Totalsynthese von Jasplakinolid und Analoga

Zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)
von der Fakultat fir Chemie
der Technischen Universitat Dortmund

angenommene

DISSERTATION

von
Diplom-Chemiker
René Tannert

aus Berne

1. Gutachter: Prof. Dr. Herbert Waldmann
2. Gutachter: Prof. Dr. Norbert Krause

Tag der mindlichen Priifung: 30. Marz 2009



il



Die vorliegende Arbeit wurde unter Anleitung von Prof. Dr. Herbert Waldmann an
der Fakultéat Chemie der Technischen Universitat Dortmund und am Max-Planck-
Institut fir molekulare Physiologie, Dortmund, in der Zeit von Juni 2004 bis
Februar 2009 angefertigt.

iii



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis ... s iv
I =T 0] = 0 T 1
2. Allgemeiner Teil....ccccccciiiimmmmmiiiriiree e 2
D2 V. (1 B 2
2.2 Aktin-bindende Naturstoffe............uuuueeeeeeeeneeeeeeiieiieeeeeeennn. 6
2.2.1 PRAIOIAIN <. 7
2.2.2 Jasplakinolid und Chondramid C ..........oooiiiiiiiiiiiiee e 8
2.2.3 D0olastatin-T1 ... 9
P22 S 0T [To U | o SO RRPPRR 10
2.2.5 AMPhiIdiNOlId H ... 10
2.2.6 Geodiamolide und verwandte Verbindungen...........ccocccviiieeeeeeenennnns 11
2.3 Das Design Aktin-bindender Jasplakinolidanaloga.................. 11
3. Ziel der Arbeit ........coovviiimmminimmmm s ———— 14
4. Spezieller Teil........uuiiiiiiiiiiiiree s 15
4.7 DOCKINGSTUQIEN. ... 15
4.2 SYNTACSE ... 17
4.2.1 Retrosynthetische Uberlegungen ..........ccccveveeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeene, 17
4.2.2 Validierung der Synthesestrategie ... 21
4.2.3 Synthese vON FMOC-B-TYrOSIN ......uuuiiiiiieeee e 24
4.2.4 Synthese der Abrinbausteine............eeeevviiiiiiiiiiee e 26
4.2.5 Synthese von 2,4-Dimethylpent-4-enSaure.........cccccceeeeeeeeiciviieeeennennn. 28
4.2.6 Festphasenpeptidsynthese..........ueuiiiiiiiiiii e 29

v



4.2.7 Synthese der Alkoholbausteine............oooeiiiiiiiiiie e 33

4.2.8 Veresterung zum azyKlischen Dien ...............euuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeennns 34
4.2.9 Ringschlussmetathese und Desilylierung.........cccoeveeeiiiiiiieeieieeennnes 36
4.2.10 Synthetische Folgearbeiten zu Chondramid.............ccccoiiieiiiiinnnnnn, 45
4.3 Zelluldre Untersuchungen...............ooueeeeeeeeeioeeeeeeeieeeeeeeennn 46
5. ZusammenfassSUNQ.....ccccceueiiirrmmmmmmssinsmmnnmessnns s 54
6. Experimenteller Teil .....oceeeeiiiiiimeiiiiriresscrr e 60
6.1 DOCKINGSTUQUEN ... 60
6.1.1 KonformationsSreChNUNQEN ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeees 60
6.1.2 Docking an F-AKLN ..o 60
6.2 SYNINESE. ... 61
B.2.1 AllGEMEBINES ...ttt eeeaeeeeaeeeaaeeaeasaseesessaesssasssssssnennsnnnnnnes 61
6.2.2 Messgerate und Hilfsmittel ... 61
6.2.3 Versuche zum Kapitel 4.2.2 - Validierung der Synthesestrategie........ 64
6.2.4 Versuche zum Kapitel 4.2.3 - Synthese von Fmoc-3-tyrosin............... 74
6.2.5 Versuche zum Kapitel 4.2.4 - Synthese der Abrinbausteine ............... 83
6.2.6 Versuche zum Kapitel 4.2.5 - Synthese von Dimethylpentenséure.....94
6.2.7 Versuche zum Kapitel 4.2.6 - Festphasenpeptidsynthese................... 99
6.2.8 Versuche zum Kapitel 4.2.7 - Synthese der Alkoholbausteine........... 114
6.2.9 Versuche zum Kapitel 4.2.8 - Veresterungen................eeevevvevevennnnnns 126
6.2.10 Versuche zum Kapitel 4.2.9 - RCM und Desilylierung..................... 140
6.3 Zelluldre Untersuchungen...............oooeeuueeeeeeeiiiieieeen 159
7. LiteraturverzeiChnis........eeeeeeeiiiiiiiiiininnsseee e 160
8. Abkurzungsverzeichnis .........cccoimmmmmemmmesnsssnnnnnnrnnnnne. 167
L2 TV | T T o 170
9.1 Eidesstattliche ErKIGrung .............ooooeeeeeeieieeeeiieeiee 170



Vi

9.2 Danksagung

9.3 TH-NMR-SPEKIIEN ...,



1. Einleitung

Trotz des stetigen Wissensgewinns in der medizinischen Forschung ist die Liste
der Krankheiten, die heutzutage die Menschheit bedrohen, lang.

Bei einer geschatzten Zahl von tber 500 Millionen Infektionen und 1-3 Millionen
Todesopfern pro Jahr stellt die Malaria eine drastische Bedrohung nicht nur fir
die Menschen in Afrika, sondern auch in vielen Landern Asiens dar."® Die
genannten Zahlen dirften in Zukunft ansteigen, da die Weltbevélkerung wachst
und die Malariaerreger in zunehmendem MaBe resistent gegen die klassischen
Insektizide geworden sind. Derzeit bleibt mit den Artemisinen nur eine
Wirkstoffklasse, fiir die noch keine Resistenzen beobachtet wurden.
Aufkommende Resistenzen gegen Wirkstoffe mindern den Erfolg vieler der in
den letzten Jahrzehnten entwickelten Therapien. So entwickeln etwa 40 % aller
menschlichen Tumore Resistenzen gegen die eingesetzten Chemotherapeu-
tika."*! Seit der Entwicklung effektiver Antibiotika in den 1940er Jahren herrschte
der Glaube vor, man kénne Infektionskrankheiten schnell ausrotten. Dabei
scheint das Gegenteil der Fall zu sein, bakterielle Infektionen scheinen prasenter
als noch vor Jahren. So erlebt die Tuberkulose gerade eine Renaissance, und
etwa ein Drittel der Weltbevdlkerung tragt den Erreger im Korper.”) Auch die
Tuberkulose fordert jahrlich mehrere Millionen Todesopfer, nicht nur im
Zusammenhang mit HIV-Infektionen.[®

Diese Beispiele sollen deutlich machen, wie sehr wir auf neue Wirkstoffe und
Therapien angewiesen sind und dass ein Stillstand in der Entwicklung neuer
Medikamente einen Ruckschritt im Kampf gegen die Infektionskrankheiten
darstellen wirde. Wie entwickelt man aber neue Leitstrukturen fir diese
Medikamente? Hier hat die ungezielte kombinatorische Synthese riesiger
Substanzbibliotheken die in sie gesetzten Erwartungen nicht erflllt, strukturell
neue Leitstrukturklassen hervorzubringen. Zunehmend rlckten so in letzter Zeit
wieder verstarkt Naturstoffe als Quelle fir Leitstrukturen in den Fokus der
pharmazeutischen Industrie.!”

Naturstoffe sind evolutionar flr die Bindung an Proteine selektioniert und daher
biologisch validierte Startpunkte im chemischen Strukturraum. Deshalb stellen
fokussierte Substanzbibliotheken um biologisch aktive Naturstoffe einen
gangbaren Weg bei der Suche nach neuen Wirkstoffen dar.®®’ Daher wurde im



Rahmen dieser Arbeit eine Bibliothek des Naturstoffs Jasplakinolid synthetisiert
und diese auf ihre Aktin-stabilisierenden Eigenschaften Gberpruft.

2. Aligemeiner Teil

2.1 Aktin

Aktin ist das am haufigsten vorkommende eukaryotische Protein.”'"! Es besteht
aus 375 Aminosauren mit einem Gesamtgewicht von 43 kDa. Eine
Roéntgenstrukturanalyse des Komplexes von Aktin mit DNAse | belegte seine
globuldre raumliche Struktur.l'¥ Zwei strukturell sehr dhnliche Proteindoménen,
die miteinander propellerartig verdrillt sind, werden durch ein Adeninnukleotid im
Zentrum  stabilisiert.  Adenosintriphosphat  (ATP)  wird  starker als
Adenosindiphosphat (ADP) gebunden und deswegen in zellularem Medium
(héhere ATP-Konzentration) bevorzugt. Der Austausch mit Nukleotiden im
Zellmedium ist langsam und wird von verschieden Proteinen gehemmt
(ADF/Cofilin, B-Thymosin) bzw. beschleunigt (Profilin).

C-terminus

Abbildung 1: Darstellung von G-Aktin."¥ Aktinsubdoméanen sind mit I-IV bezeichnet, Adenosindiphosphat (ADP) ist rot,
Magnesium (Mg®*) gelb gekennzeichnet.

Globulares Aktin (G-Aktin) polymerisiert unter physiologischen Bedingungen
(hohe Salzkonzentrationen) bereitwillig unter Hydrolyse von ATP, wodurch sich
filamentdses Aktin (F-Aktin) bildet, welches neben dem Tubulingerist und den
intermediaren Filamenten ein zentrales Element des Zytoskeletts darstellt.

Mit Hilfe der Kryoelektronenmikroskopie konnte die Form von F-Aktin zwar
bereits 1963 als eine von zwei Aktinstrangen aufgebaute Helix identifiziert

werden " hoher aufgeldste F-Aktin-Strukturen wurden jedoch erst in den letzten
2



Jahren durch Anwendung réntgendiffraktometrischer Methoden und Computer-

gestiitzter Rechenverfahren zugénglich (Abbildung 2).['>"®!
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Abbildung 2: (a) Modell eines F-Aktin-Oligomers mit 13 Aktineinheiten, das mittels Réntgendiffraktometrie gewonnen
wurde; (b) Wechselwirkungen innerhalb eines Aktinstranges; (c) Wechselwirkungen zwischen beiden Aktinstréangen; (d)
Uberlagerung des F-Aktinmodells aus (a) mit einem mittels Kryoelektronenmikroskopie erhaltenen Modell. Diejenigen
Abschnitte des Proteinriickgrats, die sich in héchstens 10 A Entfernung zum Riickgrat einer anderen Aktinuntereinheit
befinden, sind farbig (rot, blau, gelb) hervorgehoben; Aminosauren sind in schwarz, Aktinmonomere in blau und

Aktinsubdomanen in rot nummeriert.!"®

So konnte die exakte rdumliche Struktur der Aktineinheiten in F-Aktin erst
kiirzlich in hoher Auflésung bestimmt werden.'"® Demnach nehmen die

Aktinmonomere im Filament eine leicht veranderte Konformation ein.

a Helix axis b c

7§
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Abbildung 3: Unterschiedliche Anordnung der Aktindomanen in G-Aktin (a) und F-Aktin (b) durch eine 20°-Rotation der
dem HelixauBeren zugewandten Aktindomane.!"

Die dem HelixauBeren zugewandte Domane rotiert um 20 ° relativ zu einer auf die
Helixachse fast senkrechten Achse, was eine partielle Entdrillung der beiden
Doménen und damit eine Verflachung des gesamten Aktinmonomers auslést
(Abbildung 3).



An den Aktinfilamenten findet neben der Polymerisation auch Depolymerisation
statt (Abbildung 4). Das Gleichgewicht dieser beiden Reaktionen wird durch eine
Vielzahl von Proteinen unterschiedlicher Funktion gesteuert.

Im Anfangsstadium der Filamentbildung, der Nukleierung, dissoziieren die zuerst
gebildeten Aktindimere und -trimere so schnell, dass sie durch Proteine

stabilisiert werden missen, um schnell viele neue Filamente zu bilden.

@
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Abbildung 4: Polymerisation von G-Aktin: Nukleierung, Filamentverlangerung und stationarer Zustand.!"

Die Filamentverlangerung erfolgt dann rasch bis zum Erreichen eines Zustandes
gleicher Geschwindigkeiten fir Polymerisation und Depolymerisation. Die
Konzentration freier Aktinmonomere in diesem Gleichgewichtszustand wird als
kritische Konzentration ¢; bezeichnet. Oberhalb dieser Konzentration werden

Filamente verlangert, unterhalb dieser findet vermehrt Depolymerisation statt.
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Abbildung 5: Tretmuhleneffekt (,treadmilling®) bei der Aktinpolymerisation.!"® Der schwarze Pfeil kennzeichnet die
Bewegung der einzelnen Monomere im Filament in die Richtung des (-)-Endes.

Die Polymerisation findet am (+)-Ende eines Aktinfilaments etwa 5-10 mal
schneller als am (-)-Ende statt, da die kritische Konzentration des (+)-Endes ¢;*
niedriger ist als c.. Fur Aktinkonzentrationen, die zwischen den beiden kritischen
Konzentrationen liegen, bedeutet das, dass an einem Filamentende
Aktinmonomere abgebaut und am anderen Ende des Strangs G-Aktineinheiten
4



angelagert werden (Abbildung 5). Dieses Ph&nomen, das de facto eine
Bewegung des Filaments darstellt, wird als Tretmuhleneffekt (engl. ,treadmilling®)
bezeichnet.

In der Zelle wird die Polymerisation unter anderem durch Kontrolle der G-Aktin-
Konzentration gesteuert. So vereinnahmt B-Thymosin G-Aktinmonomere durch
Bildung von 1:1-Komplexen, was die verfligbare G-Aktin-Konzentration senkt.
Proteine wie Tropomodulin und CapZ binden dagegen selektiv an eines der
beiden Filamentenden und blockieren es so fir weitere Monomeranlagerung,
andere Proteine (Severin, Gelsolin) trennen zusatzlich das Filament an
bestimmten Positionen in zwei Strange. Der Arp2/3-Proteinkomplex wiederum

bewirkt eine Aktinverzweigung im Winkel von 70° relativ zur Filamentachse.

dgaii)
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Abbildung 6: Aufbau eines verzweigten Aktinfilament-Netzwerks zur Generierung eines Lamellipodiums: (1) ATP-G-Aktin
(rot) bindet an das Filament und driickt gegen die Membran; (2) Der Arp2/3-Komplex bindet seitlich ans Filament und
erzeugt eine Verzweigung im 70°-Winkel; (3) Proteine binden an die Filamentenden; (4) ATP-G-Aktin wird im Filament in
ADP-G-Aktin umgewandelt; (5) Aktinmonomere dissoziieren vom (-)-Ende des Filaments; (6) Profilin bindet an
freigesetzte ADP-Aktinmonomere und regeneriert ATP-G-Aktin durch Nukleotidaustausch.

Das komplexe System der Steuerung der Aktinpolymerisation dient
verschiedenen Zwecken. Neben dem Aufrechterhalten der Zellform wird auch die
Zellteilung durch gezielte Aktinpolymerisation mitgesteuert, indem ein kontraktiler
Ring, bestehend aus Aktin und Myosin, die Zellmembran zusammenschnurt und
so die beiden neuen Zellkdrper formt. Durch die Ausbildung von Aktinfilamenten
kbnnen aber auch gezielt Ausstllpungen (flache Lamellipodien oder
fingerférmige Filopodien) in der Zellmembran erzeugt werden (Abbildung 6).
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Abbildung 7: Zellwanderung (Lokomotion) einer Keratozyte (Fischepidermiszelle) durch Ausbildung von fokalen
Adhasionen: (1) Ausbildung eines Lamellipodiums; (2) Adhéasion des ausgebildeten Lamellipodiums an das zu bindende
Substrat; (3) Verlagerung der Zellmasse in die Bewegungsrichtung; (4) Abldsung und Zuriickbildung des
Lamellipodiums.!'?

Diese Ausstllpungen dienen vor allem der Fortbewegung (Lokomotion) der Zelle.
Dazu nutzen die Zellen die Ausbildung und Ablésung von Anhaftungen zwischen
Lamellipodien und Medium, sogenannte fokale Adhasionen, zur Verlagerung des
Zellkérpers aus (Abbildung 7). Darlber hinaus nutzen verschiedene Zellen des
menschlichen Immunsystems Membranausstilpungen zur Einverleibung

(Phagozytose) von Antigenen oder ganzen Zellen.

2.2 Aktin-bindende Naturstoffe

Aktin-bindende Naturstoffe kamen bisher im Wesentlichen in Studien zur Struktur
des Aktinzytoskeletts und seiner Rolle in Signaltransduktionprozessen zum
Einsatz.”'? Solche Verbindungen werden aber auch in der Krebsforschung
untersucht, da die typischen Veranderungen von Zellform, Zellwanderung und
Zellteilung in  Tumorzellen auch die Folge einer verédnderten Protein-

Zusammensetzung im  Zytoskelett sind.®!

So wurden Anstrengungen
unternommen, Therapeutika zu entwickeln, die gezielt das Zytoskelett angreifen.
Dabei wurden Inhibitoren der Polymerisation von Mikrotubuli gefunden, die
heutzutage bereits erfolgreich gegen Krebs eingesetzt werden.?® Ein bekannter
Vertreter solcher Wirkstoffe ist Paclitaxel (Taxol®), das zum Beispiel bei

Brustkrebs eingesetzt wird.?”) Im Gegensatz dazu existieren derzeit noch keine

6



marktreifen Wirkstoffe, die das Aktinzytoskelett anvisieren.”® Man kennt
heutzutage aber einige Naturstoffe, die mit F-Aktin wechselwirken und in
Zelltests antiproliferative Wirkung an Krebszellen entfalteten. Einige Aktin-
stabilisierende Naturstoffe sind im folgenden Abschnitt zusammen mit den

biologischen Aktivitaten, die sie entfalten, genauer beschrieben.

2.2.1 Phalloidin

Phalloidin (1) ist ein Vertreter der Phallotoxine, die als einer der giftigen
Bestandteile des Grinen Knollenblatterpilzes (Amanita Phalloides) bekannt sind
(Abbildung 8). Seine chemische Struktur wurde als bizyklisches Heptapeptid mit
ungewdhnlicher Verbrickung Uber ein Methioninschwefelatom an die 2-Position

eines Tryptophanindols bestimmt.[2°3"]

Trp® Leu(OH),”

Abbildung 8: Struktur von Phalloidin (1).

Phalloidin  kann Zellmembranen nicht passieren, bindet jedoch in

aufgeschlossenen Zellen stark an filamentdses Aktin.!** *¥! Dabei bindet es an die

Kontaktflache dreier Aktinuntereinheiten und stabilisiert diese so (Abbildung 9).1""

%4.3% studien an synthetischen Phalloidinanaloga lieferten Hinweise auf Struktur-
Wirkungs-Beziehungen. So ist die Cys®-4Hyp*-Ala®>-Trp®-Sequenz fiir die

17]

Zytotoxizitat essentiell.l'”! Die Anbindung von Fluorophoren an Leu(OH),’

beeintréchtigt die F-Aktin-Bindung nicht.!®



Abbildung 9: Aktintrimer mit den Bindestellen fiir Phalloidin (rot), Dolastatin (gelb) und Amphidinolid H.*

2.2.2 Jasplakinolid und Chondramid C

Das 19-gliedrige Zyklodepsipeptid 2 wurde 1986 von Crews und Mitarbeitern aus
einem marinen Schwamm vom Genus Jaspis sp. (welcher zuerst mit Jasplakina

sp. verwechselt wurde) isoliert, charakterisiert und Jasplakinolid genannt.!®”!
2-Br-N-Me-Trp
OH N-Me-Trp
HN” HN™ (R-p-Tyr
OH
Br : : H
: HN L :
HsC-p (R-p-Tyr H3C\N/\[(N

0] 0] 0]
A/h/&o o AIa\/&o
HN__O A HN__O O
7 7 7
WA WIS
2

Abbildung 10: Strukturen von Jasplakinolid (2) und Chondramid C (3).

Zeitgleich wurde es von Zabriskie et al. isoliert und als Jaspamid beschrieben. !

In verschiedenen Untersuchungen wurden bei 2 insektizide,®® 3% herbizide,**
ichthytoxische,*” anthelminthische®” *! und fungizide*’** “? Eigenschaften
festgestellt. Daneben wurde auch eine toxische Wirkung gegen den Malaria-
Parasiten Plasmodium falciparum*® sowie antiproliferative Wirkung bei

verschiedenen Krebszelllinien!** *°!

8
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mussten allerdings wegen zu hoher Toxizitdt gegen gesunde Zellen vorzeitig
abgebrochen werden."® #"! Jasplakinolid bindet kompetitiv mit Phalloidin an F-
Aktin, besetzt also dieselbe Bindestelle im Filament (siehe Abbildung 9). Es
bindet dabei so stark, dass, wie bei 1, die kritische Konzentration fir die
Aktinpolymerisation drastisch herabgesetzt wird, so dass Aktin schneller
polymerisiert und die Depolymerisation gehemmt ist.[*® 49!

Chondramid C (3) wurde aus dem Myxobakterium Chondromyces crocatus
isoliert.”® Es ist im Vergleich zu Jasplakinolid um eine Methyleneinheit im
Polyketidteil verkirzt und nicht am Indol der Abrineinheit halogeniert (Abbildung
10). Auch far 3 konnte eine toxische Wirkung auf Krebszellen festgestellt
werden.”"! Wie 2 bindet auch Chondramid kompetitiv mit Phalloidin an F-Aktin

und stabilisiert so die Aktinfilamente.®? >

2.2.3 Dolastatin-11

Aus im Indischen Ozean lebenden Seehasen (Schnecken der Art Dolabella

auricularia) konnte Dolastatin-11 (4) isoliert werden.*

Abbildung 11: Struktur des Zyklodepsipeptids Dolastatin-11 (4).

Bei 4 handelt es sich um ein 30-gliedriges Zyklodepsipeptid (Abbildung 11),
welchem ebenfalls Aktin-polymerisierende Wirkung attestiert wurde. Es zeigt die
fir Phalloidin und Jasplakinolid beschriebene Wirkung auf das Zytoskelett mit
einer um den Faktor 2-3 hbéheren Potenz, bindet aber nicht kompetitiv mit
diesen.® Die Bindestelle in F-Aktin wurde von Oda und Mitarbeitern als

diagonale Kontaktfliche zweier Aktinuntereinheiten bestimmt (Abbildung 9).5®!



2.2.4 Doliculid

Aus Seehasen (Dolabella auricularia), die vor der Klste Japans leben, wurde das
16-gliedrige Zyklodepsipeptid Doliculid (5) gewonnen und seine Struktur
bestimmt (Abbildung 12).5"]

Abbildung 12: Struktur von Doliculid (5).

Man beobachtete eine zytotoxische Wirkung fir 5, welche nach Ersatz des
lodtyrosins durch Tyrosin verloren ging.®® Doliculid stabilisiert wie 2 und 3
Aktinfilamente und bindet an die Phalloidin-Bindestelle in F-Aktin.>

2.2.5 Amphidinolid H

Amphidinolid H (6) wurde aus dem Dinoflagellat Amphidinium sp. isoliert. Es

wurde als 26-gliedriges Makrolid mit einer untypischen Allylepoxidgruppe sowie

einer Dieneineheit mit exo-Methylengruppe charakterisiert (Abbildung 13).1% 6!

Abbildung 13: Struktur von Amphidinolid H (6).

Diese beiden Struktureineheiten sind neben der Ketonfunktionalitat essentiell fir
die biologische Aktivitit von 6.°4 Es wurde ferner gefunden, dass 6 eine
kovalente Bindung mit einem Tyrosin aus der Subdomane IV eines

Aktinmonomers kniipft (Abbildung 9).16% 4
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2.2.6 Geodiamolide und verwandte Verbindungen

Strukturell sehr ahnlich zu Jasplakinolid und Chondramid ist die Familie der
Geodiamolide, die wie 2 aus marinen Schwammen (hier: Geodia sp.) extrahiert
werden kann. Diese Zyklodepsipeptide tragen das gleiche Polyketidgerist wie
Jasplakinolid, wobei die bromierte Abrineinheit durch chloriertes oder bromiertes
N-Methyltyrosin ersetzt ist. Bei den meisten Geodiamoliden fehlt die -
Tyrosineinheit, stattdessen finden sich dort die L-konfigurierten a-Aminosauren

Alanin, Serin oder Valin.[8>73

HO %X HO %X OH
= H : HN
RN I MO
0% 070 0 207>¢
HN_ _O HN__O
\\\\\\ x x
X=1I:7a X=1:7h
X=Br:7b X =Br: 7i

Abbildung 14: Strukturen von Geodiamolid A-B (links) und H-I (rechts).

Fir die Geodiamolide A, B, H und | (7a-b, 7h-i; Abbildung 14) konnten Aktin-
stabilisierende Eigenschaften nachgewiesen werden. Gegen verschiedene
Brustkrebs-Zelllinien zeigten 7a und 7b eine stirkere Aktivitat als 2.1 ®8 Eine
Studie an dreidimensionalem Zellgewebe zeigte fir 7h eine starke Zytotoxizitat
gegen Krebszellen, ohne normales Gewebe signifikant zu schadigen.!*!

Weitere marine Schwamme wie Neosiphonia sp. und Suberites japonicus
lieferten bekannte Geodiamolide und weitere analoge Verbindungen, die als

Neosiphoniamolide®® bzw. Seragamide!”™ bezeichnet wurden.

2.3 Das Design Aktin-bindender Jasplakinolidanaloga

Konformationsrechnungen, basierend auf interatomaren Abstanden aus ROESY-
Experimenten, ergaben flr Jasplakinolid, dass Tryptophan- und Tyrosineinheit
eine Typ Il B-Schleife bilden. Diese Struktureinheit wurde als das entscheidende
Pharmakophor betrachtet und 9-gliedrige zyklische Peptidmimetika 8 dargestellt,
die lediglich die beiden entsprechenden Aminosaure-Seitenketten tragen
(Abbildung 15).l"®! Die Verbindung 8b zeigte eine moderate Aktivitat (LDso ~ 50

11



ug als Insektizid gegen Heliothes virescens, LDsg < 5 ug gegen Sarcophaga

HN \ HN \ Br
: o @1 OMOM
: H

Fulcuta).

o (0] (0]
X =H: 8a Y-Y = CH=CH: 9a
X=Br:8b Y-Y = CH,-CH,: 9b

Abbildung 15: Strukturen von Jasplakinolidanaloga mit Trp-Tyr-Einheit als 8-Schleifenmimetika.

14-Gliedrige Zyklodepsipeptidanaloga 9, die sich auf die Trp-Tyr-Struktureinheit

beschrankten und mit einem flexiblen Linker ausgestattet wurden, zeigten keine

zytotoxische Wirkung an Krebszelllinien (Abbildung 15). [’"]

0 o R,
n=0,m=2 R=iPr:10a
n=8,m=1,§=th1gb . 10 n=0,m=1,R=iPr:11a
n=0,m=1, R=4-Aydroxybenzyl:10c n=0, m=3, R=i-Pr:11b 1= 2 _ -
n=1m=1R=H:10d n=0,m=1, R=Ph:11c R =HR =H12a
n=1,m=1,R=Ph:10e n=0,m=3,R=Ph:11d R'=Ph, R"=H:12b
n=1,m=1,R=4-Hydroxyphenyl: 10f n=1,m=3 R=Ph: 11e R'=Ph, R? = Me: 12¢

Abbildung 16: Strukturen der Jasplakinolidanaloga mit flexiblem Linker.

In der Folgezeit wurden von Terraciano und Mitarbeitern die
Jasplakinolidanaloga 10 - 12 mit Tripeptideinheiten dargestellt, bei denen das
Polyketid durch einen flexiblen Linker ersetzt wurde (Abbildung 16) .["#8% Auch
diese Derivate zeigten keine signifikante biologische Aktivitat.

Hoffmann und Mitarbeiter haben beschrieben, wie die Natur mit Hilfe ihres
Polypropionatstoffwechsels mit Methylgruppen dekorierte Polyketide zur
Population aktiver Naturstoffkonformationen einsetzt.®" 82 Als Triebkraft fiir die
definierte raumliche Anordnung wird dabei die Vermeidung von syn-Pentan-
Wechselwirkungen und 1,3-Allylspannung genannt.
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Abbildung 17: Strukturen der Jasplakinolidanaloga mit benzylischem Linker von Riccio et al. (13) bzw. Maier et al. (14 und
15).

Fur Jasplakinolid mutmaBten Riccio und Maier, dass solche Effekte die
Peptidkonformation entscheidend steuern und stellten Derivate mit rigiden
benzylischen Linkern dar (Abbildung 17). Diese Substanzen zeigten allerdings

auch keine Wirkung in folgenden Zytotoxizitatstests.l”® &,

Die genannten Beispiele machen deutlich, dass starke Veranderungen des
Polyketidteils bei Zyklodepsipeptiden wie 2 zu einem dramatischem Verlust der
biologischen Aktivitat fihren, was bedeutet, dass der Polyketidteil eine Funktion
erfillen muss, die Uber die einfache Verknlpfung der Peptidtermini hinausgeht.
Hier kann dem Polyketidteil die oben beschriebene konformationssteuernde
Rolle zukommen, indem das rigides Polypropionat die raumliche Anordnung des
Peptidteils bestimmt.

Die Bedeutung der fur die biologische Aktivitat des Peptids notwendigen
Polyketidkonformation scheint durch die vorher beschriebenen Studien zum
Design Aktin-bindender Zyklodepsipeptide noch nicht ausreichend aufgeklart

worden zu sein.
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3. Ziel der Arbeit

Aktin ist fir essentielle Zellfunktionen verantwortlich. Obwohl Aktin schon seit
mehreren Jahrzehnten die biologische Forschung beschaftigt, ist das
Verstandnis der Regulation dieser wichtigen Komponente des Zytoskeletts auf
molekularer Ebene noch limitiert.> "'+ 848 Substanzen, die mit dem Aktinzytoske-
lett wechselwirken, werden als hilfreiche Werkzeuge zum Studium von Aktin/?¥
und als potientielle Mittel zur Bekdmpfung von Krebs?® 81 und Malarial® &
betrachtet.

In dieser Arbeit sollten Analoga der Aktin-bindenden Naturstoffe Jasplakinolid
und Chondramid C dargestellt und in einem Phanotyp-basierten Testsystem auf
ihre Aktin-bindenden Eigenschaften untersucht werden.

Da zahlreiche synthetische Studien an Jasplakinolidanaloga zeigten, dass das
Weglassen oder starke Vereinfachungen des Polyketids zu einem Verlust der
biologischen Aktivitat fiihrt,[7680 83 8% 901 go|ite insbesondere die Fragestellung
untersucht werden, inwieweit der Polyketidteil das Peptid konformativ steuert und
wie man gezielt solche biologisch aktiven Konformationen durch Veranderungen
des Polyketids erreichen kann.

Hierzu waren Veranderungen des Methylierungsmusters im Polyketid geplant,
um den Einfluss von Allylspannung und syn-Pentan-Wechselwirkungen zu
untersuchen. AuBerdem sollte die Konfiguration der Doppelbindung variiert
werden, was eine deutliche Konformationsanderung flr Polyketid und Peptid zur
Folge haben sollte.

Um die Wechselwirkungen von Naturstoff und Aktin auf molekularer Ebene zu
verstehen, sollten strukturelle Variationen im Peptidteil durchgefiihrt werden. So
sollten Verbindungen ohne B-Tyrosin klaren, ob die Phenoleinheit essentiell far
die biologische Aktivitdt von Jasplakinolid ist. Daneben sollte der Einfluss der
Halogenierung und N-Methylierung untersucht werden.

14



4. Spezieller Teil

4.1 Dockingstudien

In Zusammenarbeit mit Dr. Steffen Renner (Max-Planck-Institut Dortmund)
konnte ein im Vergleich zu friher erhéltlichen Daten verfeinertes Modell der
Bindung von Phalloidin an F-Aktin durch Docking erhalten werden. Dazu wurde
die Kristallstruktur des Phalloidinanalogons [Ala’]-Phalloidin®®®! mit Hilfe des
Programms MOEP" einer Energieminimierung unterzogen, wobei ein Satz von
nur 56 energiearmen Konformationen erhalten wurde, dessen ernergiedrmste
Struktur fast identisch mit der im Kristall war. Diese Konformationen wurden
anschlieBend, als starr betrachtet, mit dem Programm GOLDF? *! in die
hinsichtlich der Auflésung zu jener Zeit beste erhaltliche Struktur von F-Aktin (8
A" gedockt. Da sich die Phalloidinbindestelle an der Grenze dreier

Aktinuntereinheiten befindet, wurde fir das Docking lediglich ein Aktintrimer
betrachtet (Abbildung 18).

Abbildung 18: Bindemodus von [Ala’]-Phalloidin an F-Aktin am Beispiel eines Aktintrimers. Mdgliche H-Brlicken zu
Aktinseitenketten sind gestrichelt rot dargestellt.

In dem erhaltenen Bindemodell findet man die Indoleinheit von Trp® in groBer
Nahe zu den aromatischen Aminosduren Phenylalanin (F200) und Tyrosin
(Y198), was eine Stabilisierung durch tTeWechselwirkungen nahe legt. Fir das

Indol-NH lasst sich eine Wasserstoffbriicke zu der Carbonylgruppe eines Serins
15



(S199) postulieren, welches wiederum vermutlich Uber seine Seitenkette mit der
Hydroxyfunktion von 4Hyp* wechselwirkt. Vermutlich fungiert Ala' sowohl Uber
seine Carbonylfunktion als H-Bricken-Akzeptor mit einer Threonin-Seitenkette
(T202), als auch durch das Amid-Proton als H-Donor fir die Methionin-
Carbonylgruppe (M283) eines weiteren Aktinmonomers.

Phalloidinderivate, bei denen an Leu(OH),’ Fluorophore gebunden sind, werden
in der Biologie als Farbereagenzien fiir F-Aktin verwendet.*®! Das Ankniipfen
sterisch anspruchsvoller Gruppen geht an dieser Position also ohne signifikante
Schwéachung der Aktinbindung einher. Der dargestellte Bindemodus tragt dieser
Erkenntnis Rechnung, da in dem betreffenden Bereich der Aktinbindestelle eine
gréBere Kavitat vorhanden zu sein scheint.

Abbildung 19: Uberlagerung der Strukturen von Phalloidin (gelb) und Chondramid C (blau) in der Aktinbindestelle.

Da Jasplakinolid und Chondramid dieselbe Bindestelle besetzen wie Phalloidin,
sollte durch Dockingstudien der Bindemodus dieser Zyklodepsipeptide an F-Aktin
aufgeklart werden. Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit von
Jasplakinolid und Chondramid wurde davon ausgegangen, dass beide Peptide in
derselben Weise an Aktin binden. Stellvertretend fir beide Naturstoffe wurde die
Energie der Chondramidstruktur minimiert und die energiedrmsten
Konformationen des im Vergleich zu Phalloidin wesentlich flexibleren
Chondramids fir das Docking weiterverwendet. Von den erhaltenen
Dockinglésungen wurden dann solche bevorzugt, die dem Phalloidin-
Pharmakophormodell entsprechen.
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In der bestbewerteten dieser Ldsungen Uberlagern die Indolreste beider
Tryptophane trotz gegensatzlicher Aminosaurekonfiguration, wahrend das Alanin
des Chondramids mit Ala® Uberlappt (Abbildung 19). Die B-Tyrosineinheit kénnte
mit Aktin Gber T202 Wechselwirkungen eingehen. Der Polyketidteil Chondramids
iiberlagert mit Cys® und 4Hyp".

Der gezeigte Bindemodus stitzt die These, dass nur der Peptidteil zur Bindung
an die Aktinuntereinheiten beitrdgt, da keine Wechselwirkungen des
Polyketidteils mit Aktin erkennbar waren. Insofern rechtfertigten die Ergebnisse

der Dockingstudien die nachfolgenden synthetischen Arbeiten.
4.2 Synthese

4.2.1 Retrosynthetische Uberlegungen

OH OPG

\/&O 0, \/go © 0= on
HN. _O Py HN. . _O
\Makrolak- Amid- : :
« S tonisierung kniipfung K S ~
W \‘\\ OH

0] OPG
HN
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BocNH (0) Amidkniip-
fungen
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in Lésung \N/\[T OPG
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+
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: 17
BOCT/\H/OH
(0]

HN +

Schema 1: Allgemeine retrosynthetische Betrachtung der bekannten Jasplakinolidsynthesen.
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Wahrend Chondramid C zu Beginn dieser Arbeit noch nicht synthetisiert worden
und seine absolute Konfiguration nicht aufgeklart war, ist Jasplakinolid bereits
Gegenstand einiger Totalsynthesen gewesen.®*'%! Diese beinhalteten jeweils
eine Makrolaktonisierung als ringschlieBende Methode und hatten auBerdem
gemeinsam, dass sowohl Peptid-, als auch Polyketidteil in Lésung dargestellt und
zur seco-Saure 16 gekuppelt wurden (Schema 1). Wahrend stets eine Boc-
Schutzgruppenstrategie zur N-terminalen Verlangerung des Peptids 17
angewendet wurde, unterschieden sich die bisher veréffentlichten Synthesen

hinsichtlich der Herangehensweise zur Darstellung der Hydroxysaure 18.
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I < an fester N/\[OT

E Phase o) 0 OH

2 H
FmocN /\n/o HN. _O
| 0O + = OH
25 W\ /\r\r
+ W
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22 23
o

Schema 2: Retrosynthetische Analyse von Jasplakinolid.

Durch Literaturbeispiele von erfolgreichen Metathesereaktionen mit peptidischen
Substraten ermutigt,!'®'"'% wurde eine Synthesestrategie ins Auge gefasst, die

eine Ringschlussmetathese (RCM) als SchlUsselschritt beinhaltet (Schema 2).
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Ein RCM-Transform liefert fir Jasplakinolid das Dien 21 als Syntheseaquivalent.
Dieses ergibt nach Durchfihrung eines Veresterungstransforms neben dem
Alkoholbaustein 23 die peptidische Saure 22, welche durch Festphasen-
peptidsynthese aus den N-terminal geschitzten Aminosauren B-Tyrosin (24),
2-Brom-D-abrin (25) und L-Alanin, sowie der 2,4-Dimethylpentensdure 26
zuganglich sind.

Die gezeigte Strategie kennzeichnet sich durch ihren modularen Charakter, der
in wenigen Schritten den Aufbau von analogen Verbindungen ermdglicht. So sind
Peptidvariationen an der festen Phase zum Beispiel durch Austausch der
Aminosaurebausteine realisierbar, wahrend Veranderungen am Polyketidteil
durch Variation des Saurebausteins 22 und/oder des Alkohols 23 erreicht werden.
Da die Ringschlussmetathese oft E/Z-Gemische bei groBen Ringen hervorbringt,
wird durch die beschriebene Synthesestrategie auch eine Variation der
Doppelbindungskonfiguration im Polyketidteil durchfihrbar.

HN A/L HN oPG

OH
H ) + H 1
30 R' O
R2. N R2. N
N N Fmoc-. M
S o —— S o N OH
o) o) 33
HN/\/(O)\D/O HN._O OH .
* * H
NS “n,, Ji/& N X
28 32 J
X =H, Br

R' R2, R3=H, Me

R*= H, 4-Pentenyl FmOC\N“n/OH
RZ O
HN HN 34
R1 — . R1 +

XR2 : HN X HN ﬂ 0
- 2 #
N/\([)f é R ‘N/w HO
\/&O °" o \/go © 0™ on
o N R4 RS + &
RS R3 29 W
27 31

Schema 3: Retrosynthetische Analyse der Jasplakinolidanaloga 26 und Chondramidanaloga 27.

Fir die Synthese der geplanten Verbindungen bedeutete dieses konkret, dass -
Alanin-Analoga (R' = H) durch Einsatz von Fmoc-B-alanin anstelle des Tyrosins

erhalten werden konnten. Der Ersatz von Bromabrin durch Abrin (X = H) sollte
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die entsprechenden nicht-halogenierten Verbindungen liefern, und die
Verwendung von Tryptophan (X = H, R? = H) Analoga, die weder halogeniert,
noch N-methyliert sind. Um Verbindungen zu generieren, die im Polyketidteil
keine Methylgruppe an C6 aufweisen (R® = H), war die Verwendung von
(kommerziell erhéltlichem) (S)-5-Hexen-2-ol als Alkoholbaustein 29 geplant.

Ru
V=

Me

Me

[Ru]=:

MesN_ _NMes

N

\Ru=
c IU CH2
PCy3

SIRu]

Schema 4: Konzept der konventionellen RCM (oben, von Substrat I Gber Metallcarben Il zum Produkt Ill) und RRCM (von
Substrat IV Gber Metallcarben V und Metallcarben Il zum Produkt Ill) am Beispiel der betrachteten Zyklodepsipeptide.

Bei der Totalsynthese von Jasplakinolid und seinen Analoga sollte neben der
klassischen Ringschlussmetathese auch die Relay-Ringschlussmetathese
(RRCM)!'®! als Zyklisierungsvariante untersucht werden (Schema 4). Die RRCM
wurde fur sterisch gehinderte Substrate wie I, entwickelt, um die Ausbildung des
Metallcarbenintermediats I, die durch Zykloaddition des katalytisch aktiven
Metallcarbens, gefolgt von Zykloreversion des gebildeten Metallazyklobutans
erhalten wird, zu ermdéglichen bzw. zu beschleunigen. An dem um eine 4-
Pentenyleinheit verlangerten Substrat IV kann die Ausbildung der
Metallcarbenintermediats V durch die geringere sterische Hinderung leichter
erfolgen. Unter Freisetzung von Zyklopenten wird dann das flr den gewtnschten
Ringschluss bendtigte Metallcarben Il gebildet.

Zur Synthese von Relay-Metathesevorlaufern musste also ein Alkoholbaustein

verwendet werden, der um eine Pentenyleinheit verlangert ist (R* = Pent-4-en-1-

yl).
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4.2.2 Validierung der Synthesestrategie

Anhand einfacherer Vorlaufer sollte die Tauglichkeit der Peptiddiene flr die
Ringschlussmetathese Uberprift werden. Dieses geschah vor dem Hintergrund,
dass bereits Studien zur Darstellung von 14-gliedrigen Jasplakinolidanaloga
mittels RCM von Joseph und Mitarbeitern publiziert wurden. (Schema 5).’”! Die
Autoren berichteten dabei von keinerlei Reaktionsumsatz des Substrats 36 unter
Verwendung des Ruthenium-Katalysators A in CHxCl, bei 45°C und von extrem
niedrigen Ausbeuten von 1 - 2 % nach Wechsel des Lésungsmittels zu Toluol
und Erhéhen der Reaktionstemperatur auf 80°C. Ferner wurde berichtet, dass
der Zusatz einer katalytischen Menge von Ti(O-/Pr)4 zur Lewis-Saure-vermittelten
Dekomplexierung von Substrat-Carbonylgruppen und Rutheniumintermediat, wie
von Firstner und Langemann beschrieben,['®! keine Verbesserung hinsichtlich
der Reaktionsausbeuten gezeigt habe.

Br PCy;

HN ,
| i N e
s OMOM PCys \
= q A OMOM
HN/\”/ (0.3 Aq) : A
0o o Toluol HN/\H/
0 80°C, 24h 0 0
_ o) 1-2% o)
|r\/ « 5
36 %a

Schema 5: Versuch der Darstellung des 14-gliedrigen Jasplakinolidanalogons 9a durch RCM (Joseph et al.).

Um zu GOberprifen, ob RCM geeignet ist, Jasplakinolidanaloga mit RinggréBen
von 18 und 19 Gliedern darzustellen, wurde zunachst der Vorlaufer 37, welcher
nur L-konfigurierte a-Aminosauren enthalt, dargestellt und mit 30 mol-% eines
Grubbs-Katalysators der ersten Generation in Dichlormethan unter Rickfluss
erhitzt (Schema 6).
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Schema 6: Ringschlussmetathese zur Synthese vereinfachter Jasplakinolidanaloga 38 und 40.

Hierbei
zufrieden stellender

I

(o))
o
@]

bildete sich das gewinschte 18-gliedrige Zyklodepsipeptid 38 in
%
welche mittels praparativer HPLC getrennt und

Ausbeute von 51 als 1:1-Gemisch der beiden
Doppelbindungsisomeren,

charakterisiert werden konnten.

Tabelle 1: Experimentell untersuchte Bedingungen fir den Ringschluss des vereinfachten Jasplakinolidanalogons 40.

Konzentration | Katalysator | Lésungsmittel | Temperatur | Ausbeute
4 mM A CH.Cl; 25°C -
4 mM A CH:Cl 45°C -
4 mM B CH.Cl, 45°C Spuren
2 mM C Toluol 90°C 29 %l

[a] nach HPLC-Aufreinigung; [b] bestehend aus 21 % E-lsomer, 8 % Z-Isomer.

Unter diesen Bedingungen konnte das Dien 39, welches anstatt einer Allyl- eine
Methallyleinheit enthalt, nicht zyklisiert werden (Tabelle 1). Auch der Einsatz des
deutlich aktiveren Ruthenium-basierten Prékatalysators der 2. Generation B
ergab in CHxCl, unter Rickfluss lediglich Spuren des gewlinschten zyklischen
Produktes, unreagiertes Ausgangsmaterial, Spuren von Dimeren sowie Spuren
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des Produktes einer Kreuzmetathese mit Styrol aus dem Prakatalysator. Diese
Beobachtungen deuteten darauf hin, dass die zur Initierung des Ringschlusses
notwendige [2+2]-Zykloaddition zwischen Katalysator und dem unsubstituierten
und damit leichter zugéanglichen Olefin des Substrat stattfinden konnte und durch
die folgende Zykloreversion ein Ruthenium-Carben-Intermediat entstand,
welches nicht produktiv im Sinne eines Ringschlusses weiterreagierte. Eine
mdgliche Ursache flr die geringe Produktbildung sind flr einen Ringschluss
ungunstige Molekllkonformationen, die durch intramolekulare Wasserstoff-
Bricken oder eine zu starke Komplexierung des katalytisch aktiven
Rutheniumintermediats fixiert sein kénnen.

Um das Substrat konformativ flexibler zu gestalten, wurde die Reaktion in Toluol
bei 80° durchgefiihrt. AuBerdem wurde der reaktivere Rutheniumprakatalysator
mit N-heterozyklischem Liganden C verwendet. In diesem Fall konnte das
gewlnschte 19-gliedrige Zyklodepsipeptid 40 erhalten und die entstandenen
Doppelbindungsisomere mittels HPLC getrennt werden. Beide Diastereomere
wurden in einer Gesamtausbeute von 29 % erhalten.

Die diskutierten Untersuchungen an den vereinfachten Zyklodepsipeptidderivaten
38 und 40 zeigten, dass der Schllisselschritt der Ringschlussmetathese die
gewulnschten 18- bzw. 19-gliedrigen Zyklodepsipeptide liefern kann, jedoch fir
strukturell anspruchsvollere Substrate mit substituierten Doppelbindungen
héhere  Reaktionstemperaturen  sowie der Einsatz der  aktiveren
Rutheniumprakatalysatoren der 2. Generation erforderlich sind.
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4.2.3 Synthese von Fmoc-B-Tyrosin

Bei der Synthese von Fmoc-B-tyrosin 24 wurde die von Davies und Mitarbeitern
entwickelte Michael-Addition von chiralen benzylischen Amiden an das
Cumarséurederivat 41 genutzt,!'%”! deren Anwendung Kocienski und Mitarbeiter
im Zusammenhang mit ihrer Totalsynthese von Jasplakinolid fir die Darstellung

von H-D-B-Tyr(TBS)-OMe (47) beschrieben (Schema 7).

OBn
OBn

OH OH
T 8% quant. < 0 quant o e}

Ny >99%de. J\ : Pe
H2N/\)J\OMe H;N

¢

OH
(@) OMe
41 42 43 44
QTBS OTBS
OTBS
d e
95 % . 0 90 %
N >95 % d.e. : o
Ph N OMe
0~ “OMe Bn HoN OMe
45 46 47

Schema 7: Synthese von B-Tyrosin nach Davies et al. (oben) und Kocienski et al. (unten): (a) (R)-N-(1-Phenylethyl)ben-
zylamin, nBuLi, THF; (b) Hz, Pd(OH)z, ACOH/EOH; (c) 2 M HCI; (d) (S)-N-(1-Phenylethyl)benzylamin, nBuLi, THF; (€) Hz,
Pd/C, AcOH/EtOH.

In Analogie zu diesen Arbeiten wurde die Synthese von TIPS-geschitztem
Fmoc-B-Tyrosin 24 mit der Umsetzung von para-Cumarsdure (48) zum
entsprechenden Benzylester 49 begonnen (Schema 8). Nach Silylierung der
Phenoleinheit mit TIPSCI wurde die Michael-Addition bei -78°C durchgeflihrt. Da
neben der gewilnschten 1,4-Addition als Folgereaktion auch eine 1,2-Addition
zum entsprechenden Amid auftrat, wurde versucht, die eingesetzte Menge an
Amin und die Reaktionszeit zu minimieren. Dabei wurde eine Ausbeute von 60 %
unter Verwendung von 1.7 Ag. Amin und einer Reaktionszeit von 22 min erreicht
(Tabelle 2). GréBere Aminmengen und eine langere Reaktionszeit fihrten zu
hoherem Anteil an Nebenprodukt durch 1,2-Addition. Eine kleinere Aminmenge
fihrte zu einem nicht-vollstandigen Umsatz des Ausgangsmaterials und somit zu
Trennproblemen bei der Aufreinigung des Produkts. In allen betrachteten Fallen
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konnte lediglich ein Diastereomer im Rohgemisch der Reaktion detektiert werden,
was auf eine sehr hohe Diastereoselektivitat fir die Michael-Addition hindeutete.

Tabelle 2: Experimentell untersuchte Bedingungen fir die Michael-Addition von (S)-N-(1-Phenylethyl)benzylamin an TIPS-
geschitztes Benzylcumarat 50.

Eintrag Aquivalente Amid | Reaktionszeit® | Umsatz™ Ausbeute
1 2.5 90 min 100 % 55 %
2 2.5 24 min 100 % 52 %
3 1.7 22 min 100 % 60 %
4 1.5 20 min 95 % 54 %

[a] nach beendeter tropfenweiser Zugabe des Amids; [b] bezogen auf das Cumarat

Durch Hydrogenolyse mit Pd(OH). als Katalysator wurde in sehr guter Ausbeute
die freie Aminosaure 52 erhalten, deren absolute Konfiguration durch

(198 zum literaturbekannten!'® Methylester 53 bestatigt werden

Veresterung
konnte, da seine polarimetrischen Eigenschaften mit den publizierten Angaben
Ubereinstimmten. Die Schitzung des freien N-Terminus der S&aure 52 mittels

FmocOSu lieferte das gew[’mschte TIPS-geschitzte Fmoc-B-Tyrosin 24.

OH OTIPS OTIPS
_a
72 % 81 1% 60 0% Q
N /\I?l OBn
0~ “OH 07~ 0Bn 07 0Bn Bn
48 51
OTIPS OTIPS oTIPS
o 96 % % 67 % %
PN
Ph N OBn FmocHN
Bn
51 R=H: 52 24
f : R=Me: 53
53 %

Schema 8: Synthese von Fmoc-B-Tyrosin: (a) BnBr, Na,COs, DMF; (b) TIPSCI, Imidazol, DMF; (c) (S)-N-(1-Phenylethyl)-
benzylamin, nBuLi, THF; (d) H,, Pd(OH)., AcOH/EtOH; () NaHCO3, FmocOSu, 1,4-Dioxan/H.0; (f) TMSCI, MeOH,
CH.Cl,.
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4.2.4 Synthese der Abrinbausteine

Die Synthese von N-Methyl-L-tryptophanmethylester durch eine Sequenz von
reduktiver Benzylierung und Methylierung wurde bereits von Konopelski und
White beschrieben (Schema 9).1'%!

H H
N N
J _c, J
99 %
Bn. (ONG HN (ONG
| | o)
55 56

Schema 9: Darstellung von Abrinmethylester 56 nach Konopelski und White: (a) Benzaldehyd, NaCNBH;, MeOH;
(b) (CH20)n, NaCNBHj;, MeOH; (c) Hz, Pd(OH),, MeOH.

Die Substratbandbreite dieser Reaktionssequenz konnte auf die freie
Aminosaure erweitert werden (Schema 10). So konnten Benzylierung und
Methylierung von D-Trytophan (57) in einer Gesamtausbeute von 67 %

durchgefl'Jhrt werden.

@’l 67% @’l 71%@’1 88% @’l

HaN/ﬁ]/ Bn\ /\ﬂ/ HzNﬁ]/ FmOC\T/\ﬂ/
O

57 58 59 60

Schema 10: Synthese von Fmoc-D-abrin 60: (a) Benzaldehyd, NaCNBH;, MeOH, 95 %,; (b) (CH20),, NaCNBH3;, MeOH,
70 %; (c) Hz, Pd(OH),, AcOH/EtOH; (d) NaOH, NaHCO3, FmocOSu, 1,4-Dioxan/H0.

Debenzylierung durch Hydrogenolyse lieferte die freie Aminosaure 59 in
moderater Ausbeute, die mit FmocOSu in guter Ausbeute in das Fmoc-

geschutzte Tryptophan 60 Uberflhrt werden konnte.

H H
N N__Br
J a2, J
87 %
Boc . N O Boc . N O
) )
61 20

Schema 11: Bromierung von Abrinmethylester 61 nach Kocienski et al.: (a) NBS, CHxCl..

Der Versuch der Bromierung der freien Saure 60 flihrte unter den von Kocienski

und Mitarbeitern beschrieben Bedingungen (Schema 11) zur Zersetzung des
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Ausgangsmaterials.®® Daher wurde 60 in moderater Ausbeute zum
entsprechenden Methylester 62 umgesetzt und die regioselektive Bromierung mit
einer guten Ausbeute von 86 % erfolgreich durchgerhrt (Schema 12).

FmOC\T/\ﬂ/ Fmoc\N/\”/ Fmoc\N/\n/ Fmoc\ /\H/

0]
60 62 63 25

Schema 12: Synthese von bromiertem Fmoc-D-abrin 25: (a) MeOH, EDC-HCI, DIPEA, DMAP, CH.Cl,; (b) NBS, CH.Cl,;
(c) MesSnOH, 1,2-Dichloroethan.

Die Verseifung des resultierenden Bromtryptophanmethylesters 63 stellte sich
zunadchst als problematisch dar, weil das flr Verseifungen géngige Reagenz
LiOH wegen seiner hohen Basizitdt zur Entschitzung des N-Terminus und zu
weiteren Nebenreaktionen flhrte. Hier fihrte der Einsatz des von Nicolaou und
Mitarbeitern flr die selektive Verseifung von Methylestern beschriebenen
Reagenzes Me3SnOH in pH-neutralem Milieu zur gewlnschten Hydrolyse des
Esters ohne Fmoc-Entschiitzung.l'"™ Man erhielt so das gewiinschte Fmoc-

geschutzte bromierte Tryptophan 25 in moderater Ausbeute.
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4.2.5 Synthese von 2,4-Dimethylpent-4-ensaure

Die Pentensaurebausteine 26 und 68 wurden mit Hilfe des von Seebach und

Mitarbeitern modifizierten Evans-Auxiliares erhalten (Schema 13).
0

a b
_a N)H o N
N = 65 % O 0%
Ph ——
Ph | Ph Ph // »e
66

>§O

o NH _ac
0,
Ph 43 %
Ph
67

Schema 13: Synthese von 2,4-Dimethylpent-4-enséure 26 bzw. 68: (a) Propionsaurechlorid, THF; (b) LDA, ZnBr,, 3-
Methallylbromid, THF; (c) NaOH, THF/MeOH/H0.

Auxiliar 64 wurde mit Propionsaurechlorid in moderater Ausbeute acyliert und
das Zink-Enolat des resultierenden Acyloxazolidinons 65 mit S-Methallylbromid
alkyliert.""! Man erhielt in zufrieden stellender Ausbeute von 65 % und mit
exzellenter Diastereoselektivitat (d.e. > 98 %) das kristalline Amid 66. Basische
Hydrolyse lieferte in guter Ausbeute (S)-2,4-Dimethylpent-4-ensaure (26). Die
Verwendung des zu 64 enantiomeren Auxiliars 67 ergab entsprechend die
enantiomere Pentensdure 68 mit einer ahnlichen Gesamtausbeute (43 %,
ausgehend von 67). In Zusammenarbeit mit Dr. Hans Preut und Dr. Markus
Schirmann (Technische Universitdt Dortmund) konnte am Beispiel von ent-66
dessen erwartete relative Konfiguration mittels Rdntgenkristallographie

zweifelsfrei bestatigt werden (Abbildung 20).1'"?!

I\I' AL 7
A\ Z 1
PPV BNV
//\ =
Ve 'd \
//./ l NN
28 \ \
)

Abbildung 20: Struktur von ent-66 im Kristall (PLATON-Darstellung™'?)
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4.2.6 Festphasenpeptidsynthese

Die peptidische Saure 30 wurden durch Festphasensynthese erhalten (Schema
14). Hierzu wurde Fmoc-B-alanin (69) an (2-Chlor)tritylpolystyrol gekntpft und die
Aminosaurebeladung bestimmt, indem eine kleine Probe des Harzes N-terminal
entschitzt und die UV-Absorption der Abspaltlésung gegen eine Blindprobe

gemessen wurde.['™

NH
o a Q b. ¢, b \_(/ 0 o)
FmocHN/\)J\OH FmocHN/\)kO—O 'HJ\N/\)I\O

69 70 (0.88 mmol g NH; 71
NH d b, ef ‘

,,,,, Hk”/\)kOH Q)
B
ke

O

R=H: 72
"L~ ReMe: 73

R=H: 31a (97 %)

R=Me: 31b (88 %) O : (2-C)-Trt-polystyrol

NH _ hibef

Schema 14: Synthese der peptidischen Sauren 31a-b: (a) Cl-(2-Cl)-Trt-polystyrol, DIPEA, CH,Cly; (b) DBU, Piperidin,
NMP; (c) Fmoc-D-Trp-OH, DIC, HOBt, NMP; (d) Fmoc-Ala-OH, DIC, HOBt, NMP; (e) 26, DIC, HOBt, DIPEA, NMP;

(f) HFIP/CHCI, (g) 0-NBSCI, DIPEA, NMP; (h) DBU, Me>SO,4, NMP; (i) HSCH,CH,OH, NMP; (j) Fmoc-Ala-OH, HATU,
HOAt, DIPEA, NMP.

Festphasengebundenes Alanin 70 wurde unter basischen Bedingungen N-
Terminal entschitzt und mittels DIC und HOBt mit Fmoc-D-tryptophan verknipft.
Nach erneuter Entschiitzung wurde ein Teil des resultierenden Harzes unter den
von Kessler und Mitarbeitern beschriebenen Bedingungen N-methyliert.!'™!
Hierzu wurde das N-terminal entschiitzte Peptid 71 mittels o-NBSCI in das
entsprechende Sulfonamid 72 Uberfihrt, mit DBU und Dimethylsulfat methyliert
und anschlieBend mit B-Mercaptoethanol zum sekundaren Amin 73 gespalten.
Waéhrend nicht-methyliertes Peptid 71 mittels DIC und HOBt mit Fmoc-Alanin
gekuppelt wurde, wurden zur Alaninkupplung an das N-methylierte Peptid 73
HATU und HOAt verwendet. AnschlieBend wurden beide Peptide mit
Pentensaure 26 verknUpft. Nach saurer Abspaltung vom Harz wurde nicht-

methyliertes Peptid 31a in einer exzellenten Gesamtausbeute von 97 %,
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bezogen auf die Beladung mit der ersten Aminosaure, erhalten. Die N-
methylierte peptidische Saure 31b wurde in einer immer noch sehr guten
Gesamtausbeute von 88 %, bezogen auf die Beladung mit der ersten

Aminosaure B-Alanin, dargestellt.

OTIPS OTIPS OTIPS
NH
X
(0] a 7 (0] (0]
FmocHN OH FmocHN Hk N O—( )
24 1 HN H
4 (0.65 mmol g™) ‘R
R=Me, X =Br: 75
OTIPS OTIPS R=Me, X=H: 76
H R=H, X = H: 77
N
Br
7 (0] (0]
//,// N //,// N OH
(0] N. “‘Me (0] N. “‘Me
d b, ef
NH NH
07 -
22 28 % (40 %) 31¢ 66 % (15 %)
OTIPS OTIPS

Q) o] 0 0 %
OH H
Os_NH OIN Ve
NH NH
OW W

32a 20 % (25 %) 32b 20 % (28 %) Q) (2-CI-Trt-polystyrol

Ir=z

Schema 15: Synthese der peptidischen S&uren 22, 31¢ und 32a-b: (a) Cl-(2-Cl)-Trt-polystyrol, DIPEA, CH.Cl,; (b) DBU,
Piperidin, NMP; (c) Fmoc-D-Trp-OH oder 25 oder 60, DIC, HOBt, NMP; (d) Fmoc-Ala-OH, DIC, HOBt, NMP oder Fmoc-
Ala-OH, HATU, HOAt DIPEA, NMP; (e) 26 oder 68, DIC, HOBt, DIPEA, NMP; (f) HFIP/CH.Cl,.

Zur Synthese von Peptiden, die B-Tyrosin enthalten, wurde Tyrosinbaustein 24
an die feste Phase geknupft und Carbodiimid-vermittelt die Peptidkupplungen
durchgefihrt, wie es flr die Alanin-enthaltenden S&uren 31a-b beschrieben
wurde. Dabei trat ein signifikantes MaB an Desilylierung wahrend der
Peptidsynthese auf (Schema 15, Ausbeuten des desilylierten Produktes in
Klammern).
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Tabelle 3: Studien zur partiellen Tyrosin-Desilylierung wahrend der Festphasenpeptidsynthese.

Reagenzien Reaktionszeit De-
silylierung®®
Peptid- i) DIC/HOBt (je 3 Agq.)inNMP | i)2.5h 0%
Kupplung i) HFIP/CH.CI, (1:4) ii) 10 min
i) HATU (3 Aq.) in NMP i)2.5h 0%
i) HFIP/CH.CI (1:4) ii) 10 min
i) HOAt (3 Ag.) in NMP i)2.5h 0%
i) HFIP/CH.CI, (1:4) ii) 10 min
i) HATU/HOA (je 3 Aq.) in i)2.5h
NMP ii) 10 min 0 %
i) HFIP/CHJCl, (1:4)
i) HATU/HOAUDIPEA (3/3/6 i)2.5h
Aq.) in NMP 0 %
i) HFIP/CH.CI, (1:4) ii) 10 min
i) 60/DIC/HOBL (je 3 Aq.) in i)20 h
NMP 37 %"
i) HFIP/CH.CI, (1:4) ii) 10 min
i) 25/DIC/HOBt (je 3 Aqg.) in i)20 h
NMP 25 %
i) HFIP/CH.CI, (1:4) ii) 10 min
Fmoc- i) DBU/Piperidin/NMP (2:2:96) | i) 20 min, 10min 0%
Abspaltung | ii) HFIP/CH.CI; (1:4) ii) 10 min
i) Piperidin/NMP (1:4) i) 20 min, 10min 0%
ii) HFIP/CH.CI, (1:4) ii) 10 min
Harz- TFA/CH.Cl, (1:19) 10 min 0%
Abspaltung | TFA/TIS/CH.CI, (1:1:98) 10 min 0 %
AcOH/TFE/CHxCI; (1:1:8) 10 min 0 %
HFIP/CH.CI; (1:4) 10 min 0 %
HFIP/CH.Cl, (1:4) 30 min 0 %

[a] bestimmt mittels analytischer HPLC; [b] enthélt O-acyliertes Nebenprodukt

Eine Untersuchung der Reaktionsbedingungen durch Behandeln von
festphasengebundenem  Tyrosin 74 mit den  Bedingungen  der

Festphasenpeptidsynthese, gefolgt von Testabspaltungen, ergab, dass weder die
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Fmoc-Abspaltung, noch die saure Abspaltung vom Harz die Desilylierung
auslésen (Tabelle 3). Auch die Behandlung des Harzes mit Kupplungsreagenzien
ergab per se noch keine Entschitzung. Die Kombination aus Aminosaure und
Kupplungsreagenzien fuhrte hingegen zu einem hohen MaB (25 - 37 %) an
Desilylierung. Es konnte in der Folge gezeigt werden, dass die desilylierten

Peptidsauren in Lésung erneut TIPS-geschiitzt werden kénnen.
OH OTIPS

ol
Z_
o
o
o
T
Q
on
Oj g
z Z
o:(7I
Z_
o
Tz
;O
o
T

07 “NH
N 61 %
~NH ~NH
78 31b
OH OTIPS
X . T
O”NH | 0O 0 O”NH | O o)
W N W N
N o) H( N o)
Tr 00 Y 00
~NH ~NH
79 80

Schema 16: Resilylierung der peptidischen Saure 78 in Lésung (oben) und am polymeren Trager (unten): (a) TIPSOT,
2,6-Lutidin, CH.Cl,; (b) HCI, THF/MeOH/H,0.

Dazu wurde nach einer von Ghosh und Mitarbeitern veréffentlichten Methode
beispielhaft Saure 78 in THF in Gegenwart der Base 2,6-Lutidin mit TIPSOTf an
Phenol- und Saurefunktion silyliert und anschlieBend selektiv die Carboxylgruppe
hydrolysiert (Schema 16).I'%! TIPS-geschiitzte peptidische Saure 32b wurde in
moderater Ausbeute erhalten. Dasselbe Peptid konnte auBerdem erfolgreich an
der festen Phase resilyliert werde, indem das Harz vor der Abspaltung flr
2 h mit je 2.0 Aquivalenten 2,6-Lutidin und TIPSOTf in absolutem CHyCl,
behandelt wurde. Hierdurch konnte der Entschitzungsgrad von 36 % (aus

Testabspaltung ermittelt) auf 5 % vermindert werden.
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4.2.7 Synthese der Alkoholbausteine

Zur Synthese der Alkoholbausteine 29 wurde das von Myers und Mitarbeitern
eingefiihrte Pseudoephedrinauxiliar verwendet."'® In guter Ausbeute wurde
(R,R)-Pseudoephedrin (81) mit Propionsaureanhydrid acyliert (Schema 17). Das
resultierende Amid 82 wurde in das entsprechende Lithiumenolat Gberflhrt und
mit Propylenoxid als Elektrophil umgesetzt. Da die Alkylierung mit (S)-
Propylenoxid in einem ,mismatch®-Szenario einer diastereoselektiven Alkylierung
(nach Diacetylierung des Diols) lediglich einen Diastereomereniberschuss von
60 % im Alkylierungsprodukt 83 aufwies, wurde (R)-Propylenoxid als Elektrophil
eingesetzt, wobei die Alkylierung einem ,match“-Szenario folgte. Hier wurde
Amid 84 mit einem guten Diastereomerentberschuss von 86 % erhalten.

81
92 %
0]
OH <— .

: 40 % : 86 % : §
OH 60 % d.e. OH 86 % d.e. OH E

82
69 %
/\r\‘/OH z <f_ o nn i

47% z 65 % 68 %
23 86
il 70 %

OH

/
%
2
3
%
%

89 88

Schema 17: Synthese der Alkoholbausteine 23 und 89: (a) Propionsaureanhydrid, NEts; CH.Cly; (b) LDA, LiCl, (S)-Pro-
penoxid, THF; (c) LDA, LiCl, (R)-Propenoxid, THF; (d) ag. H.SO, in 1,4-Dioxan, 69 %; (e) DIBAL-H, CH.Cl,, 68 %;

(f) Methyltriphenylphosphoniumiodid, nBuLi, THF; (g) p-Nitrobenzoeséure, PPhs, DIAD, THF, 69 % - 71 %; (h) NaOH,
THF/MeOH/H,0, 68 % fiir 23, 88 % flir 89; (i) 5-Hexenyltriphenylphosphoniumiodid, nBulLi, THF.

AnschlieBende saure Hydrolyse lieferte Lakton 85 in moderater Ausbeute. Die
folgende Reduktion ergab in ebenfalls bescheidener Ausbeute das

entsprechende Laktol 86. Dieses wurde nun in einer Wittig-Olefinierung mit
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Trimethylphosphoniumiodid zum Alkohol 87 umgesetzt. Der fir die Relay-
Ringschlussmetathese vorgesehene Alkoholbaustein 88 wurde durch Wittig-
Reaktion von 86 mit 5-Hexenyltriphenylphosphoniumiodid erhalten.

Eine Mitsunobu-Stereoinversion der Alkohole 87 und 88 lieferte die
entsprechenden Alkohole 23 und 89 mit der im Naturstoff enthaltenen absoluten

Konfiguration.[''”]

4.2.8 Veresterung zum azyklischen Dien

Zur Darstellung der Diene 21, 90 und 91 war zun&chst geplant, die Alkohole 87,

88 nach der von Mitsunobu und Mitarbeitern entwickelten Methode zu

verestern.!''8 119
OTIPS OTIPS
NH NH
7 0 0 7 0 0
””” %H OH . #H ol

Schema 18: Erfolgloser Versuch der Darstellung von 90e durch Mitsunobu-Veresterung: (a) 2 Aq. 88, 2 Aq. DIAD, 2 Aq.
PPhs.

Diese flhrte flir das Substrat 31¢ jedoch nicht zum Erfolg, es konnte kein Umsatz
zum Ester 90e (mittels Dunnschichtchromatographie oder LC-MS) beobachtet
werden (Schema 18).

Daher wurden die Alkohole 87 und 88, wie in Kapitel 4.1.7 beschrieben, einer
Stereoinversion  unter  Mitsunobu-Bedingungen  unterzogen.''!  Die
resultierenden Bausteine 23 bzw. 89 wurden dann unter Steglich-Bedingungen
mit den peptidischen Sauren 22, 31 und 32 in moderaten bis guten Ausbeuten

verestert (Schema 19).1'?"!
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2 0 ) 0
//"H‘LH/\)J\O ’I/,/HLN/\)J\O
22 a 21 . .
3tac —— 80a-e O~__NH 0 N\Me
32a-b 48-74%  91a-b
NH | NH |
OW OW
90a 48 % 90b 74 %

OTIPS OTIPS
NH
NH NH P
0 0
7 0 ) 0
. " N 0

;’?
;’?

90c 61 % 90d 74 % 90e 68 %
OTIPS OTIPS OTIPS
N NH NH
©/\/<Lsro 0 7 0 0 7 0 0
N o) " N o) HLN 0

2139 % 91a 61 % 91b 51 %
Schema 19: Darstellung der azyklischen Depsipeptide 90a-h durch Steglich-Veresterung: (a) EDC-HCI, 23, 30, 89 oder
(2S)-Hex-5-en-2-ol, DMAP, DIPEA, CH.Cl,/DMF.
Der zur Darstellung von Chondramidanaloga verwendete Alkoholbaustein
(2R,3R)-3-Methylpent-4-en-2-ol (30) wurde von Dr. Tai-Shan Hu (Max-Planck-
Institut Dortmund) nach der von Brown und Mitarbeitern beschriebenen
enantioselektiven Crotylborierung von Acetaldehyd synthetisiert,['?"! (2S)-Hex-5-

en-2-ol war kommerziell erhéaltlich.
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4.2.9 Ringschlussmetathese und Desilylierung

4.2.9.1 Jasplakinolidanaloga mit B-Alanineinheit

Die Ringschlussmetathese der azyklischen Depsipeptide 90 lieferte hinsichtlich
der Ausbeuten und der Doppelbindungsgeometrie durchaus unterschiedliche
Ergebnisse. So konnten die Alaninanaloga 90a-b mit ansprechenden Ausbeuten
zyklisiert werden (Schema 20).

NH 0] (0]
| HN__O
OW
\\\\\\ \
90a 27a (E/Z = 5:1)
NH HN
7 o 0 @J\
///// HJ\H/\)kO a 2 HN
N\ w B —— H C\
© Me 67 % ° N/\g
ooy

NH
| HN.__O
OW
R N

90b 27b (E/Z > 9:1)

Schema 20: Ringschlussmetathese der azyklischen Depsipeptide 90a-b: (a) Katalysator B, Toluol.

Die absolute Konfiguration der Doppelbindungsisomeren konnte durch ein
NOESY-Experiment zugeordnet werden (Abbildung 20). So wurden fir das
Hauptisomer von 27b dipolare Kopplungen zwischen dem olefinischen Proton an
C5 des Polyketids zu den Methylenprotonen an C3 (Signale C und D in
Abbildung 21, starke NOE) und C2 (B, stark) beobachtet. Schwéachere
Kopplungen durch den Raum konnten zu den Methylenprotonen an C7 (F und G,
schwach) und der Methyleneinheit des B-Alanins (A, mittelstark) ermittelt werden,
kein NOE war zu der Methylgruppe an C4 detektierbar. Diese Ergebnisse weisen
auf eine E-konfigurierte Doppelbindung des Polyketids hin.
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Abbildung 21: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum des Zyklodepsipeptids 27b. Die zum Olefinproton (6 = 4.98 ppm)

beobachteten Kreuzsignale A-F weisen auf eine E-Konfiguration dieses Isomers hin.
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Abbildung 22: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum des Zyklodepsipeptids 27b. Die zum Olefinproton (8 = 5.13 ppm)

beobachteten Kreuzsignale A-D weisen auf eine Z-Konfiguration dieses Isomers hin.



Tats&chlich ist die fir die Z-konfigurierte Verbindung erwartete dipolare Kopplung
zwischen Olefinproton und benachbarter Methylgruppe fir das Nebenisomer zu
beobachten (Signal C, Abbildung 22).

4.2.9.2 Jasplakinolidanaloga mit B-Tyrosineinheit, Evaluierung der Relay-
Ringschlussmetathese
OTIPS

: HN

HN
\H OH
22 0

90d 27d 14 % 92d 18 %

T
z

90e 27d 27 % 92d 24 %

Schema 21: Darstellung der Tyrosin-enthaltenden Jasplakinolidanaloga 27c-d sowie Z-Isomer 92d durch RCM (oben und
Mitte) oder Relay-RCM (unten): (a) Katalysator B, Toluol,41-68 % (b) TBAF, THF, 80 %.



Die B-Tyrosinanaloga 27c-d und 92d konnten analog durch Ringschluss-
metathese zuganglich gemacht werden (Schema 21).

So konnte das Dien 90c in sehr ansprechenderer Ausbeute zum entsprechenden
Zyklodepsipeptid umgesetzt und mit TBAF desilyliert werden. Hierbei entstand
ausschlieBlich ein Stereoisomer, welches durch ein NOESY-Experiment als E-
Isomer 27c¢ charakterisiert wurde, da entsprechende dipolare Kopplungen
zwischen Olefinproton und Protonen an C2, C3 und C7 zu beobachten waren,
wahrend kein NOE zur Methylgruppe an C4 sichtbar war (Abbildung 23, Signale
A-C).

©
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T
535 530 525 520 5.15 5.10 5.05 5.00 495 4.90 4.85 4.80 475 4.70
f2 (ppm)

Abbildung 23: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum des Zyklodepsipeptids 27¢. Die zum Olefinproton (8 = 5.03 ppm)
beobachteten Kreuzsignale A-C weisen auf eine E-Konfiguration dieses Isomers hin.

Bei der Zyklisierung des Diens 90d mittels RCM wurde in moderater Ausbeute
ein  Gemisch beider Doppelbindungsisomere erhalten, welches durch
Kieselgelchromatographie aufgetrennt werden konnte. NOESY-Experimente
dienten auch in diesem Fall zur Zuordnung der absoluten Konfiguration des
Polyketids.

Die Relay-Ringschlussmetathese von 90e lieferte das TIPS-geschitzte
Isomerengemisch in hdherer Ausbeute (64 % vs. 41 %) und mit umgekehrten
E/ZVerhéltnis (E/Z = 1.3 : 1) im Vergleich zur RCM (E/Z = 1 : 1.3). Eine
Untersuchung des Rohgemisches der Reaktion mittels analytischer HPLC ergab
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jedoch flir beide Reaktionen eine vollstindige Umsetzung des Startmaterials
nach 20 min und identischen E/Z-Verhaltnisse, weshalb die unterschiedlichen
Ausbeuten nicht in direktem Zusammenhang mit der Metathesevariante gesehen
werden sollten (Abbildung 24). Die Relay-Ringschlussmetathese selbst brachte
also fiir die untersuchte Substratklasse keine signifikanten Verbesserungen, was
bedeutet, dass fir solche Diene die Bildung des Rutheniumcarbens Il nicht der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Ringschlusses ist (Schema 4).
Stattdessen ist zu vermuten dass konformative Einschradnkungen solcher Peptide
die Zyklisierung behindern.

+— m
— N

L

200
o+—1
g 1

Abbildung 24: HPLC-Reaktionskontrolle der Ringschlussmetathese von 90d (oben) bzw. der Relay-Ringschlussmetathese

von 90e (unten) nach 20 min.

Desilylierung mit Hilfe von TBAF lieferte in ordentlichen Ausbeuten
Desbromjasplakinolid 27d und sein Z-Isomer 92d.

4.2.9.3 Totalsynthese von E- und Z-Jasplakinolid

Die Zyklisierung des Diens 21 lieferte in moderater Ausbeute ein Gemisch von
TIPS-geschitztem Jasplakinolid und seinem Z-Isomer, welches sich weder durch
Kieselgelchromatographie, noch durch praparative HPLC trennen lieB (Schema
22). Daher wurde das E/Z-Gemisch erst nach der Desilylierung mit TBAF mittels
HPLC aufgetrennt, da auch hier eine chromatographische Auftrennung mit
Kieselgel nicht moglich war. Der Naturstoff 2 und sein Z-Isomer 92f wurden in
niedriger Gesamtausbeute fiur RCM und Entschitzung von 10 % bzw. 18 %

erhalten.
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OTIPS

21 210 % 92f 18 %

Schema 22: Darstellung von 2 und 92f durch RCM: (a) Katalysator B, Toluol, 42 % (b) TBAF, THF, 67 %.
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Abbildung 25: 'H-NMR-Spektren von synthetischem Jasplakinolid nach Ghosh et al. (oben), 2 (Mitte) und Z-Isomer 92f
(unten).

Ein Vergleich der 'H-NMR-Spektren von mit von Ghosh und Mitarbeitern
dargestelltem Jasplakinolid belegte die Identitat der beiden Substanzen und die

absolute Konfiguration der beiden Isomeren (Abbildung 25).
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4.2.9.4 Synthese der Chondramidanaloga

Das azyklische Depsipeptid 91a lieferte das gewlinschte TIPS-geschitzte
Zyklodepsipeptid in ansprechender Ausbeute und mit hoher Stereoselektivitat
(Schema 23). Ein NOESY-Experiment ermdglichte es, die neu gebildete
Doppelbindung als E-konfiguriert zu bestimmen.

Nach Desilylierung wurde Des-N-methylchondramid C (28a) in einer Ausbeute
von 29 % fir RCM und Desilylierung erhalten. Ein weiteres NOESY-Experiment
(in DMSO als Lésungsmittel) sollte den Einfluss der fehlenden N-Methylierung
auf die Amidkonformation untersuchen (Abbildung 25). Hierbei konnte ein starker
NOE zwischen Tryptophan-Amidproton und Alanin-a-proton (Signal A)
beobachtet werden, was auf eine frans-konfigurierte Doppelbindung hinwies.
Zum Vergleich wurde auch Chondramid C untersucht. Hier konnte ein starke
dipolare Kopplung zwischen N-Methyl-protonen und Alanin-a-proton (Abbildung

26, Signal A) ermittelt werden, was ebenfalls fiir eine trans-Amidbindung sprach.
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Schema 23: Synthese von Des-N-methylchondramid C (28a), versuchte Darstellung der Chondramiddiastereomere 28b
und 93b: (a) Katalysator B, Toluol, 42 % fiir 28a (b) TBAF, THF, 68 % fiir 28a.
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Abbildung 25: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum des Zyklodepsipeptids 28a. Das zum Amid-Proton des Tryptophans

(6 = 8.29 ppm) beobachtete Kreuzsignal A weist auf eine trans-Konfiguration des Amids hin.
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Abbildung 26: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Chondramid C. Das zu den N-Methylprotonen des Tryptophans

(6 = 3.00 ppm) beobachtete Kreuzsignal A weist auf eine trans-Konfiguration des Amids hin.

Weniger erfolgreich stellte sich die Synthese der Chondramiddiastereomeren
28b bzw. 93b dar: Mit der Ublichen Katalysatorbeladung von 25 mol-% konnte

nur eine geringe Umsetzung des Diens 91b erreicht werden. Durch sukzessive
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Erhdéhung (3 Zugaben a 25 mol-%) der Katalysatorbeladung auf 75 mol-%, wurde
zwar eine vollstdndige Umsetzung des Ausgangsmaterials erreicht, eine
Isolierung von Produkten aus dem komplexen Rohgemisch der Reaktion war

jedoch nicht erfolgreich.
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Schema 24: RCM-Reaktionspfade zur Erklarung der substratabhéngigen Stereoselektivitat der Jasplakinolidanaloga.

Somit lieferte die RCM fur Diene, die aus einem Methallylrest sowie einem
terminalem, frei zuganglichem Olefin zusammengesetzt waren, mit hoher
Praferenz die E-konfigurierten Produkte, wahrend die Kombination aus
methallylischem Olefin und terminalem Alken mit a-standiger Methylgruppe fur
alle Jasplakinolidderivate in E/Z-Gemischen resultierte. De-N-methylchondramid
C wurde allerdings als reines E-Isomer erhalten, das C2-Epimer zu Chondramid
C lieB sich nicht durch RCM darstellen.

Wéhrend also flur die Jasplakinolidanaloga ohne Methylgruppe an C6 fast
ausschlieBlich anti-konfigurierte Ruthenazyklobutan-Zwischenstufen lla und/oder
llc durch [2+2]-Zykloaddition gebildet wurden, die nach (produktiver)
Zykloreversion die E-Olefine lieferten, kam es bei den Dienen mit Methylgruppe

an C6 zu der Bildung von syn- und anti-Ruthenazyklobutanen und damit zu E/Z-
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Produktgemischen (Schema 24). Bei der erfolglosen Metathese des
Chondramidvorlaufers 91b musste die [2+2]-Zykloaddition entweder fir das Dien
() oder Rutheniumcarben Il wegen unglnstiger Molekulkonformationen gehindert

gewesen sein.

4.2.10 Synthetische Folgearbeiten zu Chondramid

Der in 4.1.1 dargestellten und in 4.1.2 validierten Synthesestrategie folgend,
gelang Dr. Tai-Shan Hu die Totalsynthese von Chondramid C und
Diastereomeren 28c-d sowie 93e (Schema 25).'?? Der Vergleich mit einer
natlrlichen Probe des Naturstoffs ermdglichte die eindeutige Aufklarung der
vorher unbekannten absoluten Konfiguration. Zu dieser Arbeit wurde durch die

Darstellung der peptidischen Saure 22 beigetragen.
OTIPS oTIPS
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Schema 25: Totalsynthese von Chondramid C (3) und Diastereomeren 28¢-d und 93e: (a) 30, EDC-HCI, DMAP, DIPEA,
CHCl,/DMF (b) Katalysator B, Toluol (c) TBAF, THF.
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4.3 Zellulare Untersuchungen

In einer Phanotyp-basierten Testreihe sollten in Zusammenarbeit mit den Diplom-
Biologen Sascha Menninger und Bernhard Ellinger (beide Max-Planck-Institut
Dortmund) die synthetisierten Analoga von Jasplakinolid (2) und Chondramid C
(3) auf ihre Fahigkeit, an das Aktinzytoskelett zu binden, untersucht werden.
Hierzu wurden Nierenepithelzellen der griinen afrikanischen Meerkatze (BSC-1-
Zellen) ausgewahlt, da diese Zellen sehr groB und daher fir die
Ganzzellmikroskopie besonders gut geeignet sind.

Br OH

: HN

HN (0]
N

Abbildung 27: oben: Struktur von Jasplakinolid (2); unten: Zellph&notyp-Testreihe mit BSC-1-Zellen. Das Aktinzytoskelett

ist mit TRITC-Phalloidin (rot), die DNA mit DAPI (blau) eingefarbt. Dargestellt sind Zellen ohne 2 (a, DMSO-Kontrolle) bzw.
mit Konzentrationen von 25 nM (b), 50 nM (c) und 100 nM (d).
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Nach Inkubation mit den in DMSO geldsten Zyklodepsipeptiden wurden die
Zellen fixiert und das Aktinzytoskelett mit Fluorophor-gebundenem Phalloidin
(TRITC-Phalloidin) angefarbt. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde der
fluoreszierende DNA-Interkalator DAPI verwendet und Bilder der Zellen unter

dem Fluoreszenzmikroskop mit 40-facher VergrdBerung aufgenommen.

(0]
\/&OOO o \/& 0”0 \/&ooo o

E-38 Z-38 E-40

Abbildung 28: oben: Strukturen der Jasplakinolidanaloga E-38, Z-38 und E-40; unten: Zellphanotyp-Testreihe mit BSC-1-
Zellen. Das Aktinzytoskelett ist mit TRITC-Phalloidin (rot) eingefarbt. Dargestellt sind Zellen ohne Zusatz von Zyklodepsi-
peptiden (a, DMSO-Kontrolle) bzw. behandelt mit Jasplakinolidanaloga E-38 (b), Z-38 (c) und E-40 (d), jeweils in Konzen-
trationen von 30 pM.

Als Negativkontrolle diente DMSO (Abbildung 27). Deutlich zu erkennen sind hier
die fr ein intaktes Zytoskelett charakteristischen Aktinstressfasern, die sich Uber
die ganze Zelle spannen. Daneben sind auch héhere Aktinkonzentrationen an

den Zellrdndern und besonders den Kontaktflachen benachbarter Zellen sichtbar.
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Im Gegensatz dazu zeigten BSC-1-Zellen nach Behandlung mit geringen
Konzentrationen von 2 (25 nM; Abbildung 27b) deutliche Aktinverklumpungen
und eine signifikante Reduktion der Stressfasern. Hohere Konzentrationen (¢ =
100 nM) flhrten zum vollstandigen Verschwinden der Stressfasern, insgesamt
niedrigerer zellularer F-Aktinkonzen-tration und zum Schrumpfen und Abrunden

der ganzen Zelle. Zudem konnten Zellen mit mehreren Nuklei beobachtet werden.

D02 S8

Abbildung 29: oben: Strukturen der Jasplakinolidanaloga 27a und 27b; unten: Zellphanotyp-Testreihe mit BSC-1-Zellen.
Das Aktinzytoskelett ist mit TRITC-Phalloidin (rot), die DNA mit DAPI (blau) eingefarbt. Dargestellt sind Zellen nach
Behandlung mit Zyklodepsipeptid 27a (a: 100 nM; b: 250 nM) bzw. 27b (c: 50 nM; d: 100 nM).

Die Jasplakinolidanaloga E-38, Z-38 und E-40 zeigten selbst bei einer

Konzentration von 30 pmol-L" keine erkennbaren Verdnderung des
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Aktinphanotyps (Abbildung 28), scheinen also nicht in der Lage zu sein, F-Aktin
entscheidend zu stabilisieren. Zu erkldren ist dieses durch die groBen
strukturellen Unterschiede zum Naturstoff: Verbindungen E-38 und Z-38 haben

mit der Ala-Phe-Phe-Sequenz einen deutlich von 2 abweichenden Peptidteil,

auBerdem ist die Polyketideinheit zu flexibel und tragt ein Z-konfiguriertes Olefin
(Z-38).

OH

bedd

Abbildung 30: oben: Strukturen der Jasplakinolidanaloga 27d, 92d und 92f; unten: Zellphanotyp-Testreihe mit BSC-1-
Zellen. Das Aktinzytoskelett ist mit TRITC-Phalloidin (rot), die DNA mit DAPI (blau) eingeférbt. Dargestellt sind Zellen
nach Behandlung mit 2 (a; 25 nM),. 27d (b: 25 nM), 921, (c: 500 nM) und 92d (d: 500 nM).
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Zyklodepsipeptid E-40 ahnelt 2 hinsichtlich des Peptidteils zwar (Ala-D-Trp-BAla-
Sequenz), hat aber an C2 im Polyketidteil eine Methylgruppe mit unnatdrlicher
(R)-Konfiguration.

Im Gegensatz dazu zeigte Verbindung 27a, welche das C2-Epimer zu E-40
darstellt, bei einer Konzentration von 250 nM den fur 2 bei 25 nM beschriebenen
Phanotyp, das N-methylierte Derivat 27b bereits bei 100 nM (Abbildung 29). Der
Phanotyp war allerdings nicht ganz so stark ausgepragt wie bei 2, da immer noch
einige Zellen nicht betroffen schienen. Das bedeutet, dass ein Wechsel der
Stereochemie an C2 im Polyketid einen groBen Einfluss auf die biologische
Aktivitat hat, was auf unterschiedliche Polyketidkonformationen zurlckzufihren
ist. AuBerdem weist die unerwartet hohe Aktivitdt der Analoga ohne Tyrosin auf
einen niedrigen Beitrag der Phenoleinheit von Jasplakinolid bzw. Chondramid zur
Bindung an F-Aktin hin, was den in 2.3 beschrieben Vermutungen anderer
Arbeitsgruppen widerspricht. Hieraus lasst sich schlieBen, dass die in 4.1
postulierte Wasserstoffbricke zu T202 einer Aktinuntereinheit keinen gréBeren
Beitrag zur Aktinbindung liefert.

Bei dem Vergleich der Aktivitat Jasplakinolids mit der des nicht-bromierten
Analogons 27d lieBen sich kaum Unterschiede feststellen (Abbildung 30). Beide
Zyklodepsipeptide zeigen den Dbereits beschriebenen Phénotyp bei
Konzentrationen von 25 nmol-L"". Die entsprechenden Zkonfigurierten
Verbindungen 92d und 92f zeigen eine ahnlich stark ausgepragte
Aktinpolymerisation erst bei deutlich héherer Konzentration (jeweils ¢ = 500 nM).
Wéhrend somit der Einfluss der Bromierung auf die Aktivitat als unbedeutend
eingestuft werden kann, hat die Doppelbindungskonfiguration signifikanten
Einfluss auf die biologische Aktivitat dieser Substanzklasse. Das entspricht
insoweit den Erwartungen, als dass eine Anderung der
Doppelbindungskonfiguration eine  deutliche  Konformationsdnderung in
Polyketid- und Peptidteil nach sich ziehen sollte. Schwachungen der F-Aktin-
Bindung sollten erwartungsgeman die Folge solcher dramatischen strukturellen
Veranderungen sein.

Im Vergleich mit 2 zeigte Analogon 27c¢, welches am C6-Atom des Polyketidteils
nicht methyliert ist, eine nur leicht reduzierte biologische Aktivitat, beide
induzierten einen &hnlichen Phanotyp bei einer Konzentration von 50 bzw. 100

nmol-L™" (Abbildung 31, a und b). Hieraus lasst sich folgern, dass der fir
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Allylspannung und syn-Pentan-Wechselwirkungen postulierte Beitrag zur
Steuerung der Molekilkonformation,'® der bei diesem Derivat minimiert sein
sollten, eher klein ist.

HN HN
\ \//< I OH \ OH
: = H H
HN =N N

590 \(&O 0 0 o0 0
HN o HN._O 0 HN._O 0
\ \\\\\\ N 1, \\\\\\ NS 1/,
27c 3 28a

Abbildung 31: oben: Strukturen von Jasplakinolidanaloga 27¢, 92d und 92f; unten: Zellphanotyp-Testreihe mit BSC-1-
Zellen. Das Aktinzytoskelett ist mit TRITC-Phalloidin (rot), die DNA mit DAPI (blau) eingeférbt. Dargestellt sind Zellen
nach Behandlung mit 2 (a: 50 nM), 27¢ (b: 100 nM), 3 (c: 50 nM) und 28a (d: 190 nM).

Einen Phanotyp, wie ihn 2 bei 25 nmol-L™' zeigte, wies Chondramid C (3) bei
einer leicht héheren Konzentration (50 nM) auf (Abbildung 31, ¢ und d).
Chondramidanalogon 28b, welches nicht N-methyliert ist, zeigte einen solchen
Effekt bei einer Konzentration von 190 nmol-L". Die Abschwichung der
biologischen Aktivitdt kann verschiedene Ursachen haben. Ein NOESY-

Experiment in deuteriertem DMSO zeigte flir 3 und sein Demethylanalogon die
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gleiche Bevorzugung der trans-Amidkonfiguration am Tryptophan (siehe 4.1.9.4).
Hier kdnnte man eine gréBere konformative Flexibilitat des nicht-methylierten
Peptids fUr den Aktivitatsverlust verantwortlich machen. Denkbar ware allerdings
auch eine schlechtere Zellgangigkeit, da sich die Molekullpolaritat aufgrund der
fehlenden N-Methylierung erhéht.

Tabelle 4: Ergebnisse der Phanotypuntersuchung an BSC-1-Zellen. Es sind die Mindestkonzentrationen fur signifikante
Aktinstabilisierung angegeben.

Verbindung | Konzentration® | Verbindung | Konzentration
Jasplakinolid 25 nM 27a 250 nM
27d 25 nM 92f 500 nM
Chondramid C 50 nM 92d 500 nM
27c 100 nM E-38 -
27b 100 nM E-38 -
28a 190 nM E-40 -

[a] Konzentration, bei welcher der beobachtete Phanotyp dem Jasplakinolids bei ¢ = 25 nM entspricht

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die durchgeflhrten strukturellen
Veranderungen an Jasplakinolid die biologische Aktivitat unterschiedlich stark
beeinflussten: Wahrend ein Verzicht auf die Halogenierung der Indoleinheit keine
Verminderung der Aktin-stablisierenden Eigenschaften bedeutete, flhrte das
Weglassen der Phenolgruppe zur leichten Verminderung der biologischen
Aktivitat (Tabelle 4, Abbildung 32).

B OH H
C O O

Abbildung 32: Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Jasplakinolid (2) und Chondramid C (3). Farblich umkreist sind die
Positionen, an denen strukturelle Veranderungen vorgenommen wurden, die Farben kennzeichnen ob mit der Variation
die Aktin-bindenden Eigenschaften gar nicht (griin), leicht (gelb) oder stark (rot) abgeschwéacht werden.

Da die Aktinbindung durch Weglassen der Methylgruppe an der C6-Position des

Polyketids wenig beinflusst wurde, scheinen die diskutierten konformativen
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Einflusse (Allylspannung, syn-Pentan-Wechselwirkungen) eine untergeordnete
Rolle bei der konformativen Fixierung des Peptis zu spielen.

Beide Verbindungen mit unnatirlicher Z-konfigurierter Doppelbindung zeigten im
Vergleich zu den entsprechenden E-Olefinen eine deutlich schwéachere Aktivitat.
Ein Wechsel der absoluten Konfiguration an C2 des Polypropionats flihrte im
gezeigten Fall sogar zu dem Verlust der biologischen Aktivitat. Ein Verzicht auf
die N-Methylierung brachte far sowohl fir ein Jasplakinolidanalogon, als auch fir

Chondramid C einen leichten Riickgang der biologischen Aktivitat.
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5. Zusammenfassung

Aktin, das haufigste Protein in eukaryotischen Zellen, regelt elementare
Zellfunktionen wie die Aufrechterhaltung der Zellform, die Zellbeweglichkeit oder
die Zellteilung. Es wird davon ausgegangen, dass eine fehlerhafte Regulierung
der Aktinpolymerisation in der Zelle an der Entstehung von Krebs beteiligt ist. Die
Aktinfilament-stabilisierenden Naturstoffe Jasplakinolid (2) und Chondramid C (3)
haben neben Zytotoxizitdt gegen Krebszellen auch Wirkung gegen

Malariaparasiten, Pilze, Insekten und Pflanzen gezeigt.
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Abbildung 33: Strukturen von Jasplakinolid (2), Chondramid C (3) und Phalloidin (1).

Um ein tiefergehendes Verstandnis der Funktion des Aktinzytoskeletts zu
erlangen, war das Ziel dieser Arbeit, auf molekularer Ebene nahere Einsichten
Uber den noch unbekannten Bindemodus von 2 und 3 an F-Aktin zu erlangen.
Dabei sollte die Frage beantwortet werden, wie der Polypropionatteil zur
Aktinbindung beitragt.

Abbildung 34: (A) Bindemodus von Phalloidin (gelb) an Aktin, mégliche H-Briicken sind gestrichelt rot dargestellt;

(B) Uberlagerung der Dockinglésungen von Phalloidin (gelb) und Chondramid C (blau).
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Zunachst wurde ein existierende Pharmakophor-Modell fir das bizyklische
Heptapeptid Phalloidin (1), welches dieselbe Bindestelle wie Jasplakinolid und
Chondramid in Aktin besetzt, durch Docking an ein Aktintrimer verfeinert
(Abbildung 34, A). Das Docken der energieminimierten Struktur von Chondramid
C in die Aktinbindestelle lieferte unter denselben Bedingungen einen
Bindemodus, bei dem die Indolgruppe analog zu Phalloidin angeordnet ist
(Abbildung 34, B). Das gezeigte Bindemodell unterstitzte die Hypothese, dass
der Peptidteil an die Aktinuntereinheiten bindet und das Polypropionat zur
konformativen Steuerung des Peptidteils dient.

Um dies natirlichen Werkzeuge zur Konformationssteuerung néher zu verstehen
und um die zur Aktinbindung beitragenden Peptidkomponenten zu
charakterisieren, sollte nun eine fokussierte Naturstoffbibliothek um die
Naturstoffe Jasplakinolid und Chondramid C synthetisiert werden. Hierzu war die
Entwicklung einer flexiblen und modularen Synthesestrategie notwendig, damit
eine  mdoglichst groBe  Zahl von  Variationen hinsichtlich  der
Peptidzusammensetzung und der Gestaltung des Polyketidteils synthetisch

zuganglich sein wirden.

R" O a R" O ;: g’:(’jgr e-h 0 N H
FocHN” O _FmocHN/'\/U\oO 3.b,i,] i R
5 7
o}
O: (2-Cl)-Trt-polystyrol R' = H, O-TIPS-p-phenyl
X=H,Br 32a-b

Schema 26: Festphasensynthese von 22, 31 und 32: (a) Cl-(2-Cl)-Trt-polystyrol, DIPEA, CH.Cl,, 0.65 - 0.88 mmol-g”'; (b)
DBU, Piperidin, NMP; (c) Fmoc-D-tryptophan oder Abrin 60 oder Bromabrin 25, DIC, HOBt, NMP; (d) Fmoc-Ala-OH, DIC,
HOBt, NMP oder Fmoc-Ala-OH, HATU, HOAt, DIPEA, NMP; (e) o-NBSCI, DIPEA, NMP; (f) DBU, Me>SO4, NMP;

(9) HSCH>CH,OH, NMP; (h) Fmoc-Ala-OH, HATU, HOAt, DIPEA, NMP; (i) 26 oder 68, DIC, HOBt, DIPEA, NMP;

(j) HFIP/CHCl,.

Es wurde daher eine  Synthesestrategie  entwickelt, die  auf
Festphasenpeptidsynthese und Ringschlussmetathese beruht. Die nach der
Fmoc-Strategie bendtigten Bausteine wurden durch Abanderungen existierender
Methoden dargestellt. Diese Bausteine wurden dann mittels

Festphasenpeptidsynthese zu peptidischen Sauren gekuppelt und vom
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polymeren Trager abgespalten (Schema 26). Man erhielt durch Variation der
Bausteine ein Ensemble von sechs verschiedenen Peptiden. Diese wurden in
einer Steglich-Veresterung mit olefinischen Alkoholen zu acht Dienen umgesetzt
(Schema 27, Tabelle 5).

R4
21
a  90a-e
92d
22 92f
31a-c
32a-b
OTIPS
HN HN - OH
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O
N
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OsN. R2 \i ", R%-N /-W \/&/\Ig o
(@) O + O

X O HN.__ O o)
NH _bec w0 0 )
91a-b 28a-b 93b

Schema 27: Totalsynthese von Jasplakinolid und Analoga durch Veresterung der Saure xx, gefolgt von RCM und
Desilylierung: (a) EDC-HCI, 23/ 30/ 89/ (2S)-Hex-5-en-2-ol, DMAP, DIPEA, CH,Cl,/DMF, 48 - 74 %; (b) Katalysator B,
Toluol, 0 - 67 % (c) TBAF, THF, 67 - 80 % (nur fir Phenolverbindungen).

Die nachfolgende Ringschlussmetathese (und Desilylierung flr die
Tyrosinverbindungen) lieferte die entsprechenden Zyklodepsipeptide mit stark
Substrat-abhangigen E/Z-Verhaltnissen (Tabelle 5). Wéhrend Diene, die aus
einem Methallylrest sowie einem terminalem, frei zuganglichem Olefin
zusammengesetzt waren, mit hoher Praferenz die E-konfigurierten Produkte
ergaben, fUhrte eine Kombination aus methallylischem Olefin und terminalem
Alken mit a-standiger Methylgruppe fir alle Jasplakinolidderivate zu E/Z-
Gemischen. Die starke Substratabhangigkeit war auf unterschiedliche

Dienkonformationen zurlickzufihren, die zu unterschiedlichen Verhaltnissen von
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syn und anti-Ruthenazyklobutanzwischenstufen fihrten. Diese wiederum

bestimmten das Verhaltnis der Metatheseprodukte.

Tabelle 5: Darstellung der Ester 21, 90 und 91 sowie der Zyklodepsipeptide 2, 27, 28 und 92 durch nachfolgende RCM.

Saure | Ak. | Ester | R" | R® | R° | R* | X E@ Za
90a 27a
31a | WP 48 %) H|H|H|H]|H 57 %)
. 90b 27b
31b | WP 74 %) H |[Me| H | H | H 67 %)
b 90c 27¢c
31c | wt! Yel | Me | H H | H -
(61 %) (54 %)
90d 27d 92d
31c 23 Yel I ' Me | Me | H | H
(74 %) (14 %) | (18 %)
90e f 27d 92d
31c 89 Yel | ' Me | Me | ZIT | H
(68 %) (27 %) | (24 %)
21 2 92f
22 23 Yel | Me | Me | H | Br
(39 %) (10 %) | (18 %)
91a 28a
32a 30 vl | H - - H -
(61 %) (29 %)
91b
32b 30 Yel | Me | - - H - -
(51 %)

[a] Isolierter Anteil des Isomers nach RCM (und Desilylierung fur Phenolverbindungen), Ausbeute in Klammern;
[b] W: (25)-Hex-5-en-2-ol; [c] E/Z-Verhiltnis 5:1; [d] E/Z-Verhiltnis > 9:1; [e] Y: O-TIPS-p-phenyl; [f] Z: Pent-4-en-1-yl.
Die dargestellten Substanzen wurden in einer phanotypischen Testreihe an BSC-
1-Zellen auf ihre Fahigkeit zur Stabilisierung des Aktinzytoskeletts untersucht. Mit
Jasplakinolid traten bereits bei einer Konzentration von 25 nmol-L™" signifikante
Veranderungen, wie das Fehlen von Stressfasern und das Auftreten von
Aktinverklumpungen, auf. Fir die anderen Zyklodepsipeptide wurden diejenigen
Konzentrationen gesucht, bei denen der auftretende Phanotyp dem fir
Jasplakinolid (bei ¢ = 25 nM) beobachteten ahnelte. Dabei beeinflussten die
strukturellen Veranderungen an Jasplakinolid und Chondramid C die Aktin-
bindenden Eigenschaften unterschiedlich stark (Tabelle 4), so dass sich dann
Struktur-Aktivitats-Beziehungen ableiten lieBen (Abbildung 32).
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Tabelle 4: Ergebnisse der Phanotypuntersuchung an BSC-1-Zellen. Es sind die Mindestkonzentrationen fur signifikante

Aktinstabilisierung angegeben.

Verbindung | Konzentration® | Verbindung | Konzentration™
Jasplakinolid 25 nM 27a 250 nM
27d 25 nM 92f 500 nM
Chondramid C 50 nM 92d 500 nM
27c 100 nM E-38 -
27b 100 nM E-38 -
28a 190 nM E-40 -

[a] Konzentration, bei welcher der beobachtete Phanotyp dem Jasplakinolids bei ¢ = 25 nM entspricht

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass eine fokussierte

Substanzbibliothek um die Zyklodepsipeptide Jasplakinolid und Chondramid C
synthetisiert und auf ihre Aktin-stabilisierenden Eigenschaften hin untersucht
wurde. Es wurden in der Folge Struktur-Wirkungs-Beziehungen fir diese
Naturstoffklasse abgeleitet. Dabei zeigte sich unter Anderem, dass im Gegensatz
zu Literatur-beschriebenen Aussagen die Tyrosineinheit fir eine starke
Aktinbindung nicht notwendig ist. AuBerdem konnten die fir die Steuerung der
diskutierten und syn-Pentan-

Molekllkonformation Allylspannungen

Wechselwirkungen postuliert wurden, als klein eingestuft werden. Die

vorliegende Arbeit sollte daher die zukinftige Entwicklung Aktin-bindender

Substanzen leiten.

H OH
N._ (Br H
X O o
:HN 2 H
H3C\N/\[f HaC‘N/ﬁrN
\/&O Oo 0 o o) )
HN 0) HN (0] (0]
@\\ ~) W X", ,
2 3

Abbildung 32: Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Jasplakinolid (2) und Chondramid C (3). Farblich umkreist sind die
Positionen, an denen strukturelle Veranderungen vorgenommen wurden, die Farben kennzeichnen ob mit der Variation
die Aktin-bindenden Eigenschaften gar nicht (griin), leicht (gelb) oder stark (rot) abgeschwéacht werden.

Um den vorgeschlagenen Bindemodus an F-Aktin abschlieBend beurteilen zu
kdénnen, sind verschiedene Folgeexperimente méglich. So sollten Dockingstudien
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mit einer kirzlich von Oda et al. verdffentlichten F-Aktin-Struktur hdéherer
Aufldsung (3.3 A radial bzw. 5.6 A &quatorial) wiederholt werden, um die
vorgeschlagenen Wechselwirkungen mit Aktin zu bestatigen und gegebenenfalls
genauer zu beschreiben. Ferner sollten zusatzliche Variationen im Peptidteil
durchgefiihrt werden, um eine noch genauere Einsicht in die Struktur-Wirkungs-
Beziehungen dieser Substanzklasse zu erhalten.

Kirzlich wurde von der Bindung von Phalloidin an den Arp2/3-Komplex
berichtet.l'®! Hier sollte experimentell (iberpriift werden, ob Jasplakinolid auch
diese Phalloidin-Bindestelle besetzen kann. Mdglicherweise bieten hier
Jasplakinolidanaloga die Méglichkeit, selektiv an das Aktinflament oder den
Arp2/3-Komplex zu binden. Verbindungen, die nur den Arp2/3-Komplex und
damit die Verzweigung von Aktin, die bei der Bildung von Lamellipodien fir die
Zellwanderung (insbesondere auch die Metastase) eine groBe Rolle spielt,
inhibieren, hatten wahrscheinlich ein vollkommen anderes Zytotoxizitatsprofil als

die bekannten Inhibitoren des Aktinfilaments.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Dockingstudien

6.1.1 Konformationsrechnungen

Da das verwendete Dockingprogramm GOLD zyklische Verbindungen nur als
starr betrachten kann, mussten vor dem Docking ein Ensemble
energieminimierter Konformationen generiert werden. Die Konformationen von
[Ala]’-Phalloidin und Chondramid C wurden mit MOE®" (Version 2007.09) unter
Verwendung des stochastischen Suchalgorithmus berechnet. Als Kraftfeld wurde
das MMFF94x-Feld mit implementiertem GB/SA- (Generalized Born Surface
Area-) Solvatisierungsmodell (¢ = 80) verwendet.['* Die Konformationssuche
wurde iterativ fir 100000 Rechenschritte mit Hilfe des LMOD- (Low mode)-
Verfahrens durchgefiihrt,'?® und Konformationen wurden als neu betrachtet,
wenn der RMSD-Wert fur das Ruckgrat der Makrozyklen inklusive des ersten
Seitenkettenatoms (nicht H) 0.25 A oder mehr betrug. Alle Konformationen
innerhalb eines Energiefensters von 10 kcal'mol’ oberhalb des globalen
Minimums wurden weiter beriicksichtigt. Fir [Ala]’-Phalloidin wurden so 56
energieminimierte Konformationen ermittelt, wobei die Konformation mit der
niedrigsten Energie nur minimal von der im Kristall abwich (RMSD = 1.1 A). Fir
das flexiblere Chondramid C wurden unter den gleichen Bedingungen 2648

Konformationen gefunden.

6.1.2 Docking an F-Aktin

Die Atomkoordinaten des Phalloidin-gebundenen F-Aktins wurden von Oda et al.
erhalten.'"”? Wasserstoffatome wurden mit Hilfe der Protonate3D-Funktion in
MOE hinzugefugt. Die Liganden wurden in das resultierende Atommodell mit
dem Programm GOLD®? ¥ (Version 3.2) gedockt. Der Mittelpunkt der Phalloidin
zugeordneten Elektronendichte im Aktinmodell von Oda et al. (8 A Aufldsung)
wurde mit einem Radius von 15 A als Bindetasche definiert. Dockingergebnisse
wurden durch die ChemScore-Funktion, zusammen mit den genauesten
erhaltlichen Einstellungen des genetischen Algorithmus (,autoscale = 1%),
gewichtet. Auf diese Weise wurden fir jede der minimierten Konformationen 10
Dockinglésungen generiert und anhand des Dockingscores aufgelistet.
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6.2 Synthese

6.2.1 Aligemeines

Lésungsmittel wurden, sofern sie nicht bereits hinreichend rein und wasserfrei
waren, nach Standardvorschriften destilliert.!'*! Die Lésungsmittel Dichlormethan,
Diethylether, Toluol, Tetrahydrofuran und DMF (HPLC-Reinheit) wurden
alternativ zur Trocknung unter Inertgasatmosphare durch Aluminiumoxidsaulen
gepresst (MBraun Lésungsmittelreinigungssystem). Flr alle Experimente wurde
voll-entsalztes Wasser verwendet. 4-Isopropyl-5,5-diphenyloxazolidin-2-on wurde
in beiden enantiomeren Formen von der Firma Novartis Pharma gestiftet. (S)-
Hex-5-en-2-ol und Hex-5-en-1-ol wurden von Sigma Aldrich erworben. D-
Tryptophan wurde von der Degussa AG gestiftet. Lithiumchlorid (von Sigma
Aldrich) wurde bei T = 110°C und p < 1 mbar fir 15 h getrocknet. Zinkbromid
(von Fluka) wurde bei T = 150°C and p < 1 mbar fir 15 h getrocknet. Alle
anderen Reagenzien wurden von den Lieferanten Acros, Alfa Aesar, Fluka, GL
Biochem Shanghai, Novabiochem, Sigma-Aldrich oder Strem erworben und ohne
weitere Aufreinigung verwendet.

Der Ausdruck ,einengen unter vermindertem Druck® in Reaktionsaufarbeitungen
bezient sich auf das Verdampfen des jeweiligen L&ésungsmittels am
Rotationsverdampfer bei 40°C und dem entsprechenden Siededruck bei 40°C
(wenn nicht anders angegeben). Dem schloss sich das mehrstiindige Trocknen
der Probe im Feinvakuum (p < 0.1 mbar) an.

6.2.2 Messgerate und Hilfsmittel

Analytische Dinnschichtchromatographie wurde mit vorbeschichteten
Kieselgelplatten 60F-254 der Firma Merck durchgefihrt, welche zur
Substanzvisualisierung entweder mit ultraviololettem Licht der Wellenlange A =
254 nm bestrahlt oder mit einer KMnO4-Lésung, bestehend aus 1 g KMnQy, 6.6 g
KoCOs3, 1.7 mL 5% wassrige NaOH Lésung und 100 mL H>O, behandelt und

dann erhitzt wurde.

Analytische Dunnschichtchromatographie (DC) wurde mit Kieselgel von J.T.
Baker (PartikelgroBe 40-60 pm) durchgefiihrt, wobei ein Uberdruck von 0.3-0-5
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bar angelegt wurde. S&ulendimensionen sind durch Angabe von Héhe (h) und
Durchmesser (d) beschrieben.

UV/Vis-Spektrometrie wurde an einem Varian CaryUV50-Gerat betrieben.

Zur Gas-Chromatographie (GC) wurde ein HP 6890 GC-System, ausgestattet
mit einer HP-5MS-Saule (Dimensionen 24.8 m x 201 pum x 0.33 um) verwendet.

Analytische HPLC (LC) wurde an einem Agilent 1100-System, das eine
Macherey-Nagel C18 gravity 3 um Reversed Phase - Saule verwendet,
durchgefihrt. Trennungen wurden bei einem MeCN-Anteil von 10 % (mit 0.1 %
TFA) in H2O (mit 0.1% TFA) begonnen und bei einem Fluss von 1 mLmin™' linear
innerhalb von 7 min auf 100 % erh6ht und dann weitere 7 min bei 100 %
fortgeflhrt.

Gekoppelte Flissigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) wurde
an einem Agilent 1100-System, das mit einer Macherey-Nagel C18 gravity 3 ym
Reversed Phase - Saule und einer Macherey-Nagel C4 gravity 3 um-Saule
ausgestattet ist, durchgefihrt. Trennungen auf der C18-Saule wurden fir 1 min
bei einem MeCN-Anteil von 10 % (mit 0.1 % TFA) in H,O (mit 0.1% TFA)
begonnen und bei einem Fluss von 1 mL'-min™" linear innerhalb von 15 min auf
100 % erhéht und dann weitere 5 min bei 100 % fortgefihrt. Trennungen auf der
C4-Saule wurden fir 1 min bei einem MeCN-Anteil von 10 % (mit 0.1 % TFA) in
H,O (mit 0.1% TFA) begonnen und bei einem Fluss von 1 mL-min” linear
innerhalb von 12 min auf 100 % erhéht und dann weitere 2 min bei 100 %
fortgeflhrt.

Die Massendetektion erfolgte mit einem Thermo Finnigan LCQ-ESI-
Massenspektrometer.

Praparative HPLC wurde an einer Waters-Maschine, die mit einer Macherey-
Nagel C18 gravity 5 um Reversed Phase-Saule ausgestattet ist, durchgeflhrt.
Wenn nicht anders angegeben, wurde zur Trennung bei einem konstanten
MeCN-Anteil von 50 % (mit 0.1 % TFA) in H,O (mit 0.1% TFA) und einem Fluss

von 20 mL-min’" eluiert.

62



Schmelzpunkte wurde mit einem Bichi Melting Point B-540 bestimmt (Die
erhaltenen Werte wurden nicht korrigiert).

Optische Rotationen wurden mit einem Schmidt + Haensch Polartronic HH8
Polarimeter bei A = 589 nm bestimmt. Drehwerte [a]p sind in 107" deg cm? g' und

Konzentrationen ¢ sind in g - (100mL) 'angegeben.

'H- und ¥C-NMR-Spektren wurden an Spektrometern des Typs Varian Unity
Inova 600 (599.8 MHz ('H) und 150.8 MHz ('3C)), Bruker DRX 500 (500.1 MHz
("H) und 125.8 MHz (*3C)), Bruker DRX 400 (400 MHz (*H) und 100.5 MHz (*3C))
und Varian Mercury VX 400 (400.1 MHz ('H) and 100.6 MHz ('°C))
aufgenommen. Chemische Verschiebungen sind in parts per million (ppm)
angegeben, Spektren sind auf nicht-deuterierte Lésungsmittelreste von CDClj
(7.26 ppm (‘*H) und 77.0 ppm ('*C)), CDs0D (3.31 ppm ('H) und 49.0 ppm (*3C)),
CeDs (7.16 ppm ("H) und 128.0 ppm (*3C)), DMSO (2.50 ppm ('H) und 39.43 ppm
('*C)), und DO (4.79 ppm ('H)) kalibriert. Kopplungskonstanten J sind in Hertz
(Hz) angegeben, die folgenden Abklrzungen kennzeichnen die Multiplizitéat der
Signale: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), qui (Quintett), sext
(Sextett), sept (Septett), m (Multiplett), app (scheinbar), br (breites Signal). Wenn
nicht angegeben, wurden die Spektren bei 27°C aufgenommen.

Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (IR) wurde mit einem Bruker Tensor
27 Spektrometer (ATR, in Substanz) durchgefihrt.

Fir die hochauflésende Massenspektrometrie (HR-MS) wurden Fast Atom
Bombardment (FAB)-Spekitren an einem Jeol SX 102 A (Matrix meta-
Nitrobenzylalkohol), Electron Impact (EIl)-Spektren (Quellenspannung 70 keV;
Referenzsubstanz Perfluorkerosin, Auflésung: 10000) und Chemical lonization
(Cl)-Spektren (Methangas; Quellenspannung 120 keV; Referenzsubstanz
Ultramark 2500F, Auflésung: 10000) an einem Thermo DFS High Resolution
Magnetic Sector MS (Doppelt fokussierendem) Massenspekirometer
aufgenommen. Fir Electro Spray lonization (ESI)-Spekten wurde ein Thermo
Electron LTQ Orbitrap Spektrometer (Quellenspannung 3.8 kV, Auflésung: 60000)

verwendet.
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6.2.3 Versuche zum Kapitel 4.2.2 - Validierung der Synthesestrategie

(35,6S5,9S5)-3,6-Dibenzyl-9-methyl-1-oxa-4,7,10-triazazyklooctadec-14-en-
2,5,8,11-tetraon
Cyclo-[Oct-Ala-Phe-Phe] (38)

Zu einer Ldsung von Fmoc-geschiitztem Phenylalanin (11 Ag., 9.3 mmol, 3.6 g)
in abs. CHxCl, (10 mL) und abs. DMF (0.5 mL) wurde mit einer Spritze DIC (5.4
Aqg., 4.7 mmol, 0.73 mL) in einer Portion bei 0°C zugegeben und die Lésung bei
0°C far 30 min gerdhrt, woraufhin ein farbloser, gallertartiger Feststoff
prazipitierte. Die Suspension wurde eingeengt (T = 40°C, p = 500 mbar) und der
resultierende Feststoff in abs. DMF gel6st. Unter Argonatmosphare wurde diese
Lésung bei 23°C in einen 25 mL-Festphasenreaktor, der mit Wang-Polystyrol
(100-200 mesh; 1.0 g; 0.86 mmol) beflllt wurde, gegeben und 1 h bei 23°C
geschittelt (200 rpm). Das Harz wurde filtriert und mit DMF (2x 15 mL) und
MeOH (1x 15 mL) gewaschen.

AnschlieBend wurde das Harz in Piperidin/DMF (1:4 v/v; 15 mL) suspendiert, fir
30 min geschittelt (200 rpm) und mit DMF (3x 15 mL) gewaschen. Eine Lésung
von Fmoc-Phenylalanin (2.9 Aqg., 2.5 mmol, 0.97 g), HOBt (2.9 Aq., 2.5 mmol,
0.38 g) und DIC (2.9 Aqg., 2.5 mmol, 0.39 mL) in DMF (10 mL) wurde fiir 1 min
geschittelt und dann bei 23°C zum filtrierten Harz gegeben. Die Suspension
wurde fir 3 h geschiittelt (200 rpm) und mit DMF (3x 15 mL) gewaschen.

Zur Entschitzung wurde das Harz ftr 30 min mit Piperidin/DMF (1:4 v/v; 15 mL)
geschuttelt und mit DMF (3x 15 mL) gewaschen. Eine Lésung von Fmoc-Alanin
(2.9 Aqg., 2.5 mmol, 0.78 g), HOBt (2.9 Aqg., 2.5 mmol, 0.38 g) und DIC (2.9 Aq.,
2.5 mmol, 0.39 mL) in DMF (10 mL) wurde fir 1 min geschuttelt und dann bei
23°C zum filtrierten Harz gegeben. Die Suspension wurde fir 10 h geschdttelt
(200 rpm) und mit DMF (3x 15 mL) gewaschen.
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Das Harz wurde fir 45 min mit Piperidin/DMF (1:4 v/v; 15 mL) geschittelt und mit
DMF (3x 15 mL) gewaschen. Eine Lésung von 4-Pentenséure (2.9 Aq., 2.5 mmol,
0.26 mL), HOBt (2.9 Aqg., 2.5 mmol, 0.38 g) und DIC (2.9 Aq., 2.5 mmol, 0.39 mL)
in DMF (10 mL) wurde fir 1 min geschuttelt und dann bei 23°C zum filtrierten
Harz gegeben. Die Suspension wurde fiir 3 h geschuttelt (200 rpm) und mit
CH.ClI, (6x 15 mL) gewaschen.

Zur Abspaltung des Peptids wurde das Harz bei 23°C in TFA (10 mL)
suspendiert, fir 3 h bei 23°C geschittelt und filtriert. Das Filtrat wurde unter
vermindertem Druck eingeengt. Es wurde Pnt-Ala-Phe-Phe-OH als farbloses
Wachs, welches ohne Aufreinigung weiterverwendet wurde, erhalten.

Ausbeute: 0.26 g, 0.56 mmol, 65% (ausgehend vom Wangharz).

LC-MS (C18): fr = 7.38 min
ber. fur C26H32N305 [l\/|+H]Jr 46622, gef 46650,
ber. flr CosH31N3NaOs [M+Na]": 488.22, gef. 488.49.

Unter Argonatmosphére wurde Pnt-Ala-Phe-Phe-OH (0.26 g, 0.56 mmol) in abs.
DMF (4 mL) geldst und Cs,COs (1.2 Aq., 0.67 mmol, 0.22 g) bei 23°C in einer
Portion zugegeben. Die Lésung wurde flr 10 min bei 23°C gerihrt, bevor 5-
Brompent-1-en (1.0 Ag., 0.56 mmol, 66 pL) in einer Portion mit einer Pipette
zugegeben wurde. Die Reaktionslésung wurde fir 10 h bei 23°C gerthrt,
wassrige HCI-Lésung (5 % m/m; 10 mL) zugegeben und mit Et:O (2x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Extrakte wurden mit ges. wassriger NaCl-
Lésung (1x 10 mL), wassriger NaHCOgs-Lésung (5 % m/m; 1x 10 mL) und erneut
ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 10 mL) gewaschen, getrocknet (MgSO,4) und
unter vermindertem Druck eineengt. Der resultierende farblose Feststoff wurde
mittels préaparativer HPLC aufgereinigt. Hierzu wurde bei einem Fluss von
25 mL-min” mit einem in 10 min von 10 % auf 100 % erhdhten Anteil von MeCN
(mit 0.1% TFA) in Wasser (mit 0.1 % TFA) eluiert. Nach Einengen unter
vermindertem Druck wurde Pnt-Ala-Phe-Phe-O-Poh (37) als farbloses Wachs

erhalten.

Ausbeute: 38 mg, 71 pumol, 13%.
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DC: R: = 0.77 (AcOEt).

LC-MS (C18): fr = 9.32 min
ber. fir C31H4oN3O5 [M+H]*: 534.30, gef. 534.65,
ber. fir C31H39N3NaOs [M+Na]": 556.28, gef. 556.54.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 5=7.29-7.19 (m, 6H), 7.16 (d, ®J=7.0 Hz, 2H), 7.03-
6.98 (m, 2H), 6.73-6.66 (m, 1H), 6.48-6.40 (m, 1H), 6.09-6.00 (m, 1H), 5.85-5.70
(m, 2H), 5.09-4.97 (m, 4H), 4.79-4.72 (m, 1H), 4.68-4.60 (m, 1H), 4.46-4.37 (m,
1H), 4.14-4.00 (m, 2H), 3.10-2.98 (m, 4H), 2.38-2.30 (m, 2H), 2.25-2.20 (m, 2H),
2.08-2.01 (m, 2H), 1.67 (tt, >J=7.3/6.9 Hz, 2H), 1.25 (d, 3J=7.0 Hz, 3H) ppm.

Zu einer Losung des azyklischen Depsipeptids 37 (33 mg, 61 umol) in abs.
CHxClI> (30 mL) in einem 100 mL-Rundkolben wurde eine dunkelrote Lésung von
Katalysator A (0.25 Ag., 15 umol, 13 mg) in abs. CH.Cl, (20 mL) mit einer Spritze
hinzugegeben. Die resultierende dunkle Lésung wurde fir 20 h bei 45°C
Olbadtemperatur geriihrt, auf 23 °C abgekihlt und unter vermindertem Druck
eingeengt. Der grin-schwarze Rickstand (43 mg) wurde durch
Saulenchromatographie (h=12 cm, d=1 cm; 40% - 100% AcOEt in Cyclohexan)
aufgereinigt. Préparative HPLC-Aufreinigung (zu den fir den Ester
beschriebenen Bedingungen) des resultierenden E/Z-Gemisches (Verhaltnis 1:1),
gefolgt von Einengen unter vermindertem Druck (p=120 mbar, T=40°C) lieferte
Zyklodepsipeptide E-38 (3.0 mg, 5.9 umol, 9.7%) und Z-38 (3.0 mg, 5.9 umol,
9.7%) als farblose Wachse.

Ausbeute: 17 mg, 36 pumol, 51% (bezogen auf das E/Z-Gemisch).
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E-lsomer:

DC: R: = 0.50 (AcOE).
[a]p®: -26.7 (¢ = 0.30 in Methanol).

"H NMR (500 MHz, [De]DMSO): 5=8.68 (d, ®J=6.2 Hz, 1H; Phea-NH), 8.06 (d,
8J=7.9 Hz, 1H; Alaa-NH), 7.32-7.25 (m, 3H; Phea-NH, Phe3-H, Phe5-H), 7.24-
7.15 (m, 6H; Phe3-H, Phe5-H, 2x Phe2-H, 2x Phe6-H), 7.10-7.07 (m, 2H; 2x
Phe4-H), 5.44-5.30 (m, 2H, Oct4-H, Oct5-H), 4.45 (td, ®J=8.3/5.0 Hz, 1H; Pheo-
H), 4.18-4.12 (m, 2H; Oct8-H,), 4.07 (dq, 3J=7.5/7.3 Hz, 1H; Alaa-H), 3.91 (ddd,
8J=10.9/7.5/3.9 Hz, 1H; Phea-H), 3.16 (dd, ®J=5.9 Hz,?J=14.1 Hz, 1H; PheB-H.),
3.06 (dd, ®J=9.2 Hz,2J=14.1 Hz, 1H; PheB-H,), 2.97 (dd, 3J=4.9 Hz, 2J=13.7 Hz,
1H; PheB-H.), 2.73 (dd, %J=8.6 Hz, 2J=13.7 Hz, 1H; PheB-H,), 2.35-2.27 (m, 1H;
Oct3-H,), 2.22-2.12 (m, 2H; Oct3-Hy, Oct2-H,), 2.12-2.06 (m, 1H; Oct2-H,), 2.06-
1.99 (m, 1H; Oct6-H,) 1.96-1.87 (m, 1H; Oct6-H,), 1.62-1.63 (m, 1H; Oct7-H,),
1.49-1.40 (m, 1H; Oct7-Hy), 1.00 (d, 2J=7.3 Hz, 1H; AlaB-Hs) ppm.

HR-MS (FAB):  ber. fiir CagHasNsOs [M]*: 505.2577, gef. 505.2578,
ber. fur C29H36N305 [l\/|+H]Jr 5062649, gef 505.2648.
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Z-Isomer:

DC: R: = 0.50 (AcOEY).
[a]p®: -18.7 (¢ = 0.30 in Methanol).

"H NMR (500 MHz, [De]DMSO): 8=8.51 (d, ®J=5.7 Hz, 1H; Phea-NH), 8.08 (d,
8J=6.6 Hz, 1H; Alaa-NH), 7.35 (d, ®J=8.5 Hz, 1H; Phea-NH), 7.31-7.26 (m, 2H;
Phe3-H, Phe5-H), 7.25-7.16 (m, 6H; Phe3-H, Phe5-H, 2x Phe2-H, 2x Phe6-H),
7.15-7.12 (m, 2H; 2x Phe4-H), 5.35-5.28 (m, 2H, Oct4-H, Oct5-H), 4.41 (td,
3J=8.9/4.7 Hz, 1H; Phea-H), 4.29-4.20 (m, 2H; Oct8-H,), 4.07 (qd, 3J=7.3/7.0 Hz,
1H; Alaa-H), 3.76 (ddd, 3J=10.4/6.7/3.2 Hz, 1H; Phea-H), 3.10-3.00 (m, 3H;
Phep-Hs, PheB-H,), 2.81 (dd, %J=9.2 Hz, 2J=13.7 Hz, 1H; PheB-H,), 2.39-2.29 (m,
1H; Oct3-H,), 2.28-2.14 (m, 3H; Oct3-Hs, Oct2-Hs), 2.14-2.05 (m, 1H; Oct6-H.)
2.05-1.95 (m, 1H; Oct6-Hp), 1.61-1.44 (m, 1H; Oct7-Hs), 1.03 (d, 3J=7.3 Hz, 1H;
AlaB-Hs) ppm.

HR-MS (FAB): ber. flr CogH3sN30s [M+H]*: 506.2649, gef. 505.2677.
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(7R,105,13R,19S)-7-((1H-Indol-3-yl)methyl)-10,13,15,19-tetramethyl-1-oxa-
5,8,11-triazazyklononadec-15-en-2,6,9,12-tetraon
Cyclo-[Hdn-Ala-D-Trp-BAla] (40)

P

O (0]
HN__O
youn

Unter Argonatmosphare wurde in einem 25 mL-Festphasenreaktor 2-
Chilortritylchloridpolystyrol (200-400 mesh; 2.5 g; 3.5 mmol) vorgelegt. Eine
Lésung von N-Fmoc-geschiitztem B-Alanin (1.2 Aq., 4.2 mmol, 1.3 g) in abs.
CH.CI> (10 mL) wurde bei 23°C zum Harz gegeben. Mit einer Spritze wurde
DIPEA (4.0 Ag., 5.6 mmol, 1.0 mL) in einer Portion bei 23°C zugegeben und die
Suspension bei 23°C fir 1 h geschittelt (200 rpm). Das Harz wurde filtriert und
mit abs. CH.Cl, (1x 10 mL), abs. CH>Cl,/MeOH/DIPEA (17:2:1 v/v/v; 3x 7 mL),
CH.Cl,> (4x 10 mL), DMF (3x 10 mL), und CH.Cl, (3x 10 mL) gewaschen. Die
Aminosaurebeladung wurde bestimmt, indem eine kleine Probe des Harzes (2x 4
mg) mit DBU/Piperidin/NMP (2:2:96 v/v) N-terminal entschltzt und die UV-
Absorption (A=304 nm) der Abspaltlésung gegen eine Blindprobe bestimmt
wurde.!"

Das Harz (2.8 mmol) wurde fir 30 min mit Piperidin/DMF (1:4 v/v; 25 mL)
geschiittelt und mit DMF (3x 25 mL) gewaschen. Fmoc-D-tryptophan (2.5 Aq.,
7.0 mmol, 3.0 g), HOBt (2.5 Aq., 7.0 mmol, 0.95 g) und DIC (2.5 Aq., 7.0 mmol,
1.1 mL) wurden nacheinander in DMF (20 mL) gelést, 1 min geschttelt und dann
bei 23°C zum filtrierten Harz gegeben. Die Suspension wurde fir 3 h geschuttelt
(200 rpm) und mit DMF (3x 25 mL) gewaschen.

Zur Entschitzung wurde das Harz fir 30 min mit Piperidin/DMF (1:4 v/v; 25 mL)
geschiittelt und mit DMF (3x 25 mL) gewaschen. Fmoc-Alanin (2.5 Aq., 7.0 mmol,
2.2 g), HOBt (2.5 Aqg., 7.0 mmol, 0.95 g) und DIC (2.5 Aq., 7.0 mmol, 1.1 mL)
wurden nacheinander in DMF (20 mL) gel6ést, 1 min geschittelt und dann bei
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23°C zum filtrierten Harz gegeben. Die Suspension wurde flr 2 h geschittelt
(200 rpm) und mit DMF (3x 25 mL) gewaschen.

Das Harz wurde fur 45 min mit Piperidin/DMF (1:4 v/v; 25 mL) geschuttelt und mit
DMF (3x 25 mL) gewaschen. Nacheinander wurden 68 (2.5 Ag., 7.0 mmol, 0.73
mL), HOBt (2.5 Aq., 7.0 mmol, 0.95 g) und DIC (2.5 Ag., 7.0 mmol, 1.1 mL) in
DMF (20 mL) geldst, 1 min geschittelt und dann bei 23°C zum filtrierten Harz
gegeben. Die Suspension wurde flir 3 h geschittelt (200 rpm) und mit CH.Cl, (6x
25 mL) gewaschen.

Zur Abspaltung des Peptids wurde das Harz bei 23°C in TFA/CH2Cl, (4 % V/v; 20
mL) suspendiert, fir 1 h bei 23°C geschittelt und filtriert. Das Filtrat wurde unter
vermindertem Druck eingeengt und durch Saulenchromatographie (h = 10 cm, d
= 2 cm; CH2Clo/MeOH/AcOH 95:4.9:0.1 v/v/v) aufgereinigt. Es wurde Pea-Ala-D-
Trp-BAla-OH als farbloses Wachs erhalten.

Ausbeute: 0.56 g, 1.2 mmol, 43%.

DC: R: = 0.48 (CH2Clo,/MeOH/AcOH 12:1:0.1).

LC-MS (C18): fr = 7.56 min
ber. fir C24H33N4Os [M+H]*: 457.3, gef. 457.2,
ber. fir C30H42N4NaOs [M+Na]*: 479.2, gef. 479.2.

[a]p: -15.1 (¢ = 1.0 in Methanol).

In einem 100 mL-Rundkolben wurde Pea-Ala-D-Trp-BAla-OH (0.56 g, 1.2 mmol)
unter Argonatmosphére in abs. CH2Cl, (63 mL) und abs. DMF (7 mL) gelést. Bei
23°C wurden nacheinander EDC-HCI (2.0 Aqg., 2.5 mmol, 0.48 g), DMAP (1.2 Aq.,
1.5 mmol, 0.18 g), und (S)-5-Hexen-2-ol (4.0 Ag., 4.9 mmol, 0.59 mL), zu der
farblosen Ldésung gegeben. Die Reaktionslésung wurde fir 20 h gerGhrt, mit
AcOEt (30 mL) verdinnt und mit ges. wassriger NH4Cl-Lésung (1x 20 mL, 1x 15
mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit AcOEt (1x 20 mL) extrahiert und
die vereinten organischen Extrakte mit ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 10 mL)
gewaschen, getrocknet (MgSQO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie (h =8 cm, d = 2 cm; 5% MeOH
in CH2Cl,) aufgereinigt. Man erhielt das azyklische Depsipeptid 39 als farbloses

Wachs.
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Ausbeute: 0.42 g, 0.78 mmol, 63%.

DC: R: = 0.58 (AcOEt).

LC-MS (C18): tr =9.10 min
ber. fir C3oH43N4O5 [M+H]": 539.32, gef. 539.13,
ber. fir CzoH42N4NaOs [M+Na]*: 561.31, gef. 561.30.

'"H NMR (500 MHz, CDCls): 8=10.91 (s, 1H), 8.07 (d, 3J=7.0 Hz, 1H), 8.00 (t,
3J=5.4 Hz, 1H), 7.79 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.52 (d, ®J=8.0 Hz, 1H), 7.30 (d, ®J=8.0
Hz, 1H), 7.11 (d, 3J=1.8 Hz, 2H), 7.03 (t, J=7.5 Hz, 1H), 6.94 (t, 3J=7.4 Hz, 1H),
6.94 (ddt, 2J=16.8/10.1/6.6 Hz, 1H), 5.00 (dd, %J=17.3 Hz, 2J=1.5 Hz, 1H), 4.94
(app d, 3J=10.0 Hz, 1H), 4.79 (app dd, ®J=12.9/6.5 Hz, 1H), 4.68 (br s, 1H), 4.62
(br s, 1H), 4.40 (dd, J=13.7/7.3 Hz, 1H), 4.18 (qui, 3J=6.9 Hz, 1H), 3.21 (dtd,
3J=13.1/6.1 Hz, 2J=19.2 Hz, 2H), 3.07 (dd, 3J=5.5 Hz, *J=14.8 Hz, 1H), 2.98 (dd,
3J=7.8 Hz, 3J=14.9 Hz, 1H), 2.56-2.47 (m, 1H), 2.32 (t, °J=7.2 Hz, 1H), 2.19 (dd,
3J=7.6 Hz, ®J=13.9 Hz, 1H), 2.09-1.92 (m, 2H), 1.89 (dd, ®J=7.1 Hz, 3J=14.1 Hz,
1H), 1.66-1.50 (m, 2H), 1.65 (s, 3H), 1.15 (d, ®J=6.3 Hz, 3H), 1.13 (d, %J=7.2 Hz,
3H), 0.89 (d, °J=6.8 Hz, 3H) ppm.

Zu einer Suspension des azyklischen Depsipeptids Pea-Ala-D-Trp-BAla-OH (39;
0.39 g, 0.73 mmol) in abs. Toluol (350 mL) in einem 500 mL-Rundkolben wurde
der Katalysator C (0.15 Ag., 0.11 mmol, 69 mg) in einer Portion hinzugegeben.
Der Reaktionskolben wurde mit einem Ruckflusskihler versehen und fir 2.5 h im
Olbad (90 °C) geriihrt. Die resultierende dunkelgriine Lésung wurde auf 23°C
abgekihlt und unter vermindertem Druck eingeengt. Der grin-schwarze
Rlckstand wurde durch Saulenchromatographie (h = 8 cm, d = 2 cm; 25% -
100% AcOEt in Cyclohexan) aufgereinigt. Der resultierende graue Wachs (154
mg) wurde mittels préparativer HPLC aufgereinigt. Hierzu wurde bei einem Fluss
von 25 mL:min™" mit einem in 10 min von 10 % auf 100 % erhdhten Anteil von
MeCN (mit 0.1% TFA) in Wasser (mit 0.1 % TFA) eluiert. Nach Einengen unter
vermindertem Druck (p=120 mbar, T7=40°C) und Gefriertrocknung der
zurlckbleibenden wassrigen Phase wurden die Zyklodepsipeptide E-40 und Z-40

als farblose Wachse erhalten.
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E-Isomer:

HN
7a
B
\:(\ HN—

PAla
HN/‘*\[f E
aAla P Op

0
HN 0 .
Ausbeute: 80 mg, 0.16 mmol, 21%.
DC: R = 0.22 (AcOEY).
[a]p: +19.1 (c = 0.69 in Methanol).

"H NMR (500 MHz, [Dg]DMSO): 8=10.75 (d, J=1.5 Hz, 1H; Trp2-NH), 8.07 (d,
3J=9.0 Hz, 1H; Trp-NH), 7.97 (dd, 3J=5.7/4.9 Hz, 1H; BAla-NH), 7.57 (d, 3J=7.9
Hz, 1H; Trp4-H), 7.30 (d, °J=8.1 Hz, 1H; Trp7-H), 7.22 (d, °J=7.1 Hz, 1H; aAla-
NH), 7.07 (d, ®J=2.1 Hz, 1H Trp2-H), 7.04 (td, *J=0.9 Hz, 3J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H),
6.96 (td, “J=0.9 Hz, ®J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 5.12 (t, 3J=7.2 Hz, 1H; Hdn5-H), 4.76
(sext, 3J=6.4 Hz, 1H; Hdn8-H), 4.51 (td, 3J=9.8/4.3 Hz, 1H; Trpa-H), 4.26 (dq,
3J=6.9/6.9 Hz, 1H; aAlaa-H), 3.52-3.43 (m, 1H; BAlap-H,), 3.21-3.14 (m, 1H;
BAlaB-Hy), 3.17 (dd, 3J=4.4 Hz, 2J=14.3 Hz, 1H; TrpB-H.), 2.84 (dd, 3J=10.0 Hz,
2J=14.6 Hz, 1H; TrpB-H,), 2.53-2.45 (m, 2H; Hdn2-H, BAlaa-H,), 2.39 (ddd,
8J=7.1/4.1 Hz, 2J=11.2 Hz, 1H; BAlaa-Hp), 2.17 (dd, 3J=11.8 Hz, 2J=13.6 Hz, 1H;
Hdn3-Hz), 1.98 (dd, %J=3.4 Hz, 2J=13.5 Hz, 1H; Hdn3-H,), 1.86 (ddd, J=7.8/7.8
Hz, 2J=16.7 Hz, 1H; Hdn6-H.,), 1.78 (ddd, 3J=7.9/7.9 Hz, 2J=14.5 Hz, 1H; Hdn6-
Ho), 1.49-1.40 (m, 1H; Hdn7-H), 1.46 (s, 3H; Hdn11-Hs), 1.41-1.32 (m, 1H;
Hdn7-Hy), 1.15 (d, 3J=6.3 Hz, 3H; Hdn9-Hs), 1.03 (d, 3J=7.1 Hz, 3H; Hdn10-Hs),
0.90 (d, °J=7.0 Hz, 3H; aAlaB-Hs) ppm.
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3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): 173.8 (Hdn-1), 171.6 (aAla-C=0), 171.3 (Trp-
C=0), 171.1 (BAla-C=0), 136.0 (Trp-7a), 131.8 (Hdn-4), 127.2 (Trp-3a), 125.7
(Hdn-5), 123.6 (Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.3 (Trp-5), 118.0 (Trp-4), 111.1 (Trp-7),
110.1 (Trp-8), 70.5 (Hdn-8), 52.9 (Trp-a), 47.3 (aAla-a), 43.2 (Hdn-3), 40.4 (BAla-
a), 35.3 (BAla-B/Hdn-7), 35.2 (Hdn-7/BAla-B), 33.8 (Hdn-2), 27.9 (Trp-B), 23.8
(Hdn-6), 19.4 (Hdn-10), 18.5 (2x, Hdn-9, aAla-B), 15.5 (Hdn-11) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir CogHagN4Os [M+H]*: 511.2915, gef. 511.2953.

Z-Isomer:

Ausbeute: 30 mg, 59 umol, 8.0%.
DC: R: = 0.33 (AcOE).

"H NMR (500 MHz, [De]DMSO): 5=10.79 (s, 1H; Trp2-NH), 8.50 (d, 3J=8.5 Hz,
1H; Trp-NH), 8.16 (d, 3J=2.8 Hz, 1H; aAla-NH), 7.93 (t, 3J=4.0 Hz, 1H; BAla-NH),
7.56 (d, 3J=7.8 Hz, 1H; Trp4-H), 7.31 (d, 3J=7.9 Hz, 1H; Trp7-H), 7.10 (s, 1H
Trp2-H), 7.05 (t, 3J=7.3 Hz, 1H; Trp6-H), 6.97 (t, °J=7.1 Hz, 1H; Trp5-H), 5.18 (t,
8J=7.5 Hz, 1H:; Hdn5-H), 4.92-4.85 (m, 1H; Hdn8-H), 4.25-4.18 (m, 1H; aAlaa-H),
3.84 (dd, ®J=6.9/3.8 Hz, 1H; Trpa-H), 3.60-3.50 (m, 1H; BAlap-Hx), 3.30-3.20 (m
1H; BAlap-Hs), 3.18-3.10 (m, 1H; TrpB-H.,), 2.81 (dd, 3J=11.8 Hz, 2J=14.6 Hz, 1H;
TrpB-Hy), 2.60-2.51 (m, 1H; BAlaa-Hz), 2.37 (t, 3°J=7.2 Hz, 1H, Hdn2-H), 2.28-2.18
(m, 1H; BAlaa-H), 1.84-1.76 (m, 1H; Hdn6-H,), 1.73 (dd, 3J=4.1 Hz, 2J=12.9 Hz,
1H; Hdn3-H,), 1.65-1.55 (m, 1H; Hdn3-H,, Hdn6-H,), 1.61 (s, 3H; Hdn11-Hj),
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1.35-1.20 (m, 2H; Hdn7-H>), 1.15 (d, ®J=6.3 Hz, 3H; Hdn9-Hs), 0.95 (d, ®J=6.7 Hz,
6H; Hdn10-Hs, aAlaB-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): 176.0 (Hdn-1), 172.7 (aAla-C=0), 171.6 (Trp-
C=0), 171.0 (BAla-C=0), 136.0 (Trp-7a), 133.3 (Hdn-4), 127.1 (Trp-3a), 125.4
(Hdn-5), 123.0 (Trp-2), 120.8 (Trp-6), 118.2 (Trp-5), 118.1 (Trp-4), 111.2 (Trp-7),
109.1 (Trp-3), 69.7 (Hdn-8), 53.8 (Trp-a), 49.7 (aAla-a), 36.5 (Hdn-3/Hdn-7/BAla-
o/BAla-B), 36.1 (Hdn-3/Hdn-7/BAla-a/BAla-B), 35.4 (Hdn-3/Hdn-7/BAla-a/BAla-B),
34.7 (Hdn-3/Hdn-7/BAla-a/BAla-B), 32.6 (Hdn-2), 26.1 (Trp-B), 23.5 (Hdn-6), 22.6
(Hdn-10/Hdn-9/aAla-f)19.8 (Hdn-9/Hdn-10/aAla-B), 18.7 (aAla-B/Hdn-9/Hdn-10),
15.7 (Hdn-11) ppm.

HR-MS (ESI): ber. flr CogH3gN4Os [M+H]*: 511.2915, gef. 511.2953.

6.2.4 Versuche zum Kapitel 4.2.3 - Synthese von Fmoc-B-tyrosin

4-Hydroxyzimtsdurebenzylester (49)

Zu einer Lésung von para-Cumarsaure 47 (7.30 g, 44.5 mmol) in DMF (175 mL)
wurde in einem 250 mL-Rundkolben bei 23°C Na,COs (2.37 Ag., 105 mmol, 11.2
g) gegeben. Nach der Zugabe von Benzylbromid (3.55 Aq., 158 mmol, 18.8 mL)
bei 23°C wurde die Suspension flr 1 h bei 23° gertihrt. Wasser (500 mL) wurde
zugegeben und das Reaktionsgemisch mit AcOEt (3x 250 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden getrocknet (MgSO,) und unter
vermindertem Druck  eingeengt. Der  Rickstand  wurde  durch
Saulenchromatographie (h=8 cm, d =7 cm, 25 % - 100% AcOEt in Cyclohexan)
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aufgereinigt. Es wurde das bekannte!'®”! Benzylcumarat 49 als blass-brauner
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 8.1 g, 31.9 mmol, 72%.

DC: R: = 0.12 (Cyclohexan/AcOEt 4:1).
GC: fr =7.73 min.

Schmp.: 91 - 92°C.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 8=7.68 (d, ®J=16.0 Hz, 1H; C3-H), 7.44-7.32 (m, 7H;
C5-H; C9-H; 5x Bn), 6.85 (d, *J=8.6 Hz, 2H; C6-H, C8-H), 6.35 (d, 3J=16.0 Hz,
1H; C2-H), 6.10 (br s, 1H; C7-OH), 5.26 (s, 2H; Bn) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCl): 8=167.7 (C-1), 158.0 (C-7), 145.2 (C-3), 135.9 (Bn),
130.1 (2x, C-5, C-9), 128.6 (2x, Bn), 128.2 (Bn), 128.2 (2x, Bn), 126.9 (C-4),
115.9 (2x, C-6, C-8), 114.9 (C-2), 66.4 (Bn) ppm.

HR-MS (El): ber. fir C1gH1405 [M]': 254.0937, gef. 254.0937.

(E)-3-(4-(Triisopropylsilyloxy)phenyl)acrylsaurebenzylester (50)

/LS>\ TIPS
T

Zu einer Lésung von Benzylcumarat 49 (7.9 g, 31 mmol) in DMF (37 mL) in
einem 100 mL-Rundkolben wurde Imidazol (2.0 Aq., 63 mmol, 4.3 g) bei 23°C
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gegeben. Bei 0°C wurde TIPSCI (1.2 Ag., 37 mmol, 7.9 mL) mit einer Spritze
innerhalb 1 min hinzugetropft, und die Reaktionslésung wurde bei 0°C fiir 15 min,
dann bei 23°C fur 3 h gerthrt. Nach Zugabe von MeOH (2 mL) bei 23°C wurde
fir weitere 5 min bei 23°C gerthrt. Wasser (100 mL) wurde zugegeben und das
Reaktionsgemisch mit AcOEt (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. wassriger NH4Cl-Lésung (3x 50 mL) und Wasser (1x 20
mL) gewaschen, getrocknet (MgSO,) und unter vermindertem Druck eingeengt.
Der Rickstand wurde durch Saulenchromatographie (h =20 cm, d=8 cm, 5 %
AcOEt in Cyclohexan) aufgereinigt. Es wurde silyliertes Benzylcumarat 50 als
farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 10 g, 25 mmol, 81%.
DC: R: = 0.71 (Cyclohexan/AcOEt 4:1).
GC: fr = 10.84 min.

"H NMR (500 MHz, CDCls): 5=7.70 (d, 3J=16.0 Hz, 1H; C3-H), 7.45-7.32 (m, 7H;
C5-H, C9-H, 5x Bn), 6.89 (d, °J=8.6 Hz, 2H; C6-H, C8-H), 6.37 (d, °J=16.0 Hz,
1H; C2-H), 5.26 (s, 2H; Bn), 1.34-1.22 (m, 3H; TIPS), 1.19 (d, 8J=7.7 Hz, 18H:;
TIPS) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCly): 3=167.1 (C-1), 158.3 (C-7), 144.9 (C-3), 136.2 (Bn),
129.7 (2x, C-5, C-9), 128.5 (2x, Bn), 128.2 (Bn), 128.1 (2x, Bn), 127.4 (C-4),
120.3 (2x, C-6, C-8), 115.3 (C-2), 66.1 (Bn), 17.8 (6x, TIPS), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): v = 2944, 2892, 2866, 1713, 1633, 1600, 1509 cm™".

HR-MS (El): ber. fir CasH34O3Si[M]*: 410.2272, gef. 410.2269.
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(R)-3-(Benzyl((S)-1-phenylethyl)amino)-3-(4-
(triisopropylsilyloxy)phenyl)propansaurebenzylester (51)

/<S>\ TIPS
e

Eine Lésung von nBuLi (1.7 Ag., 52 mmol) in Hexan (¢ = 2.5 M; 21 mL) wurde bei
-78°C innerhalb von 15 min zu einer Lésung von (S)-N-(1-Phenylethyl)benzyl-
amin (1.7 Aq., 11 g, mmol) in abs. THF (110 mL) getropft. Die resultierende
lilafarbene Lésung wurde zuerst fir 7 min bei -78°C, dann fir 20 min bei 0°C
gerbhrt und danach mittels Transferkanile innerhalo von 45 min zu einer
gekuhlten (-78°C) Lésung von silyliertem Benzylcumarat 50 (12.6 g, 30.7 mmol)
in abs. THF (140 mL) in einem 500 mL-Rundkolben getropft. Die resultierende
orangefarbene Lésung wurde bei -78°C flir 22 min gerlhrt, bevor ges. wassrige
NH4CI-Lésung (100 mL) zugegeben wurde. Das Gemisch wurde eingeengt (40 °C,
170 mbar) und mit AcOEt (4x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 50 mL) gewaschen,
getrocknet (MgSQO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand
wurde durch Saulenchromatographie (h = 20 cm, d = 8 cm, 5 % AcOEt in

Cyclohexan) aufgereinigt. Es wurde benzyliertes 8-Tyrosin 51 als goldenes Ol

erhalten.

Ausbeute: 11.5 g, 18.4 mmol, 60%.

DC: R: = 0.65 (Cyclohexan/AcOEt 4:1).
LC: fr = 11.36 min.

[a]p: +1.4 (c = 1.0 in Chloroform).
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"H NMR (500 MHz, CDCls): 8=7.41 (d, J=7.4 Hz, 2H; 2x Bn), 7.33-7.12 (m, 15H;
C2-H, C6-H, 8x Bn, 5x Mbn), 6.85 (d, ®J=8.5 Hz, 2H; C3-H, C5-H), 4.91 (app q,
2J=12.4 Hz, 2H; Bn), 4.41 (dd, %J=9.5/5.5 Hz, 1H; BTyrB-H), 3.99 (g, °J=6.8 Hz,
1H; Mbn), 3.67 (s, 2H; Bn), 2.69 (dd, 3J=5.5 Hz, 2J=14.6 Hz, 1H; BTyra-H.), 2.61
(dd, 3J=9.6 Hz, 2J=14.6 Hz, 1H; BTyra-H,), 1.25 (sept, >°J=7.5 Hz, 3H; TIPS), 1.20
(d, 3J=6.9 Hz, 3H; Mbn), 1.09 (d, ®J=7.6 Hz, 18H; TIPS) ppm.

BC NMR (125 MHz, CDCls, 15°C): 8=171.6 (8Tyr-C=0), 155.2 (8Tyr-4), 144.2
(Mbn), 141.6 (Bn), 135.8 (Bn), 133.9 (8Tyr-1), 129.1 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 128.4
(2x, Bn), 128.1 (8x, Mbn, Bn), 128.0 (Bn/Mbn), 127.8 (2x, Bn/Mbn), 126.8
(Mbn/Bn), 126.5 (Bn/Mbn), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 66.0 (Bn), 58.9 (BTyr-
B/Mbn), 56.9 (Mbn/BTyrB), 50.6 (Bn), 37.5 (8Tyr-a), 17.9 (6x, TIPS), 16.2 (Mbn),
12.6 (3x, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): V = 2945, 2894, 2868, 1736, 1607, 1510 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fir C4oHs2NO3Si[M+H]*: 622.3711, gef. 622.3703.
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(R)-3-Amino-3-(4-(triisopropylsilyloxy)phenyl)propansdure (52)

O,Sij\ TIPS

Zu einer Ldsung des benzylierten B-Tyrosins 51 (12.2 g, 19.5 mmol) in
EtOH/AcOH (9:1 v/v; 150 mL) in einem zylindrischen 200 mL-Kolben wurde
Palladiumhydroxid, adsorbiert auf Aktivkohle (20% m/m, befeuchtet mit ~50%
Wasser; 3.0 g), gegeben und eine H>-Atmosphéare (10 bar) hergestellt. Die
Suspension wurde flir 23 h bei 23°C gerthrt und mit einer Celite-Saule (h =7 cm,
d = 6 cm) filtriert. Zum Filtrat wurde Toluol (40 mL) gegeben und unter
vermindertem Druck eingeengt. Es wurde B-Tyrosin 52 als farbloses Wachs,

welches ohne Aufreinigung weiterverwendet wurde, erhalten.

Ausbeute: 6.5 g, 18.9 mmol, 96%

DC: R; = 0.26 (CHCIy/MeOH 19:1).
LC: fr = 6.78 min.

[a]p: -12.6 (¢ = 2.0 in Methanol).

'"H NMR (500 MHz, CD3;0OD): 5=7.36 (d, °J=7.8 Hz, 2H; 3-H, 5-H), 6.95 (d, 3J=7.5
Hz, 2H; 2-H, 6-H), 4.60-4.50 (m, 1H; B-H), 2.98-2.85 (m, 1H; a-H,), 2.85-2.71 (m,
1H; a-Hy), 1.28 (sept, 2J=7.4 Hz, 3H; TIPS), 1.12 (d, ®J=7.3 Hz, 18H; TIPS) ppm.

3C NMR (125 MHz, CDCls): 8=175.5 (8Tyr-C=0), 158.2 (8Tyr-4), 130.6 (8Tyr-1),
129.8 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 121.5 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 53.3 (BTyr-B), 40.3 (BTyr-
a), 18.4 (6x, TIPS), 13.9 (3x, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir C1gH32NO3Si[M+H]": 338.2146, gef. 338.2146.
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(R)-3-Amino-3-(4-(triisopropylsilyloxy)phenyl)propansauremethylester (53)

4/(Sij\ TIPS
Y

Zu einer farblosen Lésung von B-Tyrosin 52 (1.5 g, 4.4 mmol) und abs. MeOH
(1.0 Aqg., 4.4 mmol, 0.14 g) in abs. CHxCl> (32 mL) in einem 50 mL-Rundkolben
wurde unter Argonatmosphéare bei 0°C mit einer Spritze innerhalb von 3 min
TMSCI (2.5 Aqg., 11 mmol, 1.4 mL) getropft. Die Reaktionsldésung wurde fiir 16 h
gertihrt und dabei langsam auf 23°C aufgewarmt. Nach Zugabe von ges.
wassriger NaHCOg3-Lésung (20 mL) wurde die wassrige Phase (pH 8) mit CH.Cl,
(2x 15 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden getrocknet
(MgSQ,) und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wurde durch
Saulenchromatographie (5 % MeOH in CH.Cl,) aufgereinigt. Es wurde der
bekannte!'® B-Tyrosinmethylester 53 als gelbfarbenes Ol erhalten.

Ausbeute: 0.82 g, 2.3 mmol, 53%

DC: R: = 0.38 (CH2Clo,/MeOH 9:1).
[a]p: +13.1 (c = 2.4 in Chloroform).
(Lit.: [a]p?>: +7.6 (¢ = 2.4 in Chloroform)!'®

"H NMR (500 MHz, CDCls): 8=7.18 (d, °J=8.5 Hz, 2H; 3-H, 5-H), 6.82 (d, *J=8.6
Hz, 2H; 2-H, 6-H), 4.35 (t, °J=6.3 Hz, 1H; B-H), 3.65 (s, 3H; OCHs), 2.65-2.61 (m,
1H; a-H.), 2.85-2.71 (m, 1H; a-Hy), 1.29-1.18 (m, 3H; TIPS), 1.08 (d, °J=7.4 Hz,
18H; TIPS) ppm.
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(R)-3-(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-3-(4-
(triisopropylsilyloxy)phenyl)propansaure (24)

TIPS A(SIJ\
g )

Zu einer Suspension von B-Tyrosin 52 (2.2 g, 6.5 mmol) in 1,4-Dioxan/Wasser
(10 mL/20 mL) in einem 250 mL-Rundkolben wurde eine wassrige NaOH-LSsung
(0.90 Ag., 0.58 M, 10 mL) innerhalb von 6 min bei 0°C mittels Pasteurpipette
getropft. Festes NaHCO; (3.2 Ag., 20 mmol, 1.7 g) wurde in einer Portion
zugegeben. Mit einer Pasteurpipette wurde eine Lésung von FmocOSu (1.3 Aq.,
8.6 mmol, 2.9 g) in 1,4-Dioxan (20 mL) bei 0°C innerhalb von 4 min zugetropft
und die Suspension bei 0°C fiir 30 min gerthrt. Das Eisbad wurde entfernt und
bei 23°C fur weitere 4 h gerthrt. Die Reaktionslésung wurde durch Zugabe von
wassriger HCI (1 M, 20 mL) angeséauert (pH 2) und mit AcOEt (2x 75 mL, 1x 50
mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. wassriger
NaCl-Lésung (1x 50 mL) gewaschen, getrocknet (MgSO4) und unter
vermindertem Druck eingeengt. Der resultierende braune Schaum wurde durch
Saulenchromatographie (h = 16 cm, d = 4 cm, 2% - 4% MeOH in CHCIs)
aufgereinigt. Es wurde Fmoc-geschitztes B-Tyrosin 24 als farbloser Schaum

erhalten.

Ausbeute: 2.4 g, 4.3 mmol, 67%.

DC: R: = 0.52 (CHCI3/MeOH 10:1).
LC: fr = 10.56 min.

[a]p®: +16.1 (¢ = 1.1 in Chloroform).
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'"H NMR (400 MHz, [Dg]DMSO): 5=12.2 (br s, 1H; COOH); 7.88 (d, 3H;3J=8.0 Hz,
BTyr2-H , BTyr6-H, BTyr3-NH), 7.66 (d,3J=6.8 Hz, 2H; Fmoc), 7.44-7.35 (m, 2H;
Fmoc), 7.35-7.25 (m, 2H; Fmoc), 7.19 (d, 3J=8.0 Hz , 2H; Fmoc), 6.79 (d, 3H;
8J=8.4 Hz, BTyr3-H, BTyr5-H), 4.89 (ddd, %J=8.2/8.2/6.8 Hz, 1H; BTyrB-H), 4.29-
4.24 (m, 2H; Fmoc), 4.24-4.15 (m, 1H; Fmoc), 2.69 (dd, 3J=9.0 Hz, 2J=15.4 Hz,
1H; BTyra-Hz), 2.60 (dd, 2J=6.4 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; BTyra-Hy), 1.29-1.16 (m, 3H;
TIPS), 1.04 (d, ®J=7.2 Hz, 18H; TIPS) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): 8=171.7 (8Tyr-C=0), 155.2 (Fmoc), 154.2 (BTyr-4),
143.8 (Fmoc), 143.7 (Fmoc), 140.6 (2x, Fmoc), 135.4 (BTyr-1), 127.5 (4x, Fmoc,
BTyr-2, BTyr-6), 126.9 (2x, Fmoc), 125.1 (2x, Fmoc), 120.0 (2x, Fmoc), 119.1 (2x,
BTyr-3, BTyr-5), 65.2 (Fmoc), 50.9 (BTyr-B), 46.6 (Fmoc), 41.1 (BTyr-a), 17.7 (6x,
BTyr-2), 12.0 (3x, BTyr-1) ppm.

IR (in Substanz): v = 2944, 2866, 1709, 1607, 1509, 1450, 1263 cm™".

HR-MS (FAB): ber. fiir Ca3sH4oNOsSi [M+H]*: 560.2827, gef. 560.2826.
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6.2.5 Versuche zum Kapitel 4.2.4 - Synthese der Abrinbausteine
(R)-2-(Benzyl(methyl)amino)-3-(1H-indol-3-yl)propansaure (58)

Eine Suspension von D-Tryptophan 57 (12.5 g, 61.2 mmol) und Benzaldehyd
(1.20 Aq., 73.5 mmol, 7.87 g) in MeOH (500 mL) wurde bei 23°C fiir 2 h geriihrt,
bevor NaCNBH; (1.12 Aq., 68.6 mmol, 4.35 @) in einer Portion bei 0°C
zugegeben wurde. Nach 15 h Riahren bei 23°C wurde die Suspension filtriert. Es
wurde N-Benzyl-D-tryptophan als farbloser Feststoff, der ohne Aufreinigung

weiterverwendet wurde, erhalten.
Ausbeute: 17.2 g, 58.4 mmol, 95%.
LC: tr = 5.16 min.

"H NMR (500 MHz, DoO/NaOH): 8=7.45 (d, *J=7.9 Hz, 1H), 7.28 (d, J=8.2 Hz,
1H), 7.16-7.06 (m, 3H), 7.05-6.99 (m, 3H), 6.97 (s, 1H), 6.93 (t, 3J=7.4 Hz, 1H),
3.54 (d, 3J=12.9 Hz, 1H), 3.36 (d, 3J=12.9 Hz, 1H), 3.29 (t, 3J=6.8 Hz, 1H), 2.94
(dd, 3J=6.7 Hz, 2J=14.3 Hz, 1H), 2.89 (dd, ®J=6.6 Hz, 2J=14.3 Hz, 1H) ppm.

3C NMR (125 MHz, D,O/NaOH): 5=184.3, 141.6, 138.8, 131.2 (2x), 131.1 (2x),
129.8, 126.6, 124.3, 121.6, 121.4, 114.3, 113.4, 66.0, 53.7, 31.4 ppm.

IR (in Substanz): v = 3410, 1598, 1457, 1388, 701 cm".

Eine Suspension von N-Benzyl-D-tryptophan (17.2 g, 58.4 mmol) und NaCNBHj;
(1.43 Aqg., 83.6 mmol, 5.30 g) in MeOH (300 mL) wurde bei 23°C fiir 10 min
geriihrt. Bei 0°C wurde para-Formaldehyd (1.42 Aq., 83.0 mmol, 2.52 g) in einer
Portion hinzugeflgt, die Reaktionslésung fiir 40 h bei 23°C gerihrt und dann
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unter vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wurde in AcOEt
aufgenommen und erneut unter vermindertem Druck eingeengt (2x), woraufhin
ein Feststoff ausfiel. Filtration lieferte Benzylabrin 58 als farblosen Feststoff (3.12
g). Das Filtrat wurde mit AcOEt verdinnt und unter vermindertem Druck
eingeengt (2x). Saulenchromatographie (h = 15 cm, d = 7 cm, 20% MeOH in
CHxCl,) des zuriickbleibenden orangefarbenen Ols lieferte weiteres Benzylabrin
58 als farblosen Feststoff (9.43 Q).

Ausbeute: 12.6 g, 40.7 mmol, 70%.

DC: R: = 0.17 (CH2Cl/MeOH 10:1).
LC: fr = 5.27 min.

Schmp.: 70 - 72°C (Zersetzung).

[a]p®: +1.6 (¢ = 1.1 in Methanol).

"H NMR (500 MHz, CD3s0OD): 8=7.55 (d, %J=7.9 Hz, 1H; Trp4-H), 7.43-7.36 (m,
2H; Bn), 7.36-7.31 (m, 2H; Bn), 7.31-7.24 (m, 3H; Trp6-H), 4.37 (d, %J=12.8 Hz,
1H; Bn), 4.09 (d, *J=12.8 Hz, 1H; Bn), 4.02 (dd, 3J=8.3/5.4 Hz, 1H; Trpa-H), 3.62
(dd, %J=5.2 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; Trpp-H,), 3.42 (dd, ®J=8.4 Hz, 2J=15.8 Hz, 1H;
TrpB-Hy), 2.74 (s, 3H; NCHs) ppm.

3C NMR (125 MHz, CD3OD): 5=172.7 (Trp-C=0), 138.2 (Trp-7a), 131.8 (Bn),
131.7 (2x, Bn), 130.8 (2x, Bn), 130.1 (Bn), 128.2 (Trp-3a), 125.0 (Trp-2), 122.9
(Trp-6), 120.2 (Trp-5), 119.3 (Trp-4), 112.6 (Trp-7), 110.3 (Trp-3), 69.4 (Trp-a),
59.7 (Bn), 38.5 (Trp-NCHs), 25.0 (Trp-B) ppm.

IR (in Substanz): v = 3442, 1639, 1623, 1350, 1325, 738 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fir C1gH21N20, [M+H]*: 309.1598, gef. 309.1598.
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(R)-2-(Methyl)amino)-3-(1H-indol-3-yl)propansaure (59)

Zu einer Lésung von Benzyltryptophan 58 (3.61 g, 11.7 mmol) in EtOH/AcOH
(2:1 v/v; 81 mL) in einem zylindrischen 200 mL-Kolben wurde Palladiumhydroxid,
adsorbiert auf Aktivkohle (20% m/m, befeuchtet mit ~50% Wasser; 0.92 Q),
gegeben und eine Hx-Atmosphare (8 bar) hergestellt. Die Suspension wurde flr
20 h bei 23°C gerlhrt und ausgefallener Feststoff anschlieBend durch Zugabe
von AcOH gel6st. Die Losung wurde mit einer Celite-Saule filtriert, das Filtrat
unter vermindertem Druck eingeengt und der Rlckstand mit MeOH versetzt.
Nach Filtration wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Es wurde N-Methyl-
D-tryptophan 59 als blass pinkfarbener Feststoff, welcher ohne Aufreinigung

weiterverwendet wurde, erhalten.

Ausbeute: 1.83 g, 8.38 mmol, 71%.

LC: tr =4.17 min.

[a]p: -43.2 (c=0.98 in 0.5 N wassriger HCI-L&sung).

Literaturwert: +41.5 (c = 2.5in 0.5 N wassriger HCI-L6sung) fiur N-Methyl-

L-tryptophan von Acros Organics .

'H NMR (500 MHz, D,O/NaOH): 5=7.68 (d, %J=7.9 Hz, 1H; Trp4-H), 7.45 (d,
3J=8.1 Hz, 1H; Trp7-H), 7.20 (t, ®J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H), 7.15 (s, 1H; Trp2-H),
7.12 (t, 3J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 3.28 (t, °J=6.7 Hz, 1H; Trpa-H), 3.08-2.97 (m, 2H;
TrpB-Hz), 2.21 (s, 3H, Trp-NCH;) ppm.

3C NMR (125 MHz, D,O/NaOH): 5=183.4 (Trp-C=0), 137.5 (Trp-7a), 128.7 (Trp-
3a), 125.5 (Trp-2), 123.1 (Trp-6), 120.4 (Trp-5), 120.2 (Trp-4), 113.2 (Trp-7),
112.2 (Trp-3), 67.5 (Trp-a), 34.7 (Trp-NCHs), 30.0 (Trp-B) ppm.
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IR (in Substanz): v = 3403, 1584, 1399, 764 cm™.

(R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(methyl)amino)-3-(1H-indol-3-yl)-

propansaure (60)

|
O-_N
Y
0]
4

N-Methyl-D-tryptophan (0.973 g, 4.46 mmol) wurde in 1,4-Dioxan/Wasser (3:2 v/v,
20 mL) suspendiert. Eine Lésung von NaOH (0.99 Ag., 0.176 g, 4.40 mmol) in
Wasser (16 mL) wurde bei 0°C mittels Pasteurpipette zugetropft. Festes NaHCO;
(1.5 Aq., 0.700 g, 6.60 mmol) wurde in einer Portion zugegeben. Mit einer
Pasteurpipette wurde eine Lésung von FmocOSu (1.1 Aqg., 1.654 g, 4.90 mmol)
in 1,4-Dioxan (12 mL) bei 0°C zugetropft und die Suspension bei 0°C fir 1 h
geritihrt. Nach entfernen des Eisbads wurde die Suspension bei 23°C flr weitere
3 h gerdhrt, in Wasser (72 mL) gegossen und mit Et;O (70 mL) extrahiert. Das
Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von wassriger HCI (6 N) angeséauert (pH
4) und mit AcOEt (1x 150 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 50 mL) gewaschen, getrocknet
(MgSQ,) und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wurde durch
Saulenchromatographie (6% MeOH in CH.Cl,) aufgereinigt. Es wurde
bekanntes!'?® Fmoc- N-Methyl-D-tryptophan 60 als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 1.72 g, 3.91 mmol, 88%.

DC: R = 0.59 (CHoCly/MeOH 10:1).
LC: fr = 7.81 min.

[a]o®: +43.9 (¢ = 0.72 in Chloroform).
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'"H NMR (500 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis 1.7:1), Hauptrotamer:
5=7.99 (br s, 1H; Trp2-NH), 7.80-7.70 (m, 2H; Fmoc), 7.63 (d, °J=7.7 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.56-7.49 (m, 1H; Fmoc), 7.47-7.32 (m, 3H; Fmoc, Trp7-H), 7.31-7.24
(m, 1H; Fmoc), 7.24-7.17 (m, 2H; Fmoc, Trp6-H), 7.14 (i, 8J=7.5Hz, 1H; Trp5-H),
7.00 (s, 1H; Trp2-H), 5.03 (dd, %J=10.5/5.2 Hz, 1H; Trpa-H), 4.42 (d, %J=7.0 Hz,
2H; Fmoc), 4.23 (t, 3J=6.9 Hz, 1H; Fmoc), 3.50 (dd, 3J=5.0 Hz, 2J=15.4 Hz, 1H;
TrpB-H,), 3.35 (dd, ®J=10.3 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; TrpB-Hb), 2.80 (s, 3H; Trp-NCHs)
ppm; Nebenrotamer: 7.99 (br s, 1H; Trp2-NH), 7.80-7.70 (m, 2H; Fmoc), 7.63 (d,
3J=7.7 Hz, 1H; Trp4-H), 7.56-7.49 (m, 1H; Fmoc), 7.47-7.32 (m, 3H; Fmoc, Trp7-
H), 7.31-7.24 (m, 1H; Fmoc), 7.24-7.17 (m, 2H; Fmoc, Trp6-H), 7.09 (t, °J=7.3 Hz,
1H; Trp5-H), 6.73 (s, 1H; Trp2-H), 4.84 (dd, 8J=10.6/4.5 Hz, 1H; Trpa-H), 4.46
(dd, 3J=6.4 Hz, 2J=10.5 Hz, 1H; Fmoc), 4.30 (dd, 3J=5.7 Hz, 2J=10.5 Hz, 1H;
Fmoc), 4.06 (t, 3J=5.8 Hz, 1H; Fmoc), 3.40-3.30 (m, 1H; TrpB-H.), 3.00 (dd,
3J=10.9 Hz,2J=15.0 Hz, 1H; TrpB-Hy), 2.84 (s, 3H; Trp-NCHs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): Rotamerengemisch, Hauptrotamer: 8=175.1 (Trp-
C=0), 157.0 (Fmoc), 143.8 (2x, Fmoc), 141.3 (Fmoc), 143.2 (Fmoc), 136.0 (Trp-
7a), 128.2 (Fmoc), 127.7 (2x, Trp-3a, Fmoc), 127.0 (2x, Fmoc), 125.0 (Fmoc),
124.7 (Fmoc), 122.4 (Trp-6/Trp-2), 122.2 (2%, Trp-2/Trp-6, Fmoc), 120.0 (3x, Trp-
5, Fmoc), 118.3 (Trp-4), 111.3 (Trp-3/Trp-7), 111.0 (Trp-7/Trp-3), 67.8 (Fmoc),
60.1 (Trp-a), 47.1 (Fmoc), 32.4 (Trp-NCHj3), 24.5 (Trp-B) ppm.

HR-MS (FAB): ber. fir Co7H24N204 [M]*: 440.1736, gef. 440.1738.
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(R)-2-((((9H-Fluoren-9-ylymethoxy)carbonyl)(methyl)amino)-3-(1H-indol-3-yl)-

propansauremethylester (62)

In einem 25 mL-Rundkolben, ausgestattet mit einem Rihrkern, wurde
Aminosaure 60 (98 mg, 0.22 mmol) unter Argonatmosphare in abs. CHxCl, (10
mL) geldst. Nacheinander wurden bei 23°C DMAP (0.1 Aq., 2.7 mg, 22 pmol),
MeOH (20 Aq., 4.4 mmol, 0.18 mL), DIPEA (2.0 Aq., 0.44 mmol, 78 uL), und
EDC-HCI (2.0 Aqg., 0.44 mmol, 86 pg) zu der farblosen Ldsung gegeben. Die
Reaktionslésung wurde bei 23°C fir 17 h gerthrt. Nach Zugabe von ges.
wassriger NH4Cl Lésung (1x 10 mL) und AcOEt (20 mL) wurden die Phasen
getrennt und die wassrige Phasen mit AcOEt (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 10 mL)
gewaschen, getrocknet (MgSO,) und unter vermindertem Druck eingeengt. Der
Rackstand (0.11 g) wurde durch S&ulenchromatographie (h=11.5cm, d=1 cm,
20% - 40% AcOEt in Cyclohexan) aufgereinigt. Es wurde Methylester 62 als
farbloses Wachs erhalten. Die physikalischen Eigenschaften stimmen mit
Ausnahme des optischen Drehwerts mit den flr das bekannte Enantiomer

publizierten Daten!"® @iberein.

Ausbeute: 66 mg, 0.15 mmol, 65 %.

DC: R: = 0.44 (AcOEt/Cyclohexan 2:3)

LC: fr = 8.72 min.

[a]p?®: +62.6 (c = 1.0 in Methanol).

Literaturwert: -43.3 (c = 0.49 in Chloroform) fir Fmoc-N-Methyl-L-trypto-
phanmethylester!'?®!
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'H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis 1.5:1), Hauptrotamer:
5=8.07 (s, 1H; Trp2-NH), 7.76 (d, 3J=8.0 Hz, 2H; Fmoc), 7.64 (d, 3J=7.6 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.53 (d, 3J=7.6 Hz, 1H; Fmoc), 7.48-7.06 (m, 8H; Fmoc, Trp7-H, Trp6-H,
Trp5-H), 7.01 (s, 1H; Trp2-H), 5.15 (dd, %J=10.4/5.2 Hz, 1H; Trpa-H), 4.44-4.32
(m, 2H; Fmoc), 4.29-4.19 (m, 1H; Fmoc), 3.77 (s, 3H; Trp-OCH;), 3.48 (dd,
3J=5.4 Hz, 2J=15.4 Hz, 1H; TrpB-H.), 3.28 (dd, *J=10.4 Hz, 2J=15.6 Hz, 1H; Trpp-
Hy), 2.85 (s, 3H; Trp-NCHs;) ppm; Nebenrotamer: 6=8.05 (s, 1H; Trp2-NH), 7.74
(d, 3J=9.2 Hz , 2H; Fmoc), 7.57 (d, ®J=7.6 Hz, 1H; Trp4-H), 7.48-7.06 (m, 9H;
Fmoc, Trp7-H, Trp6-H, Trp5-H), 6.75 (s, 1H; Trp2-H), 4.89 (dd, %J=10.4/4.8 Hz,
1H; Trp-H®), 4.44-4.19 (m, 2H; Fmoc-H.), 4.05 (t, 3J=6.0 Hz, 1H; Fmoc), 3.71 (s,
3H; Trp-OCHs), 3.36 (dd, 3J=4.8 Hz, 2J=15.6 Hz, 1H; Trp-H*,), 3.02 (dd, %J=10.8
Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; Trp-H%,), 2.86 (s, 3H; Trp-NCHs) ppm.

BCNMR (100 MHz, CDCl3): Rotamerengemisch  (Verhdltnis  1.5:1),
Hauptrotamer: 6=171.7 (Trp-C=0), 156.6 (Fmoc), 143.9 (Fmoc), 143.8 (Fmoc),
141.3 (2x, Fmoc), 136.0 (Trp-7a), 127.6 (Trp-3a), 127.6 (2x, Fmoc), 127.0 (2x,
Fmoc), 125.0 (Fmoc), 125.0 (Fmoc), 122.2 (Trp-2/Trp-6), 122.1 (Trp-6/Trp-2),
120.0 (2x, Fmoc), 119.5 (Trp-5), 118.4 (Trp-4), 111.2 (2x, Trp-3, Trp-7), 67.6
(Fmoc), 59.1 (Trp-a), 52.3 (Trp-OCH3), 47.1 (Fmoc), 31.3 (Trp-NCHs), 24.6 (Trp-
B) ppm; Nebenrotamer: 6=171.4 (Trp-C=0), 156.1 (Fmoc-C=0), 144.1 (Fmoc),
143.7 (Fmoc), 141.2 (2x, Fmoc), 136.0 (Trp-7a), 127.6 (2x, Fmoc), 127.3 (Trp-
3a), 127.0 (Fmoc), 127.0 ( Fmoc), 124.8 (Fmoc), 124.7 (Fmoc), 122.4 (Trp-2/Trp-
6), 122.1 (Trp-6/Trp-2), 120.0 (2x, Fmoc), 119.5 (Trp-5), 118.3 (Trp-4), 111.2
(Trp-7), 111.0 (Trp-3), 67.4 (Fmoc), 59.1 (Trp-a), 52.3 (Trp-OCHs), 47.1 (Fmoc),
31.3 (Trp-NCH3), 24.8 (Trp-B) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fiir CosH27N204 [M+H]*: 455.1965, gef. 455.1959.
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(R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(methyl)amino)-3-(2-brom-1H-indol-
3-yl)propansauremethylester (63)

O N a
Y e

Fmoc 4 33 NH

Trp

7a
5
7
6

Unter Argonatmosphire wurde NBS (1.10 Aq., 73.8 pmol, 13.1 mg) zu einer
Lésung von Methylester 62 (30.5 mg, 67.1 pmol) in abs. CH2Cl, (10 mL) in einem
10 mL-Rundkolben in einer Portion bei 23°C gegeben. Die Ldésung wurde bei
23°C fur 10 min gerthrt, woraufhin ein Farbwechsel von farblos Uber orange
nach rosa zu beobachten war. Kieselgel (1 cm® wurde hinzugegeben. Die
Suspension wurde unter vermindertem Druck eingeengt und mittels
Saulenchromatographie (h=10cm, d=1 cm, 15% - 20% AcOEt in Cyclohexan)

aufgereinigt. Es wurde Methylester 63 als farbloser Schaum erhalten.

Ausbeute: 30.8 mg, 57.7 pmol, 86%.

DC: R; = 0.66 (AcOEt/Cyclohexan 2:3).
LC: fr = 8.98 min.

[a]p23: +61.8 (c = 1.0 in Methanol).

'H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis 1.5:1), Hauptrotamer:
5=8.26 (s, 1H; Trp2-NH), 7.75 (d, 3°J=7.6 Hz, 2H; Fmoc), 7.57 (d, 3J=7.6 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.51-7.20 (m, 7H; Fmoc, Trp7-H), 7.19-7.02 (m, 2H; Trp6-H, Trp5-H),
4.95 (dd, 3J=9.8/5.4 Hz, 1H; Trp-H"), 4.40-4.24 (m, 2H; Fmoc), 4.20-4.14 (m, 1H;
Fmoc), 3.76 (s, 3H; Trp-OCHs), 3.48 (dd, 3U=5.2 Hz, 2J=15.8 Hz, 1H; TrpB-Hh),
3.31 (dd, %J=10.3 Hz, 2J=14.7 Hz, 1H; Trpp-Hs), 2.88 (s, 3H; Trp-NCH,) ppm;
Nebenrotamer: 8=8.31 (s, 1H; Trp2-NH), 7.75 (d, J=7.6 Hz, 2H; Fmoc), 7.51-
7.20 (m, 8H; Trp4-H, Trp7-H, Fmoc), 7.19-7.02 (m, 2H; Trp6-H, Trp5-H), 4.91 (dd,
8J=10.0/5.6 Hz, 1H; Trpa-H), 4.40-4.10 (m, 2H; Fmoc), 4.00 (t, 3J=6.2 Hz, 1H;
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Fmoc), 3.69 (s, 3H; Trp-OCHs), 3.40-3.20 (m, 1H; TrpB-H,), 2.97 (dd, %J=10.2 Hz,
2J=15.0 Hz, 1H; TrpB-H,), 2.86 (s, 3H; Trp-NCHs) ppm.

BCNMR (100 MHz, CDCls): Rotamerengemisch  (Verhdltnis  1.5:1),
Hauptrotamer: 6=171.2 (Trp-C=0), 156.2 (Fmoc), 143.9 (Fmoc), 143.8 (Fmoc),
141.2 (Fmoc), 141.2 (Fmoc), 136.0 (Trp-7a), 127.6 (3x, Trp-3a, Fmoc), 127.0 (2x,
Fmoc), 125.1 (Fmoc), 125.1 (Fmoc), 122.4 (Trp-6), 120.2 (Trp-5), 119.9 (Fmoc),
119.9 (Fmoc), 118.0 (Trp-4), 111.0 (Trp-7), 110.5 (Trp-3), 67.7 (Fmoc), 59.8 (Trp-
a), 52.4 (Trp-OCHs3), 47.0 (Fmoc), 33.1 (Trp-NCHs3), 24.8 (Trp-B) ppm;
Nebenrotamer: 6=171.1 (Trp-C=0), 156.0 (Fmoc), 144.1 (Fmoc), 143.6 (Fmoc),
141.2 (Fmoc), 141.2 (Fmoc), 136.0 (Trp-7a), 127.6 (Fmoc), 127.6 (Fmoc), 127.3
(Trp-3a), 127.0 (2x, Fmoc), 124.9 (Fmoc), 124.8 (Fmoc), 122.4 (Trp-6), 120.2
(Trp-5), 119.9 (Fmoc), 119.9 (Fmoc), 118.0 (Trp-4), 110.7 (Trp-7), 110.6
(Trp-3), 67.6 (Fmoc), 59.0 (Trp-a), 52.4 (Trp-OCHs), 47.0 (Fmoc), 32.7 (Trp-
NCHs), 25.1 (Trp-B) ppm.

3
3

IR (in Substanz): v = 3277, 3063, 2925, 2849, 1742, 1684, 1449 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fiir CogHas"°BrNO4 [M+H]*: 533.1071, gef. 533.1067.
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(R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)ymethoxy)carbonyl)(methyl)amino)-3-
(2-brom-1H-indol-3-yl)propansaure (25)

g O N a
Y

Trp

Fmoc 4 3a NH

7a

7
6

Zu einer Lésung des bromierten Methylesters 63 (470 mg, 0.88 mmol) in abs.
1,2-Dichlorethan (50 mL) in einem 250 mL-Rundkolben wurde unter
Argonatmosphére bei 23°C Me3SnOH (10 Ag., 8.8 mmol, 1.6 g) gegeben, die
Suspension auf 80°C aufgeheizt und bei 80°C fiir 20 h gerlhrt. Die Suspension
wurde auf 23°C abgekihlt und unter vermindertem Druck eingeengt. Der
Rlckstand wurde in AcOEt (18 mL) aufgenommen und mit wassriger HCI-Lésung
(3x 5 mL 1M) und ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 5 mL) gewaschen, getrocknet
(MgSQ4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Saulenchromatographie (h =
12cm, d=2cm, 1 % - 5% MeOH in CHCI;) lieferte Fmoc-2-Br-NMe-D-Trp-OH

(25) als orangefarbenes Ol.

Ausbeute: 0.30 g, 0.57 mmol, 65%.

DC: R: = 0.25 (CHCly/MeOH 19:1).
LC: fr = 7.97 min.

[a]p®: +40.5 (c = 1.0 in Methanol).

'HNMR (400 MHz, [Dg]DMSO): Rotamerengemisch (Verhaltnis 1.5:1),
Hauptrotamer: 6=12.92 (br s, 1H, Trp-COOH), 11.66 (s, 1H; Trp2-NH), 7.86 (d,
8J=7.6 Hz, 2H; Fmoc), 7.56-7.23 (m, 8H; Trp4-H, Trp7-H, Fmoc), 7.06 (t, 3J=7.4
Hz, 1H; Trp6-H), 6.99 (t, J=7.4 Hz, 1H, Trp5-H), 4.79 (dd, °J=10.2/5.0 Hz, 1H;
Trpa-H), 4.18-4.11 (m, 2H; Fmoc), 3.92-3.82 (m, 1H; Fmoc), 3.36-3.11 (m, 2H;
TrpB-Hz), 2.76 (s, 3H; Trp-NCHs) ppm; Nebenrotamer: 6=13.09 (br s, 1H, Trp-
COOH), 11.73 (s, 1H; Trp2-NH), 7.88 (d, °J=7.6 Hz, 2H; Fmoc), 7.56-7.17 (m, 8H;
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Trp4-H, Trp7-H, Fmoc), 7.06 (t, 3J=7.4 Hz, 1H; Trp6-H), 7.02-6.93 (m, 1H, Trp5-
H), 5.08-4.99 (m, 1H; Trpa-H), 4.20-3.97 (m, 2H; Fmoc), 3.92-3.82 (m, 1H; Fmoc),
3.36-3.11 (m, 2H; Trpp-Hz), 2.78 (s, 3H; Trp-NCH;) ppm.

BCNMR (100 MHz, [D¢]DMSO): Rotamerengemisch (Verhaltnis 1.5:1),
Hauptrotamer: 6=171.9 (Trp-C=0), 155.4 (Fmoc), 143.6 (Fmoc), 143.3 (Fmoc),
140.5 (Fmoc), 140.5 (Fmoc), 136.0 (Trp-7a), 127.5 (3x, Trp-3a, Fmoc), 127.0 (2x,
Fmoc), 125.0 (Fmoc), 124.9 (Fmoc), 121.4 (Trp-6), 120.0 (3x, Trp-5, Fmoc),
119.2 (Trp-4), 110.7 (Trp-3/Trp-7), 110.7 (Trp-7/Trp-3), 109.4 (Trp-2), 66.8
(Fmoc), 59.2 (Trp-a), 46.4 (Fmoc), 32.4 (Trp-NCH3), 23.9 (Trp-B) ppm;
Nebenrotamer: 6=171.9 (Trp-C=0), 155.3 (Fmoc), 143.6 (Fmoc), 143.5 (Fmoc),
140.5 (Fmoc), 140.5 (Fmoc), 136.0 (Trp-7a), 127.5 (3%, Trp-3a, Fmoc), 127.0 (2x,
Fmoc), 125.0 (Fmoc), 124.8 (Fmoc), 121.4 (Trp-6), 120.0 (3x, Trp-4, Fmoc),
119.2 (Trp-5), 110.7 (Trp-3/Trp-7), 110.7 (Trp-7/Trp-3), 67.0 (Fmoc), 59.2 (Trp-a),
46.3 (Fmoc), 32.4 (Trp-NCHj3), 23.9 (Trp-B) ppm.

IR (in Substanz): v = 3275, 3017, 2954, 1718, 1683, 1451 cm™.

HR-MS (ESI): ber. fiir Co7H24"°BrNO4 [M+H]*: 519.0914, gef. 519.0909.
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6.2.6 Versuche zum Kapitel 4.2.5 - Synthese von Dimethylpentensaure

(R)-4-1sopropyl-5,5-diphenyl-3-propionyloxazolidin-2-on (65)
O O

O)zLN/EJ\/B’
.

2

Eine Lésung von nBuLi (1.04 Ag., 26.0 mmol) in Hexan (¢ = 2.50 M; 10.4 mL)
wurde unter Argonatmosphare innerhalb von 10 min mit einer Spritze bei 0°C zu
einer Lésung von (R)-4-lIsopropyl-5,5-diphenyloxazolidin-2-on (7.03 g, 25.0 mmol)
in abs. THF (100 mL) in einem 250 mL-Rundkolben getropft. Propionsaurechlorid
(1.20 Ag., 30.0 mmol, 2.62 mL) wurde per Spritze schnell in einer Portion zu der
leicht orangefarbenen Lésung bei 0°C gegeben, und die Reaktionslésung wurde
bei 23°C flr 16 h gerthrt. Eine ges. wassrige Lésung von NH,4Cl (25 mL) wurde
hinzugegeben und die Mischung mit Et,O (100 mL) verdinnt. Nach
Phasentrennung wurde die organische Phase mit wassriger HCI-Lésung (5%
m/m, 2x 70 mL), wassriger NaOH-Lésung (5% m/m, 2x 70 mL), und ges.
wassriger NaCl-Lésung (1x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde
getrocknet (MgSO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Es wurde ein
farbloser Feststoff (8 g) erhalten. Umkristallisation des Rohprodukts (Et.O/n-
Pentan) lieferte das bekannte!''"! Acyloxazolidinon 65 als farblose Nadeln.

Ausbeute: 6.00 g, 17.8 mmol, 71%.

DC: R: = 0.29 (Cyclohexan/AcOEt 19:1).
GC: fr = 7.39 min.

Schmp.: 109 -110°C

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): 8=7.49-7.27 (m, 10H; Ph), 5.38 (d, ®J=3.3 Hz, 1H; 4"-
H), 2.93 (dq, 3J=7.4 Hz, 2J=17.3 Hz, 1H; 2-H,), 2.73 (dq, 3J=7.4 Hz, 2J=17.3 Hz,
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1H; 2-H,), 1.97 (sept d, %J=6.8/3.4 Hz, 1H; 6™-H), 1.09 (t, °J=7.4 Hz, 3H; 3-Hs),
0.88 (d, ®J=7.0 Hz, 3H; 7-Hs/8"-H5), 0.76 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; 8"-Hs/7"-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDClg): 5=173.9 (C-1), 153.0 (C-2°), 142.3 (Ph), 138.1 (Ph),
128.8 (2%, Ph), 128.5 (Ph), 128.3 (2x, Ph), 127.8 (Ph), 125.8 (2x, Ph), 125.5 (2x,
Ph), 89.3 (C-57), 64.3 (C-4"), 29.8 (C-6"), 28.8 (C-2), 21.7 (C-7'/C-8"), 16.3 (C-
8°/C-7"), 8.6 (C-3) ppm.

(R)-3-((S)-2,4-Dimethylpent-4-enoyl)-4-isopropyl-5,5-diphenyloxazolidin-2-on (66)

Unter Argonatmosphéare wurde eine Lésung von nBuLi (1.30 Ag., 85.0 mmol) in
Hexan (¢ = 2.50 M; 34.0 mL) innerhalb von 10 min mit einer Spritze bei -78°C zu
einer Lésung von Diisopropylamin (1.30 Aq., 84.8 mmol 12.0 mL) in abs. THF
(170 mL) in einem 250 mL-Rundkolben getropft und fiir 30 min bei -78°C gerihrt.
Mit einer Transferkanile wurde die leicht orangefarbene Lésung innerhalb von 35
min zu einer auf -78°C gekiihlten Lésung von Acyloxazolidinon 65 (1.00 Aqg., 22.0
g, 65.2 mmol) in abs. THF (220 mL) getropft und bei -78°C fir 2.5 h gerthrt. Eine
Lésung von abs. ZnBr (1.3 Aq., 19 g, 85 mmol) in abs. THF (100 mL) wurde bei
-78°C mittels Transferkanile innerhalb von 10 min zugetropft und bei -78°C fir
weitere 30 min gerihrt, bevor 3-Brom-2-methyl-1-propen (4.00 Ag., 261 mmol,
26.3 mL) schnell in 2 Portionen mit einer Spritze bei -78°C hinzugegeben wurde.
Das Reaktionsgemisch wurde fir 14 h gerthrt und dabei langsam auf -15°C
aufgewarmt. Eine ges. wassrige Lésung von NH4Cl wurde hinzugegeben (200
mL), und die Phasen wurden getrennt. Die wéassrige Phase wurde mit Et:O (1x
200 mL, 4x 100 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit
wassriger HCI-Lésung (1 M, 2x 150 mL), wassriger NaOH-L6sung (1 M, 2x 150
mL) und ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 100 mL) gewaschen, getrocknet
(MgSQO4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Der feste gelbliche
Rackstand (25 g) wurde in Et,O (200 mL, 34°C) suspendiert und filtriert. Das
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Filtrat wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Nach Umkristallisation des
Rohprodukts (Et,O/n-Pentan) wurde Pentenoyloxazolidinon 66 als farblose

Nadeln erhalten.

Ausbeute: 16.83 g, 42.56 mmol, 65%.
DC: R: = 0.67 (Cyclohexan/AcOEt 4:1).
GC: fr = 8.08 min.
de.>98 %
Schmp.: 120°C.
[aln®: +179.8 (c = 0.50 in CHCl3).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): 8=7.50-7.24 (m, 10H; Ph), 5.38 (d, J = 3.0 Hz, 1H;
4’-H), 4.77 (s, 1H; 5-Hgs), 4.73 (s, 1H; 5-Hirans), 3.96-3.86 (m, 1H; 2-H), 2.56 (dd,
8J=7.2 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; 3-H), 2.02 (dd, 3U=7.7 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H; 3-H),
1.95 (sept d, 3J=6.7/3.2 Hz, 1H; 6"-H), 1.76 (s, 3H; 7-Hs), 0.86 (d, *J=7.0 Hz, 3H;
6-Hs), 0.79 (d, J=6.8 Hz, 3H; 7°-Hs/8"-Hs), 0.75 (d, °J=6.7 Hz, 3H; 8"-Hs/7"-Hs)
ppm;.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 5=176.6 (C-1), 152.9 (C-2"), 143.0 (C-4), 142.3 (Ph),
138.1 (Ph), 128.8 (2x, Ph), 128.5 (Ph), 128.4 (2x, Ph), 127.9 (Ph), 125.8 (2x, Ph),
125.6 (2%, Ph), 112.2 (C-5), 89.2 (C-5"), 64.5 (C-4°), 41.7 (C-3), 35.4 (C-2), 29.8
(C-6"), 22.2 (C-7/C-6), 21.7 (C-6/C-7), 16.3 (C-7°/C-8"), 16.3 (C-8'/C-7") ppm.

IR (in Substanz): v = 2970, 2936, 2894, 1779, 1701 cm™.

HR-MS (FAB): ber. fir CosH3oNO3 [M+H]™: 392.2220; gef.: 392.2247.

96



(S)-2,4-Dimethylpent-4-ensaure (26)

Zu einer farblosen Lésung des Amids 66 (16.8 g, 42.5 mmol) in MeOH/THF (1:1
v/v, 120 mL) in einem 500 mL-Rundkolben wurde innerhalb von 10 min bei 23°C
mit einer Pasteurpipette eine wassrige Losung von NaOH (1M, 50 mL) getropft,
woraufhin die Reaktionslésung eine gelbe Farbe annahm, gefolgt vom
Niederschlag eines farblosen Feststoffes. Es wurde flr 2.5 h bei 23°C gerlhrt,
bevor die Suspension unter vermindertem Druck (40°C, 200 mbar) eingeengt
wurde. Et2O (330 mL) wurde hinzugegeben, und das Gemisch wurde bei 23°C
fir 15 min gerOhrt und dann filtriert. Der Filterrlckstand wurde mit wassriger
NaOH-Lésung (1 M, 1x 70 mL), Wasser (1x 30 mL), EtoO (1x 50 mL) und n-
Pentan (1x 50 mL) gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden mit Et,O (100 mL)
verdiinnt und die Phasen getrennt. Die wéassrige Phase wurde mit wassriger HCI-
Lésung (1x 20 mL 5 M, 1x 40 mL 1 M) angeséauert (pH 2) und mit Et,O (2 x 200
mL, 1 x 100 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges.
wassriger NaCl-Lésung (1x 100 mL) gewaschen, getrocknet (MgSQy4,) und unter
vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand, eine gelbe Flissigkeit (5 ),
wurde durch Kugelrohrdestillation (50-125°C, 30 mbar) aufgereinigt. Es wurde
die Saure 26 als farblose FlUssigkeit erhalten.

Ausbeute: 4.93 g, 38.4 mmol, 90%.

DC: Ri=0.62 (CH2Clo,/MeOH/AcOH 19:1:0.5).
GC: lr = 3.44 min.

Siedep.: 125°C (p = 30 mbar).

[a]p®: -2.7 (¢ = 5.4 in CHCly).

"H NMR (400 MHz, CDCl3): 8=11.95 (br s, 1H; 1-OH), 4.79 (s, 1H; 5-Hgis), 4.73 (s,

1H; 5-Hyans), 2.69-2.61 (m, 1H; 2-H), 2.45 (dd, %J=7.1 Hz, 2J=14.1 Hz, 1H; 3-H.),
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2.10 (dd, 3J=7.7 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H; 3-Hy), 1.72 (s, 3H; 7-Hs), 1.17 (d, °J=7.0 Hz,
3H; 6-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDClg): 5=183.3 (C-1), 142.5 (C-4), 112.5 (C-5), 41.5 (C-3),
37.6 (C-2), 22.1 (C-7), 16.5 (C-6) ppm.

IR (in Substanz): v = 3078, 2975, 2939, 1703, 1651, 1459 cm™",

HR-MS (EI): ber. fir C7H1202[M]*: 128.0837; gef.: 128.0853.

(R)-2,4-Dimethylpent-4-ensdure (68)

Die Darstellung von (R)-2,4-Dimethylpent-4-ensaure (68) wurde analog zur
Synthese des Enantiomers 26 durchgefihrt, jedoch unter Verwendung von (S)-4-

Isopropyl-5,5-diphenyloxazolidin-2-on als Ausgangsmaterial.

DC: R: = 0.62 (CH2Clo/MeOH/AcOH 19:1:0.5).
GC: fr = 3.44 min;

Siedep.: 110°C (p = 15 mbar).

[a]p®: +2.1 (¢ =5.2in CHCly).

"H NMR (500 MHz, CDCls, 15°C): 8=9.19 (br s, 1H; 1-OH), 4.79 (s, 1H; 5-Hs),
4.73 (s, 1H; 5-Hiyans), 2.71-2.62 (m, 1H; 2-H), 2.45 (dd, ®J=7.1 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H;
3-Ha), 2.10 (dd, °J=7.7 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H; 3-H), 1.72 (s, 3H; 7-Hs), 1.17 (d,
3J=7.0 Hz, 3H; 6-Hs) ppm.

3¢ NMR (100 MHz, CDCls, 15°C): 5=183.8 (C-1), 142.5 (C-4), 112.5 (C-5), 41.5

(C-3), 37.6 (C-2), 22.1 (C-7), 16.6 (C-6) ppm.
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IR (in Substanz): v = 3078, 2975, 2939, 1703, 1651, 1459 cm™.

HR-MS (El): ber. fir C;H1202[M]": 128.0837; gef.: 128.0818.

6.2.7 Versuche zum Kapitel 4.2.6 - Festphasenpeptidsynthese

Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl-B-alanyl-(2-chlor)tritylpolystyrol (70)
)

FmocHN/\)J\OO

Unter  Argonatmosphare  wurde zu einer  Suspension von  2-
Chilortritylchloridpolystyrol (200-400 mesh; 1.0 g; 1.4 mmol) und N-Fmoc-
geschiitztem B-Alanin 69 (1.2 Ag., 1.7 mmol, 0.52 g) in abs. CHxCl, (10 mL) in
einem 25 mL-Festphasenreaktor bei 23°C mit einer Spritze DIPEA (4.0 Aq., 5.6
mmol, 1.0 mL) in einer Portion gegeben und die Suspension bei 23°C fir 1 h
geschdittelt (200 rpm). Das Harz wurde filtriert und mit abs. CHxCl, (1x 10 mL),
abs. CH.Cl,/MeOH/DIPEA (17:2:1 v/v/v; 3x 7 mL), CHxCl, (4x 10 mL), DMF (3x
10 mL), und CH.CI, (3x 10 mL) gewaschen. Das Harz wurde fir 14 h getrocknet
(0.5 mbar, 23°C). Die Aminosaurebeladung wurde bestimmt, indem eine kleine
Probe des Harzes (2x 4 mg) mit DBU/Piperidin/NMP (2:2:96 v/v) Fmoc-
entschltzt und die UV-Absorption (A=304 nm) der Abspaltlésung gegen eine

Blindprobe bestimmt wurde.!''

Ausbeute: 1.3 g, 1.1 mmol, 80%

Beladung: 0.88 mmol-g™
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Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl- O-tri(methylethyl)silyl-B-tyrosyl-(2-
Chlor)tritylpolystyrol (74)

nle

0]

FmocHN OO

Unter  Argonatmosphare  wurde zu einer  Suspension von  2-
Chlortritylchloridpolystyrol (200-400 mesh; 1.3 Aq., 3.1 g; 4.0 mmol) und N-Fmoc-
geschitztem TIPS-B-tyrosin 24 (3.2 mmol, 1.8 g) in abs. CHxCl> (15 mL), in
einem 25 mL-Festphasenreaktor bei 23°C mit einer Spritze DIPEA (4.0 Aqg., 13
mmol, 2.2 mL) in einer Portion bei 23°C gegeben und die Suspension bei 23°C
fir 3 h geschttelt (200 rpm). Das Harz wurde filtriert und mit abs. CH2Cl, (1x 20
mL), abs. CH,Clo/MeOH/DIPEA (17:2:1 v/viv; 3x 20 mL) und CHCI, (3x 20 mL)
gewaschen. Das Harz wurde fir 45 min getrocknet (0.2 mbar, 23°C). Die
Aminosaurebeladung wurde bestimmt, indem eine kleine Probe des Harzes (2x 4
mg) mit DBU/Piperidin/NMP (2:2:96 v/v) Fmoc-entschitzt und die UV-Absorption

(A=304 nm) der Abspaltldsung gegen eine Blindprobe bestimmt wurde.!''
Ausbeute: 3.7 g, 2.4 mmol, 75%

Beladung: 0.65 mmol-g™
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L-Pea-Ala-D-Trp-BAla-OH (31a)

Pea

Polymer-gebundenes Fmoc-Alanin 70 (0.88 mmol-g™, 1.3 g, 1.1 mmol) wurde
durch Behandlung mit DBU/Piperidin/NMP (2:2:96 v/v/v; 5x 10 mL) entschitzt
und mit NMP (3x 10 mL) gewaschen. Eine L6sung von Fmoc-D-tryptophan (3.0
Aqg., 3.4 mmol, 1.5 g), HOBt (3.0 Aq., 3.4 mmol, 0.46 g) und DIC (3.0 Aq., 3.4
mmol, 0.53 mL) in NMP (10 mL) wurde 1 min geschiittelt und dann bei 23°C zum
filtrierten Harz gegeben. Die Suspension wurde fur 2 h geschittelt (200 rpm), mit
NMP (2x 10 mL) und CH.Cl, (3x 10 mL) gewaschen und getrocknet (1.8 g, 1.1
mmol, quantitative Ausbeute gemaB Massenbilanz).

Ein Teil des Harzes (0.75 g, 0.47 mmol) wurde durch Behandlung mit
DBU/Piperidin/NMP (2:2:96 v/v/v; 5x 10 mL) N-terminal entschitzt und mit NMP
(3x 10 mL) gewaschen. Wie vorher fur D-Tryptophan beschrieben, wurde mit
Fmoc-Alanin (3.0 Ag., 1.4 mmol, 0.45 g) beladen, wieder entschiitzt und mit
Pentensdure 26 (3.0 Ag., 1.4 mmol, 0.18 g) gekuppelt. Zur Abspaltung des
Peptids wurde das Harz in CH2Cly/HFIP (4:1 v/v, 5 mL, 1x 20 min, 1x 10 min)
suspendiert und filtriert. Die vereinigten Filtrate wurden im Argonstrom bei 23°C
eingeengt und dann im Feinvakuum (0.1 mbar) fir 30 min getrocknet. Der
zurtckbleibende rosafarbene Schaum wurde durch Saulenchromatographie (h =
5cm, d = 2 cm, 10% MeOH in CHCI3) aufgereinigt. Es wurde die peptidische
Saure 31a als farbloses Wachs erhalten.

Ausbeute: 0.21 g, 0.46 mmol, 97% (basierend auf der Alanin-Beladung).

DC: R: = 0.36 (CHCIly/MeOH 5:1).
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LC: lr = 5.78 min.
[a]p®: -5.4 (¢ = 1.0 in Methanol).

'H NMR (400 MHz, [Dg]DMSO): 8=12.23 (s, 1H; BAla-COOH), 10.79 (s, 1H;
Trp2-NH), 8.08-8.00 (m, 3H; Trp-NH, aAla-NH, BAla-NH), 7.57 (d, 3J=7.6 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.30 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.08 (d, J=2.0 Hz, 1H; Trp2-H), 7.04 (t,
8J=7.2 Hz, 1H; Trp6-H), 6.96 (t, °J=7.2 Hz, 1H; Trp5-H), 4.69 (s, 1H; Pea5-H.),
4.64 (s, 1H; Pea5-H,), 4.43-4.38 (m, 1H; Trp-H"), 4.23-4.16 (m, 1H; aAlaa-H),
3.29-3.20 (m, 2H; BAlaB-H,), 3.14 (dd, 3J=4.0 Hz, 2°J=14.8 Hz, 1H; Trpp-Hz), 2.87
(dd, 3J=9.6 Hz, 2J=14.8 Hz, 1H; TrpB-Hy), 2.56-2.47 (m, 1H; Pea2-H), 2.43-2.31
(m, 2H; BAlaa-H,), 2.21 (dd, 3J=6.8 Hz, ?J=14.0 Hz, 1H; Pea3-H,), 1.89 (dd,
8J=7.8 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Pea3-H,), 1.63 (s, 3H; Pea7-H), 0.99 (d, °J=6.8 Hz,
3H; aAlaB-Hs), 0.92 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; Peab-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): 5=175.3 (Pea-1), 172.7 (aAla-C=0), 172.0 (Trp-
C=0), 171.1 (BAla-C=0), 143.1 (Pea-4), 135.9 (Trp-7a), 127.1 (Trp-3a), 123.4
(Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.3 (Trp-5), 118.0 (Trp-4), 111.7 (Pea-5), 111.1(Trp-7),
110.0 (Trp-3), 53.2 (Trp-a), 48.2 (aAla-a), 41.2 (Pea-3), 37.0 (Pea-2), 34.8 (BAla-
B), 27.6 (Trp-B), 22.0 (Pea-7), 17.6 (aAla-B), 17.1 (Pea-6) ppm.

IR (in Substanz): v = 3413, 3296, 3080, 1731, 1660, 1620, 1543 cm™.

HR-MS (ESI): ber. flir Co4H33N4Os [M+H]*: 457.2446, gef. 457.2446.
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L-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-BAla-OH (31b)

Polymer-gebundenes Fmoc-Alanin 70 (0.88 mmol-g”, 1.3 g, 1.1 mmol) wurde
durch Behandlung mit DBU/Piperidin/NMP (2:2:96 v/v/v; 5x 10 mL) N-terminal
entschitzt und mit NMP (3x 10 mL) gewaschen. Ein Lésung von Fmoc-D-
tryptophan (3.0 Aqg., 3.4 mmol, 1.5 g), HOBt (3.0 Aqg., 3.4 mmol, 0.46 g) und DIC
(3.0 Aq., 3.4 mmol, 0.53 mL) in NMP (10 mL) wurde 1 min geschdittelt und dann
bei 23°C zum filtrierten Harz gegeben. Die Suspension wurde fir 2 h geschuttelt
(200 rpm), mit NMP (2x 10 mL) und CHCl, (83x 10 mL) gewaschen und
getrocknet (1.8 g, 1.1 mmol, quantitative Ausbeute gemafn Massenbilanz).

Ein Teil des Harzes (1.0 g, 0.65 mmol) wurde mit DBU/Piperidin/NMP (2:2:96
viviv; 5x 5 mL) entschiitzt und mit NMP (3x 10 mL) gewaschen. N-Methylierung
wurde nach einem bekannten Protokoll durchgefiihrt!'™ In einem 10 mL-
Rundkolben wurden ortho-Nitrobenzolsulfonylchlorid (3.3 Ag., 2.1 mmol, 0.48 g)
und 2,4,6-Collidin (8.1 Aqg., 5.3 mmol, 0.71 mL) in NMP (8 mL) gel6st und mit
einer Spritze zum filtrierten Harz Gberfihrt. Die Suspension wurde fur 15 min
geschittelt und mit NMP (5x 10 mL) gewaschen. Eine L&sung von DBU (2.5 Aq.,
1.6 mmol, 0.24 mL) in NMP (5 mL) wurde per Spritze zum Harz gegeben und flir
3 min geschiittelt. Eine Lésung von Me»SO, (8.1 Aqg., 5.3 mmol, 0.51 mL) in NMP
(5 mL) wird mit einer Spritze hinzugegeben und fir 2 min geschuttelt. Nach
Waschen mit NMP (1x 10 mL) wurden Deprotonierung, Methylierung und
Waschen wiederholt (1x). Zur Abspaltung des Sulfonamids wurde das Harz mit
einer Ldsung von B-Mercaptoethanol (2x; 8.2 Aqg., 5.3 mmol, 0.37 mL) und DBU
(4.1 Aqg., 2.6 mmol, 0.40 mL) in NMP (8 mL) behandelt. Das Harz wurde mit NMP
(5x 10 mL) gewaschen und eine Lésung von Fmoc-Ala-OH (2.4 Aqg., 1.6 mmol,
0.50 g), HATU (2.4 Aqg., 1.6 mmol, 0.61 g), HOAt (2.4 Aq., 1.6 mmol, 0.22 g) und
DIPEA (4.9 Aqg., 3.2 mmol, 0.56 mL) in NMP (8 mL) hinzugegeben und fiir 19 h
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geschuttelt. Das filtrierte Harz wurde, wie flr D-Tryptophan beschrieben,
gewaschen, schrittweise entschitzt und mit Pentensdure 26, gekuppelt. Zur
Abspaltung des Peptids wurde das Harz in CH>Cl/HFIP (4:1 v/v, 5 mL, 1x 20 min,
1x 10 min) suspendiert und filtriert. Die vereinigten Filtrate wurden im Argonstrom
bei 23°C eingeengt und dann im Feinvakuum (0.1 mbar) flr 30 min getrocknet.
Der zuriickbleibende rosafarbene Schaum wurde durch Saulenchromatographie
(h=5cm, d=2 cm, 10% MeOH in CHCI3) aufgereinigt. Es wurde die peptidische
Saure 31b als farbloses Wachs erhalten.

Ausbeute: 0.27 g, 0.57 mmol, 88% (basierend auf der Alanin-Beladung).
DC: R: = 0.71 (CHCI3/MeCOH 5:1).

LC: fr = 6.09 min.

[a]p: +28.9 (c=1.0 in Methanol).

'HNMR (400 MHz, [Dg]DMSO): Rotamerengemisch (Verhaltnis  4:1),
Hauptrotamer: 6=12.23 (br s, 1H; BAla-COOH), 10.78 (s, 1H; Trp2-NH), 8.00 (d,
8J=6.8 Hz, 1H; aAla-NH), 7.75 (t, °J=5.4 Hz, 1H; BAla-NH), 7.56 (d, °J=8.0 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.30 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.07-7.01 (m, 2H; Trp2-H, Trp6-H),
6.95 (t, 3J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 5.29 (dd, 2°J=10.8/5.2 Hz, 1H; Trp-H°), 4.68 (s, 1H;
Pea5-H,), 4.62 (s, 1H; Pea5-H,), 4.55-4.46 (m, 1H; aAlaa-H), 3.37-3.20 (m, 3H,;
BAlaB-H,, TrpB-H.), 3.01 (dd, 3J=10.8 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; TrpB-Hs), 2.89 (s, 3H:;
Trp-NCHg), 2.56-2.46 (m, 1H; Pea2-H), 2.42 (t, 8J=7.2 Hz, 2H; BAlaa-H.), 2.24-
2.14 (m, 1H; Pea3-H,), 1.94-1.83 (m, 1H; Pea3-H,), 1.62 (s, 3H; Pea7-Hs), 0.91
(d, 3J=6.8 Hz, 3H; Peab-Hs;), 0.76 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; aAlaB-H;) ppm;
Nebenrotamer: 6=12.23 (br s, 1H; BAla-COOH), 10.83 (s, 1H; Trp2-NH), 8.32 (t,
3J=5.4 Hz, 1H; BAla-NH), 7.91 (d, 3J=7.2 Hz, 1H; aAla-NH), 7.62 (d, 3J=7.6 Hz,
1H; Trp4-H), 7.30 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.20 (d, 3J=1.6 Hz, 1H; Trp2-H),
7.07-7.01 (m, 1H; Trp6-H), 6.95 (t, 3°J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 4.97-4.90 (m, 1H;
Trpa-H), 4.90-4.80 (m, 1H; aAlaa-H), 4.68 (s, 1H; Pea5-H,), 4.62 (s, 1H; Pea5-
Hy), 3.37-3.20 (m, 3H; BAlaB-H,, Trpp-H,), 3.10-2.94 (m, 1H; TrpB-Hp), 2.82 (s,
3H; Trp-NCHs), 2.56-2.46 (m, 1H; Pea2-H), 2.35 (t, 3J=7.2 Hz, 2H; BAlaa-H.),
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2.20-2.10 (m, 1H; Pea3-H,), 1.94-1.83 (m, 1H; Pea3-H,), 1.59 (s, 3H; Pea7-Hs),
1.10 (d, ®J=6.8 Hz, 3H; aAlap-Hs), 0.94-0.91 (m, 3H; Pea6-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): Hauptrotamer: &=175.3 (Pea-1), 172.7 (2x,
aAla-C=0, Trp-C=0), 169.9 (BAla-1), 143.1 (Pea-4), 135.9 (Trp-7a), 127.0 (Trp-
3a), 122.9 (Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.2 (Trp-5), 118.1 (Trp-4), 111.7 (Pea-5),
111.1(Trp-7), 110.0 (Trp-3), 56.2 (Trp-a), 44.6 (aAla-a), 41.3 (Pea-3), 36.9 (Pea-
2), 35.0 (BAla-B), 33.6 (Trp-B), 30.7 (Trp-NCH3) 22.1 (Pea-7), 17.3 (aAla-B), 16.6
(Pea-6) ppm.

IR (in Substanz): v = 3306, 3066, 2971, 2933, 1719, 1630, 1532 cm"".

HR-MS (ESI): ber. fir CosHasNaOs [M+H]": 471.2602, gef. 471.2605.
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L-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)-OH (31c¢)

Polymer-gebundenes B-Tyrosin 74 (0.61 mmol-g”, 5.5 g, 3.3 mmol) wurde mit
Abrin 60, Fmoc-Ala-OH, und Pentensdure 26 gekuppelt, wie fir polymer
gebundenes B-Alanin 31b beschrieben.

Saulenchromatographie (4% - 10% MeOH in CH.Cl,) des abgespaltenen
Rohprodukts lieferte S&ure 31c als farbloses Wachs, sowie als Nebenprodukt

das desilylierte Peptid als farbloses Wachs.

Ausbeute: 1.6 g, 2.2 mmol, 66% (basierend auf der Tyrosin-Beladung),
Nebenprodukt: 0.28 g, 0.50 mmol, 15% (geméan Tyrosin-Beladung).

DC: R; = 0.21 (CHCI3/MeOH 20:1).
LC: fr = 9.94 min.
[a]p®: +32.5 (¢ = 1.2 in Chloroform).

"H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis >12:1), Hauptrotamer:
5=8.29 (s, 1H; Trp2-NH), 7.58 (d, 3J=7.9 Hz, 1H; Trp4-H), 7.32 (d, 3J=8.1 Hz, 1H;
Trp7-H), 7.16 (t, °J=7.6 Hz, 1H; Trp6-H), 7.12 (d, *J=8.6 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-
H), 7.10 (t, 3J=7.0 Hz, 1H; Trp5-H), 6.94 (d, 3J=1.8 Hz, 1H; Trpa-H), 6.92 (d,
3J=8.6 Hz, 1H; BTyrB-NH), 6.80 (d, J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.54 (d,
3J=7.0 Hz, 1H; Alao-NH), 5.63 (dd, 3J=10.5/5.9 Hz, 1H; Trpa-H), 5.39 (td,
8J=8.5/5.0 Hz, 1H; BTyrB-H), 4.75 (s, 1H; Pea5-H,), 4.69 (s, 1H; Pea5-H,), 4.68

(dq, 3J=7.0/7.0 Hz, 1H; Alaa-H), 3.36 (dd, 3U=5.5 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; Trpp-Hz),
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3.25 (dd, 3J=10.5 Hz, 2J=15.8 Hz, 1H; TrpB-H), 2.93 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.85 (dd,
8J=4.8 Hz, 2J=14.9 Hz, 1H; BTyra-H.), 2.76 (dd, %J=8.6 Hz, 2J=15.0 Hz, 1H;
BTyra-Hy), 2.50-2.41(m, 1H; Pea2-H), 2.34 (dd, °J=6.5 Hz, ?J=14.1 Hz, 1H;
Pea3-H.), 2.03 (dd, ®J=8.3 Hz, 2J=14.5 Hz, 1H; Pea3-H,), 1.66 (s, 3H; Pea7-Hs),
1.29-1.19 (m, 3H; TIPS), 1.10 (d, 3J=6.2 Hz, 3H; Pea6-Hs), 1.08 (d, 3J=7.3 Hz,
18H; TIPS), 0.88 (d, 3J=7.0 Hz, 3H; AlaB-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 8=177.6 (Pea-1), 174.3 (Ala-C=0), 172.2 (Trp-C=0),
169.1 (BTyr-C=0), 155.4 (BTyr-4), 142.6 (Pea-4), 136.1 (Trp-7a), 132.9 (BTyr-1),
127.4 (Trp-3a), 127.3 (2%, BTyr-2, BTyr-6), 122.1 (Trp-6), 122.1 (Trp-2), 120.0 (2,
BTyr-3, BTyr-5), 119.9 (Trp-5), 118.5 (Trp-4), 112.6 (Pea-5), 111.1 (Trp-3), 110.8
(Trp-7), 56.3 (Trp-a), 49.5 (BTyr-B), 45.7 (Ala-a), 41.6 (Pea-3), 40.6 (BTyr-a),
38.8 (Pea-2), 30.5 (Trp-NCH3), 22.9 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 17.9 (6%, TIPS), 17.1
(Ala-B), 16.6 (Pea-6), 12.7 (3x, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): v = 3296, 2943, 2867, 1734, 1641, 1603, 1541, 1510, 1457

cm™.

HR-MS (ESI): ber. flr C4oHs59N4O6Si [M+H]": 719.4198, gef. 719.4202.
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L-Pea-Ala-D-2-Br-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)-OH (22)

Polymer-gebundenes B-Tyrosin 74 (0.65 mmol-g™”, 0.55 g, 0.36 mmol) wurde mit
Fmoc-2-Br-N-Methyl-D-Tryptophan 25, Fmoc-Ala-OH, und Pentensdure 26
gekuppelt, wie fir polymer gebundenes p-Alanin 31b beschrieben.
Saulenchromatographie (h = 7 cm, d = 2 cm, 2% - 9% MeOH in CHCI3) des
abgespaltenen Rohprodukts lieferte Saure 22 als farbloses Wachs sowie als
Nebenprodukt das desilylierte Peptid als farbloses Wachs.

Ausbeute: 80 mg, 0.10 mmol, 28% (geman Tyrosin-Beladung),
Nebenprodukt: 91 mg, 0.14 mmol, 40% (gemaR Tyrosin-Beladung).

DC: R; = 0.42 (CH.Clo/MeOH 10:1).
LC: tr = 10.07 min.
[a]p®: +29.3 (¢ = 0.83 in Chloroform).

'H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis 9:1), Hauptrotamer:
5=8.42 (s, 1H; Trp2-NH), 7.51 (d, 3J=7.6 Hz, 1H; Trp4-H), 7.26-7.23 (m, 1H;
Trp7-H), 7.13-7.04 (m, 4H; Trp6-H, BTyr2-H, BTyr6-H, Trp5-H), 6.87 (d, ®J=8.4
Hz, 1H; BTyrB-NH), 6.80 (d, 2J=8.4 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.39 (d, 3J=7.2 Hz,
1H; Alaa-NH), 5.68 (dd, 3J=8.8/7.6 Hz, 1H; Trpa-H), 5.37 (td, 2J=8.0/5.6 Hz, 1H;
BTyrB-H), 4.72 (s, 1H; Pea5-H,), 4.65 (s, 1H; Pea5-H), 4.59 (dq, 3J=7.0/7.0 Hz,
1H; Alaa-H), 3.41-3.36 (m, 1H; TrpB-H.), 3.29-3.24 (m, 1H; TrpB-Hy), 2.99 (s, 3H;

Trp-NCHs), 2.83 (dd, 3J=5.2 Hz, 2J=15.0 Hz, 1H; BTyra-Hs), 2.74 (dd, ®J=8.2 Hz,
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2J=15.0 Hz, 1H; BTyra-Hy), 2.45-2.27(m, 2H; Pea2-H, Pea3-H,), 2.07-1.96 (m,
1H; Pea3-H,), 1.63 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.29-1.18 (m, 3H; TIPS), 1.09 (d, %J=7.2 Hz,
18H; TIPS), 1.06 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; Peab-Hs), 0.62 (d, °J=7.2 Hz, 3H; AlaB-H>)
ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): 8=177.5 (Pea-1), 174.1 (Ala-C=0), 172.1 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.4 (BTyr-4), 142.5 (Pea-4), 136.0 (Trp-7a), 132.8 (BTyr-1),
127.5 (Trp-3a), 127.4 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 122.3 (Trp-6), 120.1 (Trp-5), 119.9 (2x,
BTyr-3, BTyr-5), 118.2 (Trp-4), 112.6 (Pea-5), 110.5 (Trp-3), 110.4 (Trp-7), 109.0
(Trp-2), 55.6 (Trp-a), 49.6 (BTyr-B), 45.5 (Ala-a), 41.6 (Pea-3), 40.5 (BTyr-a),
38.7 (Pea-2), 30.7 (Trp-NCH3), 23.0 (Trp-B), 22.1 (Pea-7), 17.9 (6x, TIPS), 17.6
(Pea-6), 17.0 (Ala-B), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): V = 2944, 2867, 1645, 1511, 1453 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fiir C4oHss”*BrN4OgSi [M+H]*: 797.3304, gef. 797.3311.
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L-Pea-Ala-D-Trp-BTyr(TIPS)-OH (32a)

Polymer-gebundenes B-Tyrosin 74 (0.65 mmol-g™”, 0.76 g, 0.49 mmol) wurde mit
Fmoc-D-Trp-OH, Fmoc-Ala-OH, und Pentensaure 26 gekuppelt, wie flr polymer
gebundenes B-Alanin 31a beschrieben. Saulenchromatographie (h=15cm, d =
2 cm, 4% - 10% MeOH in CHCI3;) des abgespaltenen Rohprodukts (0.47 Q)
lieferte Saure 32a als farbloses Wachs sowie als Nebenprodukt das desilylierte

Peptid als farbloses Wachs.

Ausbeute: 69 mg, 98 umol, 20% (basierend auf der Tyrosin-Beladung),
Nebenprodukt: 68 mg, 0.12 mmol, 25% (geman Tyrosin-Beladung).

DC: R=0.65 (CHCl3/MeOH 5:1).

LC: fr = 9.57 min.

[a]p®: +8.5 (¢ = 1.0 in Methanol).

"H NMR (400 MHz, CDCls): 8=8.72 (br s, 1H; Trp2-NH), 7.58-7.52 (m, 1H; Trp4-
H), 7.58-7.40 (m, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 7.34-6.80 (m, 7H; Trp7-H, Trp6-H,
Trp5-H, Trp2-H, BTyrB-NH, Alaa-NH, Trpa-NH), 6.70 (d, 3J=6.8 Hz, 2H; BTyr3-H,
BTyr5-H), 5.46-5.26 (m, 1H; BTyrB-H), 4.92-4.79 (m, 1H; Trpa-H), 4.71 (s, 1H;
Pea5-H,), 4.63 (s, 1H; Pea5-H,), 4.35-4.15 (m, 1H; Alaa-H), 3.29-3.08 (m, 2H,;
TrpB-Hz), 2.90-2.72 (m, 1H; BTyra-H,), 2.72-2.54 (m, 1H; BTyra-H), 2.50-2.31 (m,
1H; Pea2-H), 2.31-2.15 (m, 1H; Pea3-H,), 2.05-1.85 (m, 1H; Pea3-H,), 1.59 (s,
3H; Pea7-Hs), 1.30-1.11 (m, 6H; TIPS, Pea6-Hs), 1.08 (d, 3J=7.3 Hz, 18H; TIPS),

0.99 (d, °J=4.8 Hz, 3H; AlaB-Hs) ppm.
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3C NMR (100 MHz, CDCls): 5=177.3 (Pea-1), 173.0 (Ala-C=0), 173.0 (Trp-C=0),
171.2 (BTyr-C=0), 155.1 (BTyr-4), 142.7 (Pea-4), 136.0 (Trp-7a), 133.1 (BTyr-1),
127.5 (Trp-3a), 127.1 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 123.7 (Trp-2), 121.7 (Trp-6), 119.8 (2x,
BTyr-3, BTyr-5), 119.3 (Trp-5), 118.3 (Trp-4), 112.5 (Pea-5), 111.3 (Trp-7), 109.5
(Trp-3), 54.0 (Trp-a), 49.6 (BTyr-p/Ala-a), 49.4 (Ala-a/BTyr-B), 41.5 (BTyr-a), 41.5
(Pea-3), 38.5 (Pea-2), 27.1 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 17.9 (6x, TIPS), 17.6 (Ala-B),
17.0 (Pea-6), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fiir C39H57N4O6Si [M+H]": 705.4042, gef. 705.4043.

D-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)-OH (32b)

Polymer-gebundenes B-Tyrosin 74 (0.65 mmol-g”, 0.31 g, 0.20 mmol) wurde mit
Abrin 60, Fmoc-Ala-OH, und Pentensdure 26 gekuppelt, wie fir polymer
gebundenes B-Alanin 31b beschrieben. Saulenchromatographie (h=7 cm, d =2
cm, 2% - 9% MeOH in CHCI3) des abgespaltenen Rohprodukts (0.12 g) lieferte
Saure 32b als farbloses Wachs, sowie als Nebenprodukt das desilylierte Peptid
78 als farbloses Wachs.

Zur Resilylierung wurde unter Argonatmosphéare zu einer Lésung des Peptids 78
(68 mg, 0.12 mmol) in abs. CH>Cl> (9 mL) in einem 25 mL-Rundkolben bei 23°C
2,6-Lutidin (4.0 Ag., 0.48 mmol, 56 pL) in einer Portion mit einer Spritze
hinzugegeben, bevor TIPSOTf (3.0 Ag., 0.36 mmol, 97 pL) mit einer Pipette
zugetropft wurde.l'%? Die Lésung wurde bei 23°C fiir 1 h geriihrt. Nach Zugabe
von Wasser (10 mL) wurden die Phasen der resultierenden zweiphasigen

Mischung getrennt. Die wassrige Phase wurde mit CH>Cl, (4x 10 mL) extrahiert.
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Die vereinten organischen Phasen wurden getrocknet (MgSQO,,) und unter
vermindertem Druck eingeengt. Das zuriickbleibende Ol (0.15 g) wurde in
THF/MeOH/Wasser (2:1:1 v/v/v, 7 mL) geldst, festes K.CO3 (36 mg, 26 mmol)
bei 23°C zugegeben und flr 2 h bei 23°C gerthrt. Wéassrige HCI-Lésung (2 M, 1
mL) wurde bei 23°C hinzugegeben, die Mischung bei 23°C fir 90 min gerlhrt
und dann mit AcOEt (6 mL) und Wasser (5 mL) verdliinnt. Die abgetrennte
wassrige Phase wurde mit AcCOEt (4x 6 mL) extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden getrocknet (MgSQys,) und unter vermindertem Druck eingeengt.
Saulenchromatographie (h = 11 cm, d = 1 cm, 3% - 10% MeOH in CHCl,)
lieferte das silylierte Peptid 32b als farbloses Wachs.

Ausbeute: 29 mg, 40 umol, 20% (fir die Festphasenpeptidsynthese),
Nebenprodukt: 32 mg, 57 pumol, 28% (geman Tyrosin-Beladung).

Ausbeute: 53 mg, 74 umol, 61% (fur die Silylierung in Lésung)
DC: R: = 0.44 (CHCI3/MeOH 10:1).

LC: fr = 9.93 min.

[a]p®: +71.1 (c = 0.23 in Chloroform).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhéltnis 4:1), Hauptrotamer:
5=8.47 (s, 1H; Trp2-NH), 7.55 (d, *J=7.7 Hz, 1H; Trp4-H), 7.32 (d, 3J=8.0 Hz, 1H;
Trp7-H), 7.17-7.04 (m, 4H; Trp6-H, BTyr2-H, BTyr6-H, Trp5-H), 6.92 (s, 1H; Trp2-
H), 6.78 (d, 3J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.80-6.70 (m, 1H; BTyrB-NH), 5.60
(dd, %J=9.5/5.6 Hz, 1H; Trpa-H), 5.40 (td, 3J=7.3/6.2 Hz, 1H; BTyrp-H), 4.74 (s,
1H; Pea5-H.), 4.67 (s, 1H; Pea5-H), 4.70-4.60 (m, 1H; Alaa-H), 3.37 (dd, 3J=5.1
Hz, 2J=15.6 Hz, 1H; Trpp-Ha), 3.22 (dd, 3J=10.8 Hz, 2J=15.4 Hz, 1H; TrpB-Hy),
2.91 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.96-2.89 (m, 1H; BTyra-H,), 2.84-2.76 (m, 1H; BTyra-
Hy), 2.45 (d, %J=13.8/6.8 Hz, 1H; Pea2-H), 2.33 (dd, 3J=7.7 Hz, 2J=13.7 Hz, 1H;
Pea3-H,), 2.02 (dd, °J=6.2 Hz, 2J=13.3 Hz, 1H; Pea3-H,), 1.67 (s, 3H; Pea7-Hs),
1.32-1.16 (m, 3H; TIPS), 1.08 (d, ®J=7.3 Hz, 18H; TIPS), 1.06 (d, 3J=9.1 Hz, 3H;
Pea6-Hs), 0.85 (d, 3J=6.7 Hz, 3 H; AlaB-Hs) ppm.
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3C NMR (100 MHz, CDCls): 5=177.3 (Pea-1), 174.5 (Ala-C=0), 173.0 (Trp-C=0),
169.1 (BTyr-C=0), 155.3 (BTyr-4), 142.8 (Pea-4), 136.1 (Trp-7a), 133.1 (BTyr-1),
127.3 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.3 (Trp-3a), 122.2 (Trp-2/Trp-6), 121.9 (Trp-6/Trp-
2), 119.8 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.3 (Trp-5), 118.4 (Trp-4), 112.4 (Pea-5), 111.1
(Trp-3), 110.6 (Trp-7), 56.5 (Trp-a), 49.6 (BTyr-B), 45.7 (Ala-a), 42.0 (Pea-3),
40.8 (BTyr-a), 38.9 (Pea-2), 30.6 (Trp-NCH3), 23.0 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 17.9 (6x,
TIPS), 17.1 (Ala-B), 16.6 (Pea-6), 12.6 (3%, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. flr C4oHs59N4O6Si [M+H]": 719.4198, gef. 719.4215.
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6.2.8 Versuche zum Kapitel 4.2.7 - Synthese der Alkoholbausteine

N-((1R,2R)-1-Hydroxy-1-phenylpropan-2-yl)-N-methylpropionamid (82)

Zu einer Lésung von (-)-Pseudoephedrin (21.0 g, 127 mmol) und EtsN (1.20 Aq.,
153 mmol, 21.3 mL) in abs. CHxCl, (250 mL) in einem 1 L-Rundkolben im
Wasserbad (23°C) wurde Propionsaureanhydrid (1.07 Ag., 136 mmol, 17.4 mL)
mit einer Spritze in 1 mL-Portionen innerhalb von 30 min zugegeben.['** Die
Reaktionslésung wurde bei 23°C fir 20 min gerthrt, bevor Wasser (40 mL)
hinzugeflgt wurde. Die organische Phase wurde mit halbgeséattigter wassriger
NaHCOj;-Lésung (2x 40 mL) und wassriger HCI-Lésung (1M, 2x 40 mL)
gewaschen, getrocknet (MgSO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt.
Umkristallisation (Toluol, 60mL, 110°C) des festen Rickstandes (28.5 g) lieferte
Propionamid 82 als bekannten!*? farblosen Feststoff.

Ausbeute: 25.8 g, 117 mmol, 92%.
DC: R: = 0.46 (AcOEt/Cyclohexan 2:1).
Schmp.: 113 - 114°C.

"H NMR (400 MHz, GCgDs, 27°C): Rotamerengemisch (Verhéltnis 2:1),
Hauptrotamer: 8=7.34 (d, °J=7.3Hz, 2H, 4-H, 8-H), 7.19-7.12 (m, 2H, 5-H, 7-H),
7.07 (t, 3J=7.3Hz, 1H, 6-H), 5.01 (brs, 1H, 2-OH), 4.53 (d, 3J=7.4Hz, 1H, 2-H),
4.35 (brs, 1H, 1-H), 3.04-2.93 (m, 1H, 4’-H), 2.14 (s, 3H, 10-Hs), 1.87-1.68 (m,
2H, 2"-Hs), 1.01 (t, 3J=7.4Hz, 3H, 3"-Hs), 0.94 (d, 3J=7.0Hz, 3H, 9-Hs) ppm.

BCNMR (100 MHz, CDCl;, 27°C): Rotamerengemisch (Verhaltnis 2:1),
Hauptrotamer: 6=175.2 (C-1"), 143.8 (C-3), 128.4 (2x, C-5, C-7), 127.9 (C-6),
126.9 (2x, C-4, C-8), 76.4 (C-2), 58.5 (C-1), 27.5 (C-2'/C-10), 26.7 (C-10/C-2"),

114



14.4 (C-9), 9.4 (C-3") ppm; Hauptrotamer: 6=174.4 (C-1"), 142.9 (C-3), 128.5 (2x,
C-5, C-7), 128.1 (C-6), 127.4 (C-4/C-8), 127.4 (C-8/C-4), 75.3 (C-2), 58.9 (C-1),
32.4 (C-10), 26.9 (C-2"), 15.2 (C-9), 10.0 (C-3") ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir C13H20NO2 [M+H]": 222.1489, gef. 222.1488.

(2R,4R)-4-Hydroxy-N-((1R,2R)-1-hydroxy-1-phenylpropan-2-yl)-N,2-
dimethylpentanamid (84)

Unter Argonatmosphére wurde eine Lésung von nBuLi (2.21 Aqg., 145 mmol) in
Hexan (2.50M; 58.0 mL) mit einer Spritze bei -78°C innerhalb von 15 min zu
einer Lésung von LiCl (6.00 Ag., 39.4 mmol, 16.7 g) und Diisopropylamin (2.10
Ag., 138 mmol, 19.3 mL) in abs. THF (80 mL) in einem 500 mL-Rundkolben
getropft."'® Die Reaktionslésung wurde bei -78°C fiir 50 min und bei 0°C fiir 10
min gerdhrt. Bei -78°C wurde eine Ldésung von Propionamid 82 (14.5 g, 65.6
mmol) in abs. THF (160 mL) mit einer Transferkanile innerhalb von 15 min
hinzugetropft und die Reaktionslésung bei -78°C flr 70 min, bei 0°C fir 10 min,
und dann bei 23°C fiir 7 min geriihrt. Bei 0°C wurde (R)-Propylenoxid (2.00 Aq.,
131 mmol, 9.17 mL) innerhalb von 30 s mit einer Spritze hinzugegeben, die
Lésung auf -8°C abgekuihlt und fir 3.5 h gerihrt, wobei langsam auf 1.5 °C
aufgewarmt wurde. Eine ges. wassrige Lésung von NH4Cl (200 mL) wurde
hinzugegeben, und das resultierende zweiphasige Gemisch mit Wasser (200 mL)
und AcOEt (200 mL) verdinnt. Die abgetrennte wassrige Phase wurde mit
AcOEt (2x 200 mL, 1x 100 mL) und CH.Cl, (1x 200 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden getrocknet (MgSQO4) und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das resultierende gelbe Ol (182 ¢g) wurde durch
Saulenchromatographie (h =19 cm, d = 8 cm, 25% - 100% AcOEt in Cyclohexan)

aufgereinigt. Es wurde Hydroxypentenamid 84 als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 15.8 g, 56.6 mmol, 86%.
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DC: R: = 0.30 (AcOEt).
LC: Ir = 5.68min.

GC: lr = 7.29 min (Hauptdiastereomer),
fr = 7.38 min (Nebendiastereomer),
d.e.= 86%
(hach O,0-Diacetylierung durch Behandlung mit DMAP/Ac,O

fr 2 min, gefolgt von wassriger Aufarbeitung).

'H NMR (500 MHz, Cg¢D¢): Rotamerengemisch (Verhiltnis 4:1), Hauptrotamer:
5=7.38 (d, %J=7.0 Hz, 2H; 4-H, 8-H), 7.17 (t, 3°J=7.5 Hz, 2H; 5-H, 7-H), 7.08 (t,
8J=7.3 Hz, 1H; 6-H), 5.54 (br s, 1H; 2-OH), 4.82 (br s, 1H; 4"-OH), 4.39 (d,®J=8.5
Hz, 1H; 2-H), 3.92-3.85 (m, 1H; 1-H), 3.04-2.93 (m, 1H; 4"-H), 2.57 (s, 3H; 10-Hs),
2.00 (ddd, ®J= 13.3/10.3/2.5 Hz, 1H; 2"-H), 1.41 (ddd, ®J=10.0/3.8 Hz, 2J=13.5 Hz,
1H; 3"-Hy), 1.24 (d, 3J=6.5 Hz, 3H; 6™-Hs), 1.09 (dd, 3J=6.3 Hz, 2J=13.3 Hz, 1H;
3'-Hy), 0.99 (d, 3J=8.0 Hz, 3H; 9-Hs), 0.75 (d, 3J=6.5 Hz, 3H; 5-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): Rotamerengemisch (Verhaltnis 6:1), Hauptrotamer:
5=178.3 (C-17), 143.0 (C-3), 128.5 (2x, C-5, C-7), 127.8 (C-6), 127.4 (2%, C-4, C-
8), 75.9 (C-2), 65.4 (2x, C-1, C-4°), 43.8 (C-3°), 33.1 (2x, C-2, C-10), 24.7 (C-5'),
18.2 (C-6"), 14.5 (C-9) ppm.

HR-MS (FAB): ber. fir C16H26NO3 [M+H]*: 280.1907, gef. 280.1906.
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(3R,5R)-3,5-Dimethyldihydrofuran-2(3H)-on (85)

6

2 53

7

o)

Konzentrierte Schwefelsdure (2.0 Ag., 0.30 mol, 29 mL) wurde in Wasser (150
mL) geldst und dann bei 23°C innerhalb von 5 min mit einer Pipette zu einer
Lésung des Hydroxypentenamids 84 (41.8 g, 150 mmol) in abs. 1,4-Dioxan (500
mL) in einem 1 L-Rundkolben getropft. Die Reaktionslésung wurde flir 90 min
unter Rickfluss (115°C Olbadtemperatur) erhitzt. Nach Abkihlen auf 23°C
wurden ges. wassrige NaHCOs-Lésung (500 mL) und CHxCl> (300 mL)
zugegeben. Die wassrige Phasen (pH 7 - pH 8) wurde mit CH>Cl> (2x 100 mL, 2x
75mL, 1x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
getrocknet (MgSQ,4) und unter vermindertem Druck (400 mbar, 40°C) auf ein
Restvolumen von 1 L eingeengt. Weiteres Lésungsmittel wurde bei Raumdruck
abdestilliert (1 bar, 130°C). Destillation der zuriickbleibenden FlUssigkeit (40
mbar, 110 °C) lieferte das bekannte!®"! Lakton 85 als farblose Fliissigkeit.

Ausbeute: 11.8 g, 103 mmol, 69%.

DC: R: = 0.87 (AcOEY).

Siedep.: 96°C (p = 42 mbar).

[a]p: +43.3 (c = 1.0 in 1,4-Dioxan).

'HNMR (500 MHz, CDCl3): Diastereomerengemisch (Verhéltnis 10:1),
Hauptdiastereomer: 6=4.67-4.57 (m, 1H; 5-H), 2.71-2.62 (m, 1H; 3-H), 2.06-1.94
(m, 2H; 4-H,), 1.32-1.27 (m, 3H; 7-H3), 1.23-1.18 (m, 3H; 6-Hs;) ppm;
Nebendiastereomer: 6=4.49-4.36 (m, 1H; 5-H), 2.49-2.43 (m, 1H; 3-H), 2.06-1.94
(m, 2H; 4-H,), 1.37-1.33 (m, 3H; 7-Hs), 1.23-1.18 (m, 3H; 6-Hs) ppm.

BCNMR (125MHz, CDCls): Diastereomerengemisch (Verhaltnis 10:1),
Hauptdiastereomer: 6=179.8 (C-2), 74.4 (C-5), 36.8 (C-4), 33.8 (C-3), 20.8 (C-7),
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15.5 (C-6) ppm; Nebendiastereomer: 6=179.8 (C-2), 74.7 (C-5), 38.9 (C-4), 33.8
(C-3), 20.7 (C-7), 14.9 (C-6) ppm.

IR (in Substanz): v =2977, 2937, 2879, 1766, 1456, 1385 cm™.

HR-MS (ClI): ber. fir CeH1102 [M+H]": 115.0754, gef. 115.0752.

(3R,5R)-3,5-Dimethyltetrahydrofuran-2-ol (86)

:6
HO. > %,

7

Unter Argonatmosphare wurde bei -78°C zu einer Lésung des Laktons 85 (10 g,
88 mmol) in abs. CHxCl> (29 mL) in einem 500 mL-Rundkolben eine Lésung von
DIBAL-H (1.2 Aqg., 0.11 mol) in CHxCl, (1M; 0.11 L) mit einem Tropftrichter
innerhalb von 35 min getropft. Die Reaktionslésung wurde fir 35 min bei -78°C
gerthrt und ges. wassrige NH4Cl-Lésung von (50 mL) bei -78°C hinzugegeben.
Das resultierende zweiphasige Gemisch wurde bei 23°C fir 14 h gerthrt und
dann durch Zugabe von ges. wassriger Natriumkaliumtartrat-L6sung (50 mL) und
CH.Cl> (50 mL) verdinnt. Die wassrige Phasen wurde mit CHxCl> (4x 50 mL)
extrahiert und die vereinten organischen Phasen mit Wasser (1x 40 mL) und ges.
wassriger NaCl-Lésung (1x 50 mL) gewaschen, getrocknet (MgSQO,4) und unter
vermindertem Druck (500 mbar, 40°C) eingeengt. Es wurde das bekannte!'®?
Laktol 86 als farblose Flissigkeit, die ohne Aufreinigung fir die folgende

Reaktion verwendet wurde, erhalten.

Ausbeute: 7.0 g, 59 mmol, 68%.

DC: R=0.78 (AcOEY).

GC: fr = 2.54 min.

[a]p: +4.8 (c = 1.0 in 1,4-Dioxan).
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"H NMR (500 MHz, CDCls): Anomerengemisch (Verhaltnis 1.5:1), Hauptanomer:
5=5.25 (s, 1H; 2-H), 4.32-4.20 (m, 2H; 2-OH, 5-H), 2.24-2.16 (m, 1H; 3-H), 1.87-
1.79 (m, 1H; 4-H,), 1.63 (ddd, 3J= 6.5/2.8 Hz, 2J= 12.3 Hz, 1H; 4-H,), 1.27 (d,
8J=6.3 Hz, 3H; 7-Hs), 0.95 (d, ®J=7.3 Hz, 3H; 6-Hs) ppm; Nebenanomer: 5=5.00
(br s, 1H; 2-H), 4.37 (dqd, 3J= 12.5/6.3/3.5 Hz, 1H; 5-H), 4.08 (br s, 1H; 2-OH),
2.24-2.16 (m, 1H; 3-H), 1.87-1.79 (m, 1H; 4-H,), 1.57 (ddd, 3J= 8.5/3.5 Hz, 2J=
12.0 Hz, 1H; 4-Hy), 1.12 (d, 3J=6.4 Hz, 3H; 7-Hs), 1.00 (d, °J=6.9 Hz, 3H; 6-Hs)

ppm.

3C NMR (125 MHz, CDCls): Anomerengemisch (Verhéltnis 1.5:1), Hauptanomer:
5=104.1 (C-2), 75.2 (C-5), 40.7 (C-3), 38.4 (C-4), 23.1 (C-7), 16.7 (C-6) ppm:
Nebenanomer: ©6=99.3 (C-2), 73.7 (C-5), 37.5 (C-4), 37.1 (C-3), 22.1 (C-7), 12.9
(C-6) ppm.

IR (in Substanz): v = 3407, 2967, 2933, 2877, 1460, 1379 cm™",

HR-MS (Cl): ber. fiir CgH110 [M-OHJ*: 99.0804, gef. 99.0804.

(2R,4 R)-4-Methylhex-5-en-2-ol (87)

Eine Lésung von nBuLi (2.2 Aqg., 68 mmol) in Hexan (2.5 M; 27 mL) wurde mit
einer Spritze bei -78°C innerhalbo von 20 min zu einer Suspension von
Methyltriphenylphosphoniumiodid (2.2 Aq., 68 mmol, 28 g) in abs. THF (160 mL)
in einem 500 mL-Rundkolben getropft. Die resultierende orangefarbene
Suspension wurde bei -78°C fur 1 h gerthrt. Laktol 86 (3.6 g, 31 mmol) wurde mit
einer Spritze innerhalb von 10 min bei -78°C hinzugetropft und die Suspension
zuerst flr 1 h bei -78°C, dann fir 2 h bei 0°C gertihrt. Ges. wassrige NH4CI
Lésung (100mL) wurde hinzugegeben und das zweiphasige Gemisch mit Et,O
(500 mL) verdinnt. Die wassrige Phase wurde mit Et,O (2x 150 mL, 1x 100 mL)
extrahiert, die vereinten organischen Phasen getrocknet (MgSO4) und unter
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vermindertem Druck (150 mbar, 40°C) eingeengt. Es wurde Hexenol 87, welches
als Racemat in der Literatur beschrieben ist,!'*¥ als farblose Fliissigkeit erhalten.

Ausbeute: 2.3 g, 20 mmol, 65%.

DC: R; = 0.38 (EtoO/Cyclohexan 1:1).
GC: fr = 2.25 min.

[a]p®: 40.7 (c = 2.0 in Chloroform).

'"H NMR (500 MHz, CDCls): 5=5.64 (ddd, ®J=18.0/10.1/8.2 Hz, 1H; 5-H), 4.98 (d,
8J=17.1 Hz, 1H; 6-Hyans), 4.91 (d, 3J=10.3 Hz, 1H; 6-Hsis), 3.83-3.75 (m, 1H; 2-H),
2.38-2.28 (m, 1H; 4-H), 1.90 (br s, 1H; 2-OH), 1.41 (ddd, 3J=8.8/5.0 Hz, 2J=13.8
Hz, 1H; 3-H,), 1.36-1.30 (m, 1H; 3-H), 1.13 (d, ®J=6.2 Hz, 3H; 1-Hs), 0.97 (d,
8J=6.8 Hz, 3H; 7-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): 8=144.1 (C-5), 113.2 (C-6), 65.9 (C-2), 46.0 (C-3),
34.8 (C-4), 23.9 (C-1), 20.9 (C-7) ppm.

HR-MS (CI): ber. fiir C;Hq3 [M-OH]™: 97.1012, gef. 97.1010.
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(25,4 R)-4-Methylhex-5-en-2-o0l (23)

Unter Argonatmosphéare wurde zu einer Lésung von Hexenol 87 (1.5 g, 13 mmol),
para-Nitrobenzoesaure (2.0 Ag., 26 mmol, 4.4 g) und PPh; (2.0 Aqg., 26 mmol,
6.9 g), in abs. THF (30 mL) in einem 50 mL-Rundkolben DIAD (2.0 Aq., 26 mmol,
5.2 mL) mit einer Spritze innerhalb von 5 min bei 0°C getropft. Die
Reaktionslésung wurde bei 0°C fir 1 h gerihrt. Unter langsamem Erwarmen auf
23°C wurde flr weitere 18 h gertihrt. Nach Zugabe von Et,O (80 mL) und ges.
wassriger NaHCO3-Lésung (100 mL) wurde die wassrige Phase (pH 9) mit Et.O
(2x 100 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges.
wassriger NaCl-Lésung (1x 80 mL) gewaschen, getrocknet (MgSQO,4) und unter
vermindertem Druck eingeengt. Der feste gelbe Rickstand (16 g) wurde durch
Saulenchromatographie (h = 145 cm, d = 8 cm, 3% EtO in n-Pentan)
aufgereinigt. Es wurde (2’S,4’'R)-4-Nitrobenzoesaure-(4’-Methyl-)hex-5’-en-2’-
ylester, welcher als Racemat in der Literatur beschrieben ist,!'*! als gelbliche

Flissigkeit erhalten.

Ausbeute: 2.4 g, 9.0 mmol, 69%.
DC: R: = 0.53 (Cyclohexan/AcOEt 6:1).
GC: lr = 6.29 min.

"H NMR (500 MHz, CDCls): 5=8.25 (d, 3J=9.0 Hz, 2H), 8.17 (d, %J=9.0 Hz, 2H),
5.70 (ddd, 3J=17.9/10.3/7.7 Hz, 1H), 5.25-5.18 (m, 1H), 4.97 (ddd, %J=17.2/1.3 Hz,
2J=1.3 Hz, 1H), 4.87 (ddd, %J=10.3/1.5 Hz, 2J=1.4 Hz, 1H), 2.30-2.20 (m, 1H),
1.85 (ddd, 3J=7.7/7.7 Hz, 2J=14.0 Hz), 1.54 (ddd, %J=6.3/6.3 Hz, 2J=13.8 Hz),
1.35 (d, ®J=6.3 Hz, 3H), 1.02 (d, J=6.8 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCly): 5=164.0, 150.3, 143.4, 136.1, 130.5 (2x), 123.3 (2x),
113.0, 71.4, 42.5, 34.8, 20.3, 20.1 ppm.
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HR-MS (Cl) ber. fur C16H22NO4 [M+C2H5]+ 2921543, gef 292.1549.

Zu einer Lésung von (2'S,4’R)-4-Nitrobenzoesaure-(4’-Methyl-)hex-5’-en-2’-
ylester (2.4 g, 9.0 mmol) in THF (20 mL) und MeOH (9 mL) in einem 50 mL-
Rundkolben wurde bei 0°C wurde eine Lésung von NaOH (2.5 Aqg., 22 mmol,
0.90 g) in Wasser (12 mL) mit einer Pasteurpipette innerhalb von 3 min gegeben.
Die Reaktionsésung wurde fir 12 h bei 23°C gerthrt. Nach Zugabe von Wasser
(50 mL) wurde mit Et,O (4x 20 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen
getrocknet (MgSO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
zuriickbleibende Ol (1.7 g) wurde durch Saulenchromatographie (h = 18 cm, d =
3 cm, 3% - 7% Et,0 in Pentan) aufgereinigt. Es wurde Hexenol 23, welches als

Racemat in der Literatur beschrieben ist,['*® als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 0.70 g, 6.1 mmol, 68%.

DC: R=0.38 (Et,O/Cyclohexan 1:1).
GC: fr = 2.28 min.

[a]p: -8.8 (¢ = 1.5 in Chloroform).

'H NMR (400 MHz, CDCls): =5.69 (dddd, *J=0.7 Hz, 3J=18.1/10.2/7.9 Hz, 1H; 5-
H), 4.96 (dm, 3J=17.2 Hz, 1H; 6-Hyans), 4.87 (dm, 3J=10.2 Hz, 1H; 6-H), 3.84-
3.75 (m, 1H; 2-H), 2.30-2.18 (m, 1H; 4-H), 2.13 (br s, 1H; OH), 1.48 (ddd,
8J=7.8/7.8 Hz, 2J=13.7 Hz, 3-H.), 1.33-1.25 (m, 1H; 3-H,), 1.12 (dd, “J=0.7 Hz,
8J=6.2 Hz, 3H; 1-Hs), 0.96 (dd, *J=0.6 Hz, 3*J=6.7 Hz, 3H; 7-Hs) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCly): 5=144.7 (C-5), 112.6 (C-6), 66.2 (C-2), 46.1 (C-3),
35.3 (C-4), 23.5 (C-1), 20.3 (C-7) ppm.

HR-MS (ClI): ber. fir C;Hq3 [M-OH]": 97.1012, gef. 97.1009.
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(2R,4R,2)-4-Methylundeca-5,10-dien-2-ol (88)

Unter Argonatmosphare wurde bei -78°C zu einer Suspension von 5-
Hexenyltriphenylphosphoniumiodid (2.2 Aq., 14 mmol, 6.7 g) in abs. THF (70 mL)
in einem 250 mL-Rundkolben innerhalb von 10 min mit einer Spritze eine Lésung
von nBuLi (2.2 Ag., 14 mmol) in Hexan (2.5 M; 5.7 mL) getropft. Die resultierende
orangefarbene Suspension wurde bei -78°C flr 1 h gerthrt. Laktol 86 (0.75 g, 6.4
mmol) wurde mit einer Spritze innerhalb von 4 min bei -78°C hinzugetropft, die
Suspension zuerst fr 2 h bei -78°C und dann fir 2 h bei 0°C gerihrt. Nach
Zugabe von ges. wassrige NH4Cl Ldésung (40mL) wurde die zweiphasige
Mischung mit Et,O (100 mL) verdiinnt. Die wéassrige Phase wurde mit Et,O (3x
40 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen getrocknet (MgSO,4) und
unter vermindertem Druck eingeengt. Sdulenchromatographie (h = 10.5 cm, d =
3 cm, 0% - 30% Et,0 in n-Pentan) lieferte Undecadienol 88 als farbloses Ol.

Ausbeute: 0.82 g, 4.5 mmol, 70%.

DC: R=0.09 (Cyclohexan/Et,O 3:1).
GC: fr = 4.31 min.

[a]p®: -17.1 (¢ = 1.0 in Chloroform).

"H NMR (500 MHz, CDCls): 8=5.77 (ddt, 3°J=16.9/10.2/6.7 Hz, 1H; 10-H), 5.30 (dt,
8J=10.5/7.4 Hz, 1H; 6-H), 5.08 (it, °J=10.3/1.4 Hz, 1H; 5-H), 4.97 (ddd, *J=3.5 Hz,
3J=17.1 Hz, 2J=1.6 Hz, 1H; 11-Hyans), 4.91 (ddt, *U=1.1 Hz, 3J=10.2 Hz, 2J= 2.1
Hz, 1H; 11-Hgs), 3.75-3.68 (m, 1H; 2-H), 2.70-2.60 (m, 1H; 4-H), 2.13-1.93 (m,
4H; 7-Hy, 9-H,), 1.47-1.36 (m, 3H; 3-H,, 8-H,), 1.27-1.20 (m, 1H; 3-Hy), 1.13 (d,
8J=6.3 Hz, 3H; 1-Hs), 0.91 (d, 3J=6.7 Hz, 3H; 12-Hs) ppm.
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3C NMR (100 MHz, CDCls): 5=138.7 (C-10), 135.8 (C-5), 128.7 (C-6), 114.4 (C-
11), 66.0 (C-2), 46.8 (C-3), 33.2 (C-9), 29.1 (C-8), 28.4 (C-4), 26.8 (C-7), 24.0 (C-
1), 21.7 (C-12) ppm.

IR (in Substanz): v = 3390, 2964, 2927, 1641, 1456, 1376 cm™.

HR-MS (El): ber. fir C12H2 [M-H2O]*: 164.1560, gef. 164.1562.

(2S5,4R,2)-4-Methylundeca-5,10-dien-2-ol (89)

10
11/

Unter Argonatmosphéare wurde bei 0°C zu einer Lésung von Undecadienol 88
(0.45 g, 2.5 mmol), para-Nitrobenzoesaure (1.9 Aqg., 4.8 mmol, 0.80 g) und PPhs
(1.9 Ag., 4.8 mmol, 1.3 g) in abs. THF (6 mL) in einem 10 mL-Rundkolben mit
einer Spritze innerhalb von 2.5 min DIAD (1.8 Aqg., 3.8 mmol, 0.87 mL) getropft.
Nach Entfernen des Eisbades wurde die Lésung fir 19 h bei 23°C gerihrt. Nach
Zugabe von ges. wassriger NaHCO3-Lésung (20 mL) und Et;O (15 mL) wurde
die wassrige Phase (pH 9) mit Et;O (2x 20 mL) extrahiert und die vereinten
organischen Phasen mit ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 20 mL) gewaschen,
getrocknet (MgSO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
zuriickbleibende orangefarbene Ol (3 g) wurde durch Saulenchromatographie (h
= 11.5 cm, d = 4 cm, 3% Et,0 in n-Pentan) aufgereinigt. Es wurde (2’'S,4’R)-4-
Nitrobenzoesaure-(4-methyl-)Jundecadienylester als orangefarbenes Ol erhalten.

Ausbeute: 0.58 g, 1.8 mmol, 71%.

GC: fr = 7.33 min.

[a]p®: +46.7 (¢ = 1.0 in Chloroform).

HR-MS (ClI): ber. fir CooH2sNO4 [M+CHj3]"™: 346.2013, gef. 346.2012.
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Zu einer Lésung von (2’'S,4’R)-4-Nitrobenzoesaure-(4’-methyl-)undecadienylester
(0.40 g, 1.2 mmol) in THF (2.6 mL) und MeOH (1.2 mL) in einem 5 mL-
Rundkolben wurde mit einer Pasteurpipette bei 0°C eine Lésung von NaOH (2.5
Ag., 3.0 mmol, 0.12 g) in Wasser (1.6 mL) gegeben. Nach Entfernen des
Eisbades wurde die Ldsung fir 15 h bei 23°C gerlGhrt. Nach Zugabe von
halbgesattigter wassriger NaCl-Lésung (10 mL) und Et;O (5 mL) wurde die
Reaktionslésung mit EtoO (4x 5 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen
getrocknet (MgSO,4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Das
zuriickbleibende Ol (0.2 g) wurde durch Saulenchromatographie (h = 6.5 cm, d =
2 cm, 2% - 7% Et,0 in n-Pentan) aufgereinigt. Es wurde Undecadienol 89 als
gelbliches Ol erhalten.

Ausbeute: 0.19 g, 1.1 mmol, 88%.
GC: fr = 4.37 min.
[a]p®: -3.3 (¢ = 1.0 in Chloroform).

"H NMR (400 MHz, CDCls): 5=5.80 (ddt, °J=16.9/10.2/6.7 Hz, 1H; 10-H), 5.33 (dft,
8J=11.0/7.3 Hz, 1H; 6-H), 5.23 (it, 3J=11.1/1.4 Hz, 1H; 5-H), 5.00 (ddd, , *J=3.7
Hz, %J=17.1 Hz, 2J=1.6 Hz, 1H; 11-Hyans), 4.94 (ddt, “U=1.2 Hz, 3J=10.2 Hz, 2=
2.2 Hz, 1H; 11-H;), 3.85-3.76 (m, 1H; 2-H), 2.64-2.56 (m, 1H; 4-H), 2.15-1.95 (m,
4H; 7-Hy, 9-H,), 1.78 (s, 1H; 2-OH), 1.49-1.39 (m, 4H; 3-Hy, 8-H,), 1.15 (d, 3J=6.2
Hz, 3H; 1-Hs), 0.95 (d, ®J=6.7 Hz, 3H; 12-Hs) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCls): 5=138.6 (C-10), 136.3 (C-5), 128.7 (C-6), 114.5 (C-
11), 67.2 (C-2), 47.1 (C-3), 33.3 (C-9), 29.7 (C-4), 29.0 (C-8), 26.9 (C-7), 23.5 (C-

1), 21.5 (C-12) ppm.

HR-MS (EI): ber. fir Ci2Hzo [M-H20]": 164.1560, gef. 164.1564.
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6.2.9 Versuche zum Kapitel 4.2.8 - Veresterungen

L-Pea-Ala-D-Trp-BAla-O-Hex (90a)

Unter Argonatmosphéare wurden bei 23°C zu einer Lésung der peptidischen
Saure 31a (0.10 g, 0.22 mmol) in abs. CH.Cl, (10 mL) und abs. DMF (1 mL) (S)-
5-Hexen-2-ol (4.0 Ag., 0.88 mmol, 0.11 mL), DMAP (2.0 Aqg., 0.44 mmol, 54 mg),
DIPEA (2.0 Aq., 0.44 mmol, 77 L) und EDC-HCI (2.0 Aqg., 0.44 mmol, 86 mg)
gegeben. Die farblose Ldésung wurde far 20 h gerihrt, mit AcOEt (20 mL)
verdinnt und mit ges. wassriger NH4CIl-L6sung (2x 20 mL) gewaschen. Die
wassrige Phase wurde mit AcOEt (3x 10 mL) extrahiert, die vereinten
organischen Extrakte mit ges. wassriger NaCl-Lésung (1x 10 mL) gewaschen,
getrocknet (MgSO4) und unter vermindertem Druck eingeengt. Aufreinigung des
Rohprodukts durch Saulenchromatographie (h = 12 cm, d = 1 cm; 1% - 3%
MeOH in CHCIs) lieferte das Dien 90a als farbloses Wachs .

Ausbeute: 57 mg, 0.11 mmol, 48%.

DC: R: = 0.29 (CHCI3/MeOH 19:1).
LC: fr = 7.69 min.

[a]p?®: +1.6 (c = 0.83 in Methanol).

"H NMR (400 MHz, [Dg]DMSO): 8=10.79 (s, 1H; Trp2-NH), 8.09 (d, °J=8.4 Hz,
1H; Trpa-NH), 8.06-7.99 (m, 2H; aAlaa-NH, BAlap-NH), 7.56 (d, 8J=8.0 Hz, 1H;
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Trp4-H), 7.30 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.08 (d, 3J=1.6 Hz, 1H; Trp2-H), 7.04 (t,
8=7.4 Hz, 1H; Trp6-H), 6.95 (t, %J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 5.78 (ddt,
3J=17.0/10.2/6.8 Hz, 1H; Mhx5-H), 5.00 (dd, 3J=17.2 Hz, 2J=1.6 Hz, 1H; Mhx6-
Hians), 4.94 (d, 3J=10.0 Hz, 1H; Mhx6-Hs), 4.81 (dq, 3°J=12.2/6.0 Hz, 1H; Mhx2-
H), 4.69 (s, 1H; Pea5-H,), 4.63 (s, 1H; Pea5-H,), 4.39 (td, J=8.8/4.4 Hz, 1H;
Trpa-H), 4.19 (dq, %J=6.8/6.8 Hz, 1H; aAlaa-H), 3.32-3.20 (m, 2H; BAlaB-Ho),
3.13 (dd, °J=4.4 Hz, 2J=14.4 Hz, 1H; TrpB-H,), 2.87 (dd, 3J=9.6 Hz, 2J=14.8 Hz,
1H; TrpB-Hp), 2.55-2.46 (m, 1H; Pea2-H), 2.41 (i, 8J=7.2 Hz, 2H; BAlaa-H,), 2.20
(dd, 3J=6.4 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Pea3-H,), 2.10-1.96 (m, 2H; Mhx4-H,), 1.88 (dd,
8J=8.0 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Pea3-H,), 1.67-1.50 (m, 2H; Mhx3-H.), 1.63 (s, 3H;
Pea7-Hs), 1.16 (d, 3J=6.0 Hz, 3H; Mhx1-Hs), 0.99 (d, %J=6.8 Hz, 3H; aAlap-Hk),
0.92 (d, *J=6.8 Hz, 3H; Pea6-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): 175.4 (Pea-1), 172.1 (aAla-C=0), 171.2 (Trp-
C=0), 170.6 (BAla-C=0), 143.1 (Pea-4), 137.8 (Mhx-5), 135.9 (Trp-7a), 127.1
(Trp-3a), 123.4 (Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.3 (Trp-5), 118.1 (Trp-4), 115.0 (Mhx-6),
111.7 (Pea-5), 111.1 (Trp-7), 110.1 (Trp-3), 69.8 (Mhx-2), 53.3 (Trp-a), 48.3
(adAla-a), 41.3 (Pea-3), 37.0 (Pea-2), 34.8 (BAla-B), 34.2 (Mhx-3), 33.7 (BAla-a),
29.1 (Mhx-4), 27.6 (Trp-B), 22.1 (Pea-7), 19.6 (Mhx-1), 17.6 (aAla-B), 17.1 (Pea-6)
ppm.

IR (in Substanz): v = 3408, 3280, 3078, 2975, 2931, 1731, 1633, 1541 cm™.

HR-MS (ESI): ber. fiir CaoHasN4Os [M+H]*: 539.3228, gef. 539.3235.
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L-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-BAla-O-Hex (90b)

Die peptidische Saure 31b (0.13 g, 0.27 mmol) wurde, wie fir Verbindung 31a
beschrieben, mit (S)-5-Hexen-2-ol verestert. Es wurde das Dien 90b als

farbloses Wachs erhalten.

Ausbeute: 0.11 g, 0.20 mmol, 74 %.

DC: R, = 0.44 (CHCls/MeOH 19:1).
LC: tr = 8.07 min;.

[a]p: +35.2 (c = 1.0 in Methanol).

'THNMR (400 MHz, [Dg]DMSO): Rotamerengemisch (Verhdltnis 5:1),
Hauptrotamer: 8=10.79 (s, 1H; Trp2-NH), 8.03 (d, °J=7.6 Hz, 1H; aAlaa-NH),
7.73 (t, 3J=5.4 Hz, 1H; BAlap-NH), 7.55 (d, °J=8.0 Hz, 1H; Trp4-H), 7.30 (d,
8J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.04 (s, 1H; Trp2-H), 7.04 (t, J=7.2 Hz, 1H; Trp6-H),
6.95 (t, 3J=7.8 Hz, 1H; Trp5-H), 5.78 (ddt, %J=16.8/10.2/6.6 Hz, 1H; Mhx5-H),
5.29 (dd, %J=10.6/5.0 Hz, 1H; Trpa-H), 5.00 (dd, 3J=17.0 Hz, 2J=1.4 Hz, 1H;
Mhx6-Hiyans), 4.94 (d, °J=9.8 Hz, 1H; Mhx6-Hzs), 4.81 (dq, °J=12.0/6.0 Hz, 1H;
Mhx2-H), 4.68 (s, 1H; Pea5-H.), 4.62 (s, 1H; Pea5-H), 4.50 (dq, 3J=6.8/6.8 Hz,
1H; aAlaa-H), 3.38-3.28 (m, 2H; BAlaB-H.), 3.27 (dd, *J=4.4 Hz, 2J=16.8 Hz, 1H;
TrpB-H,), 3.00 (dd, 3J=10.8 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; TrpB-Hb), 2.89 (s, 1H; Trp-NCHs),
2.56-2.45 (m, 3H; Pea2-H, BAlaa-Hs), 2.20 (dd, °J=6.4 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Pea3-
H,), 2.10-1.96 (m, 2H; Mhx4-H,), 1.88 (dd, 3J=7.6 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Pea3-Hb),
1.67-1.50 (m, 2H; Mhx3-H,), 1.63 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.16 (d, 3J=6.0 Hz, 3H;
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Mhx1-Hs), 0.91 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; Peab-Hs), 0.78 (d, %J=6.8 Hz, 3H; aAlaB-H;)
ppm; Nebenrotamer: 5=10.84 (s, 1H; Trp2-NH), 8.32 (t, *J=5.0 Hz, 1H; BAlaB-NH),
7.94 (d, *J=7.2 Hz, 1H; aAlaa-NH), 7.61 (d, *J=7.6 Hz, 1H; Trp4-H), 7.30 (d,
3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.20 (s, 1H; Trp2-H), 7.04 (t, J=7.6 Hz, 1H; Trp6-H),
6.95 (t, 3J=7.8 Hz, 1H; Trp5-H), 5.78 (ddt, %J=16.8/10.2/6.6 Hz, 1H; Mhx5-H),
5.06-4.89 (m, 3H; Mhx6-Hyans, Mhx6-Hgis, Trpa-H), 4.87-4.76 (m, 2H; Mhx2-H,
aAlaa-H), 4.68 (s, 1H; Pea5-H,), 4.62 (s, 1H; Pea5-H,), 3.38-3.20 (m, 3H; BAlap-
Ho, TrpB-H,), 3.11 (dd, 3J=8.6 Hz, 2J=15.4 Hz, 1H; TrpB-Hs), 2.81 (s, 1H; Trp-
NCHs), 2.56-2.38 (m, 3H; Pea2-H, BAlaa-H,), 2.20-2.12 (m, 1H; Pea3-H,), 2.10-
1.96 (m, 2H; Mhx4-Hs), 1.93-1.83 (m, 1H; Pea3-H,), 1.68-1.50 (m, 2H; Mhx3-H.),
1.59 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.10 (d, ®J=6.0 Hz, 3H; Mhx1-Hs), 0.92 (d, °J=6.8 Hz, 3H;
aAlap-Hs), 0.87 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; Pea6-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): 8=175.0 (Pea-1), 172.8 (aAla-C=0), 170.7 (Trp-
C=0), 169.8 (BAla-C=0), 143.0 (Pea-4), 137.8 (Mhx-5), 136.0 (Trp-7a), 127.0
(Trp-3a), 122.9 (Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.2 (Trp-5), 118.1 (Trp-4), 115.0 (Mhx-6),
111.7 (Pea-5), 111.1 (Trp-7), 110.0 (Trp-3), 69.8 (Mhx-2), 56.2 (Trp-a), 44.6
(adAla-a), 41.3 (Pea-3), 36.9 (Pea-2), 34.9 (BAla-B), 34.2 (Mhx-3), 33.8 (BAla-a),
30.6 (Trp-NCH3), 29.0 (Mhx-4), 23.7 (Trp-B), 22.0 (Pea-7), 19.6 (Mhx-1), 17.2
(aAla-B), 16.5 (Pea-6) ppm.

IR (in Substanz): v = 3371, 3283, 3076, 2976, 2933, 1733, 1632, 1543 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fir Cs1HasN4Os [M+H]*: 553.3385, gef. 553.3392.
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L-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-Tyr(TIPS)O-Hex (90c)

Unter Argonatmosphéare wurden bei 23°C zu einer Lésung der peptidischen
Saure 31c (50 mg, 70 umol) in abs. CHxCl, (10 mL) und abs. DMF (0.5 mL) in
einem 50 mL-Rundkolben (S)-5-Hexen-2-ol (4.0 Aq., 0.28 mmol, 34 uL), DMAP
(2.0 Ag., 0.14 mmol, 17 mg), DIPEA (2.0 Aq., 0.14 mmol, 24 pL) und EDC-HCI
(2.0 Ag., 0.14 mmol, 27 mg) gegeben. Die farblose Reaktionsldsung wurde fiir 20
h gerthrt, mit AcOEt (30 mL) verdiinnt und mit ges. wassriger NH4Cl-Lésung (1x
20 mL, 1x 15 mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit AcOEt (1x 20 mL)
extrahiert und die vereinten organischen Extrakte mit ges. wéassriger NaCl-
Lésung (1x 10 mL) gewaschen, getrocknet (MgSO,) und unter vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde durch S&aulenchromatographie (h = 13
cm, d =1 cm; 30% - 40% AcOEt in Cyclohexan) aufgereinigt. Es wurde das Dien

90c als farbloses Wachs erhalten.

Ausbeute: 34 mqg, 42 pmol, 61 %.

DC: R: = 0.42 (AcOEt/Cyclohexan 1:1).
LC: tr = 12.04 min.

[a]p: +20.4 (c = 1.0 in Chloroform).

'H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhéltnis >7:1), Hauptrotamer:
5=8.09 (s, 1H; Trp2-NH), 7.59 (d, 3J=7.8 Hz, 1H; Trp4-H), 7.32 (d, 3J=8.0 Hz, 1H;
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Trp7-H), 7.19-7.09 (m, 3H; Trp6-H, Trp5-H, BTyrB-NH), 7.09 (d, %J=8.5 Hz, 2H;
BTyr2-H, BTyr6-H), 6.94 (s, 1H; Trp2-H), 6.76 (d, 8J=8.5 Hz, 2H:; BTyr3-H, BTyr5-
H), 6.34 (d, 3J=6.1 Hz, 1H; Alaa-NH), 5.71 (ddt, ®J=16.9/10.2/6.6 Hz, 1H; Hex5-
H), 5.56 (dd, ®J=10.3/5.9 Hz, 1H; Trpa-H), 5.36 (dd, J=14.8/7.1 Hz, 1H; BTyrB-H),
4.94 (dd,3J=17.2 Hz, 2J=1.6 Hz, 1H; Hex6-Hiyans), 4.92 (d,3J=10.1 Hz, 1H; Hex6-
H.is), 4.86-4.77 (m, 1H; Hex2-H), 4.77 (s, 1H; Pea5-H,), 4.70 (s, 1H; Pea5-H),
4.61 (dg, 2J=6.8/6.8 Hz, 1H; Alaa-H), 3.46 (dd, ®J=5.9 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; Trpp-
H,), 3.21 (dd, ®J=10.5 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; TrpB-Hy), 2.94 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.90
(dd, 3J=7.4 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; BTyra-Hs), 2.75 (dd, 3J=6.2 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H;
BTyra-H,), 2.46-2.36 (m, 1H; Pea2-H), 2.36 (dd, 3J=6.3 Hz, 2J=13.9 Hz, 1H;
Pea3-H.,,), 2.03 (dd, 3J=7.6 Hz, 2J=13.7 Hz, 1H; Pea3-H,), 1.99-1.86 (m, 1H;
Hex4-H,), 1.68 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.52-1.40 (m, 1H; Hex3-H,), 1.29-1.16 (m, 4H;
Hex3-Hs, TIPS), 1.11 (d, 3J=6.1 Hz, 3H; Hex1-H;), 1.08 (d, 3J=7.2 Hz, 18H; TIPS),
1.10-1.06 (m, 3H; Pea6-Hs), 0.95 (d, J=6.8 Hz, 3H; AlaB-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 8=176.0 (Pea-1), 173.9 (Ala-C=0), 170.4 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.4 (BTyr-4), 142.8 (Pea-4), 137.6 (Hex-5), 136.0 (Trp-7a),
132.9 (BTyr-1), 127.5 (2%, BTyr-2, BTyr-6), 127.3 (Trp-3a), 122.0 (2x, Trp-2, Trp-
6), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.4 (Trp-5), 118.5 (Trp-4), 114.9 (Hex-6), 112.4
(Pea-5), 111.1 (TrpB), 111.0 (Trp-7), 70.7 (Hex-2), 56.8 (Trp-a), 49.4 (BTyr-p),
45.7 (Ala-a), 41.7 (Pea-3), 40.8 (BTyr-a), 38.7 (Pea-2), 34.8 (Hex-3), 31.0 (Trp-
NCHjs), 29.4 (Hex-4), 23.3 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 19.8 (Hex-1), 17.9 (6x, TIPS),
17.2 (Ala-B), 16.9 (Pea-6), 12.6 (3%, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): v = 3306, 3062, 2942, 2867, 1731, 1639, 1510 cm™".

HR-MS (ESI): ber. flr C46HegN4OsSi [M+H]": 801.4981, gef. 801.4989.
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L-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-Tyr(TIPS)O-Mhx (90d)

Die peptidische Séaure 31c (44 mg, 61 pmol) wurde, wie fur Verbindung 90c
beschrieben, mit Alkohol 23 verestert. Es wurde das Dien 90d als farbloses
Wachs erhalten.

Ausbeute: 37 mg, 45 umol, 74 %.

DC: R: = 0.36 (AcOEt/Cyclohexan 1:1).
LC: fr = 12.53 min.

[a]p®: +13.8 (¢ = 0.82 in Chloroform).

'"H NMR (500 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis >8:1), Hauptrotamer:
5=8.05 (s, 1H; Trp2-NH), 7.60 (d, *J=7.8 Hz, 1H; Trp4-H), 7.32 (d, 3J=8.1 Hz, 1H;
Trp7-H), 717 (1, 8J=7.4 Hz, 1H; Trp6-H), 7.13-7.09 (m, 2H; Trp5-H, BTyrB-NH),
7.08 (d, 3J=8.5 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.94 (d, 2J=2.0 Hz, 1H; Trp2-H), 6.76
(d, 3J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.31 (d, °J=6.3 Hz, 1H; Alaa-NH), 5.63
(ddd, ®J=17.6/10.3/7.6 Hz, 1H; Mhx5-H), 5.55 (dd, ®J=10.3/6.0 Hz, 1H; Trpa-H),
5.35 (dt, 3J=7.7/7.1 Hz, 1H; BTyrp-H), 4.91 (d,3J=17.2 Hz, 1H; Mhx6-Hyans), 4.87
(d, 3J=10.3 Hz, 1H; Mhx6-Hcis), 4.89-4.81 (m, 1H; Mhx2-H), 4.77 (s, 1H; Pea5-H,),
4.70 (s, 1H; Pea5-H,), 4.66-4.58 (m, 1H; Alaa-H), 3.46 (dd, 3J=6.0 Hz, 2J=15.7
Hz, 1H; TrpB-H,), 3.21 (dd, %J=10.4 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; TrpB-Hy), 2.94 (s, 3H;
Trp-NCHs), 2.87 (dd, 3J=7.2 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; BTyra-Hs), 2.73 (dd, ®J=6.3 Hz,
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2J=15.2 Hz, 1H; BTyra-Hy), 2.45-2.35 (m, 2H; Pea2-H, Pea3-H,,), 2.10-1.99 (m,
2H; Mhx4-H, Pea3-H,), 1.68 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.57 (ddd, ®J=7.5/7.5 Hz, 2J=14.1
Hz, 1H; Mhx3-H,), 1.30-1.18 (m, 4H; Mhx3-H,, TIPS), 1.10 (d, 3J=6.2 Hz, 3H;
Mhx1-Hs), 1.08 (d, 3°J=7.3 Hz, 18H; TIPS), 1.10-1.06 (m, 3H; Pea6-Hs), 0.96 (d,
8J=6.8 Hz, 3H; Alap-Hs), 0.90 (d, 3J=6.7 Hz, 3H; Mhx7-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 8=175.9 (Pea-1), 173.8 (Ala-C=0), 170.4 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.4 (BTyr-4), 143.7 (Mhx-5), 142.8 (Pea-4), 136.1 (Trp-7a),
132.9 (BTyr-1), 127.5 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.4 (Trp-3a), 122.1 (Trp-2/Trp-6),
122.0 (Trp-6/Trp-2), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.5 (Trp-5), 118.6 (Trp-4),
112.7 (Mhx-6), 112.4 (Pea-5), 111.2 (Trp-3), 111.0 (Trp-7), 69.6 (Mhx-2), 56.9
(Trp-a), 49.4 (BTyr-B), 45.7 (Ala-a), 42.4 (Mhx-3), 41.8 (Pea-3), 40.9 (BTyr-a),
38.8 (Pea-2), 34.3 (Mhx-4), 31.0 (Trp-NCHj3), 23.4 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 20.0 (2x,
Mhx-7, Mhx-1), 17.9 (6x, TIPS), 17.2 (Ala-B), 17.0 (Pea-6), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir Ca7H71N4O6Si [M+H]*: 815.5137, gef. 815.5144.

L-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-Tyr(TIPS)O-Und (90e)

Die peptidische Saure 31c (50 mg, 70 pumol) wurde, wie fir Verbindung 90c
beschrieben, mit Alkohol 89 verestert. Es wurde das Dien 90d als farbloses
Wachs erhalten.

Ausbeute: 42 mg, 48 pumol, 68 %.

133



DC: R: = 0.56 (AcOEt/Cyclohexan 3:2).
LC: fr = 15.53 min.
[a]p®: +18.3 (¢ = 1.0 in Chloroform).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhaltnis 10:1), Hauptrotamer:
5=8.12 (s, 1H; Trp2-NH), 7.59 (d, 3J=7.8 Hz, 1H; Trp4-H), 7.32 (d, 3J=8.0 Hz, 1H;
Trp7-H), 717 (1, 8J=7.4 Hz, 1H; Trp6-H), 7.13-7.07 (m, 3H; Trp5-H, BTyr2-H,
BTyr6-H), 6.94 (s, 1H; Trp2-H), 6.76 (d, °J=8.4 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.33
(d, 3J=6.2 Hz, 1H; Alaa-NH), 5.79 (ddt, 3J=16.9/10.2/6.6 Hz, 1H; Und10-H), 5.55
(dd, 2J=10.3/5.9 Hz, 1H; Trpa-H), 5.36 (dt, °J=7.6/7.1 Hz, 1H; BTyrB-H), 5.26 (dt,
8J=10.8/7.2 Hz, 1H; Und6-H), 5.10 (dd, 3J=10.2/10.2 Hz, 1H; Und5-H), 4.99 (d,
8J=17.1 Hz, 1H; Und11-Hyans), 4.94 (d, 3J=10.1 Hz, 1H; Und11-Hy;), 4.82-4.72 (m,
1H; Und2-H), 4.77 (s, 1H; Pea5-Hians), 4.70 (s, 1H; Peab5-Hs), 4.66-4.56 (m, 1H;
Alaa-H), 3.46 (dd, 3J=5.9 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; Trpp-Hz), 3.21 (dd, 3J=10.5 Hz,
2J=15.8 Hz, 1H; TrpB-Hs), 2.94 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.86 (dd, 3J=7.2 Hz, 2J=15.1
Hz, 1H; BTyra-H.,), 2.73 (dd, 3J=6.4 Hz, 2J=15.1 Hz, 1H; BTyra-Hy), 2.47-2.32 (m,
3H; Pea2-H, Pea3-H,, Und4-H), 2.10-1.91 (m, 5H; Pea3-H,, Und7-H., Und9-H,),
1.68 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.52-1.37 (m, 3H; Und3-H,, Und8-H,), 1.34-1.16 (m, 4H;
Und3-H,, TIPS), 1.13-1.02 (m, 24H; Und1-Hs, TIPS, Pea6-Hs), 0.95 (d, 3J=6.8 Hz,
3H; AlaB-Hs), 0.86 (d, 2J=6.6 Hz, 3H; Und12-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): 5=175.9 (Pea-1), 173.8 (Ala-C=0), 170.3 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.3 (BTyr-4), 142.8 (Pea-4), 138.7 (Und-10), 136.0 (Trp-7a),
135.2 (Und-5), 132.9 (BTyr-1), 128.4 (Und-6), 127.5 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.3
(Trp-3a), 122.0 (2x, Trp-6, Trp-2), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.4 (Trp-5), 118.5
(Trp-4), 114.5 (Und-11), 112.4 (Pea-5), 111.1 (Trp-3), 111.0 (Trp-7), 69.9 (Und-2),
56.9 (Trp-a), 49.5 (BTyr-B), 45.7 (Ala-a), 43.1 (Und-3), 41.8 (Pea-3), 41.0 (BTyr-
a), 38.7 (Pea-2), 33.3 (Und-9), 31.0 (Trp-NCHj3), 29.0 (Und-8), 28.3 (Und-4), 26.8
(Und-7), 23.3 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 21.3 (Und-12), 19.7 (Und-1), 17.9 (6x, TIPS),
17.2 (Ala-B), 16.9 (Pea-6), 12.6 (3x, TIPS) ppm.
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IR (in Substanz): v = 3307, 2930, 2867, 1732, 1639, 1510 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fiir CssH7sN4O6Si [M+H]*: 883.5763, gef. 883.5771.

L-Pea-Ala-D-2-Br-N-Me-Trp-Tyr(TIPS)O-Mhx (90f)

4 21 Trp ) , Mhx
7 NH | 7 o 1 7
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Die peptidische Saure 22 (72 mg, 90 pmol) wurde, wie far Verbindung 90c

beschrieben, mit Alkohol 23 verestert. Es wurde das Dien 21 als farbloses Wachs

erhalten.

Ausbeute: 31 mg, 35 umol, 39 %.

DC: R: = 0.53 (AcOEt/Cyclohexan 1:1).
LC: fr = 12.87 min.

[a]p®: +27.6 (¢ = 1.0 in Chloroform).

'"H NMR (500 MHz, CDCls): Rotamerengemisch (Verhéltnis 7:1), Hauptrotamer:
5=8.43 (s, 1H; Trp2-NH), 7.51 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp4-H), 7.22 (d, 3J=8.0 Hz, 1H;
Trp7-H), 7.13-7.09 (m, 3H; Trp6-H, BTyr2-H, BTyr6-H), 7.09-7.01 (m, 2H; Trp5-H,
BTyrB-NH), 6.77 (d, 3J=9.0 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.20 (d, *J=6.0 Hz, 1H;
Alaa-NH), 5.62 (ddd, 3J=17.5/10.0/7.5 Hz, 1H; Mhx5-H), 5.58 (dd, ®J=11.0/5.5 Hz,
1H; Trpa-H), 5.38 (dt, 8J=7.0/7.0 Hz, 1H; BTyrp-H), 4.91-4.81 (m, 1H; Mhx2-H),

135



4.91 (d, %J=16.5 Hz, 1H; Mhx6-Hyans), 4.87 (d, 3J=10.5 Hz, 1H; Mhx6-Hys), 4.74
(s, 1H; Pea5-H,), 4.66 (s, 1H; Pea5-H,), 4.52 (dq, 3J=6.5/6.5 Hz, 1H; Alaa-H),
3.42 (dd, 3J=5.5 Hz, 2J=15.5 Hz, 1H; TrpB-H,), 3.22 (dd, 3J=11.0 Hz, 2J=15.0 Hz,
1H; TrpB-Hy), 2.97 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.89 (dd, J=6.8 Hz, 2J=15.3 Hz, 1H;
BTyra-Hs), 2.74 (dd, %J=6.5 Hz, 2J=15.5 Hz, 1H; BTyra-H,), 2.39-2.28 (m, 2H;
Mhx4-H, Pea3-H,), 2.07-1.95 (m, 2H; Pea2-H, Pea3-H,), 1.65 (s, 3H; Pea7-Hs),
1.61-1.52 (m, 1H; Mhx3-H,), 1.30-1.17 (m, 4H; Mhx3-Hy, TIPS), 1.10 (d, 3J=6.0
Hz, 3H; Mhx1-Hs) 1.08 (d, 3J=7.5 Hz, 18H; TIPS), 1.06 (d, ®J=7.0 Hz, 3H; Pea6-
Hs), 0.90 (d, 3J=7.0 Hz, 3H; Mhx7-Hs), 0.72 (d, 2J=7.0 Hz, 3H; Alap-Hs) ppm.

3C NMR (125 MHz, CDCls): 5=176.0 (Pea-1), 173.7 (Ala-C=0), 170.4 (Trp-C=0),
168.7 (BTyr-C=0), 155.4 (BTyr-4), 143.7 (Mhx-5), 142.7 (Pea-4), 136.0 (Trp-7a),
132.7 (BTyr-1), 127.6 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.4 (Trp-3a), 122.3 (Trp-6), 120.0
(Trp-5), 119.8 (2%, BTyr-3, BTyr-5), 118.2 (Trp-4), 112.7 (Mhx-6), 112.4 (Pea-5),
110.6 (Trp-3), 110.4 (Trp-7), 109.0 (Trp-2), 69.5 (Mhx-2), 56.6 (Trp-a), 49.5
(BTyr-B), 45.5 (Ala-a), 42.3 (Mhx-3), 41.7 (Pea-3), 40.8 (B8Tyr-a), 38.6 (Mhx-4),
34.2 (Pea-2), 32.0 (Trp-NCHj3), 23.5 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 20.0 (Mhx-1), 20.0
(Mhx-7), 17.9 (6x, TIPS), 17.0 (Pea-6), 16.6 (Ala-B), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): v = 3272, 2931, 2867, 1734, 1640, 1511 cm™,

HR-MS (ESI): ber. fiir C47H70 °BrN4OgSi [M+H]*: 893.4243, gef. 893.4253.
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L-Pea-Ala-D-Trp-Tyr(TIPS)O-Mbt (91a)

Die peptidische Saure 32a (68 mg, 0.10 mmol) wurde, wie far Verbindung 90c
beschrieben, mit Alkohol 30 verestert. Es wurde das Dien 91a als farbloses

Wachs erhalten.

Ausbeute: 46 mg, 58 umol, 61 %.
DC: R: = 0.32 (AcOEt/Cyclohexan 3:2).
LC: fr = 11.58 min.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 5=8.28 (s, 1H; Trp2-NH), 7.62 (d, °J=7.8 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.31 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.16 (t, °J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H), 7.12-
7.04 (m, 2H; Trp5-H, BTyrB-NH), 6.95 (d, °J=8.3 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H),
6.89-6.84 (m, 1H; Trpa-NH), 6.87 (s, 1H; Trp2-H), 6.72 (d, 3J=8.4 Hz, 2H; BTyr3-
H, BTyr5-H), 6.39 (d, 3J=6.5 Hz, 1H; Alaa-NH), 5.60 (ddd, ®J=16.6/11.0/7.7 Hz,
1H; Mbt4-H), 5.32-5.13 (m, 1H; BTyrB-H), 4.98 (d, 3J=10.7 Hz, 1H; Mbt5-Hy),
4.97 (d, ®J=17.2 Hz, 1H; Mbt5-Hyans), 4.79-4.70 (m, 1H; Trpa-H), 4.75 (s, 1H;
Pea5-H,), 4.70-4.58 (m, 1H; Mbt2-H), 4.68 (s, 1H; Pea5-H,), 4.37-4.27 (m, 1H,;
Alaa-H), 3.28 (dd, 3J=6.0 Hz, 2J=14.6 Hz, 1H; Trpp-H,), 3.17 (dd, 3J=6.9 Hz,
?J=14.6 Hz, 1H; Trpp-Hy), 2.80 (dd, ®J=6.1 Hz, 2J=15.3 Hz, 1H; BTyra-H.), 2.62
(dd, 3U=7.2 Hz, 2J=15.3 Hz, 1H; BTyra-Hy), 2.45-2.35 (m, 2H; Pea2-H), 2.31 (dd,
8J=6.9 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Pea3-H,,), 2.26-2.13 (m, 1H; Mbt3-H,), 2.01 (dd,
8J=7.7 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H; Pea3-H,,), 1.65 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.29-1.16 (m, 6H;
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AlaB-Hs, TIPS), 1.07 (d, %J=7.2 Hz, 18H; TIPS), 1.09-1.04 (m, 3H; Pea6-Hs),
0.92 (d, ®J=6.3 Hz, 3H; Mbt1-Hs), 0.87 (d, 3J=6.6 Hz, 3H; Mbt6-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 8=176.2 (Pea-1), 172.3 (Ala-C=0), 170.4 (Trp-C=0),
170.1 (BTyr-C=0), 155.3 (BTyr-4), 142.9 (Pea-4), 139.3 (Mbt-4), 136.1 (Trp-7a),
132.6 (BTyr-1), 127.5 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.3 (Trp-3a), 123.3 (Trp-2), 122.1
(Trp-6), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.6 (Trp-5), 118.6 (Trp-4), 115.4 (Mbt-5),
112.4 (Pea-5), 111.2 (Trp-7), 110.2 (Trp-3), 74.1 (Mbt-2), 53.7 (Trp-a), 49.5
(BTyr-B), 49.2 (Ala-a), 42.2 (Mbt-3), 41.8 (Pea-3), 40.4 (BTyr-a), 38.8 (Pea-2),
27.7 (Trp-B), 22.2 (Pea-7), 18.0 (Ala-B), 17.9 (6x, TIPS), 17.2 (Pea-6/Mbt-1), 16.8
(Mbt-1/Pea-6), 15.4 (Mbt-6), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir C45Hg7N4OgSi [M+H]": 787.4824, gef. 787.4828.

D-Pea-Ala-D-N-Me-Trp-Tyr(TIPS)O-Mhx (91b)

Die peptidische Saure 32b (53 mg, 73 umol) wurde, wie fir Verbindung 90c
beschrieben, mit Alkohol 30 verestert. Es wurde das Dien 91b als farbloses
Wachs erhalten.

Ausbeute: 30 mg, 37 umol, 51 %

DC: R: = 0.36 (AcOEt/Cyclohexan 1:1).

138



LC: tr = 9.91 min.
[a]p: +10.2 (c = 2.8 in Chloroform).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): 8=8.05 (s, 1H; Trp2-NH), 7.60 (d, %J=7.8 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.32 (d, °J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.17 (t, 3J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H), 7.14-
7.05 (m, 4H; Trp5-H, BTyrp-NH, BTyr2-H, BTyr6-H), 6.94 (s, 1H; Trp2-H), 6.76 (d,
8J=8.3 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.29 (d, 2J=5.9 Hz, 1H; Alaa-NH), 5.65 (ddd,
8J=17.5/9.7/7.7 Hz, 1H; Mbt4-H), 5.56 (dd, 3J=10.2/5.9 Hz, 1H; Trpa-H), 5.42-
5.31 (m, 1H; BTyrp-H), 5.01 (d, 3J=11.7 Hz, 1H; Mbt5-Hs), 5.00 (d, *°J=15.8 Hz,
1H; Mbt5-Hians), 4.76 (s, 1H; Pea5-H,), 4.70 (s, 1H; Pea5-H,), 4.74-4.67 (m, 1H,;
Mbt2-H), 4.67-4.58 (m, 1H; Alaa-H), 3.46 (dd, 3J=5.6 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; Trpp-
H,), 3.21 (dd, 2J=10.5 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; TrpB-Hy), 2.94 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.90
(dd, %J=6.8 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; BTyra-H.), 2.76 (dd, 3J=6.2 Hz, 2J=15.3 Hz, 1H;
BTyra-Hy), 2.46-2.31 (m, 2H; Pea2-H, Pea3-H,,), 2.33-2.19 (m, 1H; Mbt3-H,),
2.10-1.97 (m, 1H; Pea3-H,), 1.70 (s, 3H; Pea7-Hs), 1.30-1.14 (m, 3H; TIPS),
1.11-1.04 (m, 3H; Pea6-Hs), 1.08 (d, 3J=7.3 Hz, 18H; TIPS), 0.99 (d, %J=6.1 Hz,
3H; Mbt1-Hs), 0.95 (d, 3J=6.8 Hz, 3H; AlaB-Hs), 0.90 (d, 3J=6.7 Hz, 3H; Mbt6-Hs)
ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): 5=175.8 (Pea-1), 173.9 (Ala-C=0), 170.3 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.4 (BTyr-4), 142.9 (Pea-4), 139.3 (Mbt-4), 136.0 (Trp-7a),
132.8 (BTyr-1), 127.6 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.3 (Trp-3a), 122.1 (Trp-2/Trp-6),
122.0 (Trp-6/Trp-2), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.4 (Trp-5), 118.5 (Trp-4),
115.5 (Mbt-5), 112.4 (Pea-5), 111.2 (Trp-3), 111.0 (Trp-7), 74.0 (Mbt-2), 56.8
(Trp-a), 49.4 (BTyr-B), 45.7 (Ala-a), 42.3 (Mbt-3), 42.0 (Pea-3), 40.7 (BTyr-a),
39.0 (Pea-2), 30.9 (Trp-NCHs3), 23.3 (Trp-B), 22.3 (Pea-7), 17.9 (6x, TIPS), 17.3
(Ala-B), 17.0 (Pea-6/Mbt-1), 16.9 (Mbt-1/Pea-6), 15.5 (Mbt-6), 12.6 (3x, TIPS)

ppm.

IR (in Substanz): v = 3307, 2928, 2868, 1734, 1638, 1511 cm™".

HR-MS (ESI): ber. fir CasHegN4OsSi [M+H]*: 801.4981, gef. 801.4989.

139



6.2.10 Versuche zum Kapitel 4.2.9 - RCM und Desilylierung

Cyclo-[(2S,4E,8S)-Hdn-Ala-D-Trp-BAla] (27a)
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Mit einer Kanille wurde bei 23 °C fir 15 min Argon durch eine Lésung des
azyklischen Depsipeptids 90a (33 mg, 61 pmol) in abs. Toluol (50 mL) in einem
100 mL-Zweihalskolben geleitet. Die farblose L&ésung wurde unter einem
kontinuierlichem Argonstrom fiir 20 min auf 120 °C erhitzt. Eine dunkelrote
Lésung des Katalysators B (0.25 Aq., 15 pmol, 13 mg) in abs. Toluol (2 mL)
wurde mit einer Spritze in zwei Portionen hinzugegeben. Die resultierende dunkle
Lésung wurde mit kontinuierlichem Argonstrom fir 3 h bei 120 °C
Olbadtemperatur geriihrt. Die Lésung wurde auf 23 °C abgekihlt und unter
vermindertem Druck eingeengt. Der griin-schwarze Rulckstand (43 mg) wurde
durch Saulenchromatographie (h = 12 cm, d = 1 cm; 40% - 100% AcOEt in
Cyclohexan) aufgereinigt. Praparative HPLC des erhaltenen grauen Wachses
(28 mg), gefolgt von Einengen unter vermindertem Druck (p=120 mbar, T=40°C)
und Gefriertrocknung lieferte ein E/Z-Gemisch (Verhaltnis 5:1) des

Zyklodepsipeptids 27a als farblosen Feststoff.

Ausbeute: 18 mg, 35 pmol, 57%.
DC: R: = 0.50 (AcOEt).

LC: fr = 6.73 min.

Schmp.: 90 - 95°C (Zersetzung).
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[a]p®: +37.5 (¢ = 0.8 in Methanol).

'HNMR (400 MHz, [Dg]DMSO): E/Z-Gemisch (Verhaltnis 5:1), E-lsomer:
5=10.78 (s, 1H; Trp2-NH), 8.04 (d, 3J=9.0 Hz, 1H; Trp-NH), 7.88 (t, ®J=5.5 Hz, 1H;
BAla-NH), 7.67 (d, %J=7.9 Hz, 1H; aAla-NH), 7.56 (d, %J=7.9 Hz, 1H; Trp4-H),
7.30 (d, ®J=7.9 Hz, 1H; Trp7-H), 7.08 (d, *J=1.9 Hz, 1H Trp2-H), 7.04 (t, 3J=7.4
Hz, 1H; Trp6-H), 6.96 (t, >°J=7.3 Hz, 1H; Trp5-H), 4.96 (t, >°J=7.0 Hz, 1H; Hdn5-H),
4.68 (q,°J=6.4 Hz, 1H; Hdn8-H), 4.51 (dd, %J=9.4/4.4 Hz, 1H; Trpa-H), 4.34 (dq,
8J=7.4/7.4 Hz, 1H:; aAlaa-H), 3.47-3.37 (m, 1H; BAlap-H,), 3.28-3.19 (m, 1H;
BAlap-Hy), 3.12 (dd, 3U=4.3 Hz, 2J=14.5 Hz, 1H; TrpB-H.), 2.84 (dd, *J=9.7 Hz,
2J=14.5 Hz, 1H; TrpB-Hyp), 2.55-2.43 (m, 2H; Hdn2-H, BAlaa-H,), 2.37 (ddd,
3J=9.3/3.0 Hz, 2J=12.7 Hz, 1H; BAlaa-Hp), 2.12 (dd, 3J=11.7 Hz, 2J=13.7 Hz, 1H;
Hdn3-H,), 1.86-1.73 (m, 3H; Hdn3-H,, Hdn6-Hs), 1.57-1.45 (m, 1H; Hdn7-H,),
1.48 (s, 3H; Hdn11-Hs), 1.36-1.28 (m, 1H; Hdn7-H,), 1.11 (d, 3J=6.2 Hz, 3H;
Hdn9-Hs), 0.92 (d, %J=6.7 Hz, 3H; Hdn10-Hs), 0.86 (d, 3J=7.0 Hz, 3H; aAlaB-Hs)
ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): E/Z-Gemisch, E-lsomer: 174.1 (Hdn-1), 171.5
(aAla-C=0), 171.2 (Trp-C=0), 171.2 (BAla-C=0), 136.0 (Trp-7a), 132.7 (Hdn-4),
127.2 (Trp-3a), 123.8 (Hdn-5), 123.5 (Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.3 (Trp-5), 118.0
(Trp-4), 111.1 (Trp-7), 110.0 (Trp-3), 70.3 (Hdn-8), 53.0 (Trp-a), 47.1 (aAla-a),
43.2 (Hdn-3), 37.7 (Hdn-2), 35.1 (BAla-B), 34.6 (Hdn-7), 34.2 (BAla-a), 28.0 (Trp-
B), 23.3 (Hdn-6), 19.4 (Hdn-10), 18.9 (2x, Hdn-9, aAla-B), 16.4 (Hdn-11) ppm.

IR (in Substanz): v = 3295, 2976, 2933, 1715, 1643, 1524, 1455 cm™".

HR-MS (ESI): ber. flr CogH3gN4Os [M+H]*: 511.2915, gef. 511.2907.
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Cyclo-[(2S,4E,8S)-Hdn-Ala-D-N-Me-Trp-BAla] (27b)

Trp

HN—2
7 7a \ 5
6 3a :B B
4 ZHN BAla

5
HSC‘NW o
00

B
aAla o
8
HN1 O 4

RS

Azyklisches Depsipeptid 90b (88 mg, 0.16 mmol) wurde der
Ringschlussmetathese unterworfen, wie fir Verbindung 27a beschrieben.
Saulenchromatographie (h =15 cm, d = 1 cm; 25% - 80% AcOEt in Cyclohexan)
des Rohprodukis lieferte ein E/Z-Gemisch (Verhaltnis >9:1) des
Zyklodepsipeptids 27b als farbloses Wachs.

Ausbeute: 56 mg, 0.11 mmol, 67%.
DC: R: = 0.56 (AcOEt).
LC: fr = 12.04 min.

"HNMR (400 MHz, [Dg]DMSO): E/Z-Gemisch (Verhaltnis >9:1), E-Isomer:
5=10.78 (s, 1H; Trp2-NH), 7.79-7.68 (m, 2H; aAla-NH, BAla-NH), 7.56 (d, 3J=8.0
Hz, 1H; Trp4-H), 7.29 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.05 (s, 1H; Trp2-H), 7.03 (t,
8J=7.2 Hz, 1H; Trp6-H), 6.95 (t, 3J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 5.41 (dd, 3J=10.8/5.2 Hz,
1H; Trpa-H), 4.99 (t, 3J=7.0 Hz, 1H; Hdn5-H), 4.70 (q, ®J=6.4 Hz, 1H; Hdn8-H),
4.62 (dq, °J=7.2/7.2 Hz, 1H; aAlaa-H), 3.46-3.36 (m, 1H; BAlaB-H.), 3.36-3.26 (m,
1H; BAlaB-H,), 3.26 (dd, °J=4.8 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; TrpB-H,), 2.99 (dd, 3J=10.8
Hz, 2J=15.4 Hz, 1H; TrpB-Hs), 2.89 (s, 1H; Trp-NCHs), 2.57-2.45 (m, 1H; Hdn2-H),
2.46-2.34 (m, 2H; BAlaa-Hs), 2.11 (dd, 3J=11.2 Hz, 2J=14.4 Hz, 1H; Hdn3-H.),
1.92-1.72 (m, 3H; Hdn3-Hy, HdNn6-Ho), 1.58-1.50 (m, 1H; Hdn7-H,), 1.48 (s, 3H;
Hdn11-Hs), 1.43-1.29 (m, 1H; Hdn7-Hy), 1.13 (d, 3J=6.4 Hz, 3H; Hdn9-Hs), 0.92
(d, 3J=6.8 Hz, 3H; Hdn10-Hs), 0.62 (d, 3J=7.2 Hz, 3H; aAlap-Hs) ppm.
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3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): E/Z-Gemisch, E-lsomer: 173.8 (Hdn-1), 172.6
(aAla-C=0), 171.2 (Trp-C=0), 169.8 (BAla-C=0), 136.0 (Trp-7a), 132.4 (Hdn-4),
127.0 (Trp-3a), 123.7 (Hdn-5), 123.1 (Trp-2), 120.7 (Trp-6), 118.2 (Trp-5), 118.1
(Trp-4), 111.1 (Trp-7), 109.7 (Trp-3), 70.3 (Hdn-8), 55.7 (Trp-a), 44.0 (aAla-a),
42.8 (Hdn-3), 37.4 (Hdn-2), 35.4 (BAla-B), 34.7 (Hdn-7), 34.2 (BAla-a), 30.3 (Trp-
NCHs), 24.0 (Trp-B), 23.4 (Hdn-6), 19.4 (Hdn-10), 19.0 (Hdn-9), 17.5 (aAla-B),
16.6 (Hdn-11) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fiir CasHaiN4Os [M+H]*: 525.3072, gef. 525.3065.

Cyclo-[(2S,4E,7 R)-Hto-Ala-D-Trp-BTyr] (28a)

Peptiddien 91a (46 mg, 59 umol) wurde der Ringschlussmetathese unterworfen,
wie flr Verbindung 27a beschrieben. Saulenchromatographie (h = 16 cm, d = 1
cm; 40% - 60% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts lieferte Zyklodepsipeptid
Cyclo-[(2S,4E,7 R)-Hto-Ala-D-Trp-BTyr(TIPS)] als farbloses Wachs.

Ausbeute: 19 mg, 25 pumol, 43%.

DC: R=0.60 (AcOEY).

LC: fr = 10.97 min.

[a]p®: +27.2 (c = 1.0 in Chloroform).
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"H NMR (500 MHz, CDCls): 5=8.11 (s, 1H; Trp2-NH), 7.59 (d, °J=7.8 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.34 (d, 3J=8.1 Hz, 1H; Trp7-H), 7.19 (t, 3°J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H), 7.13 (t,
8J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 7.04 (d, 3J=9.0 Hz, 1H; BTyrB-NH), 6.99-6.96 (m, 3H;
BTyr2-H, BTyr6-H, Trp2-H), 6.78 (d, 3J=8.2 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.39 (d,
8J=7.4 Hz, 1H; Trp-NH), 6.08 (d, 3J=6.8 Hz, 1H; Alaa-NH), 5.37 (dt, “J=2.8 Hz,
8J=9.3 Hz, 1H; BTyrp-H), 4.89 (d, 3J=9.5 Hz, 1H; Hto5-H), 4.70-4.61 (m, 2H;
Trpa-H, Hto7-H), 4.21 (dg, %J=6.6/6.6 Hz, 1H; Alaa-H), 3.34 (dd, 3J=6.4 Hz,
2J=14.7 Hz, 1H; TrpB-Hz), 3.18 (dd, %J=7.0 Hz, 2J=14.7 Hz, 1H; TrpB-Hy), 2.59
(dd, 3J=2.7 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H; BTyra-H,), 2.50 (dd, 3J=11.1 Hz, 2J=14.1 Hz, 1H;
BTyra-Hy), 2.49-2.43 (m, 1H; Hto6-H), 2.43-2.35 (m, 1H; Hto2-H), 2.31 (dd,
3J=12.1 Hz, 2J=12.1 Hz, 1H; Hto3-H.), 1.97 (app d, 2J=12.8 Hz, 1H; Hto3-H),
1.58 (s, 3H; Hto10-Hs), 1.30-1.19 (m, 3H; TIPS), 1.22 (d, 3J=6.9 Hz, 3H; Alap-Hs),
1.15 (d, 3J=6.6 Hz, 3H; Hto9-H), 1.10 (d, 3*J=7.4 Hz, 18H; TIPS), 0.87 (d, %J=6.8
Hz, 3H; Hto11-Hs), 0.77 (d, 3J=6.2 Hz, 3H; Hto8-Hs) ppm.

8C NMR (100 MHz, CDCls): 8=174.8 (Hto-1), 173.0 (Ala-C=0), 170.6 (BTyr-
C=0), 169.9 (Trp-C=0), 155.3 (BTyr-4), 136.2 (Trp-7a), 133.8 (Hto-4), 133.6
(BTyr-1), 128.5 (Hto-5), 127.4 (Trp-3a), 127.0 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 123.6 (Trp-2),
122.3 (Trp-6), 119.9 (3x, BTyr-3, BTyr-5, Trp-5), 118.3 (Trp-4), 111.3 (Trp-7),
109.9 (Trp-3), 75.9 (Hto-7), 53.9 (Trp-a), 49.9 (BTyr-p), 49.0 (Ala-a), 45.3 (Hto-3),
42.2 (BTyr-a), 40.0 (Hto-2), 36.4 (Hto-6), 26.3 (Trp-B), 18.9 (Ala-B), 18.8 (Hto-9),
17.9 (6x, TIPS), 16.7 (Hto-11), 16.2 (Hto-10), 15.7 (Hto-8), 12.7 (3x, TIPS) ppm.

IR (in Substanz): V' = 3295, 2927, 2867, 1727, 1642, 1610, 1509 cm’.
HR-MS (ESI): ber. fir CasHesNaOsSi [M+H]*: 759.4511, gef. 759.4514.

Zu einer Ldésung von Cyclo-[(2S,4E,7R)-Hto-Ala-D-Trp-BTyr(TIPS)] (16 mg, 22
umol) in THF (1.0 mL) in einem 5 mL-Rundkolben wurde bei 23°C mit einer
Pipette eine Lésung von TBAF (1.0 Aq., 22 umol) in THF (1.0M, 22 uL) gegeben.
Die Reaktionsldsung wurde fur 30 min gerGhrt und dann unter vermindertem
Druck eingeengt. Saulenchromatographie (h = 13 cm, d = 1 cm; 40% - 100%
AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts lieferte desilyliertes Zyklodepsipeptid
28a als farbloses Wachs.
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Ausbeute: 8.8 mg, 15 umol, 68 %.

DC: R: = 0.36 (ACOEY).
LC: Ir = 6.75 min.
[a]p: +20.5 (c = 1.0 in Chloroform).

'"H NMR (600 MHz, [Dg]DMSO): 8=10.72 (s, 1H; Trp2-NH), 9.31 (s, 1H; BTyr4-
OH), 8.86 (d, 8J=9.4 Hz, 1H; BTyrB-NH), 8.29 (d, 8J=9.2 Hz, 1H; Trp-NH), 7.70 (d,
8J=9.3 Hz, 1H; Alaa-NH), 7.59 (d, 3J=7.8 Hz, 1H; Trp4-H), 7.28 (d, °J=8.1 Hz, 1H;
Trp7-H), 7.08 (d, 3J=8.6 Hz, 2H: BTyr2-H, BTyr6-H), 7.05-7.01 (m, 2H; Trp6-H,
Trp2-H), 6.97-6.93 (m, 1H; Trp5-H), 6.68 (d, °J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H),
5.23 (ddd, ®J=11.4/9.7/3.5 Hz, 1H; BTyrB-H), 4.82 (td, J=9.4/5.2 Hz, 1H; Trpa-H),
4.72 (d, 3J=9.7 Hz, 1H; Hto5-H), 4.38 (dq, 3J=9.1/7.1 Hz, 1H; Alaa-H), 4.32 (dq,
8J=8.5/6.2 Hz, 1H; Hto7-H), 2.85 (dd, 3J=5.0 Hz, 2J=14.5 Hz, 1H; TrpB-H,), 2.77
(dd, %J=9.6 Hz, 2J=14.4 Hz, 1H; Trpp-H), 2.64-2.57 (m, 1H; Hto2-H), 2.57-2.49
(m, 2H; BTyra-H,), 2.38-2.29 (m, 1H; Hto6-H), 2.04-1.99 (m, 1H; Hto3-H,), 1.92
(dd, 3U=3.6 Hz,2J=13.2 Hz, 1H; Hto3-H), 1.59 (s, 3H; Hto10-Hs), 0.92 (d, °J=6.7
Hz, 3H; Hto9-Hs), 0.88 (d, %J=7.0 Hz, 3H; AlaB-Hs), 0.84 (d, °J=6.9 Hz, 3H;
Hto11-Hs), 0.83 (d, °J=6.4 Hz, 3H; Htn8-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, [Dg]DMSO): 5=172.9 (Hto-1), 171.9 (Ala-C=0), 171.3 (BTyr-
C=0), 170.2 (Trp-C=0), 156.2 (BTyr-4), 136.0 (Trp-7a), 132.9 (Hto-4), 132.6
(BTyr-1), 127.3 (Hto-5), 127.1 (Trp-3a), 126.9 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 123.6 (Trp-2),
120.6 (Trp-6), 118.6 (Trp-4), 117.9 (Trp-5), 115.0 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 111.0
(Trp-7), 109.6 (Trp-3), 76.7 (Hto-7), 52.2 (Trp-a), 49.8 (BTyr-B), 46.2 (Ala-a), 44.8
(Hto-3), 42.7 (BTyr-a), 37.5 (Hto-2), 36.8 (Hto-6), 28.8 (Trp-B), 20.0 (Ala-pB), 18.5
(Hto-9), 18.5 (Hto-8), 17.6 (Hto-11), 15.7 (Hto-10) ppm.

IR (in Substanz): v = 3289, 2962, 2926, 2872, 2854, 1714, 1640, 1514 cm™.

HR-MS (ESI): ber. fir C34H43N4Og [M+H]": 603.3177, gef. 603.3175.
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Cyclo-[(2S,4E,8S)-Hdn-Ala-D-Trp-BTyr] (27¢)
OH

Peptiddien 90c (31 mg, 42 umol) wurde der Ringschlussmetathese unterworfen,
wie flr Verbindung 27a beschrieben. Saulenchromatographie (h=11cm, d =1
cm; 40% - 70% AcOEt in Cyclohexan) des Rohproduktis lieferte das
Metatheseprodukt (22 mg, 28 pumol, 68%) als braunliches Wachs, welches direkt,
wie flr Verbindung 28a beschrieben, desilyliert wurde. Saulenchromatographie
(h =13 cm, d =1 cm; 40% - 100% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts
lieferte das desilylierte Zyklodepsipeptid 27¢ als farbloses Wachs.

Ausbeute: 14 mg, 23 pumol, 80%.

DC: R: = 0.31 (AcOEt/Cyclohexan 4:1).
LC: fr =7.13 min.

[a]p?®: +36.9 (c = 0.79 in Methanol).

"H NMR (500 MHz, CDCls): 8=8.29 (s, 1H; Trp2-NH), 7.60 (d, °J=7.9 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.32 (d, 3J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.22 (d, 3J=8.2 Hz, 1H; BTyrp-NH), 7.16
(td, “J=1.0 Hz, 3J=7.2 Hz, 1H; Trp6-H), 7.10 (td, *J=7.2 Hz, 1H; Trp5-H), 6.92 (d,
8J=8.4 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.83 (s, 1H; Trp2-H), 6.71-6.67 (m, 1H; Alac-
NH), 6.68 (d, °J=8.2 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 5.65 (dd, J=8.9/7.2 Hz, 1H;
Trpa-H), 5.19 (ddd, ®J=8.3/8.3/3.9 Hz, 1H; BTyrp-H), 5.03 (t, °J=6.7 Hz, 1H Hdn5-
H), 4.85-4.77 (m, 2H; Hdn8-H, Alaa-H), 3.42 (dd, 3J=6.9 Hz, 2J=15.5 Hz, 1H;
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TrpB-Ha), 3.16 (dd, %J=9.3 Hz, 2U=15.4 Hz, 1H; Trpp-Hb), 2.96 (s, 3H; Trp-NCHs),
2.73 (dd, 3J=3.8 Hz, 2J=15.5 Hz, 1H; BTyra-Hz), 2.68 (dd, 3J=8.6 Hz, 2J=15.5 Hz,
1H; BTyra-Hy), 2.45-2.40 (m, 2H; Hdn2-H, Hdn3-H,), 1.90-1.80 (m, 3H; HdAn3-H,,
Hdn6-H,), 1.59-1.51 (m, 1H; Hdn7-H,), 1.48 (s, 3H; Hdn11-Hs), 1.39-1.30 (m, 1H;
Hdn7-H), 1.13 (d, %J=5.7 Hz, 3H; Hdn10-Hs), 1.09 (d, 3J=6.3 Hz, 3H; Htn9-Hs),
0.99 (d, J=6.7 Hz, 3H; AlaB-Hs) ppm.

3C NMR (150 MHz, CDCls): 8=174.7 (Ala-C=0), 174.7 (Hdn-1), 170.5 (Trp-C=0),
169.1 (BTyr-C=0), 155.7 (BTyr-4), 136.2 (Trp-7a), 133.9 (Hdn-5), 131.9 (BTyr-1),
124.5 (Hdn-4), 127.1 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.1 (Trp-3a), 122.1 (Trp-6), 122.0
(Trp-2), 119.4 (Trp-5), 118.5 (Trp-4), 115.6 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 111.2 (Trp-7),
110.4 (Trp-3), 70.0 (Hdn-8), 56.2 (Trp-a), 49.2 (BTyr-B), 46.0 (Ala-a), 43.4 (Hdn-
7), 40.0 (Hdn-2), 40.0 (BTyr-a), 35.4 (Hdn-3), 30.4 (Trp-NCHj3), 23.2 (Hdn-6),
23.2 (Trp-B), 20.2 (Hdn-9), 20.0 (Hdn-10), 18.1 (Ala-B), 16.2 (Hdn-11) ppm.

IR (in Substanz): v = 3308, 3055, 2930, 2854, 1726, 1631, 1510 cm"".

HR-MS (ESI): ber. fir CasHasNaOg [M+H]*: 617.3334, gef. 617.3331.
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Cyclo-[(2S,4E,6R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr] (27d)
Cyclo-[(2S,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr] (92d)

Ringschlussmetathese:

Peptiddien 90d (34 mg, 42 umol) wurde der Ringschlussmetathese unterworfen,
wie far Verbindung 27a beschrieben. Saulenchromatographie (h = 16 cm,
d = 1 cm; 60% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts lieferte die
Zyklodepsipeptide Cyclo-[(2S,4E,6R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] und
Cyclo-[(25,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] als farblose Wachse.

Relay-Ringschlussmetathese:

Peptiddien 90e (39 mg, 44 umol) wurde der Ringschlussmetathese unterworfen,
wie flr Verbindung 27a beschrieben. Saulenchromatographie (h = 13.5 cm,
d =1 cm; 25% - 60% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts lieferte die
Zyklodepsipeptide Cyclo-[(2S,4E,6R,8S)Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] und
Cyclo-[(25,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] als farblose Wachse.

E-lsomer:

Ausbeute: 5.8 mg, 7.4 umol, 18% (RCM),
11.7 mg, 15 pumol, 34% (RRCM).

DC: R: = 0.32 (AcOEt/Cyclohexan 3:2).

LC: fr =11.96 min.

[a]o®: +27.5 (¢ = 0.40 in Chloroform).
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"H NMR (600 MHz, CDCls): 5=7.95 (s, 1H; Trp2-NH), 7.62 (d, °J=7.9 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.44 (d, 3J=9.0 Hz, 1H; BTyrp-NH), 7.34 (d, 3J=8.1 Hz, 1H; Trp7-H), 7.19
(td, *J=1.1 Hz, 3J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H), 7.13 (td, *J=0.9 Hz, 3U=7.5 Hz, 1H; Trp5-
H), 7.00 (d, %J=8.5 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.95 (d, 3U=2.1 Hz, 1H; Trp2-H),
6.78 (d, 3J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.73 (d, J=6.4 Hz, 1H; Alaa-NH),
5.66 (dd, °J=9.9/6.5 Hz, 1H; Trpa-H), 5.30 (ddd, 3J=9.0/5.2/4.5 Hz, 1H; BTyrp-H),
4.81-4.74 (m, 2H; Htn5-H, Alaa-H), 4.62 (ddd, 3J=10.2/6.3/4.1 Hz, 1H; Htn8-H),
3.40 (ddd, “U=0.7 Hz, 3J=6.4 Hz, 2J=15.6 Hz, 1H; TrpB-H,), 3.23 (dd, 3J=9.9 Hz,
2J=15.7 Hz, 1H; TrpB-Hs), 2.94 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.69 (dd, 3U=4.7 Hz, 2J=14.9
Hz, 1H; BTyra-H,), 2.59 (dd, ®J=5.8 Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; BTyra-Hy), 2.55 (ddd,
8J=11.4/6.9/2.5 Hz, 1H; Htn2-H), 2.39 (dd, 3J=11.6 Hz, 2J=15.9 Hz, 1H; Htn3-H.),
2.29-2.20 (m, 1H; Htn6-H), 1.91 (d, 2J=15.7 Hz, 1H; Htn3-H), 1.58 (s, 3H; Htn11-
Hs), 1.31 (ddd, 3J=11.3 /3.2 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Htn7-H,), 1.27-1.21 (m, 3H;
TIPS), 1.15 (d, 3J=7.0 Hz, 3H; Htn10-Hs), 1.15-1.10 (m, 1H; Htn7-H,), 1.09 (d,
3J=7.4 Hz, 18H; TIPS), 1.05 (d, *J=6.3 Hz, 3H; Htn9-Hs), 1.01 (d, 3J=6.7 Hz, 3H;
AlaB-Hs), 0.83 (d, 3J=6.7 Hz, 3H; Htn12-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3): 5=174.9 (Htn-1), 174.2 (Ala-C=0), 170.5 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.3 (BTyr-4), 136.1 (Trp-7a), 133.8 (Htn-4), 132.9 (BTyr-1),
127.8 (Htn-5), 127.6 (Trp-3a), 127.0 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 122.2 (Trp-2), 121.9
(Trp-6), 119.8 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.5 (Trp-5), 118.6 (Trp-4), 111.1 (Trp-7),
111.0 (Trp-3), 70.4 (Htn-8), 55.9 (Trp-a), 48.7 (BTyr-p), 46.2 (Ala-a), 43.5 (Htn-7),
40.6 (Htn-3), 40.1 (BTyr-a), 39.8 (Htn-2), 30.2 (Trp-NCH3), 29.2 (Htn-6), 22.8
(Htn-12), 22.2 (Trp-B), 19.0 (Htn-9), 18.6 (Htn-10), 17.9 (8%, Ala-B, Htn-11, TIPS),
12.6 (3x, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fiir C4sHe7NsOsSi [M+H]*: 787.4824, gef. 787.4828.
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Cyclo-[(2S,4E,6R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr] (27d)

Cyclo-[(2S,4E,6R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] (4.0 mg, 5.1 umol) wurde
desilyliert, wie flr Verbindung 28a beschrieben. Saulenchromatographie (h = 16
cm, d = 1 cm; 40% - 60% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts lieferte
Zyklodepsipeptid 27d als farbloses Wachs.

Ausbeute: 2.6 mg, 4.1 umol, 80%.

DC: R: = 0.27 (AcOEt/Cyclohexan 4:1).
LC: fr = 7.48 min.

[a]p: +9.6 (c = 0.25 in Methanol).

"H NMR (600 MHz, CDCls): 5=8.02 (s, 1H; Trp2-NH), 7.62 (d, °J=7.9 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.45 (d, 3J=8.6 Hz, 1H; BTyrp-NH), 7.34 (d, 3J=8.1 Hz, 1H; Trp7-H), 7.19
(td, *J=0.9 Hz, %J=7.6 Hz, 1H; Trp6-H), 7.13 (td, *J=0.8 Hz, 3U=7.5 Hz, 1H; Trp5-
H), 6.98 (d, %J=8.5 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.92 (d, 3J=1.8 Hz, 1H; Trp2-H),
6.72-6.68 (m, 1H; Alaa-NH), 6.71 (d, %J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 5.65 (dd,
8J=9.7/6.7 Hz, 1H; Trpa-H), 5.28 (ddd, ®J=8.6/5.4/5.4 Hz, 1H; BTyrp-H), 4.82-4.75
(m, 2H; Htn5-H, Alaa-H), 4.64 (ddd, °J=10.2/6.3/4.2 Hz, 1H; Htn8-H), 3.41 (ddd,
*J=0.5 Hz, 3J=6.6 Hz, 2J=15.6 Hz, 1H; Trpp-H,), 3.21 (dd, 3J=9.7 Hz, 2J=15.6 Hz,
1H; TrpB-Hy), 2.95 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.69 (dd, 3J=4.6 Hz, 2J=15.0 Hz, 1H;
BTyra-Hs), 2.60 (dd, 3J=6.3 Hz, 2J=15.0 Hz, 1H; BTyra-H,), 2.53 (ddd,
3J=11.3/7.0/2.7 Hz, 1H; Htn2-H), 2.37 (dd, °J=11.5 Hz, 2J=15.6 Hz, 1H; Htn3-H,),
2.29-2.21 (m, 1H; Htn6-H), 1.93 (d, 2J=15.6 Hz, 1H; Htn3-H), 1.59 (s, 3H; Htn11-
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Hs), 1.37-1.31 (m, 1H; Htn7-H,), 1.19-1.15 (m, 1H; Htn7-Hy), 1.15 (d, 3J=7.0 Hz,
3H; Htn10-Hs), 1.07 (d, 2J=6.4 Hz, 3H; Htn9-Hs), 1.02 (d, J=6.7 Hz, 3H; Alap-Hs),
0.84 (d, °J=6.6 Hz, 3H; Htn12-Hs) ppm.

3C NMR (150 MHz, CDClg): 5=175.0 (Htn-1), 174.3 (Ala-C=0), 170.5 (Trp-C=0),
169.0 (BTyr-C=0), 155.1 (BTyr-4), 136.1 (Trp-7a), 133.9 (Htn-4), 132.0 (BTyr-1),
127.8 (Htn-5), 127.3 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.2 (Trp-3a), 122.0 (Trp-6/Trp-2),
121.9 (Trp-2/Trp-6), 119.6 (Trp-5), 118.5 (Trp-4), 115.4 (2x, BTyr-3, BTyr-5),
111.1 (Trp-3), 110.8 (Trp-7), 70.5 (Htn-8), 56.1 (Trp-a), 48.9 (BTyr-B), 46.2 (Ala-
a), 43.5 (Hin-7), 40.8 (Htn-3), 40.2 (2x, BTyr-a, Hin-2), 29.7 (Trp-NCH3), 29.2
(Htn-6), 23.0 (Trp-B), 21.9 (Htn-12), 20.4 (Htn-10), 18.0 (Htn-9/Htn-11), 17.9 (Ala-
B), 17.8 (Htn-11/Htn-9) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir C3sH47N4Og [M+H]*: 631.3490, gef. 631.3488.
Z-lsomer:
Ausbeute: 7.4 mg, 9.4 umol, 23% (RCM),

11 mg, 13 pumol, 30% (RRCM).

DC: R: = 0.42 (AcOEt/Cyclohexan 3:2).
LC: fr =12.01 min.
[a]p®: +20.5 (¢ = 0.39 in Chloroform).

"H NMR (600 MHz, CDCls): 8=7.95 (s, 1H; Trp2-NH), 7.62 (d, °J=7.9 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.33 (d, ®J=8.1 Hz, 1H; Trp7-H), 7.18 (td, *J=1.0 Hz, 3J=7.6 Hz, 1H;
Trp6-H), 7.14 (d, 2J=8.5 Hz, 1H; BTyrB-NH), 7.12 (td, *J=0.9 Hz, 3J=7.5 Hz, 1H;
Trp5-H), 7.01 (d, 3J=8.5 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.95 (d, 3J=1.7 Hz, 1H; Trp2-
H), 6.77 (d, 3J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.60 (d, 2°J=6.5 Hz, 1H; Alaa-NH),
5.59 (dd, *J=9.5/6.7 Hz, 1H; Trpa-H), 5.20 (ddd, 3J=8.6/8.6/4.5 Hz, 1H; BTyrp-H),
5.02 (d, 3J=9.3 Hz, 1H; Htn5-H), 4.78 (dq, °J=6.8/6.7 Hz, 1H; Alaa-H), 4.73 (ddd,
8J=8.5/6.2/3.2 Hz, 1H; Htn8-H), 3.37 (ddd, *J=0.7 Hz, 3J=6.7 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H;
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TrpB-Ha), 3.22 (dd, 3J=9.6 Hz, 2J=15.8 Hz, 1H; Trpp-Hs), 2.99 (s, 3H; Trp-NCHs),
2.68 (dd, 3J=4.5 Hz, 2J=15.8 Hz, 1H; BTyra-Hz), 2.62 (dd, 3J=8.9 Hz, 2J=15.9 Hz,
1H; BTyra-Hy), 2.57 (dd, °J=9.2 Hz, 2J=13.9 Hz, 1H; Htn3-H.,), 2.49 (m, 2H; Htn2-
H, Htn6-H), 1.96 (dd, 2J=4.2 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Htn3-H,), 1.66 (d, *J=0.7 Hz, 3H;
Htn11-Hs), 1.51 (ddd, 30=7.9/7.9 Hz, 2J=14.3 Hz, 1H; Hin7-H.), 1.33 (ddd,
8J=6.5/3.3 Hz, 2J=14.2 Hz, 1H; Htn7-Hy), 1.27-1.19 (m, 3H; TIPS), 1.17 (d, 3J=6.9
Hz, 3H; Htn10-Hs), 1.01 (d, ®J=6.7 Hz, 3H; AlaB-Hs), 1.08 (d, *J=7.4 Hz, 18H;
TIPS), 1.05 (d, 3J=6.5 Hz, 3H; Htn9-Hs), 0.84 (d, 3J=6.7 Hz, 3H; Htn12-Hs) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDClg): 5=174.8 (Htn-1), 174.6 (Ala-C=0), 170.0 (Trp-C=0),
168.9 (BTyr-C=0), 155.2 (BTyr-4), 136.1 (Trp-7a), 133.7 (Htn-5), 133.3 (BTyr-1),
130.7 (Htn-4), 127.3 (Trp-3a), 127.2 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 122.1 (Trp-6), 122.0
(Trp-2), 119.7 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 119.5 (Trp-5), 118.6 (Trp-4), 111.1 (Trp-7),
111.0 (Trp-3), 70.8 (Htn-8), 55.8 (Trp-a), 48.9 (BTyr-B), 45.7 (Ala-a), 43.9 (Htn-7),
40.3 (BTyr-a), 39.1 (Htn-2), 35.6 (Htn-3), 30.5 (Trp-NCH3), 29.8 (Htn-6), 23.5
(Trp-B), 22.8 (Hin-12) 21.2 (Htn-9), 21.2 (Htn-10), 18.6 (Ala-B), 17.9 (6x, TIPS),
17.8 (Htn-11), 12.6 (3x, TIPS) ppm.

HR-MS (ESI): ber. fir CasHe7N4sO6Si [M+H]*: 787.4824, gef. 787.4828.

Cyclo-[(25,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr] (92d)

Cyclo-[(2S5,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] (4.5 mg, 5.7 umol) wurde
desilyliert, wie fir Verbindung 28a beschrieben. Saulenchromatographie (h = 16
cm, d =1 cm; 40% - 60% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts lieferte das
Zyklodepsipeptid 92d als farbloses Wachs.
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Ausbeute: 2.9 mg, 4.6 umol, 80%.

DC: R: = 0.45 (AcOEt/Cyclohexan 4:1).
LC: lr = 7.65 min.
[a]p: +8.0 (c = 0.23 in Chloroform).

"H NMR (600 MHz, CDCls): 5=8.07 (s, 1H; Trp2-NH), 7.60 (d, °J=7.9 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.35-7.31 (m, 2H; Trp7-H, BTyrB-NH), 7.16 (id, 8J=7.5 Hz, 1H; Trp6-H),
7.10 (td, 3J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 6.99 (d, °J=8.3 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.88
(s, 1H; Trp2-H), 6.67 (d, 3J=8.5 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.35 (d, °J=5.9 Hz,
1H; Alaa-NH), 5.64 (dd, 2J=8.9/7.1 Hz, 1H; Trpa-H), 5.18 (ddd, J=8.4/8.4/5.2 Hz,
1H; BTyrB-H), 5.04 (d, 2J=9.1 Hz, 1H; Htn5-H), 4.78 (ddd, 3J=9.1/6.2/2.8 Hz, 1H;
Htn8-H), 4.69 (dq, J=6.6/6.6 Hz, 1H; Alaa-H), 3.45 (dd, *J=6.6 Hz, 2J=15.9 Hz,
1H; TrpB-H.), 3.18 (dd, %J=9.5 Hz, 2J=15.7 Hz, 1H; TrpB-Hy), 3.02 (s, 3H; Trp-
NCHs), 2.74 (dd, 3U=9.1 Hz, 2J=15.8 Hz, 1H; BTyra-H,), 2.68 (dd, 3J=4.9 Hz,
2J=16.3 Hz, 1H; BTyra-H,), 2.53-2.40 (m, 3H; Htn6-H, Htn2-H, Htn3-H.,), 2.16 (dd,
8J=3.7 Hz, 2J=14.0 Hz, 1H; Htn3-H,), 1.65 (s, 3H; Hin11-Hs), 1.49 (ddd,
8J=8.9/6.8 Hz, 2J=14.4 Hz, 1H; Htn7-H.), 1.35-1.23 (m, 1H; Htn7-H), 1.16 (d,
8J=6.6 Hz, 3H; Htn10-Hs), 1.08 (d, 3J=7.2 Hz, 3H; Alap-Hs), 1.07 (d, 2°J=6.5 Hz,
3H; Htn9-Hs), 0.84 (d, J=6.6 Hz, 3H; Htn12-Hs) ppm.

3C NMR (150 MHz, CDClg): 5=175.0 (Htn-1), 174.6 (Ala-C=0), 169.8 (Trp-C=0),
168.7 (BTyr-C=0), 155.1 (BTyr-4), 136.0 (Trp-7a), 133.8 (Htn-5), 132.7 (BTyr-1),
130.4 (Htn-4), 127.3 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.1 (Trp-3a), 121.9 (Trp-6), 121.7
(Trp-2), 119.3 (Trp-5), 118.4 (Trp-4), 115.2 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 111.0 (Trp-3),
110.8 (Trp-7), 70.3 (Htn-8), 56.0 (Trp-a), 49.2 (BTyr-B), 45.5 (Ala-a), 43.8 (Htn-7),
40.1 (BTyr-a), 39.0 (Htn-2), 35.1 (Htn-3), 30.6 (Trp-NCH3), 29.3 (Htn-6), 23.6
(Htn-11), 22.6 (Trp-B), 20.8 (Htn-9), 20.8 (Htn-12), 17.6 (Htn-10), 17.1 (Ala-B)
ppm.

IR (in Substanz): v = 3312, 2927, 2855, 1731, 1636, 1517 cm™".
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HR-MS (ESI): ber. fir C3gHa7N4Og [M+H]": 631.3490, gef. 631.3489.

Jasplakinolid (2)
Cyclo-[(25,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-2-Br-N-Me-Trp-BTyr] (92f)
Br OH

Peptiddien 21 (30 mg, 34 umol) wurde der Ringschlussmetathese unterworfen,
wie flr Verbindung 27a beschrieben. Saulenchromatographie (h = 12 cm, d = 1
cm; 20% - 50% AcOEt in Cyclohexan) des Rohprodukts der Metathese ergab
Cyclo-[(2S5,6R,8S)-Htn-Ala-D-2-Br-N-Me-Trp-BTyr(TIPS)] (E/Z-Gemisch; 12 mg,
14 pmol, 42%) als braunliches Wachs, welches direkt, wie flir Verbindung 28a
beschrieben, desilyliert wurde. Saulenchromatographie (h=6 cm, d=1 cm; 30%
- 80% AcOEt in Cyclohexan), gefolgt von praparativer HPLC, lieferte
Jasplakinolid 2 (2.3 mg, 3.2 umol, 23%) und sein Z-Isomer 92f (4.2 mg, 5.9 umol,
42%) als farblose Wachse.

Jasplakinolid (2)

Ausbeute: 2.3 mg, 3.2 umol, 10% (fir RCM und Desilylierung).
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DC: R; = 0.65 (AcOEt/Cyclohexan 4:1).

LC: fr =7.70 min.

Schmp.: 110 - 112°C (Zersetzung).
[a]p: +11.0 (c = 0.18 in Methanol),
(Lit.: [a]p?>: +35 (c = 2.4 in Methanol)!*).

"H NMR (600 MHz, CDCls): 5=8.06 (s, 1H; Trp2-NH), 7.60 (d, °J=8.4 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.54 (d, °J=7.8 Hz, 1H; BTyrp-NH), 7.27-7.24 (m, 1H; Trp7-H), 7.16 (td,
*J=1.1 Hz, %J=7.6 Hz, 1H; Trp6-H), 7.11 (td, *J=0.9 Hz, 3J=7.5 Hz, 1H; Trp5-H),
7.04 (d, 3J=8.5 Hz, 2H; BTyr2-H, BTyr6-H), 6.88-6.85 (m, 1H; Alaa-NH), 6.74 (d,
8J=8.6 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 5.82 (dd, %J=10.5/6.1 Hz, 1H; Trpa-H), 5.31-
5.26 (m, 1H; BTyrp-H), 4.74 (dq, °J=6.7/6.7 Hz, 1H; Alaa-H), 4.70 (d, 3J=10.1 Hz,
1H; Htn5-H), 4.61-4.55 (m, 1H; Htn8-H), 3.36 (dd, 3J=6.1 Hz, 2J=15.3 Hz, 1H;
TrpB-Ha), 3.23 (dd, 3J=10.6 Hz, 2J=15.4 Hz, 1H; TrpB-Hs), 2.99 (s, 3H; Trp-NCHs),
2.68 (dd, ®J=4.8 Hz, 2J=15.1 Hz, 1H; BTyra-Hz), 2.62 (dd, °J=5.3 Hz, 2J=15.1 Hz,
1H; BTyra-Hy), 2.56-2.50 (m, 1H; Htn2-H), 2.35 (dd, 3J=11.6 Hz, 2°J=16.6 Hz, 1H;
Htn3-Hz), 2.30-2.21 (m, 1H; Hdn6-H), 1.90 (app d, 2J=16.2 Hz, 1H; Htn3-Hh),
1.56 (s, 3H; Htn11-Hs), 1.31-1.25 (m, 2H; Htn7-H,), 1.12 (d, 3J=7.0 Hz, 3H;
Htn10-Hs), 1.05 (d, %J=6.3 Hz, 3H; Htn9-Hs), 0.81 (d, °J=6.6 Hz, 3H; Htn12-Hs),
0.74 (d, °J=6.7 Hz, 3H; AlaB-Hs) ppm.

IR (in Substanz): v = 3211, 3065, 2978, 1663, 1647, 1636, 1517, 1449 cm™.

HR-MS (ESI): ber. fiir CagHas"*BrN4Og [M+H]*: 709.2595, gef. 709.2595.
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Cyclo-[(25,4Z,6 R,8S)-Htn-Ala-D-2-Br-N-Me-Trp-BTyr] (92f)

Ausbeute: 4.2 mg, 5.9 umol, 18% (fur RCM und Desilylierung).
DC: R: = 0.65 (AcOEt/Cyclohexan 4:1).

LC: fr = 7.93 min.

Schmp.: 110 - 112°C (Zersetzung).

[a]p®: +21.0 (c = 0.34 in Methanol).

'H NMR (500 MHz, CDCls): 8=8.11 (s, 1H; Trp2-NH), 7.49 (d, %J=8.0 Hz, 1H;
Trp4-H), 7.37 (d, 3J=6.9 Hz, 1H; BTyrB-NH), 7.23 (d, °J=8.0 Hz, 1H; Trp7-H), 7.14
(t, 3J=7.2 Hz, 1H; Trp6-H), 7.09 (t, 3J=7.4 Hz, 1H; Trp5-H), 7.03 (d, 3J=8.5 Hz, 2H;
BTyr2-H, BTyr6-H), 6.70 (d, J=8.4 Hz, 2H; BTyr3-H, BTyr5-H), 6.47 (d, 3J=5.7 Hz,
1H; Alaa-NH), 5.74 (dd, 2J=10.3/6.1 Hz, 1H; Trpa-H), 5.16 (dt, 3°J=8.3/4.6 Hz, 1H;
BTyrB-H), 5.00 (d, 3J=9.1 Hz, 1H; Htn5-H), 4.79-4.73 (m, 1H; Htn8-H), 4.61-4.55
(m, 1H; Alaa-H), 3.35 (dd, °J=6.1 Hz, 2J=15.4 Hz, 1H; Trpp-Hz), 3.22 (dd, 3J=10.2
Hz, 2J=15.2 Hz, 1H; Trpp-Hy), 3.03 (s, 3H; Trp-NCHs), 2.74 (dd, °J=9.2 Hz,
2J=16.3 Hz, 1H; BTyra-H,), 2.62 (dd, 3J=4.6 Hz, 2J=16.1 Hz, 1H; BTyra-H), 2.52-
2.41 (m, 2H; Htn2-H, Hdn6-H), 2.39 (dd, %J=8.6 Hz, 2J=14.4 Hz, 1H; Htn3-H,),
2.16 (dd, 3J=3.6 Hz,?J=14.2 Hz, 1H; Htn3-H), 1.62 (s, 3H; Htn11-Hs), 1.50-1.43
(m, 1H; Htn7-Hz), 1.34-1.26 (m, 1H; Htn7-Hy), 1.13 (d, 3J=6.9 Hz, 3H; Htn10-Hs),
1.08 (d, %J=6.2 Hz, 3H; Htn9-Hs), 0.82 (d, ®°J=6.8 Hz, 3H; Htn12-H;), 0.81 (d,
8J=7.3 Hz, 3H; Alap-Hs) ppm.
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3C NMR (125 MHz, CDCl3): 8=176.0 (Htn-1), 174.8 (Ala-C=0), 170.2 (Trp-C=0),
169.1 (BTyr-C=0), 155.2 (BTyr-4), 134.1 (Trp-7a), 134.1 (Htn-5), 133.0 (BTyr-1),
130.3 (Htn-4), 127.5 (2x, BTyr-2, BTyr-6), 127.5 (Trp-3a), 122.4 (Trp-6), 121.6
(Trp-3), 120.3 (Trp-5), 118.3 (Trp-4), 115.5 (2x, BTyr-3, BTyr-5), 110.4 (Trp-7),
107.2 (Trp-2), 70.5 (Htn-8), 55.6 (Trp-a), 49.7 (BTyr-B), 45.8 (Ala-a), 44.1 (Htn-7),
40.3 (BTyr-a), 39.2 (Htn-2), 35.4 (Htn-3), 31.2 (Trp-NCH3), 29.5 (Htn-6), 23.9
(Htn-11), 21.9 (Trp-B), 21.1 (Htn-9), 21.0 (Htn-12), 17.7 (Htn-10), 16.7 (Ala-B)
ppm.

IR (in Substanz): v = 3206, 3065, 2975, 1663, 1646, 1637, 1517, 1448 cm™.

HR-MS (ESI): ber. flir CagHas"*BrN4Og [M+H]*: 709.2595, gef. 709.2596.

157



Cyclo-[(2R,4E,6R,7 R)-Hto-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr] (28b)
Cyclo-[(2R,4Z,6R,7 R)-Hto-Ala-D-N-Me-Trp-BTyr] (93b)

HN \
@J\ OH
= H

Mit einer Kanile wurde bei 23°C fir 20 min Argon durch eine Lésung des
azyklischen Depsipeptids 91b (18 mg, 22 umol) in abs. Toluol (10 mL) in einem
25 mL-Zweihalskolben geleitet. Die farblose Reaktionslésung wurde unter
kontinuierlichem Argonstrom fir 20 min auf 120°C erhitzt. Eine dunkelrote
Lésung von Katalysator B (0.25 Aqg., 5.6 pmol, 4.6 mg) in abs. Toluol (1 mL)
wurde mit einer Spritze in einer Portion hinzugegeben. Die resultierende dunkle
Lésung wurde unter kontinuierlichem Argonstrom far 2.5 h bei 120 °C
Olbadtemperatur geriihrt. Die Lésung einer zweiten Portion des Katalysators B
(0.25 Aqg., 5.6 pmol, 4.6 mg) in abs. Toluol (3 mL) wurde mit einer Spritze in einer
Portion hinzugegeben, bevor weitere 3 h bei 120°C Olbadtemperatur gerihrt
wurde. Die Lésung einer dritten Portion des Katalysators B (0.25 Aq., 5.6 pmol,
46 mg) in abs. Toluol (9 mL) wurde mit einer Spritze in einer Portion
hinzugegeben, bevor weitere 13 h bei 120°C Olbadtemperatur geriihrt wurde. Die
Lésung wurde auf 23°C abgeklhlt und unter vermindertem Druck eingeengt.
Eine LC-MS-Analyse des zuriickbleibenden dunkelbraunen Ols wies auf ein sehr
komplexes Gemisch aus gewiinschtem Cyclo-[(2R,6R,7 R)-Hto-Ala-D-N-Me-Trp-
BTyr(TIPS)] (die erwartete Molmasse wurde detektiert) und vielen &hnlich polaren

Verunreinigungen hin.

LC-MS (C4): fr = 11.42 min
ber. fUr C45H64N4OGSi [M+H]+Z 773.47, gef 773.11.
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6.3 Zellulare Untersuchungen

Zur Ganzzellfluoreszenzmikroskopie wurden BSC-1 Zellen (Nierenepithelzellen
der grinen afrikanischen Meerkatze) in 96 Loch-Mikrotiterplatten bei einer
Zelldichte von 2000 Zellen pro Vertiefung fir 24 h gemaB Standardprotokollen
kultiviert. Die zu testenden in DMSO gel6sten Verbindungen (¢ = 10 mM) wurden
durch Zugabe von DMSO auf die Endkonzentrationen verdiinnt. Kommerzielles
Jasplakinolid (Invitrogen) wurde als Positivkontrolle verwendet. Die Zellen
wurden fir 16 h mit den synthetisierten Substanzen, Jasplakinolid oder einem
aquivalenten Volumen an DMSO inkubiert und mit 4 % Formalinlésung (enthielt
ferner 80 mM PIPES, pH 6.8, 1mM MgCl,, 1 mM EGTA, 0.1 % Triton X-100)
fixiert. Durch Zugabe von TRITC-Phalloidin (Sigma) und DAPI (Sigma) wurden
das Aktinzytoskelett bzw. die Zellkerne angeférbt. Zellbilder wurden mit einem
automatisieren Mikroskop (Zeiss 200 M oder Zeiss Axiofot), ausgestattet mit

einer 40x-Linse, aufgenommen.
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8. Abkurzungsverzeichnis

abs. absolut (wasserfrei)

APT Attached Proton Test

Aq. Aquivalent

ber. berechnet

Bn Benzyl

c Konzentration

Cl Chemical lonization

Cy Cyclohexyl

DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en

DNA Desoxyribonukleinsaure (,desoxyribonucleic acid*)
d.e. Diastereomereniberschuss (,diastereomeric excess®)
Dec 3-Methyl-4,9-decadien-2-ol

DIAD Diisopropylazodicarboxylat

DIBAL-H Diisobutylaluminiumhydrid

DIC N,N -Diisopropylcarbodiimid

DIPEA N, N-Diisopropylethylamin

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin

DMF N, N-dimethylformamid,

EDC-HCI N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid hydrochlorid

£ Dielektrizitatskonstante

e.e. Enantiomerentberschuss (,enantiomeric excess”)

EGTA Ethylenglykoltetraessigséaure (,ethylene glycol tetraacetic acid®)
El Electron Impact

ESI Electrospray lonization

FAB Fast Atom Bombardment

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

FmocOSu  N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimid
gCOoSsY gradient enhanced Correlation Spectroscopy
gef. gefunden

ges. gesattigt
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gHMBC gradient enhanced Heteronuclear Multiple Bond Correlation

gHSQC gradient enhanced Heteronuclear Single Quantum Correlation

h Stunde

HATU 2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat

Hdn 8-Hydroxy-2,4-dimethylnon-4-ensdure

HFIP 1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropanol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hoc 8-Hydroxyoct-4-ensaure

Htn (2S,6R,85)-8-Hydroxy-2,4,6-trimethylnon-4-ensaure

Hto 7-Hydroxy-2,4,6-trimethyloct-4-ensaure

Hex (S)-5-hexen-2-ol

iPr isopropyl (IUPAC: methylethyl)
Kopplungskonstante

L Liter

m Masse

M molar (Mol pro Liter)

Mbt (2R,3R)-3-methylpent-4-enol

Mbn a-Methylbenzyl

Mhx (25,4R)-4-methylhex-5-enol

min Minute

mL Milliliter

MOM Methoxymethyl

N normal (Aquivalent pro Liter)

NBS N-Bromsuccinimid

NMP 1-Methylpyrrolidin-2-on

NMR Kernresonanz (,nuclear magnetic resonance®)

NOE Kern-Overhauser-Effekt (,nuclear Overhauser effect”)

NOESY Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy

nBuLi n-Butyllithium

o-NBSCI ortho-Nitrobenzolsulfonsaurechlorid

Pea 2,4-Dimethylpent-4-ensaure

168



PG
PIPES
Pnt
Poh

Rf
RMSD
rem

Rt

S

Schmp.
Siedep.

TBAF
TBS
TFA
TFE
THF
TIPS
TIPSCI
TIS
TMSCI
R
TRITC
Und

v

Schutzgruppe (,protecting group”)
Piperazin-1,4-bis(ethansulfonsaure)
Pent-4-ensaure

Pent-4-en-1-ol

Retentionsfaktor

mittlere raumliche Abweichung (,Root Mean Square Deviation®)
Umdrehungen pro Minute (,revolutions per minute®)
Raumtemperatur

Sekunde

Schmelzpunkt

Siedpunkt
Tetra-n-butylammoniumfluorid
tertidr-Butyldimethylsilyl
Trifluoressigsaure (,Irifluoroacetic acid®)
Trifluorethanol

Tetrahydrofuran

Triisopropylsilyl

Triisopropylsilylchlorid

Triisopropylsilan

Trimethylsilylchlorid

Retentionszeit

Texas Red - Isothiocyanat
(2S,4R)-4-Methylundeca-5,10-dien-2-ol

Volumen

Aminosauren werden in der Ublichen Weise durch den Ein- oder Dreibuchstaben-

Code abgekiirzt (vgl. IUPAC-IUB Comission of Biochemical Nomenclature, Pure
Appl.Chem. 1982, 54, 1517 und 1525).
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