77 (ddd, J = 15.2, 7.5, 7.5Hz, 1H,
uA—CPH), 6.90 (d, J = 8.5Hz, 1H, uB-C¥H), 7.16 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C%H),
7.26 (m, 1H, uB—C? H), 7.31-7.37 (m, 5H, uA-C“ H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl;, TMS): § [ppm] = 11.0 (uUA—CEHCH3), 27.0 (uA—
C(CH3),), 27.2 (UA—C(CH3),), 36.0 (uUA—CEH), 37.6 (uA—C"H,), 39.8 (uB—-CH>), 42.6
(uB-CHNN), 56.1 (uB—-OCHj3), 72.9 (uB-C=CH), 73.6 (uA—C%H), 79.9 (uA-C"H), 82.0
(uB—-C=CH), 82.6 (uA-C%H), 109.0 (uA-C(CH3),), 111.9 (uB-CYH), 122.0 (uB-C?),
125.4 (WUA-C®H), 126.9, 128.5, 128.7 (uA—C“'H), 129.1 (uB-C® H), 129.3 (uB-C!"), 131.6
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(uB—CZH), 137.5 (uA—C*"), 141.8 (uA—CPH), 154.1 (uB—C¥), 164.3 (uA—C=0).

IR (KBr): V [em™!] = 3418 s, 3291 s, 2983 m, 2932 w, 1734 w, 1670 s, 1632 s, 1525 m,
1503 vs, 1456 w, 1371 w, 1258 vs, 1168 w, 1092 w, 1065 s, 1042 m, 1025 s, 980 w, 887 w,
811 w, 758 s, 701 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen  berechnet Ion
m/z= 5342019 534.2018 [Co9H34CINOs+Na]™

12.4.3.4. TBS-geschiitztes DAB-Segment (351)

hé HN N\\@m
o W o~

_él_~>
! M =740.44 gmol~!  C4;HsgCINO;Si
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Eine Losung von 311 (1.08 g 2.99 mmol, 3.1 Aq.) und abs. DMF (5 Tropfen) in abs. CH,Cl,
(9 mL) wird bei 0 °C tropfenweise mit Oxalylchlorid (0.60 mL, 0.87 g 6.88 mmol) versetzt.
Die Reaktionslosung wird 3 h bei RT geriihrt, dann i. Vak. zur Trockne eingeengt und ge-
trocknet (7 mbar, 30 °C, 15 min). Das erhaltene Sidurechlorid 312 wird ohne weitere Reini-

gung in der Folgereaktion eingesetzt.

Eine im Eisbad gekiihlte Losung von 350 (493 mg, 0.96 mmol, 1.0 Aq.) und 4-DMAP
(257 mg, 2.10mmol, 2.2 Aq.) in abs. CH,Cl, (7mL) wird mit EsN (310 uL, 225 mg,
2.22 mmol, 2.2 Aq.) versetzt. Das frisch bereitete Siurechlorid 312 wird als Losung in
abs. CH,Cl, (3 mL) langsam zugetropft und die Reaktionsmischung 1h bei 0 °C geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wird in ges. NaHCOs3-Lsg. (50 mL) gegossen und mit EtOAc (4 X
50 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit ges. NaCl-Lsg. (25 mL) gewa-
schen, iiber MgSO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Nach Reinigung durch
Saulenchromatographie (3 x 35 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/ Hexan 1:3 v/v) und Trock-
nung im HV wird 351 als farbloser, erstarrter Schaum erhalten.

Ausbeute: 611 mg (86 %).

[a]RT = —14.8 (c = 1.20 in CHCl3).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.00 (s, 3H, uD-SiCH3), 0.03 (s, 3H,
uD-SiCH3), 0.86-0.89 (m, 12H, uD-SiC(CHj3)3 u. uD-C%Hj3), 0.91 (d, J = 6.5Hz, 3H,
uD-C®Hj3), 1.08 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.38 (ddd, J = 13.4, 9.3, 3.9 Hz, 1H,
uD-CPHAH®), 1.46 (s, 3H, uA—C(CHj3),), 1.52 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.57 (ddd, J = 13.5,
9.4, 4.5Hz, 1H, uD-CBHAHP), 1.76 (m, 1H, uD-C"H), 1.93 (ddq, J = 12.7, 3.3, 7.1 Hz,
1H, uA—-C¢H), 2.32 (d, J = 2.4Hz, 1H, uB-C=CH), 2.34-2.36 (m, 2H, uA—C"H>), 2.83
(dd, J = 13.4, 7.7Hz, 1H, uB-CHAH?), 2.95 (dd, J = 13.4, 4.4 Hz, 1H, uB-CH*H?), 3.83
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(dd, J = 8.7, 3.1 Hz, 1H, uA-C%H), 3.89 (s, 3H, uB-OCH3), 4.12 (dd, J = 9.3, 3.1 Hz, 1H,
uA-C%H), 4.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA-C"H), 4.94-4.99 (m, 2H, uB-CHNH u. uD-C%H),
5.43 (dm, J = 15.2 Hz, 1H, uA—C%H), 5.45 (m, 1H, NH), 6.55 (ddd, J = 15.3, 7.2, 7.2 Hz,
1H, uA-CPH), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C3H), 7.12 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, uB—C® H),
7.27 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C?H), 7.30-7.39 (m, 5H, uA—C“H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = —5.4, —4.7 (uD-SiCH3), 9.5 (uA—
CEHCHj3), 18.2 (uD-SiC(CH3),), 21.5 (uD-C%Hjy), 23.5 (uD-C®H3), 24.0 (uD-C"H), 25.7
(uD=SiC(CH3)3), 27.1 (WUA—C(CH3),), 27.2 (uA—C(CH3)»), 33.1 (uUA—CYH>), 36.0 (uA—
CZH), 39.8 (uB-CH,), 42.5 (uB-CHNH), 44.1 (uD-CPH,), 56.1 (uB-OCH3), 70.5 (uA—
C%H), 73.0 (uB-C=CH), 74.2 (uD-C*H), 80.6 (uUA—C"H), 82.0 (uB—-C=CH), 82.4 (uA—
C%H), 109.0 (uA-C(CH3),), 111.9 (uB-C¥H), 122.1 (uB—C?), 125.6 (uA-C*H), 127.1,
128.5, 128.8 (WA-C*H), 129.1 (uB-C%H), 129.2 (uB-C""), 131.5 (uB-C% H), 137.7 (uA-
C%), 140.2 (uA-CPH), 154.1 (uB-C*), 163.9 (uUA-C=0), 173.7 (uD-CO»).

IR (KBr): ¥ [em™ '] = 3292 m, 2956 s, 2932 s, 2857 m, 1752 s, 1672 m, 1635 m, 1535 m,
1503 s, 1463 m, 1370 m, 1258 s, 1186 w, 1146 s, 1112 w, 1066 m, 1025 m, 975 w, 906 w,
888 w, 838 m, 810 m, 779 m, 757 m, 700 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion
m/z=757.4005 757.4009 [C4HsgCINO7+NH4]"™
m/z= 7623557 762.3563  [C41Hs3CINO7+Na]™"

12.4.3.5. DAB-Segment (352)

(0)

/&O HN _,d\\@[m
OH m o~

Eine Losung von 351 (600 mg, 0.81 mmol) in abs. THF (12 mL) wird bei 0 °C tropfen-
weise mit TBAF-Losung (1 M in THF, 1.00 mL, 1.00 mmol, 1.2 Aq.) versetzt. Die Reak-
tionslosung wird 2.5h bei 0 °C gerithrt und dann in H,O (50 mL) und EtOAc (50 mL)
aufgenommen. Die entstehende Emulsion wird durch Zugabe einer geringen Menge fes-

A

M =626.18 gmol~!  C35H44CINO;,

ten Natriumchlorids gebrochen und die wissrige Phase daraufhin mit EtOAc (3 x 50mL)
extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, mit ges. NaCl-Lsg. (30 mL) gewa-
schen, tiber MgSO4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Reinigung durch Flash-
Chromatographie (3 x 35 cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/Hexan 2:3 — 1:1 v/v) ergibt 352

als farblosen, erstarrten Schaum.
Ausbeute: 445 mg (88 %).
[a]RT = -13.1 (¢ = 1.16 in CHCl3).
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"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.92 (d, J = 6.9 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.93
(d, J = 7.1 Hz, 3H, uD-C%H3), 1.09 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CEHCHj3), 1.45-1.50 (m, 5H,
uA—C(CH3), u. uD-CPH,), 1.53 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.86 (m, 1H, uD-C"H), 1.93 (ddq,
J =134, 3.0, 6.9Hz, 1H, uA—C¢H), 2.34 (d, J = 2.4Hz, 1H, uB-C=CH), 2.35-2.38 (m,
2H, uA—C"H,), 2.76 (d, J = 5.4 Hz, 1H, OH), 2.86 (dd, J = 13.4, 7.5 Hz, 1H, uB-CHAH?5),
2.95 (dd, J = 13.5, 4.5 Hz, 1H, uB-CHAH?), 3.87 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H, uA-C%H), 3.89
(s, 3H, uB-OCH3), 4.12 (m, 1H, uA-C%H), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—C"H), 4.95 (ddd,
J=178,7.7,4.7,2.6Hz, 1H, uB-CHNH), 4.98 (dd, J = 11.7, 5.9 Hz, 1H, uD-C%H), 5.36
(dm, J = 15.3 Hz, 1H, uA—C%H), 5.51 (m, 1H, NH), 6.54 (ddd, J = 15.2, 7.4, 7.4 Hz, 1H,
uA—CPH), 6.89 (d, J = 8.4Hz, 1H, uB-C¥H), 7.13 (dd, J = 8.4, 2.0Hz, 1H, uB-C%H),
7.27 (d, J = 2.0 Hz, 1H, uB-C?H), 7.31-7.39 (m, 5H, uA-C* H).

3C{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.9 (WA—-CEHCH3), 21.4 (uD-C%Hj),
23.4 (uD-C%H3), 24.4 (uD-C"H), 27.1 (UA-C(CH3),), 27.2 (WUA-C(CH3),), 33.4 (uA-
C'H,), 35.4 (UA-CEH), 39.7 (uB-CH,), 42.6 (uB-CHNH), 43.4 (uD-CPH,), 56.1 (uB—
OCHj), 69.1 (uA-C®H), 73.0 (uB-C=CH), 75.2 (uD-C*H), 80.5 (uA-C"H), 82.0 (uB—
C=CH u. uA—C%H), 109.1 (uA-C(CHjz),), 111.9 (uB-C5H), 122.1 (uB-C?), 125.9 (uA-
C%H), 127.1, 128.6, 128.8 (uA—C"), 129.1 (uB-CYH), 129.2 (uB-C!"), 131.6 (uB-CZH),
137.5 (WUA-C?"), 139.5 (uA—CPH), 154.1 (uB-C*), 164.0 (uA-C=0), 175.1 (uD-CO,).

IR (KBr): v [cm_l] = 3400 br w, 3292 m, 2957 m, 1740 s, 1672 m, 1634 m, 1535 m,
1503 vs, 1457 w, 1370 w, 1259 s, 1170 w, 1065 m, 1025 m, 889 w, 810 w, 756 m, 733 w,
701 m.
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton

m/z=626.2873 626.2879 [C35H44CINO7+H] T

m/z= 6433135 643.3145 [C35H4yCINO;+NH4]"

m/z= 6482687 648.2699  [C35sHyCINO7+Na]™

12.4.3.6. seco-Depsipeptid (333)

O N
%>C ’ M=75131gmol™! CyyHs CIN4Og

Ein Gemisch aus 352 (62 mg, 0.099 mmol), Azidopivalinsdure (336, 33 mg, 0.231 mmol,
2.3 Aq.) und 4-DMAP (28 mg, 0.229 mmol, 2.3 Aq.) wird iiber mehrere Stunden im HV ge-
trocknet und anschlieBend unter Argonatmosphére in abs. CH,Cl, (1 mL) aufgenommen.

Die Losung wird im Eisbad gekiihlt, tropfenweise mit einer Losung von DCC (49 mg,
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0.237 mmol, 2.4 Aq.) in CH,Cl, (0.5 M) versetzt und iiber Nacht unter Riihren auf RT er-
wirmt. Die Reaktionsmischung wird in ges. NaHCO3-Lsg. (25 mL) filtriert und der Filter-
riickstand portionsweise mit EtoO (25 mL) gewaschen. Nach griindlicher Durchmischung
der Phasen wird die wissrige Phase mit Et;O (3 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden iiber MgSO,4 getrocknet und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Das
Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie gereinigt (2 x 35cm Kieselgel, Eluent:
EtOAc/Hexan 1:2 v/v). Das gereinigte Produkt wird in CH3CN/H,O aufgenommen und
lyophilisiert. 333 wird als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 63 mg (85 %).
[a]RT = —25.4 (c = 1.01 in CHCl3).

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.92 (d, J = 6.4 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.97 (d,
J = 6.4Hz, 3H, uD-C%H3), 1.10 (d, J = 7.0 Hz, 3H, uA—CEHCH3), 1.21 (s, 6H, uC—CHj),
1.47 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.53 (s, 3H, uA—C(CH3),), 1.56 (ddd, J = 15.5, 10.6, 3.6 Hz,
1H, uD-CPHAH?), 1.74-1.80 (m, 2H, uD—CPHAH® u. uD-C"H), 1.93 (ddq, J = 12.4, 3.3,
6.9 Hz, 1H, uA—C2H), 2.28 (d, J = 2.4 Hz, 1H, uB-C=CH), 2.32-2.42 (m, 2H, uA—C"H,),
2.87 (dd, J = 13.4, 7.4 Hz, 1H, uB-CHAH?), 2.92 (dd, J = 13.5, 5.1 Hz, 1H, uB-CH*H?),
3.34 (d, J = 12.0 Hz, 1H, uC-CPHAH?), 3.41 (d, J = 12.0 Hz, 1H, uC-CPHAH?), 3.80 (dd,
J =8.8,2.8 Hz, 1H, uA—C%H), 3.87 (s, 3H, uB-OCHj), 4.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, uA—-C"H),
4.85 (dd, J = 9.8, 3.5Hz, 1H, uD-C*H), 5.00 (m, 1H, uB-CH-NH), 5.04 (ddd, J = 8.4,
5.4, 3.4Hz, 1H, uA—C%H), 5.60 (dm, J = 15.8 Hz, 1H, uA—C*H), 6.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
NH), 6.55 (ddd, J = 15.8, 6.0, 6.0 Hz, 1H, uA—-CPH), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C5 H),
7.12(dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, uB-C%H), 7.23 (d, J = 2.2 Hz, 1H, uB-C%H), 7.29-7.36 (m,
5H, uA—C%H).
BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 9.4 (1A—-CEHCH3), 21.4 (uD-C%H3),
22.7 (uD-C%Hj3), 22.8 (uC-CHj), 23.2 (uC—CH3), 24.8 (uD-CH), 27.1 (uA-C(CH3),),
27.2 (WUA-C(CHj3),), 32.0 (WA—C"H,), 36.3 (uA—CZH), 39.2 (uD-CPH5,), 40.0 (uB-CH,),
42.5 (uB-CHNH), 43.6 (uC-C%), 56.0 (uB—-OCH3), 59.2 (uC-CPH,), 71.6 (uD-C*H),
72.6 (uB-C=CH), 75.1 (uUA—C%H), 80.5 (uUA—C"H), 82.3 (uB—-C=CH), 82.4 (uA—C’H),
109.0 (uA-C(CH3),), 111.7 (uB-CY'H), 121.8 (uB-C?), 125.1 (uA-C*H), 126.9, 128.6,
128.8 (UA—C%H), 129.2 (uB-C®H), 129.7 (uB-C"), 131.6 (uB-C%H), 137.5 (uA-C“"),
138.7 (uA-CPH), 153.9 (uB-C¥), 164.8 (uUA—C=0), 169.9, 175.9 (C=0).
HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion

m/z= 7733277 7733288  [CsoHs; CIN4Og+Na]™
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12.4.3.7. Click-Cyclisierung

o S o
oyt fwg)@

Eine Losung von 333 (62 mg, 0.083 mmol) in abs. Toluol (40 mL) wird mit DIPEA
(0.28 mL, 0.21 g, 0.17 mmol, 20 Aq.) versetzt. Im Argongegenstrom wird im HV getrock-

M=142249¢ mol ™! C74Hog4CIhNgO16

netes Cul (8 mg, 0.042 mmol, 0.5 Aq.) zugegeben und die Reaktionsmischung anschlie-
Bend 20 h bei RT geriihrt. Die Losung wird vorsichtig vom Feststoff abdekantiert und der
feste Riickstand mit abs. Toluol (20 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen Losun-
gen werden zur Trockne eingeengt und der Riickstand wird direkt auf eine Chromatogra-
phiesdule (2 x 37 cm Kieselgel, Eluent: CH,CIl,/EtOH 30:1 v/v) aufgetragen. Nach Lyo-
philisation wird ein untrennbares Gemisch aus Cyclomonomer und Cyclodimer (52 mg,
84 %) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Das Produktgemisch wird in abs. CH,Cl, (1 mL) geldst, unter Eiskiihlung tropfenweise
mit TFA (1 mL) und H,O (5 Tropfen) versetzt und anschlieBend 3.5h bei 0 °C geriihrt.
Die Reaktionslosung wird am Rotationsverdampfer eingeengt (Badtemperatur: 20 °C) und
der Riickstand in EtOAc (50 mL) und ges. NaHCO3-Lsg. (50 mL) aufgenommen. Die Pha-
sen werden getrennt und die wissrige Phase wird mit EtOAc (3 x 25 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und zur Trockne einge-
engt. Im Verlauf der anschlieBenden Sdulenchromatographie (3 x 40 cm Kieselgel, Eluent:
CH,Cl,/EtOH 20:1 v/v) gelingt eine Trennung von Cyclomonomer 346 und Cyclodimer
353. Die erste Fraktion enthilt das Cyclodimer 353, die nachfolgende Fraktion das Cyclo-
monomer 346. Beide Produkte werden in CH3;CN/H,0O aufgenommen und nach Lyophi-
lisation in einer Gesamtausbeute von 59 % d. Th. iiber zwei Stufen als farblose Feststoffe

erhalten.
Ausbeute: 16 mg (27 %) Cyclodimer 353,
19 mg (32 %) Cyclomonomer 346.
Physikalische Daten des Cyclodimers 353:
"H-NMR (500 MHz, Aceton-dg): 6 [ppm] =0.91 (d, J = 6.3 Hz, 6H, uD—C5H3), 0.95-0.99
(m, 18H, uD—-C%Hj3 u. uA—CEHCH;3 u. uC—CH3), 1.17 (s, 6H, uC—CH3), 1.51-1.62 (m, 4H,
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uA-C#H u. uD-CPHAH?), 1.71-1.81 (m, 4H, uD-CPHAH® u. uD-C"H), 2.32 (ddd, J =
16.4, 9.5, 6.7 Hz, 2H, uA—C"H*H?), 2.55 (dm, J = 17.3Hz, 2H, uA—C"HAH?), 3.14 (dd,
J =13.7,7.5Hz, 2H, uB-CH*H?), 3.30 (dd, J = 13.5, 6.4 Hz, 2H, uB-CH*H?), 3.71 (m,
2H, uA—C"H), 3.81 (s, 6H, uB-OCH3), 4.38 (d, J = 14.1 Hz, 2H, uC-CPHAH?), 4.45 (d,
J = 14.0Hz, 2H, uC-CPHAH?), 4.57 (dm, J = 7.2 Hz, 2H, uA—C%H), 4.85 (dd, J = 9.5,
3.7Hz, 2H, uD-C%H), 5.11 (ddd, J = 9.9, 7.1, 2.2 Hz, 2H, uA-C®H), 5.49 (ddd, J = 9.3,
7.5, 6.3 Hz, 2H, uB-CHNH), 5.81 (dm, J = 15.8 Hz, 2H, uA—C%H), 6.52 (ddd, J = 15.7,
5.8, 5.8 Hz, 2H, uA-CPH), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H, uB-C*H), 7.13 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz,
2H, uB-C®H), 7.18 (d, J = 1.7Hz, 2H, uB-C? H), 7.29-7.41 (m, 12H, NH u. uA—C“ H),
7.63 (s, 2H, Triazol-CH).

BC{'H}-NMR (126 MHz, Aceton-dg): 8 [ppm] = 9.4 (uA—CEHCH3), 21.9 (uD-C%Hj),
23.0 (uC—CHj3), 23.5 (uC—CH3), 23.6 (uD-C%Hj3), 25.5 (uD—C"H), 33.4 (uA—C"H,), 39.1
(uUA—C?H), 39.5 (uB—CHy), 40.0 (uD—CPH,), 44.9 (uC-C%), 47.5 (uB—-CHNH), 56.3 (uB—
OCHj), 57.4 (uC—CPH,), 72.9 (uD-C*H), 75.81 (uUA—C"H), 75.85 (uA—C¢H), 76.5 (uA—
C%H), 112.9 (uB-C*H), 122.0 (uB-C?¥), 124.5 (Triazol-CH), 126.4 (uA—-C%*H), 128.0,
128.3, 128.9 (uA-C*’H), 130.1 (uB-C®H), 132.0 (uB-C? H), 132.3 (uB-C!"), 139.3 (uA—
CPH), 143.3 (UA-C9"), 148.4 (Triazol-C), 154.4 (uB—C¥), 165.4 (uA-C=0), 170.6 (C=0),
176.8 (C=0).

IR (KBr): v [em™!] = 3420 s, 2958 m, 2928 m, 1735 s, 1673 m, 1636 s, 1503 s, 1457 w,
1282 w, 1258 m, 1185 w, 1128 w, 1065 m, 1023 w, 810 w, 763 w.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ton
m/z= 7332970 733.2975 [C74HosCl,NgO,6+2Na]**"

Zu den physikalischen Daten des Cyclomonomers 346 sieche Abschnitt 12.4.2.5 auf S. 318f.

12.4.4. Diol-Epoxid-Transformation

12.4.4.1. ,Clicktophycin-52* (331)

I\ A o
20 0._0 HN _.«\\@0
0 N..N o~

N

o}
6« M =693.23 gmol~! C3;Hy5CIN,4O;

Das cyclische Diol 346 (93 mg, 0.131 mmol) wird gemidfl AAV-11 — AAV-13 umgesetzt.
Nach Reinigung durch Sdulenchromatographie (3 x 35cm Kieselgel, Eluent: EtOAc/
Hexan 3:1 v/v) wird das Produkt in CH3CN/H,O aufgenommen und lyophilisiert. Das
Epoxid 331 wird als volumindser farbloser Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 49 mg (59 %).
[a]RT = +40.0 (c = 0.50 in CHCl5).
HPLC: t;z = 27.9 min (Methode 2).

'"H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 0.91 (d, J = 6.5 Hz, 3H, uD-C%H3), 0.93
(d, J = 6.6Hz, 3H, uD-C%Hjs), 1.05 (s, 3H, uC-CH3), 1.14 (d, J = 6.9Hz, 3H, uA-
CEHCH3), 1.31 (s, 3H, uC—CHj3), 1.59 (ddd, J = 13.8, 9.9, 3.5Hz, 1H, uD-CPHAH?),
1.67 (m, 1H, uD-C"H), 1.83 (ddd, J = 14.0, 10.1, 4.0 Hz, 1H, uD-CPHAH?), 1.85 (dgm,
J =11.0, 7.0Hz, 1H, uA-C&H), 2.44-2.53 (m, 2H, uA-C"H,), 2.92 (dd, J = 7.1, 1.8 Hz,
1H, uA-C%H), 3.21 (dd, J = 14.4, 7.9 Hz, 1H, uB-CHAH?), 3.42 (dd, J = 14.4, 4.6 Hz,
1H, uB-CH”H?), 3.72 (d, J = 1.7 Hz, 1H, uA-C"H), 3.85 (s, 3H, uB-OCH3), 4.49 (d, J =
13.9Hz, 1H, uC-CPHAHP), 4.54 (d, J = 14.0 Hz, 1H, uC-CAHAH?), 5.07 (dm, J = 9.5 Hz,
1H, uA-C%H), 5.15 (dd, J = 10.0, 3.3 Hz, 1H, uD-C%H), 5.49 (ddd, J = 8.3, 8.1, 4.8 Hz,
1H, uB-CHNH), 5.67 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 5.84 (dm, J = 15.6 Hz, 1H, uA—C%H), 6.43
(ddd, J = 15.4,7.7,7.7Hz, 1H, uA—-CPH), 6.80 (d, J = 8.4 Hz, 1H, uB-C3'H), 7.00 (dd, J =
8.4,2.0Hz, 1H, uB-CH), 7.14 (d, J = 2.0Hz, 1H, uB-C?H), 7.22 (s, 1H, Triazol-CH),
7.25-7.26 (m, 2H, uA—C“ H), 7.32-7.39 (m, 3H, uA—C* H).

BC{'H}-NMR (126 MHz, CDCl3, TMS): § [ppm] = 13.3 (uUA-CEHCH3), 21.3 (uD-
C%Hj), 22.2 (uC-CHj3), 23.15 (uD-CP®H3), 23.22 (uC-CH3), 24.7 (uD-CYH), 36.4
(uA—C"H,), 37.8 (uB-CH,), 40.4 (uD-CPH5,), 40.6 (uA—CZH), 44.3 (uUC—C%), 47.4 (uB-—
CHNH), 56.1 (uB-OCH3), 57.4 (uC—CPH,), 58.5 (uA—C"H), 62.8 (uA-C*H), 70.6 (uD-
C“H), 77.6 (uA—C®H), 112.1 (uB-C¥H), 122.1 (uB—C?"), 122.4 (Triazol-CH), 125.5 (uA—
C*H), 126.9 (uUA-C*H), 128.5 (uB-C° H), 128.6, 128.7 (uUA—C*"H), 130.1 (uB-C'"), 131.2
(uB-CZH), 136.7 (uA-C), 139.2 (uA-CPH), 149.8 (Triazol-C), 153.8 (uB-C¥), 166.0
(uA-C=0), 170.5 (C=0), 174.7 (C=0).

IR (KBr): ¥ [em~']=3410 m, 2959 s, 2873 w, 1736 vs, 1677 s, 1636 m, 1504 vs, 1464 m,
1371 w, 1340 w, 1292 m, 1259 s, 1182 vs, 1144 m, 1113 m, 1065 s, 1023 w, 977 w, 889 w,
812 w, 752 w, 699 m.

HRMS (ESI-FT-ICR): gemessen berechnet Ion

m/z= 6933045 693.3050 [C37H4s5CIN,O7+H] "
m/z= 7152873 715.2869 [C37H45CIN4O7+Na]™
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13. Rontgenstrukturanalyse

(R)-5-lodo-4-oxo-2-phenyl-3,4-dihydro-2 H-pyrimidin-1-
carbonsdurebenzylester (236)

Tabelle 13.1.: Crystal data and structure refinement for 236.

Measurement device Nonius KappaCCD
Empirical formula Ci3H5IN» O3
Formula weight 434.22 gmol™!
Temperature 1002) K
Wavelength 0.71073 A

Crystal system, space group Monoclinic P 2;
a=9.1697(5) A, a = 90 deg
b=10.4119(9)A, B =92.665(11)deg
c=17.861(3)A, y=90deg

Volume 1703.5(3) A3

331
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Z, Calculated density 4,1.693Mgm—3
Absorption coefficient 1.898 mm™!
F(000) 856

Crystal size, colour and habit ~ 0.26 x 0.16 x 0.06 m~3, Colourless fragment
0 range for data collection 2.55 t0 30.00 deg

Index ranges -12<h<12, -14<k<14, -25<1<25
Reflections collected / unique 92175/ 9928 [R(int) = 0.0333]

Completeness to 6 = 30.00 99.7 %

Absorption correction multi-scan

Max. and min. transmission 0.8946 and 0.6382

Refinement method Full-matrix least-squares on F2
Data / restraints / parameters 9928 /1 /441

Goodness-of-fit on F2 1.030

Final R indices [I>20(1)] R; =0.0157, wR, = 0.0326 [9529]
R indices (all data) R; =0.0178, wR, = 0.0331

Absolute structure parameter  0.013(6)

Largest diff. peak and hole 0.403 and —0.273 e.A 3

remarks Hydrogens of N(1) and N(3) were refined
isotropically.
Absolute configuration established

by anomalous dispersion effects.

Tabelle 13.2.: Atomic coordinates (x 10*) and equivalent isotropic displacement parameters
(A2 x 103) for 236. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U;; tensor.

X y z  Uleq)
I(1) —-350(1) 7309(1)  2082(1) 15(1)
0o(1) 1612(1) 9864(1)  2480(1) 21(1)
0(2) 6655(1)  6245(1)  2290(1)  16(1)
O(3)  4883(1) 5562(1)  1459(1) 15(1)
N(1) 3795(2) 8932(1)  2783(1) 12(1)
N@Q2)  4276(1) 6808(1)  2411(1) 12(1)
C(1) 1868(2) 7608(2)  2308(1) 12(1)
C(2) 2377(2) 8901(2)  2543(1) 13(1)
C(3) 4600(2) 7780(2)  2995(1) 11(1)
C(4) 2819(2) 6662(2)  2187(1) 12(1)
C(5) 4235(2) 7280(2)  3770(1) 13(1)
C(6) 3410(2)  7997(2)  4252(1) 17(1)
C(7) 3170(2)  7553(2)  4976(1)  22(1)
C(8) 3760(2) 6389(2)  5215(1) 24(1)
C(9) 4579(2) 5671(2)  4730(1) 23(1)
C(10)  4815(2) 6111(2)  4015(1) 18(1)
C(11)  5393(2) 6194(2)  2065(1) 12(1)
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C(12)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)
C(17)
C(18)
1(2)
o4
O(5)
0O(6)
N@Q)
N(4)
C(19)
C(20)
cl)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C(29)
C(30)
CcG31)
C(32)
C(33)
C(34)
C(35)
C(36)

5959(2)
5266(2)
5780(2)
5127(2)
3963(2)
3435(2)
4094(2)
4564(1)
6666(1)
11532(1)
9640(1)
8812(2)
9203(1)
6810(2)
7384(2)
9605(2)
7721(2)
9323(2)
8408(2)
8165(2)
8854(2)
9774(3)
10009(2)
10258(2)
10588(2)
9594(2)
9413(2)
8433(2)
7629(2)
7800(2)
8783(2)

4826(2)
4512(2)
5074(2)
4790(2)
3955(2)
3404(2)
3676(2)
2688(1)

124(1)
3988(1)
4701(1)
1034(1)
3233(1)
2406(2)
1082(2)
2154(2)
3394(2)
2486(2)
1765(2)
2123(2)
3186(2)
3905(2)
3562(2)
3992(2)
5623(2)
6339(2)
5949(2)
6582(2)
7603(2)
8000(2)
7375(2)

1058(1)
304(1)
-335(1)
~1038(1)
~1093(1)
—456(1)
242(1)
2754(1)
2822(1)
2949(1)
3615(1)
2508(1)
2740(1)
2722(1)
2673(1)
2264(1)
2834(1)
1435(1)
961(1)
215(1)
~62(1)
403(1)
1151(1)
3101(1)
4024(1)
4524(1)
5257(1)
5703(1)
5412(1)
4682(1)
4241(1)

18(1)
17(1)
23(1)
27(1)
26(1)
28(1)
24(1)
14(1)
17(1)
15(1)
15(1)
14(1)
12(1)
12(1)
13(1)
13(1)
12(1)
15(1)
23(1)
31(1)
30(1)
35(1)
27(1)
12(1)
16(1)
16(1)
23(1)
25(1)
23(1)
22(1)
21(1)

Tabelle 13.3.: Bond lengths [A] and angles [deg] for 236.

1(1)-C(1)
0(1)-C(2)
0(2)-C(11)
0(3)-C(11)
0(3)-C(12)
N(1)-C(2)
N(1)-C(3)
N(1)-H(1A)
N(2)-C(11)

2.0783(14)
1.226(2)
1.209(2)
1.333(2)
1.4621(19)
1.351(2)
1.449(2)
0.75(2)
1.378(2)
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N(2)-C4)
N(2)-C(3)
C(H-C4)
C(H-C(2)
C(3)-C(5)
C(5)-C(10)
C(5)-C(6)
C(6)-C(7)
C(1H-C(8)
C(3)-C(9)
C(9)-C(10)
C(12)-C(13)
C(13)-C(18)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(15)-C(16)
C(16)-C(17)
C(17)-C(18)
1(2)-C(19)
0(4)-C(20)
0(5)-C(29)
0(6)-C(29)
0(6)-C(30)
N(3)-C(20)
N(3)-C(21)
N(3)-H(3A)
N(4)-C(29)
N(4)-C(22)
N(4)-C(21)
C(19)-C(22)
C(19)-C(20)
C(21)-C(23)
C(23)-C(24)
C(23)-C(28)
C(24)-C(25)
C(25)-C(26)
C(26)-C(27)
C(27)-C(28)
C(30)-C(31)
C(31)-C(32)
C(31)-C(36)
C(32)-C(33)
C(33)-C(34)

1.386(2)
1.472(2)
1.339(2)
1.480(2)
1.531(2)
1.390(2)
1.390(2)
1.401(2)
1.386(3)
1.391(3)
1.384(3)
1.499(2)
1.384(3)
1.385(2)
1.397(3)
1.377(3)
1.383(3)
1.388(3)
2.0832(14)
1.231(2)
1.211(2)
1.326(2)
1.4671(19)
1.356(2)
1.452(2)
0.87(2)
1.385(2)
1.388(2)
1.466(2)
1.334(2)
1.480(2)
1.531(2)
1.385(2)
1.393(2)
1.391(3)
1.378(3)
1.377(3)
1.389(3)
1.504(2)
1.388(2)
1.392(2)
1.394(3)
1.382(3)
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C(34)-C(35) 1.384(3)
C(35)-C(36) 1.386(2)
C(11)-0(3)-C(12)  115.94(12)
C(2)-N(1)-C(3) 122.29(14)
C(2)-N(D)-H(1A)  121.6(18)
C(3)-N(D)-H(1A)  115.9(18)
C(11)-N(2)-C(4)  123.08(13)
C(11)-N(2)-C(3)  120.43(13)
C(4)-N(2)-C(3) 116.14(13)
C(4)-C(1)-C(2) 121.04(13)
C(4)-C(1)-I(1) 119.81(12)
C(2)-C(1)-I(1) 118.96(11)
O(1)-C(2)-N(1) 123.25(15)
0(1)-C(2)-C(1) 123.12(15)
N(1)-C(2)-C(1) 113.47(13)
N(1)-C(3)-N(2) 107.52(12)
N(1)-C(3)-C(5) 112.75(13)
N(2)-C(3)-C(5) 111.15(14)
C(1)-C(4)-N(2) 119.92(14)
C(10)-C(5)-C(6)  119.08(15)
C(10)-C(5)-C(3)  119.09(15)
C(6)-C(5)-C(3) 121.73(15)
C(5)-C(6)-C(7) 120.55(16)
C(8)-C(7)-C(6) 119.78(16)
C(7)-C(8)-C(9) 119.54(16)
C(10)-C(9)-C(8)  120.57(18)
C(9)-C(10)-C(5)  120.47(17)
0(2)-C(11)-0(3)  125.79(15)
0(2)-C(11)-N(2)  123.48(15)
O(3)-C(11)-N(2)  110.73(13)
0(3)-C(12)-C(13)  106.68(13)
C(18)-C(13)-C(14) 119.50(16)
C(18)-C(13)-C(12) 120.29(16)
C(14)-C(13)-C(12)  120.20(16)
C(13)-C(14)-C(15) 120.24(18)
C(16)-C(15)-C(14) 119.73(18)
C(15)-C(16)-C(17) 120.23(17)
C(16)-C(17)~C(18)  120.00(19)
C(13)-C(18)-C(17) 120.29(18)
C(29)-0(6)-C(30)  116.54(12)
C(20)-N(3)-C(21)  122.54(14)
C(20)-N(3)-H(3A)  117.0(13)
C(21)-N(3)-H(3A)  120.4(13)
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C(29)-N(4)-C(22)  122.77(14)
C(29)-N4)-C(21)  121.22(13)
C(22)-N(4)-C(21)  115.93(13)
C(22)-C(19)-C(20)  120.36(13)
C(22)-C(19)-1(2)  119.99(12)
C20)-C(19)-1(2)  119.17(11)
0(4)-C(20)-N(3)  123.27(15)
O(4)-C(20)-C(19)  123.18(14)
N(3)-C(20)-C(19)  113.34(14)
N(3)-C21)-N4)  107.33(12)
N(3)-C(21)-C(23)  114.04(14)
N4)-C(21)-C(23)  110.66(13)
C(19)-C(22)-N(4)  119.87(14)
C(24)-C(23)-C(28) 118.98(16)
C(24)-C(23)-C(21)  122.64(15)
C(28)-C(23)-C(21) 118.38(15)
C(23)-C(24)-C(25) 120.38(18)
C(26)-C(25)-C(24)  120.22(19)
C(27)-C(26)-C(25) 119.87(19)
C(26)-C(27)-C(28)  120.3(2)

C(27)-C(28)-C(23)  120.29(19)
0(5)-C(29)-0(6)  127.17(16)
0(5)-C(29)-N(4)  123.66(16)
0(6)-C(29)-N(4)  109.17(14)
0(6)-C(30)-C(31)  105.00(13)
C(32)-C(31)-C(36) 119.03(16)
C(32)-C(31)-C(30) 121.16(17)
C(36)-C(31)-C(30)  119.74(15)
C(31)-C(32)-C(33) 120.58(18)
C(34)-C(33)-C(32) 119.71(17)
C(33)-C(34)-C(35) 120.18(16)
C(34)-C(35)-C(36)  120.03(17)
C(35)-C(36)-C(31) 120.47(16)

Tabelle 13.4.: Anisotropic displacement parameters (A% x 10%) for 236. The anisotropic displace-
ment factor exponent takes the form: —2 w2 [h2 a*2 Ull + ...+ 2 hk a* b* U12]

Uil U22 U333 U233 UI3 UI2
I(1) 7(1) 20(1) 17(1) -1 -1(1) 1D
o) 17(1) 13(1) 31(1) o) -2(1) 51
02)  91) 18(1) 21(1) -2(1) o) 1D
0(3) 11(1) 19(1) 15(1) -5(1) o)  3(1)
N(I)  12(1)  8(1) 181)  1(1) 0(1)  -2(1)
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N(2)
C(1)
C(2)
C@3)
C4)
C(5)
C(6)
C()
C(8)
C©H)
C(10)
C(11)
C(12)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)
c(17)
C(18)
1(2)
o4
O(5)
0(6)
N@3)
N(4)
C(19)
C(20)
cQl)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C(29)
C(30)
CcG31)
C(32)
C(33)
C(34)
C(35)
C(36)

7(1)

8(1)
12(1)
10(1)
10(1)
10(1)
19(1)
26(1)
28(1)
22(1)
16(1)
12(1)
16(1)
20(1)
25(1)
40(1)
39(1)
33(1)
29(1)

8(1)
16(1)

9(1)
11(1)
11(1)

8(1)

8(1)
13(1)
10(1)

9(1)
13(1)
24(1)
32(1)
33(1)
45(1)
31(1)
12(1)
13(1)
13(1)
26(1)
33(1)
22(1)
24(1)
24(1)

12(1)
16(1)
14(1)

9(1)
13(1)
14(1)
14(1)
24(1)
27(1)
20(1)
18(1)
10(1)
24(1)
16(1)
23(1)
26(1)
22(1)
23(1)
24(1)
16(1)
12(1)
15(1)
15(1)

9(1)
10(1)
13(1)
12(1)
10(1)
11(1)
15(1)
23(1)
38(1)
40(1)
33(1)
26(1)
10(1)
17(1)
17(1)
20(1)
26(1)
23(1)
18(1)
21(1)

15(1)
13(1)
14(1)
15(1)
13(1)
15(1)
19(1)
16(1)
15(1)
25(1)
19(1)
14(1)
16(1)
15(1)
20(1)
16(1)
17(1)
28(1)
20(1)
19(1)
22(1)
22(1)
19(1)
24(1)
18(1)
16(1)
13(1)
20(1)
15(1)
18(1)
23(1)
23(1)
17(1)
27(1)
24(1)
14(1)
18(1)
18(1)
22(1)
18(1)
26(1)
25(1)
17(1)

-3(1)
0(1)
2(1)

-3(D)

-1(1)
0(1)

-2(1)

-5(1)
3(1)
(1)
1(1)
1(1)

-3(D)

-2(1)

-3(1)
1(1)

-7(1)

-2(1)
2(1)

-1(1)
0(1)

-1(1)

-6(1)
0(1)

-4(1)

-1(1)

-1(1)

-4(1)

2(1)

3(1)

-4(1)

-10(1)

-1(1)
7(1)

-1(1)
1(1)

-6(1)

-5(1)
o(1)

3(1)

12(1)

-6(1)

-3(1)

0(1)
0(1)
2(1)
-1(1)
0(1)
-3(D
-1(D)
4(1)
-4(1)
-1(1)
-2(1)
2(1)
2(1)
1(1)
5(1)
4(1)
-7(1)
-7(1)
-2(1)
2(1)
2(1)
2(1)
2(1)
3(1)
2(1)
2(1)
1(1)
4(1)
3(1)
6(1)
2(1)
-1(1)
6(1)
11(1)
5(1)
0(1)
0(1)
1(1)
2(1)
7(1)
8(1)
2(1)
2(1)

1(D)
-1(D)
I(D)
0(1)
-1(D
-4(D)
-2(D)
-8(1)
-12(1)
-4(D)
0(L)
1(D)
(1)
(1)
2D
(1)
12(1)
-3(D
-1(D)
(UeY)
-4(D)
-2(D)
-2(1)
1(1)
1(1)
2(1)
-1(D
1(D)
3(1)
2(1)
-3(D
2(1)
11(1)
-1(1)
-9(D)
1(1)
-3(D
-3(D
-1(D
-6(1)
-6(1)
3(1)
2D
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Tabelle 13.5.: Hydrogen coordinates (x 10%) and isotropic displacement parameters (A2 x 103)
for 236.

Xy 2 Uleq)
H(1A) 4190 9550 2847 25
HQ) 5667 7980 3000 13
H(4) 2494 5892 1947 14
H(6) 3005 8795 4089 21
H(7) 2605 8048 5303 26
H(8) 3606 6084 5706 28
H(9) 4980 4870 4891 27

H(10) 5378 5612 3689 21
H(12A) 6220 4029 1335 22
H(12B) 6856 5340 1004 22
H(14) 6579 5654  -296 27
H(15) 5485 5172 -1477 33
H(16) 3521 3757 -1571 31
H(17) 2621 2840  -495 34
H(18) 3739 3286 678 29
HGBA) 9240 290 2540 13
HQ21) 10672 1987 2352 16
H(22) 7355 4206 2979 14
HQ24) 7944 1022 1146 28
H(25) 7522 1632  -104 37
H(26) 8694 3424  -573 36
H27) 10249 4638 212 42
H(28) 10642 4064 1469 32
H(30A) 11049 6218 3673 20
H(30B) 11365 5171 4324 20
H(32) 9963 5244 5457 27
H(33) 8319 6312 6205 30
HG34) 6956 8033 5713 28
H(35) 7245 8701 4483 27
H(36) 8903 7655 3741 25
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