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Zusammenfassung

Englerin A ist ein Guaian-Sesquiterpen, welches 2009 von Beutler et al. aus der Rinde und
den Wurzeln von Phyllanthus engleri isoliert wurde. Es ist hoch spezifisch und hoch selektiv

gegen Nierenkrebszelllinien mit Glsp-Werten von 1-87 nM.

(-)-Englerin A

In Anlehnung an die bereits publizierte Totalsynthese von (+)-Englerin A wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Totalsynthese von (—)-Englerin A im Gramm-Mafstab entwickelt. Des
Weiteren wurde die Synthese in Bezug auf die Ringschlussmetathese, sowie die
Diastereoselektivitit der Epoxidierung optimiert. Die entwickelte Synthese ermoglichte den
Zugang zu einer Reihe an Derivaten, deren biologische Aktivitit in anschlieBenden
umfangreichen SAR-Studien untersucht wurde. Durch eine Barbier-Reaktion mit
unterschiedlichen Allylbromiden konnten zu Beginn der Synthese verschiedene Reste R* am
Guaian-Geriist eingefihrt werden. Die Reste R' und R’ wurden durch Yamaguchi-
Veresterung mit unterschiedlichen Séduren eingefiihrt, so dass insgesamt 48 Derivate

synthetisiert werden konnten, von denen einige deutlich aktiver als Englerin A sind.

1) R'COOH
2) TBAF

—_—

3) RZCOOH

Fir die Durchfiihrung einer spéteren Affinitdtschromatographie wurden 1,4-disubstituierte
1,2,3-Triazole  mittels ~ Cu'-katalysierter ~ Azid-Alkin-Cycloaddition  (Klick-Chemie)
synthetisiert.



Summary

Englerin A is a guaiane sesquiterpene which was isolated in 2009 by Beutler et al. from the
stem and root bark of Phyllanthus engleri. 1t 1s highly active and selective against renal cancer

cell lines with Gl values ranging from 1-87 nM.

(-)-englerin A

According to our previously reported total synthesis of (+)-englerin A, this thesis presents the
total synthesis of (—)-englerin A as well as a scaled up synthesis that enabled us to synthesize
various analogues. The analogues with different R’ groups at the guaiane core were
synthesized by the introduction of different allylic bromides at the beginning of the synthesis.
The analogues with different R' and R* groups were synthesized by Yamaguchi esterification
with different acids. After an extensive SAR-study, among the 48 analogues we identified

some which are more active than englerin A.

Rk(

1) R'"COOH
2) TBAF

—_—

3) RZCOOH

The synthesis was also optimized regarding the ring closing metathesis (RCM) and the

moderate diastereoselectivity of the epoxidation.

For further pull down experiments some 1,4 disubstituted 1,2,3-triazoles were synthesized by

copper catalyzed cycloaddition between an alkyne and an azide (CuAAC).
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1. Einleitung

1.1 Nierenkrebs

Jedes Jahr erkranken mehr als 17.000 Menschen neu an bdsartigen Neubildungen der Niere
oder der ableitenden Harnwege. ! Zwei Drittel davon sind Minner. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei Frauen bei 71 und bei Minnern bei 67 Jahren. Die Zahl der
Neuerkrankungen steigt jedes Jahr stetig an, was zum Teil daran liegt, dass durch die

eingesetzten Ultraschallgerdte der Nierenkrebs friihzeitig erkannt werden kann (Abb 1).

Abb. 1: Resektionsbefund eines bosartigen Nierentumors.”

Allerdings ist er in ca. 3% der Félle dann bereits metastasiert. Die Mehrzahl der Nierentumore
sind sogenannte Nierenzellkarzinome und nur etwa 5% der Tumore sind gutartig (z. B.
Onkozytome, Fibrome, Lipome u.a.). Normalerweise wird nur eine Niere vom Krebs befallen,
so dass die Patienten keine Probleme mit der Harnausscheidung haben. In seltenen Fillen
entwickelt sich auch in der zweiten Niere ein Karzinom, dann sind jedoch meist genetische
Veranlagungen fiir die Entstehung des Nierenkrebes verantwortlich. Die Ursachen, die
Nierenkrebs ausldsen, sind bisher noch nicht abschlieBend erforscht. Im Experiment zeigt sich
jedoch, dass dieser Tumor durch chemische, physikalische, virale und hormonelle
Mechanismen ausgeldst werden kann. Umwelteinfliisse scheinen hierbei ebenfalls eine
wichtige Rolle zu spielen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Nierenkarzinome in
Landern der Dritten Welt deutlich seltener als in den Industrieléindern vorkommen. Allerdings
nehmen sie auch dort seit den letzten Jahren aufgrund der steigenden Umweltverschmutzung
stetig zu. Die familidre Veranlagung ist jedoch bei einigen Betroffenen ebenfalls nicht zu
vernachléssigen.’ Rauchen, Fettleibigkeit, steigendes Lebensalter und Alkoholkonsum kénnen
neben Medikamentenmissbrauch ebenfalls das Risiko einer Krankheit erh6hen. Um den Krebs
zu bekdmpfen, konnen die Operation und Strahlen-, sowie die Immuntherapie angewendet
werden, jedoch ist auch hier ein Erfolg nicht immer zu verzeichnen. Die Operation ist oftmals

1
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die einzig heilende Therapie des Nierenzellkarzinoms. Im Gegensatz zu anderen Krebsarten
zeigt die Chemotherapie bei Nierenkrebs nur einen mafigen Erfolg und nur bei etwa 25% der
Betroffenen kann der Krebs so geheilt werden.” * Auch der Einsatz von
Kombinationspraparaten aus verschiedenen Wirkstoffen verzeichnet keine besseren
Ergebnisse als die Verwendung von Einzelprdparaten. Der geringe Erfolg wird durch das
MDR-Gen (Multi-Drug-Resistance-Gen) hervorgerufen, das 80% aller Zellkarzinome
produzieren. Dieses Protein macht die Tumorzelle relativ unempfindlich gegeniiber vielen
Chemotherapeutika. Therapien durch Anwendung der Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren
Sorafenib (1) und Sunitinib (2) oder der mTOR- (mammalian target of rapamycine)
Inhibitoren Everolimus (3) und Temsirolimus (4) verzeichnen zwar Erfolge (Abb. 2), so dass
fortgeschrittene Tumore zum Teil zuriickgehen und die Uberlebenszeit der Betroffenen
verlingert wird. Nebenwirkungen wie tumorbedingte Miidigkeit, Hautablosungen,
Bluthochdruck und Blutungen sind aber oftmals so stark, dass die Dosis der Medikamente
gesenkt oder ganz eingestellt werden muss.' Dies macht deutlich, dass die Entdeckung und
Entwicklung neuer Nierenkrebs-Inhibitoren von grofler Bedeutung ist. Eine aussichtsvolle
Quelle hierfiir stellt die Natur, insbesondere das Pflanzenreich dar, wie in Kapitel 1.2

beschrieben wird.
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Abb. 2: Strukturen der Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib (1) und Sunitinib (2), sowie der
mTOR-Inhibitoren Everolimus (3) und Temsirolimus (4). Sorafenib: erster oraler Multikinase-
Inhibitor, verldngerte die Zeit bis zum Fortschreiten der Krankheit; Sunitinib: oraler Multikinase-
Inhibitor; in der Zulassungsstudie erreichten 47% der Betroffenen eine zeitlich begrenzte Riickbildung
des Nierenzellkarzinoms; Everolimus: Nach vorheriger Behandlung durch die Multikinase-Inhibitoren
oder durch Immuntherapie konnte das Fortschreiten der Krankheit deutlich verzogert werden;
Temsirolimus: erster mTOR-Inhibitor, wird intravends verabreicht, wirksam bei Patienten mit hohem
Krebsrisiko, was das Uberleben und die Zeit zum Wiederauftreten der Krankheit betrifft.'

1.2 Englerin A und dessen biologische Aktivitit

Angetrieben von der Suche nach neuen Wirkstoffen gegen Nierenkrebs fithrten Beutler et al.’
eine intensive Studie an 60 Zelllinien (60 cell-panel) verschiedenen Ursprungs (Leukémie,
kleinzelliger Lungenkrebs, Tumore des Dickdarm, des zentralen Nervensystems, Melanom,
Tumore der Eierstocke, der Prostata, der Niere und der Brust) mit gesammelten
Naturpriaparaten des Wolfsmilchgewédches Phyllanthus engleri durch. Sie wollten so
Naturstoffe identifizieren, die selektiv gegen Nierenkrebs wirken. Tatsdchlich fanden sie 34
Naturstoffextrakte, die diese Bedingung erfiillten. In der traditionellen Medizin wurden schon

Pflanzenextrakte der Gattung Phyllanthus eingesetzt, um etwa Nieren- und
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Harnblasenstdrungen, Diabetes oder Hepatitis B zu heilen,® wobei Phyllanthus engleri bisher
noch nicht chemisch untersucht wurde. Beutler et al.” fithrten ihre Studie an gesammelten
Rinden- und Wurzelproben aus Tansania durch. AnschlieBender fraktionierender Bio-Assay
der Extrakte an einer sensitiven Zelllinie (A498 oder UO31), sowie einer resistenten Zelllinie
(SF-295) identifizierte die aktiven Komponenten in den CH,Cl,-Extrakten. Sukzessive
Reinigung durch Sdulenchromatographie und HPLC-Trennung 6ffnete so den Zugang zu der
aktiven Verbindung. Durch spektroskopische Experimente konnten die Struktur, sowie die
relative Konfiguration des Naturstoffs aufgeklart werden. Hierbei handelt es sich um das
Guaian-Sesquiterpen Englerin A (5) (Abb.3), das eine auBergewdhnlich hohe Selektivitdt und
Aktivitdt gegeniiber Nierenkrebszelllinien zeigt. Englerin A verfiigt liber sieben stereogene
Zentren, darunter zwei quartdre. Der siebengliedrige Ring wird durch eine Etherbriicke

tiberspannt und die beiden Hydroxygruppen sind mit Zimtsiure, sowie Glykolsdure verestert.

| 0 HO O OH
BocNH O ‘s
- o™ =)
OH: s (0]
: AcO
OH OBz
R = COCH,OH: Englerin A (5) Paclitaxel (Taxol®) (8)

R = H: Englerin B (6)
R = OAc: Englerin B Acetat (7)

Abb. 3: Das Guaian-Grundgeriist (links), sowie die Strukturen von Englerin A, B und Englerin B
Acetat, nach Beutler et al.” und Paclitaxel (Taxol®).

Die Glso-Werte’ der getesteten Nierenkrebszelllinien (786-O, A498, ACHN, CAKI-1, RXF-
393, SN12C, TK-10, UO-31) liegen zwischen 1-87 nM und Englerin A (5) weist bei fiinf der
acht Zelllinien (786-O, A498, ACHN, RXF-393, UO-31) sogar niedrigere Glso-Werte als
Taxol auf, was Englerin A (5) somit zu einem biologisch, wie auch strukturell sehr reizvollen
Zielmolekiil macht. Untersuchungen von Beutler an der Position C9 machten deutlich, dass
die Glykolsdure an dieser Stelle essentiell fiir die Aktivitdt ist. Bleibt der entsprechende
Alkohol unverestert, so ldsst die Aktivitdt deutlich nach (Abb.3). Ist er hingegen acetyliert, so

steigt die Aktivitdt um das ca. 400-fache wieder an.’
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Im September 2009 konnten wir die erste Totalsynthese ausgehend von Nepetalacton
erfolgreich abschlieen und klarten damit die bisher unbekannte absolute Konfiguration auf,

worauf im Folgenden noch néher eingegangen wird. i

Innerhalb der letzten drei Jahre wurden neben unserer Synthese fiinf Total-’ und insgesamt
zehn Formalsynthesen,'® bzw. synthetische Ansitze'' von Englerin A oder dessen Derivaten'?
veroffentlicht, was das groBe Interesse” an diesem interessanten Naturstoff verdeutlicht. Im

Folgenden wird auf die Synthese der einzelnen Arbeitsgruppen eingegangen.

1.3 Biosynthese des Grundgeriistes von Englerin A

Bei der Biosynthese von Sesquiterpenen wird Farnesylpyrophosphat (FPP, Schema 1) mit
Hilfe so genannter Cyclasen durch kationische Cyclisierung und Hydridverschiebung in eine
Fiille an komplexen polycyclischen Terpenen umgewandelt.'* So kénnte zum Beispiel das
Guaian-Grundgeriist von Englerin A entstehen. Nach weiteren Oxidationen und
Manipulationen, um funktionelle Gruppen -einzufiihren, werden hoch funktionalisierte

Verbindungen erhalten, die sehr selektiv an Proteine binden kénnen.

(opp
&YK Cyclase
% - 0]
OJ{/OH

Farnesylpyrophosphat (FPP) Guaian (-)-Englerin A

Schema 1: Biosynthese des Grundgeriistes von Englerin A.



Dissertation Lea Radtke
1. Einleitung

1.4 Totalsynthesen von Englerin A

1.4.1 Totalsynthese nach Christmann et al*®

Die erste Totalsynthese von Englerin A wurde 2009 von Christmann et al. beschrieben.®

1316 oin Inhaltsstoff der Katzenminze (Nepeta cataria),

Hierbei wurde cis,trans-Nepetalacton,
der bei Katzen halluzinogene- und sexuelle Erregungzustinde hervorruft, mit m-CPBA
oxidiert '” und das resultierende Epoxylacton ent-10 mit NaOMe in Methanol zum
Formyllacton ent-11 gedffnet. Dieses wurde anschlieBend in einer Barbier-Reaktion'® mit 2-
(Brommethyl)-?:-methylbut-1-en19 12 und elementarem Zink zu dem Homoallylalkohol ent-13
in 93% Ausbeute und einem Diastereomerenverhéltnis von 5:1 umgesetzt (Schema 2). Die
analoge Grignard-Reaktion fiihrte zur Homokupplung (Wurtz-Produkt) und das Grignard-

Reagenz war zudem instabil.

m-CPBA R MeONa
CH,Cl, 0°C — RT, MeOH
'91% 0°C, 93%
cis,trans-Nepetalacton (9) ent-10,dr= 1.5:1

Br\)%/
12

Zn, Ultraschall
NH4Cl(aqy/ THF = 5/1
93%

H O

T um

OH
ent-13, dr = 5:1

Schema 2: Darstellung des Homoallylalkohols ent-13 durch eine Zn-vermittelte Barbier-Reaktion.

Daran anschlieflend wurde das Lacton ent-13 mit LiAlH4 in THF zum Triol ent-14 reduzier‘[,20
welches mit 2,2-Dimethoxypropan und katalytischen Mengen an p-Toluolsulfonsdure-
Monohydrat zum entsprechenden Acetal >' enr-15 in 95% Ausbeute umgesetzt wurde
(Schema 3). Der primédre Alkohol wurde mit IBX** in DMSO zum Aldehyd oxidiert und die
anschlieBende Epimerisierung des stereogenen Zentrums in a-Position erfolgte durch
Umsetzung mit DBU in Toluol bei Raumtemperatur, wodurch der Aldehyd ent-16 mit einer
Ausbeute von 70% und einem moderaten Diastereomerenverhiltnis von 3:1 erhalten werden

konnte.
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OH

=y O 2,2-Dimethoxypropan, = H
~E p-TsOHH,0
CH,Cl,, RT L,
SH o " 67@
ent-13 ent-14

1) IBX, DMSO, RT, 96%
2) DBU, Toluol, RT, 70%

MePPh3Br, n-BuLi
THF, 0 °C, 95%

ent-16, dr = 3:1 ent-17
Schema 3: Epimerisierung des stereogenen Zentrums in o-Position.

Das Dien ent-117, welches zuvor durch eine Wittig-Reaktion mit

Methyltriphenylphosphoniumbromid

hergestellt ~ wurde, konnte in  einer
Ringschlussmetathese” erfolgreich zu dem Guaian-Grundgeriist umgesetzt werden. Hierbei
wurden 20 mol% des Grubbs-1I-Katalysators® verwendet und es wurde das Alken ens-18 mit
der formal (E)-konfigurierten trisubstituierten Doppelbindung? in quantitativer Ausbeute
erhalten. Nach Spaltung des Acetals mit wissriger Salzsidure”’ konnte der erhaltene sekundire
Alkohol ent-19 selektiv mit [(z‘ert—Butyldimethylsilyl)oxy]acetylchlorid28 acyliert werden. Das
Epoxid ent-21 wurde durch Oxidation mit m-CPBA in 90% Ausbeute und einer

Diastereoselektivitdt von 2.3:1 erhalten (Schema 4).

'

CH,Cl,, Ruckfluss
99%

0
g M _otes

~ m-CPBA
Pyridin, CH,Cl,, S o CH,Cly, 0 °C /0
RT, 91% ’oJ& 90% H "404/<7
"o oTBS HO OTBS
ent-20 ent-21, dr =2.3:1

Schema 4: Ringschlussmetathese.

Durch Erhitzen in Chloroform konnte eine transannulare Offnung® des Epoxids ent-21 durch
Angriff des tertidaren Alkohols induziert werden. Der so erhaltene sekundére Alkohol ent-22
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wurde mittels Yamaguchi-Veresterung®® mit Zimtsiure in den entsprechenden Ester ent-23
iiberfiihrt. AbschlieBend konnte der Naturstoff (+)-Englerin A ent-(5) durch Spaltung des tert-
Butyldimethylsilylethers mit TBAF’' in 91% Ausbeute erhalten werden (Schema 5).

2,4 ,6-Trichlorbenzoylchlorid,
Et;N, 4-DMAP, Toluol, 80 °C

CHCI,

0] 55 °C, 99%

o
OTBS

60%
ent-21 ent-22 OTBS °
. o \Pe
TBAF
0 THF, 0°C > RT Y
91% o—/&
OTBS OH
ent-23 (+)-Englerin A, ent-(5)

Schema 5: Abschluss der Synthese.

Insgesamt umfasste die Synthese 15 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 11%. Durch den
Vergleich der analytischen Daten mit denen der Literatur stellte sich heraus, dass es sich bei
der von uns synthetisierten Verbindung um den Naturstoff handelte. Lediglich der Drehwert
wies ein umgekehrtes Vorzeichen auf, so dass die bis dahin unbekannte absolute

Konfiguration aufgeklirt werden konnte.*®
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1.4.2 Totalsynthesen nach Echavarren’ und Ma®

Das grofle Interesse an Englerin A spiegelt sich in der hohen Anzahl an Publikationen
wieder.® " Die ersten Totalsynthesen des natiirlichen Enantiomers (—)-Englerin A (5) wurden
von Echavarren®™ und Ma’® publiziert, die beide eine Gold-katalysierte Cycloaddition

durchfiihrten.

Echavarren et al.”* wihlten Geraniol als Startmaterial aus und wandelten es in acht Stufen in
die Vorldufer 31-33 fiir die von ihnen entwickelte Gold(I)-katalysierte [2+2+2]-
Alkin/Alken/Carbonyl-Cycloaddition von 1,6-Eninen*” um (Schema 6).

1) TESOTTf, Et3N, CH,Cl,,

1) L-(+)-Diethyltartrat, 23 °C, quant.
Ti(Oi-Pr),, t-BUOOH, 2) AD-mix-o., t-BuOH/H,0 = 1/1,
HO_~ “ CHClp 40°C,99% W 23 °C, 98% _
W 2) CCly, PPhs, 80 °C, 84% OH 3) NalO,/SiO,, CH,Cl,,
3) n-BuLi (3.5 eq.), THF, 25, er = 95:5 23°C, 99%
Geraniol (24) -40 °C, 98%
/
OSiCl Ph\[N\P//o
PhsP LK
\\ 3 \O % , Ph\\\ N N
WO R X0 28 29 \ R
OTES Benzol, Ruickfluss, OTES CH,Cly, -78 °C, 91%,
26 76% 27

OH O
W)J\( [IPrAUNCPh]SbF¢ (3 mol %)
", N i
OTES CH,Cl,, 23 °C, 58%

30, dr >14:1

/)

TBAF, CH,Cl,, 23 °C, 89% R REH BSCL I 4.DMAP
33:R=H,R=TBS < 23 °C, ’CH;CIZ, quant.
Schema 6: Synthese des Vorldufers fiir die Cyclisierung.
Zunichst wurde Geraniol mittels Sharpless asymmetrischer Epoxidierung > zu dem
entsprechenden Epoxid (er 95:5) umgesetzt. Der primire Alkohol wurde durch eine Appel-
Reaktion®* mit CCl; und PPhs in das Chlorid iiberfiihrt und eine anschlieBende doppelte
Eliminierung mit n-Butyllithium lieferte den Propargylalkohol 25 in einer Ausbeute von
98%. Als nidchstes wurde der tertiire Alkohol mit Triethylsilyltriflat quantitativ zu dem
geschiitzten Propargylalkohol umgesetzt. Eine Sharpless asymmetrische Dihydroxylierung®
gefolgt von einer oxidativen Spaltung des Diols lieferte den Aldehyd 26 in 97% Ausbeute
iber 3 Stufen. Die Alkylkette wurde mit Hilfe einer Wittig-Reaktion verldngert und es konnte
ausschlieBlich das (E)-Produkt 27 in 76% Ausbeute erhalten werden. Die nachfolgende

Denmark-Aldol-Reaktion des Aldehyds 27 mit dem Trichlorsilylenolether 28 unter
9



Dissertation Lea Radtke
1. Einleitung

Verwendung des chiralen Phosphoramids 29°” als Katalysator lieferte das p-Hydroxyketon
30. Durch Veresterung mit der Mosher-Séaure und anschlieBender Analyse der resultierenden
Mosher-Ester konnte gezeigt werden, dass diese Reaktion mit einer Diastereoselektivitdt von
dr >14:1 zugunsten des dargestellten Diastereomers verlduft. Fiir die anschlieBende Gold-
katalysierte Cyclisierung wurde eine erhohte Reaktivitit beobachtet, wenn der Alkohol in B-
Position ungeschiitzt vorlag. Fiir die Gold-katalysierte [2+2+2]-Cycloaddition wurde der
Katalysator [[PrAuNCPh]SbFs*® aufgrund seiner guten Donatoreigenschaften des Liganden
gewihlt, da sowohl allylische, als auch propargylische Substituenten toleriert werden und die
Cycloaddition somit hoch stereoselektiv verlduft.* Der Bicyclus 31 konnte als einziges
Diastereomer in 58% Ausbeute erhalten werden. Die anschlieBende Spaltung des
Triethylsilylethers mit TBAF und eine selektive Schiitzung des sekundiren Alkohols als tert-
Butyldimethylsilylether lieferte den tertidren Alkohol 33 in quantitativer Ausbeute und einem

Enantiomereniberschuss >99%.

CrO3

2,5-Dimethylpyrazol WClg, n-BulLi

CH,Cl,, 23 °C THF, 0 - 50 °C
73% 82%
33
"
CysR Py BAre \ 0
30 mol % 'r\
36 4

1) Zimtsaurechlorid, 4-DMAP,
CH2C|2/Et3N = 2/1, 80 °C

2) TBAF, CH,Cl,,
OTBS  91% (2 Stufen)

37,dr =11 (-)-Englerin B (6)

QF

H, (80 bar), CH,Cl,
23 °C, quant.

1) TBDPSO™ “CO,H
2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid
4-DMAP, Toluol, 0 °C, 96%

= (—)-Englerin A (5)
2) TBAF, AcOH, CH,Cl,,
23 °C, 90%

Schema 7: Abschluss der Synthese nach Echavarren.”
Nach einer oxidativen Umlagerung des Allylalkohols*’ 33 mit CrO; und 2,5-Dimethylpyrazol
und anschlieBender Reduktion des Epoxids 34 mit WClg und n-Butyllithium41 wurde das
Olefin 35 in 82% Ausbeute erhalten (Schema 7). Eine katalytische Hydrierung mit dem Pfaltz
Ir'-Katalysator* 36 und H, (80 bar) lieferte den sekundiren Alkohol 37 als ein trennbares 1:1-
Gemisch der beiden Diastereomere in quantitativer Ausbeute. Interessanterweise liefert die
Hydrierung mit H,/Raney-Nickel lediglich das unerwiinschte Diastereomer, dessen

Konfiguration durch Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden konnte. AbschlieBend wurde
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der sekundire Alkohol mit Zimtsdurechlorid und 4-DMAP verestert und die folgende
Spaltung des tert-Butyldimethylsilylethers mit TBAF lieferte Englerin B (6) in 91% Ausbeute
{iber zwei Stufen. Die Veresterung des sekundiren Alkohols erfolgte nach Yamaguchi®® mit
tert-Butyldiphenylsilyl-geschiitzter Glykolsdure. Die anschlieBende Spaltung des Silylethers
lieferte Englerin A (5) in 18 Stufen und einer Gesamtausbeute von 7%. Die Synthese kann
laut Echavarren leicht im groflen Malistab durchgefiihrt werden. Das Intermediat 37 erlaubt
die Einfiihrung unterschiedlicher Estergruppen fiir die Synthese von Derivaten,”® worauf im

Folgenden noch ndher eingegangen wird.

l.%

Ma et al.”” verwendeten (R)-Citronellal (38) als Startmaterial und wandelten es in fiinf Stufen

in das Hydroxyketon 42 als Vorldufer flir die Gold-katalysierte Cyclisierung um (Schema 8).

1) t-BuOK, [18]-Krone-6,

/\/\/\)\ P(OPh)s, Br, /BI'K/\/\)\ Petrolether, Riickfluss
’ - > -
) Br 7

-78°C > RT 2) Se0,, t-BUuOOH,
(R)-Citronellal, (38) 100% 39 Salicylsaure, CH,Cl,, RT

=

3-Methyl-2-butanon,

/\/\/L (-)-Ipc,BCl, EtsN, 0 °C AuCl (10 mol %) .@
Z R dann41,-78°C, 95% CH,Cly, RT, 48%

H| “oH
R = CH,OH, 40, 41% ) , 42 43
R = CH, 41 39% | IBX,EtOAC, Ruckfluss, 95% o o

(Ausbeute Uber 2 Stufen) M

44, R = TBS, TES, Me
Schema 8: Gold-katalysierte Cyclisierung.”
In der ersten Stufe wurde das kommerziell erhiltliche (R)-Citronellal (38) mit
Triphenylphosphit und Brom* zum geminalen Dibromid 39 umgesetzt, welches anschlieBend
in einer doppelten Eliminierung mit /~BuOK und [18]-Krone-6 zum terminalen Alkin
reagierte. Das Olefin wurde im Anschluss mit Selendioxid und #-Butylhydroperoxid in einer
Riley-Oxidation** zu einem Gemisch des entsprechenden Allylalkohols 40 und dem a.p-
ungesittigten Aldehyd 41 umgesetzt. Der allylische Alkohol 40 konnte danach mit IBX in
Ethylacetat zum Aldehyd 41 weiter oxidiert werden. Die Bor-vermittelte enantioselektive
Aldol-Reaktion mit 3-Methyl-2-butanon und (—)-Ipc,;BCI (Chlordiisopinocampheylboran) in
Et;N lieferte Allylalkohol 42 in 95% Ausbeute und einem Diastereomerenverhéltnis von 4:1.
Da befiirchtet wurde, dass der freie Alkohol als Nucleophil mit dem anti-Cyclopropyl-
Goldcarben-Intermediat in der Cycloaddition reagieren konnte, wurde dieser zunéchst als

TBS-, TES- oder Methylether geschiitzt. Bei der anschlieBenden goldkatalysierten

11



Dissertation Lea Radtke
1. Einleitung

Cycloaddition stellte sich jedoch heraus, dass, wie bei den Arbeiten von Echavarren,” der
freie Alkohol die besten Ergebnisse lieferte. Einzig bei Umsetzung des B-Hydroxyketons 42
mit 10 mol % AuCl konnte die Bildung des Bicyclus in 48% Ausbeute zusammen mit einigen
unidentifizierten Nebenprodukten beobachtet werden. Die Wahl anderer Katalysatoren wie
[Au(PPh;3)Cl]/AgSbF, fiihrte zu Verlusten bei der Ausbeute (20%). Die Umsetzung der
geschiitzten Cyclisierungsvorldufer lieferte nur den Monocyclus 44. Im vorgeschlagenen
Mechanismus reagiert das Enin 42 mit dem Goldkomplex unter Bildung der beiden anti-
Cyclopropyl-Goldcarbene A und B, wobei der Komplex A der stabilere sein sollte, da die
Methylgruppe am Cyclopentanring frans zu der Methylgruppe am Cyclopropanring steht
(Schema 9). Daher sollte das Produkt 43 als Hauptprodukt entstehen, wenn der Rest R ein
Proton ist. Die Bildung des Monocyclus 44 aus den geschiitzten B-Hydroxyketonen kann
somit iiber die sterische Hinderung der Schutzgruppen erkldrt werden, die den Angriff der
Carbonylgruppe an dem Cyclopropanring verhindern, so dass das Intermediat C nicht gebildet
werden kann. Durch das stereogene Zentrum an C10 sollte die asymmetrische Induktion

dieser 5-exo-dig Cyclisierung erfolgen.

ot
[AuLj
S

R=TBS, TES, Me H

/[AJL]

Schema 9: Moglicher Reaktionsmechanismus fiir die Bildung des Bicyclus 43 und des Monocyclus
4.
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Der sekundire Alkohol 43 wurde daraufthin diastercoselektiv mit m-CPBA epoxidiert und
nach Sdure-vermittelter Epoxidoffnung wurde das Diol 45 erhalten. Das trans-verkniipfte
Ringsystem wurde durch eine Oxidations/Reduktionssequenz mit TPAP/NMO ** und
Umsetzung mit NaBH, aufgebaut. Im Gegensatz zu den Arbeiten von Echavarren’ konnte
die Hydrierung mit Raney-Nickel (H,, 90 atm) durchgefiihrt werden und es wurde
ausschlieBlich das gewiinschte Diastereomer gebildet. Eine selektive Dess-Martin-Oxidation™
der sterisch weniger gehinderten OH-Gruppe an C9 lieferte den Ketoalkohol 46, welcher
anschlieBend einer Yamaguchi-Veresterung” mit Zimtsdure und NaBH,-Reduktion

unterworfen wurde, so dass der Alkohol 47 in 95% Ausbeute iiber 2 Stufen gebildet wurde.

o 3) TPAP/INMO,
CH,Cl,/MeCN, RT
.6 1) m-CPBA, CH,Cl,, 0°C i@ 4) NaBH, MeOH, 0 °C
2) CSA, CHCl3, 0 °C, 87% 5) Ra-Ni, Hy, EtOH, 75 °C
H OH (2 Stufen) H OH  6) DMP, NaHCO;,
43 45

CH,Cl,, 0 °C - RT,
46% (4 Stufen)

7) Zimtsaure, 2,4,6-
Cl;CgH,COCI, 4-DMAP,
EtsN, Toluol, RT

8) NaBH,, MeOH, 0 °C
95% (2 Stufen)

9) LiHMDS, (imid),SO,

THF, 0 °C - RT, 99%

“0-50,imid

0]

48
OH
Cso)b/ , [18]-Krone-6

» (=)-Englerin A (5
Toluol, Riickfluss, )Eng ©
67%

Schema 10: Abschluss der Synthese nach Ma.
Die Aktivierung des Alkohols 47 als Imidazolsulfonat ermdglichte die Einfiihrung des
Glykolsdureesters 49 in Anwesenheit von [18]-Krone-6 in einer Sy2-Reaktion und Englerin A
(5) wurde in 67% Ausbeute erhalten. Insgesamt konnte (—)-Englerin A in nur 15 Stufen und
einer Gesamtausbeute von 8% ohne die Verwendung von Schutzgruppen aus (R)-Citronellal

(38) synthetisiert werden.
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1.4.3 Totalsynthese von racemischem Englerin A und formale asymmetrische Synthese

nach Nicolaou und Chen

Nicolaou und Chen’® synthetisierten racemisches Englerin A (+)-(5), Englerin B (+)-(6),
sowie Englerin B Acetat (£)-(7). Zusétzlich konnten sie eine asymmetrische Formalsynthese
ausgehend von einem optisch aktiven Intermediat abschlieBen. Fiir die Synthese der
racemischen, sowie der enantiomerenangereicherten Produkte fiihrten sie eine [5+2]-
Cycloaddition ¥’ ausgehend von dem Propargylalkohol 50 durch (Schema 11). Diesen
wandelten sie durch eine regioselektive lodierung mit Red-Al und I, in das Vinyliodid 51 um.
Durch eine Sonogashira-Kreuzkupplung mit Trimethylsilylacetylen entstand das Enin 52,
welches durch Spaltung der TMS-Gruppe mit K,CO3 in Methanol zu dem Enin 53 umgesetzt
wurde. Das Furansystem wurde durch eine Gold-katalysierte Cyclisierung® mit PhsPAuCl
und AgOTf aufgebaut. Der sekundidre Alkohol 56 konnte durch eine Vilsmeier-Haack
Formylierung mit POCl; und DMF und anschlieender Addition von i-PrMgCl an den
Aldehyd 55 synthetisiert werden.

R
OBn OBn Pd(PPhj),, Cul BnO
Z THF, -15 > 0 °C, X EtsN/i-Pr,NEt X
dann EtOAc, I, 23°C, 92%
50 87% 51 52:R=TMS ] K,CO;3 MeOH
53:R=H =7 23°C,97%
OBn
PhsPAUCI, AgOTf _DMF, POCI; lPngCI 0 on
THF, 23 °C, 91% To0523°C THF, 20°C [
88% 83%
56

OBn O
BnO O
m-CPBA MsCl, i-ProNEt
CH,Cl,, 0°C Ethylacrylat,
84% Toluol, 85 °C, CO,Et

46%
58, C9pB: C9a = 8:1
Schema 11: Synthese des oxabicyclischen Enons 58 nach Nicolaou und Chen.*

Nach einer Achmatowicz-Umlagerung®’ mit m-CPBA wurde das Pyranon 57 synthetisiert,
welches nach einer [5+2]-Cycloaddition mit Ethylacrylat®® in das oxabicyclische Enon 58
uberfithrt wurde. Mechanistisch entsteht zunichst durch die Reaktion von MsCl und i-Pr,NEt
mit dem Lacton die Oxopyrilium-Spezies 59, welche anschlieend mit Ethylacrylat zu dem

oxabicyclischen Enon 58 reagiert (Schema 12).
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O
OBn
| O 0.9 eq. i-ProNEt, @
Toluol, 85 °C
OH ' ’
469 CO,Et
57 6% 58
MsCl, i—Pr2NEt\
© O
OBn O
via OEt
® |
00
59

Schema 12: [5+2]-Cycloaddition nach Nicolaou und Chen.”*

Unter optimierten Bedingungen konnte das oxabicyclische Enon 58 in 46% Ausbeute
zusammen mit seinem Diastereomer (C9B:C9a ~ 8:1) in racemischer Form generiert werden.
Eine asymmetrische Synthese des oxabicyclischen Enons 58 konnte erreicht werden, wenn
ein chirales Sulfonamidacrylat verwendet wurde (Schema 13).°! Hierbei ergab sich eine
trennbare Mischung der Exoprodukte 60A und 60B in einem Verhéltnis von ~ 1:2 und nur das

gewiinschte Enon 60B wurde weiter umgesetzt.

OBn O OBn o] OBn e}
MSsCl, iPrNEt,
|5 0 @ * @
OH s ot “CO,A* CO,A*
57 gg'ﬁ'g', 30% 60A 60B

Exo-Produkte

SO,Ni-Pr, 60A: 60B =~ 1:2
A* =

Schema 13: Asymmetrische Synthese der oxabicyclischen Enone 60A und 60B.

Das Guaian-Geriist wurde ausgehend von dem oxabicyclischen Enon 58 in 5 Stufen aufgebaut
(Schema 14). Zunédchst wurde mit PtO,/H, die Doppelbindung hydriert und anschlieend der
Benzylether mit Pd/C/H, gespalten. Nach Bildung des Selenids durch Reaktion mit 2-
Nitrophenylselenocyanat und anschlieBender Zugabe von m-CPBA wurde das Alken 61
erhalten.”® Durch eine Wacker-Tisuji-Oxidation™ und Reaktion mit KHMDS erfolgte durch

eine intramolekulare Aldol- und Dehydratisierungs-Sequenz der Ringschlufl zu dem Guaian-
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Geriist. Die anschlieBende Luche-Reduktion ** lieferte den Alkohol 63 als einziges

Diastereomer in 73% Ausbeute tiber 2 Stufen.

OBn
o 1) PtO,, H,, Benzol, 88% 0
2) Pd/C, H,, MeOH, 91% = 4) PdCl,, CuCl, O,
@ 3) ArSeCN, n-BusP, dann - DMF/H,0, 23 °C, 86% }
m-CPBA, CH,Cl,, 0 °C; H
CO-Et  DBU, Toluol, 80 °C, 84% CO,Et
58 61
0 7) Crabtree, Hy, CH,CI,
o 8) i-PrMgCl, MeNH(OMe)-HClI,
5) KHMDS, THF, -10 — 0 °C, THF, -15 > 0°C
6) NaBH,, CeCl;, MeOH, 9) MeLi, THF/Et,0, -78 — -60 °C,
62 63

12) Zimtsaure, 2,4,6-
Cl;CgH,COCI, 4-DMAP,

10) m-CPBA Et;N, Toluol, 80 °C
1,2-Dichlorethan, 13) K,CO3, MeOH,
80 °C, 65% OAc 23 °C, 79% (2 Stufen) 9
65 (#)-Englerin B (+)-6
NO,
14) 66, 2,4,6-Cl,C4H,COCI, Ar = o
4-DMAP, Et;N, Toluol, 80 °C _
3T, Tou ()-Englerin A ()-(5) HOKOTBS
15) TBAF, THF, 0 °C, 77% 66

(2 Stufen)
Schema 14: Synthese von racemischem Englerin A.

Das Olefin wurde durch eine Substrat-gelenkte Hydrierung mit dem Crabtree-Katalysator™
zum Alkan umgesetzt. Die Uberfithrung des Esters in das Weinreb-Amid *° und die
anschlieBende Reaktion mit Methyllithium bildete das Keton 64 in 60% Ausbeute (iiber
3 Stufen), welches dann in einer Baeyer-Villiger-Oxidation’’ zum Acetat 65 reagierte. Der
sekundire Alkohol wurde in einer Yamaguchi-Veresterung®® mit Zimtsdure in (+)-Englerin B
Acetat iiberfiihrt und die nachfolgende basische Hydrolyse des Acetats lieferte (+)-Englerin B
(¥)-(6). Durch eine anschlieBende Yamaguchi-Veresterung mit der TBS-geschiitzten
Glykolsdure 66 und sukzessive Spaltung des TBS-Ethers mit TBAF konnte (+)-Englerin A
(£)-(5) erhalten werden. Insgesamt umfasste die Nicolaou/Chen-Synthese 22 Stufen
ausgehend von dem Propargylalkohol 50 mit einer Gesamtausbeute von 2%. Des Weiteren
wurde (+)-Englerin A mit H, an Pd/C hydriert und es konnte das hydrierte Derivat in
quantitativer Ausbeute erhalten werden. Neben der Synthese untersuchten Nicolaou und Chen

auch die biologische Aktivitdt von Englerin A und den hier hergestellten Intermediaten und
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verglichen sie mit denen von Taxol und Doxorubicin als Standard,” worauf in Kapitel 1.6

noch néher eingegangen wird.

1.4.4 Enantioselektive Totalsynthese nach Chain®®

Ungefihr 2 Jahre nach der Isolierung von Englerin A durch Beutler et al.” konnte die Gruppe
um Chain den Naturstoff in nur acht Stufen synthetisieren.9d Da die beiden Estergruppen von
Englerin A an C6 und C9 in einer 1,4- bzw. 1,5-Beziehung zueinander stehen, lag die Idee
nahe, den Bicyclus iiber eine Michael-Addition des 3-Furanons 67 und des o,B-ungesittigten

Aldehyds 68 aufzubauen (Schema 15).

O  LDA, THF,-78 °C, O 4
7 dann 68, -78 °C — RT _ | //0 H
o Q= 7Rt
: H

68
— - 69, 75%, dr = 2:1

Schema 15: Synthese des Bicyclus von Englerin A nach Chain et al>

Dafiir setzten Chain et al. das 3-Furanon 67 mit LDA in THF bei -78 °C um, um in situ das
Enolat zu erzeugen, welches im néchsten Schritt mit dem o,B-ungeséttigten Aldehyd 68 zu
dem Michael-Addukt 69 reagierte. Anhand des Ubergangszustandes wird deutlich, dass die
Methylgruppe an C4 des Aldehyds die Stereochemie der Reaktion kontrolliert, so dass nur
eines von acht moglichen Diastereomeren bevorzugt gebildet wird (dr = 2:1 fiir das
gewiinschte Diastereomer 69:) andere, 75% Gesamtausbeute). In nur einer Stufe werden so
drei der sieben Stereozentren von Englerin A an C1, C5 und C10 aufgebaut. Jedoch sind die
Isomere nicht per Sdulenchromatographie trennbar. Die relative Konfiguration an C1, C4 und
C5 wurde per NOE-Messung bestimmt. Die Konfiguration an C10 des Hauptdiastereomers
konnte bis zur Fertigstellung der Totalsynthese nicht ermittelt werden. Durch Vergleichsdaten
konnten Chain et al. jedoch sicher sein, dass es sich um diese Konfiguration handelt.
Anschlieflend setzten sie das Michael-Addukt 69 mit Sml, und HMPA in einer reduktiven
Carbonyl-En-Cyclisierung®® um und erhielten den Ketoalkohol 46 in 43% Ausbeute, der
schon durch die Arbeiten von Ma et al.’® bekannt ist (Schema 16). Durch diese Reaktion

konnten sie bereits die richtige Konfiguration an C6 aufbauen.
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O 0 0
7~ H / / H
O H 1]
I Sml,, HMPA )/ osm"H oH]
O 0 — o} =
0,
il THF, RT, 43% il H
69 46

Schema 16: Synthese des Ketoalkohols 46.

Die Verwendung anderer Ein-Elektronen-Reduktionsmittel wie Titan(IIl), Vanadium(II) oder
Lithium-Naphthalid zeigten keine bessere Reaktivitit. Auch der Gebrauch von HMPA erwies
sich als essentiell. Additive wie LiCl oder Alkohole lieferten andere Kupplungsprodukte, wie
z.B. die Pinakol-artige Carbonylkupplung zu 70 oder die Reduktion des Aldehyds durch

Protonenquellen wie Alkohole zum priméren Alkohol 71 (Schema 17).

Sml, (5 eq)

/ LiCl (20 eq)

THF, RT

HO o

. Sml, (4 eq)

ROH (1.5 eq)
THF, RT

71
Hauptprodukt

Schema 17: Pinakol-artige Carbonylkupplung und Reduktion des Aldehyds.

Chain et al. schlossen die Synthese ausgehend von dem Ketoalkohol 46 nach den
Bedingungen von Ma in weiteren vier Stufen und einer Gesamtausbeute von 20% ausgehend
von den leicht zuginglichen Startmaterialien 3-Furanon 67 und dem a,B-ungesittigten

Aldehyd 68 ab.
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1.5 Synthetische Ansitze und Formalsynthesen

1.5.1 Synthetischer Ansatz nach Maier et al.""

Maier et al.""* bauten das Guaian-Geriist ausgehend von (R)-(—)-Carvon (72) auf, welches in

13 Stufen in das Diazoketon 73 umgewandelt wurde (Schema 18).

o 1.CeCl5-7H,0,
Q COZEt :_COQAIIYI A COQEt NaBH4,
13 Stufen zj)\( Rh,(OAc), (kat.) z MeOH, -78 °C
2 - \ -
19% ey 2 Toluol 2. TESOTY,
© /= COLAllyl  2,6-Lutidin, CH,Cl,,
(R)-(-)-Carvon (72) 73 74 -78 °C > RT, 59%
(3 Stufen)
6 Stufen MeO,CNSO,NEt;
53% Toluol, 110 °C
OTES
76
H,, Pd/C, 10% EtOAc
51% (uber 2 Stufen) TBAF | THF, 0°C — RT,
65%

HO
H

Schema 18: Rhodium-katalysierte Carbonyl-Y1lid Bildung.

Anschliefend wurde das Diazoketon 73 in einer intramolekularen Carbonyl-Ylid Bildung mit
Rhy(OAc)s und folgender 1,3-dipolarer Cycloaddition in das Cycloadditionsprodukt 74 als
einziges Isomer Uberfilihrt. Die Verwendung des Allylpropiolates als Dipolarophil ist insofern
wichtig, als dass es fiir spdtere Funktionalisierungen dient. Das Cycloadditionsprodukt 74 ist
anfillig gegeniiber Epimerisierung, die schon bei sdulenchromatographischer Reinigung
erfolgen kann. Als Produkt wird dann ausschlieBlich das cis-Isomer erhalten. Um dies zu
vermeiden wurde das Rohprodukt direkt unter Luche-Bedingungen™ reduziert und der
resultierende  sekunddre Alkohol mit Triethylsilyltriflat in den entsprechenden
Triethylsilylether 75 in 59% Ausbeute tiber 3 Stufen tiberfiihrt. Nach weiteren sechs Stufen
wurde der tertidre Alkohol 76 erhalten, der mit Hilfe des Burgess-Reagenzes59 desoxygeniert

wurde, so dass das Alken 77 erhalten wurde. Durch katalytische Hydrierung mit Pd/C konnte
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das Guaianolid 78 synthetisiert werden. Die Spaltung der beiden Triethylsilyl-Ether mit
TBAF lieferte schlieBlich das Diol 79 in 65% Ausbeute.

Inspiriert von der Struktur des Naturstoffs Orientalol F (80) synthetisierten Maier et al.’** das
(-)-9-Desoxy-Englerin A Derivat. Die Synthese begann mit (—)-Isopulegol (81), das in drei
Stufen in das Enon 82 umgewandelt wurde. Die anschlieBende Epoxidierung mit m-CPBA

lieferte einzig das Epoxid 83 in 83% Ausbeute (Schema 19).

Oo/
Jij\ 3 Stufen W m-CPBA N B
2% CH,Cl,, RT, 83%
0 o)
82 83

(-)-1sopulegol (81)

Orientalol F (80)

OPiv
H
W Piv,0, Sc(OTf); (kat.)

T{ 2 \~ - +

THF 80 °C, CHsCN, 0 °C, 60% !
90% " Sopiv
\ 87 88
84:85=1.0.7 ’ OH 87:88 = 62:38
K,CO,4

H MeOH, Ruckfluss,

92%

86
85:86 = 30:70

Schema 19: Generierung des Ketons 87.

Die Enolatbildung des Ketoepoxids 83 mit NaH lieferte die regioisomeren Alkohole 84 und
85 in einem Verhiltnis von 1:0.7. Da der tertidire Alkohol im Gleichgewicht mit seinem
Hemiacetal vorliegt (85:86 = 30:70), wurde dieser zunidchst mit Pivalinsdureanhydrid und
Sc(OTf); verestert,”” wobei das Keton 87 als das gewiinschte Hauptprodukt (87:88 = 62:38)
erhalten wurde. Wurde hingegen eine Silylierung durchgefiihrt (hier nicht gezeigt), so wurde
bevorzugt das Hemiacetal 86 gebildet. Das Hemiacetal 88 kann durch Verseifung mit K,CO;

in ein Gemisch aus dem Hemiacetal 86 und dem Hydroxyketon 85 zuriickgefiihrt werden.
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LDA, THF, -45 °C, MeO,CNSO,NEt;
dann -78 °C, ZnCl,, Toluol, 110 °C, 100%
Aceton, 83% H s OPiv
87 88
K,CO4 LiAIH,,
MeOH, Ruckfluss, THF, -10 °C —» RT,
100% B
° < OPiv 69%
920

1) Hg(O2CCFy),, CH,Cly/MeOH, -78 °C

2) NaBH,, MeOH, -78 °C — RT,
95% (2 Stufen)

Zimtsaure, 2,4,6- Q/\/«
Cl;CsH,COCI, 4-DMAP

Toluol, RT, 87%

1) DMP, CH.CI,, RT, 89%

2) Et,SiH, TiCl,, CH,Cly,
-80 °C, 72%

(-)-9-Desoxy-Englerin A 94
Schema 20: Synthese von (—)-9-Desoxy-Englerin A nach Maier et a

Z‘IZa

Die Aldolreaktion®' von 87 mit Aceton lieferte das Hydroxyketon 88, welches anschliefend
mit dem Burgess-Reagenz® zum Alken 89 desoxygeniert wurde (Schema 20). Nach
Umsetzung mit K,CO; in MeOH fand eine Migration der Doppelbindung unter gleichzeitiger
Epimerisierung des stereogenen Zentrums in a-Position in einem Verhéltnis von
cis/trans = 1/1 statt. Die beiden Epimere konnten per Sdulenchromatographie getrennt werden
und das ungewiinschte Epimer wurde wieder in den Epimerisierungscyclus zuriickgefiihrt.
Interessanterweise wurde der Pivalinsdureester unter diesen Bedingungen nicht gespalten,
wohingegen der Pivalinketalester 88 in das Hemiacetal umgewandelt wird (Schema 19).
Reduktive Spaltung des Pivalinsdureesters fithrte auch zur Reduktion des Ketons, so dass das
Diol 91 in 69% Ausbeute erhalten wurde. Die transannulare Cyclisierung wurde mit
Hg(O,CCF;), durchgefiihrt, gefolgt von einer direkten Reduktion mit NaBH; der
entstehenden organischen Quecksilberverbindung. Nach einer Dess-Martin-Oxidation*® und
anschlieBender Reduktion des Ketons mit Et;SiH und TiCl; wurde ausschlieBBlich der Alkohol
93 mit der gewiinschten Konfiguration gebildet. 62 Andere Reduktionsmittel wie LiAlH,,
NaBH,4 oder DIBAL-H lieferten nur den Alkohol 92. Nach der abschlieBenden Yamaguchi-
Veresterung®’ mit Zimtsdure wurde (-)-9-Desoxy-Englerin A 94 in 87% Ausbeute erhalten.
Die Gesamtausbeute betrdgt 13% tiiber 15 Stufen (ldngste lineare Sequenz). Neben der
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Synthese fithrten Maier et al. auch biologische Studien durch, deren Ergebnisse in Kapitel 1.6

zusammengefasst sind.

1.5.2 Formalsynthese nach Theodorakis'"

Eine enantioselektive Formalsynthese von (—)-Englerin A konnte von Theodorakis et al.'™
abgeschlossen werden. Sie machten sich eine Davies Rhodium-katalysierte [4+3]-
Cycloaddition® zu Nutze, um in nur einer Stufe aus dem Furan 95 und dem chiralen
Diazoester 96 das oxatricyclische System 97 aufzubauen (Schema 21). Das Furan 95 ist leicht
aus 2-Methylfuran in 3 Stufen zugiinglich® und der Diazoester 96 kann ebenfalls in 3 Stufen
aus (R)-Pantolacton synthetisiert werden.”® Langsame Addition des chiralen Diazoesters 96 zu
dem in Hexan refluxierenden Furan 95 unter Rh(II)-Katalyse mit Rhodiumoctanoat lieferte
den Tricyclus 97 in 90% Ausbeute und einer moderaten Diastereoselektivitit von 3:1, wobei
die Diastereomere leicht iiber eine sdulenchromatographische Reinigung getrennt werden
konnen. Die Durchfiihrung der Reaktion bei tieferen Temperaturen oder geringerer
Katalysatorbeladung fiihrte hingegen zu signifikant schlechteren Ausbeuten und verbesserte
in keinem Fall die Diastereoselektivitit. Als nédchstes wurde das Auxiliar mit DIBAL-H
abgespalten und der instabile 3-Hydroxy Enolether gebildet, der in situ mit BF;-OEt, zum

Enon 98 umlagerte.®

I\

0

95 Rhy(Ooct) (2 mol%) - @ DIBAL-H, CH,Cl,, -78 °C

’ Hexan, Riickfluss, TBSO dann BF3-OEty, CH,Cly, o Q
OTBS O 90% o -30 °C, 59%
AN/U\ W O O § O

° 1<
N () 98
2 96 (0]

97, dr = 3:1
Schema 21: [4+3]-Rhodium-katalysierte Cycloaddition zum Aufbau des Guaian-Gertistes.
Die folgende Rubottom-Oxidation® erfolgte von der weniger gehinderten Seite, so dass
ausschlieBlich das a-Hydroxyenon 99 mit der unerwiinschten Konfiguration gebildet wurde.
Anschlieend wurde der sekundidre Alkohol als TBS-Ether geschiitzt und in einer Stetter-
Reaktion mit Propanal in Anwesenheit des Thiazoliumsalzes 100 unter basischen

Bedingungen67 in das Diketon 101 tiberfiihrt (Schema 22).
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LDA, TMSCI, -78 °C — 0 °C,

dann m-CPBA, NaHCO3, HO TBSO
CH,Cl,, 0°C @ 1) TBSOTF, Et;N, CH,Cl, 0 °C
- 0
0 @ dann (COOH),, 87% brsm 0 2) Propanal, 20 mol % 100, e)
Et3N, 80 °C
0,
98 99 75% (2 Stufen) 101
TBSO
1) NaHMDS, THF, 0°C a 1) NaBH,, MeOH, RT
2) NaOMe, MeOH, 65 °C, ‘ 2) NaH, BnBr, DMF, R H
43% brsm (2 Stufen) o H " 60°C, 71% (2 Stufen)  BnO' 103
102

1) MeO,CNSO,NEt,,

1) BHy THF, dann NaOH/H,0, 1050 Toluol, 80 °C HO
2) TBSOTT, Et;N, CH,Cl,, RT OTBS 2) H,, Pd/C, MeOH, RT OH
3) Pd(OH),, H,, MeOH, RT, A y 3) TBAF, THF, 80 °C, ‘
58% (3 Stufen) HO' 84% (3 Stufen) H
104 45
8 Stufen
B )
N/G;‘ & l Ref. 9b
| D )
S (-)-Englerin A (5)
HO
100

Schema 22: Synthese des Diols 45.

Die folgende intramolekulare Aldolreaktion gestaltete sich schwierig und einzig die
Umsetzung mit NaHMDS, gefolgt von Erhitzen in NaOMe/MeOH lieferte das Enon 102 in
43% Ausbeute (brsm iiber 2 Stufen). AnschlieBend wurde in 8 Stufen die zweite
Hydroxylgruppe durch regio- und stereoselektive Reaktion mit dem Boran-'THF Komplex
eingefilhrt.  Eine  Desoxygenierung mit dem  Burgess-Reagenz’’ und einige
Schutzgruppenreaktionen lieferten schlieflich das Diol 45, welches in 8 Stufen zu
(-)-Englerin A § umgesetzt werden kann.”® Basierend auf diesen Ergebnissen untersuchten
Theodorakis et al. in weiteren Arbeiten''® eine alternative Strategie, um den fiinfgliedrigen
Ring zu schlieBen (Schema 23). Dafiir verwendeten sie das nicht hydroxylierte Enon 98 und
setzten es unter Stetter-Bedingungen mit dem Thiazoliumsalz 100 und Propanal um und
erhielten das Diketon 105 in 75% Ausbeute. Die anschlieBende intramolekulare Aldoladdition
konnte nun mit KOH unter milden Bedingungen durchgefiihrt werden und es wurde das Enon

106 in 76% Ausbeute erhalten.
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a 20 mol % 100, Propanal | KOH @

° EtaN, 80 °C, 75% o 3 E1OH, RT, 76% ‘ y
D 0

9% 105

106

Schema 23: Alternative Strategic des Ringschlusses nach Theodorakis et al.''

Im Zuge dieser Arbeiten synthetisierten Theodorakis et al. auch ein bicyclisches Englerin A-

"4 auf die in Kapitel 1.6 niher eingegangen

Derivat und testeten dessen biologische Aktivitét,
wird. Die Synthese des bicyclischen Derivates beginnt in Anlehnung an die Synthese von
Nicolaow’® mit der Grignard-Addition von i-Pr,MgCl an 2-Methyl-5-furfural 107
(Schema 24). Die anschlieBende Umsetzung mit m-CPBA lieferte das Hemiacetal 108 in 75%
Ausbeute iiber 2 Stufen. Die folgende [5+2]-Cycloaddition47 mit einem Uberschuss
Acrylnitril lieferte das bicyclische System 109 in 32% Ausbeute. Durch Erhohung der
Temperatur und Durchfiihrung in der Mikrowelle konnte die Ausbeute auf 45% gesteigert

werden. Nach einer Luche-Reduktion® und Hydrierung der Doppelbindung wurde der

Alkohol 110 generiert.

0] 0]
1) i-PrMgCl, Et,0,
y o -10°C 3) i-ProNEt, MsClI, Acrylnitril,
0] \ / | 0 :
2) m-CPBA, CH,Cl,, 150 °C, Mikrowelle, 45%
75% (2 Stufen) OH CN
107 108 109
0)

4)NaBH,, CeCly7H,0,  HQ
MeOH, 0 °C, 98%

5) Hy, Pd/C (kat.), EtOH,

6) LDA, THF, -78 °C, dann O,, dann
SnCl,-HCI, 0 °C, 40% —

7) Zimtsaure, 2,4,6-ClzCgH,COCI, Et3N,

99% 4-DMAP, Toluol, 95%
8) NaBH,4, MeOH, 0 °C, quant.
110 111, R=H j 9) Ac,0, EtsN,
? HeRer -
10) LIHMDS, Im,S0O,, THF, 2L, R,
80%

0°C - RT, 99% _ —

11) Casiumhydroxyacetat,
[18]-Krone-6, Toluol,
110 °C, 74%

113
Schema 24: Synthese des bicyclischen Englerin A-Derivates 113.
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Die Oxidative Spaltung des Nitrils mit O, und SnCl,'HCl zum Keton, gefolgt von einer
Yamaguchi-Veresterung™® des sekundiren Alkohols mit Zimtsdure und Reduktion des Ketons
zum Alkohol lieferte die Verbindung 111. Die Acylierung mit Essigsdureanhydrid lieferte das

Acylierungsprodukt 112. In Anlehnung an die Arbeiten von Ma’ b

wurde die Synthese durch
Umsetzung mit LiIHMDS wund Im;SO, abgeschlossen. Das korrespondierende
Imidazolsulfonat wurde in 99% Ausbeute erhalten und die anschlieBende nucleophile
Substitution mit Cidsiumhydroxyacetat in Anwesenheit von [18]-Krone-6 lieferte das
gewiinschte bicyclische Englerin A-Derivat 113 in 74% Ausbeute unter Inversion der

Konfiguration an C9.

1.5.3 Organokatalytischer Syntheseansatz nach Lin

Ein organokatalytischer Syntheseansatz wurde von Lin et al.'"™® beschrieben. Im Gegensatz
zur Rhodium-katalysierten [4+3]-Cycloaddition, wie sie von Theodorakis et al.'™
durchgefiihrt wurde, wurde hier eine organokatalytische Harmata-[4+3]-Cycloaddition® mit
dem MacMillan-Katalysator® realisiert. Dafiir wurden das Furan 114 und das Dienal 115 in
Nitromethan mit dem MacMillan-Katalysator umgesetzt und es konnten die beiden
untrennbaren oxabicyclischen Produkte 116a und 116b in 63% Ausbeute verbunden mit
einem moderaten Enantiomereniiberschuss von 67% ee bzw. 82% ee erhalten werden

(Schema 25).
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0
\
o . H

N z
i >_é o
N +
o OTMS g @

\ / + MO >
CHsNO,, -20 °C, 63%

116a 116b
116a: 116 b =2.4:1

Schema 25: Organokatalytische [4+3]-Cycloaddition nach Lin.

Daran anschlieBend wurde die Seitenkette mit Vinylmagnesiumbromid verlédngert
(Schema 26), gefolgt von einer Acylierung des allylischen Alkohols, sowie Reaktion mit
Ammoniumformiat in Anwesenheit von katalytischen Mengen Pd(PPhs)s; und die beiden

Produkte konnten in 97% Ausbeute erhalten werden.

—~
1) (CH,=CH)MgBr, THF, 81% :H
2) Ac,0, TEA, 4-DMAP, 80% o & o
> +
3) HCOONH,, Pd(PPh3),,
Toluol, 60 °C, 97%
117a

Schema 26: Verlangerung der Seitenkette.

Das Keton 117a wurde anschliefend mit NaHMDS und Tf,NPh in das Triflat 118 iiberfiihrt
(Schema 27) und nach der anschlieenden intramolekularen Heck-Reaktion wurde das Trien
119 in 79% Ausbeute erhalten. Lin et al. postulieren, dass ausgehend von diesem Intermediat
verschiedene Derivate oder Naturstoffe generiert werden konnen, da sich die
Doppelbindungen sowohl elektronisch, als auch in ihrem Substitutionsmuster

. 11b
unterscheiden.
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/

ﬁ\
0/ TfO Pd(PPha), Et;N

NaHMDS, Tf,NPh @ (PPh3),, Ets

THF, -78 > -5 °C THF, 50 °C, 79%

73%

117a \\\\\ ///// 118 119
S %\\ _
H

. H

Schema 27: Intramolekulare Heck-Reaktion.

Der Cyclopentanring kann alternativ durch intramolekulare Kondensationsreaktionen
aufgebaut werden. Dafiir wurde die untrennbare Mischung 116a/116b (ca. 2.4:1) mit
Ethylmagnesiumbromid umgesetzt, gefolgt von einer Dess-Martin-Oxidation®® und es
konnten die beiden Ketone 120a und 120b in 78% Ausbeute erhalten werden (Schema 28).
Die anschlieBende intramolekulare Aldolreaktion gelang nur durch Reaktion mit KOH in
MeOH und es wurden die beiden o,B-ungeséttigten Ketone 121a und 121b in 65% Ausbeute

erhalten, die an diesem Punkt der Synthese voneinander getrennt werden konnten.

1) EtMgBr, CeCls, 69%

2) DMP, 78%

121a 121b

116b 120b
ca.2.4:1

Schema 28: Aufbau des Cyclopentanrings durch intramolekulare Aldolreaktion.
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1.5.4 Asymmetrische Formalsynthese nach Parker'™

Drei Jahre nach der ersten Totalsynthese von Christmann et al.*® veroffentlichten Parker et
al.'™ eine asymmetrische Formalsynthese ausgehend von Geraniol (24). Dieses wurde in fiinf
Stufen in den Aldehyd 122 umgewandelt, der anschlieBend in einer Zn-vermittelten Barbier-
Reaktion'® mit 2-Brommethyl-3-methyl-1-buten'*® 12 in die Vorldufer der Relais-
Ringschlussmetathese (RRCM) iiberfiihrt wurde (Schema 29).

BF\JH/
12

1) Zn-Staub,
OH THF/NH,Cl(aq.),
= 5 Stufen RT, 80%
—_—
N 22% 2) Im,CO, NaH,

DMF, RT, 92%

Geraniol (24)

Stewart-Grubbs i
Katalysator 124 +

Toluol, 80 °C

1) 1N NaOH, RT,
Dioxan, 97% ie
2) TBSOTHf, 2,6-Lutidin,

H
CH.Cly, RT, 93% HO OTBS

125a, 45% 125b,15% 126

1) Hg(OZCCF3)2, CHZCIleeOH,
-78°C—>5°C

2) NaHCOjq /NaCl

127 2 Stufen 128a, 55% 128b, 18%
I\ : (3 Stufen) (3 Stufen)
NYN - )
D 7 Stufen
o —_—
\( J Ref. 9a
H: ‘orss

35

02, NaBH4

—_—

DMF, 0 °C

(-)-Englerin A (5)

Schema 29: Asymmetrische Formalsynthese nach Parker.'™

Die Carbonate 123a und 123b wurden anschlieBend mit dem Stewart-Grubbs Katalysator’®
124 in einer Relais En-In-En-Metathese in die beiden Stereoisomere 125a und 125b
iiberfiihrt. Die entstehenden Produkte veranschaulichen recht eindrucksvoll die Selektivitét
des verwendeten Stewart-Grubbs Katalysators. Unter den Reaktionsbedingungen wird
lediglich das Guaiadien-Ringsystem gebildet, das Decalinderivat wurde nicht beobachtet. Des

Weiteren reagieren beide Stereoisomere in dieser Reaktion, was auch zu Bildung des
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rigideren Stereoisomers 125b fiihrte. Das Hauptmengenstereoisomer 125a wurde
anschlieBend mit wéssriger NaOH zum Diol umgesetzt, welches daraufhin regioselektiv als
TBS-Ether geschiitzt wurde. Die Sauerstoffbriicke iiber den siebengliedrigen Ring wurde
durch Oxymercurierung mit Hg(O,CCF3), und anschlieBender Addition von waissriger
NaHCO3/NaCl-Losung "' aufgebaut. Die resultierende Organoquecksilber-Verbindung 127
wurde danach in die tertiiren Alkohole 128a und 128b durch oxidative Demercurierung’* mit
0O, und NaBHy iiberfiihrt. Der Alkohol 128a kann in zwei Stufen in den bekannten Alkohol 35

iiberfiihrt werden, der in sieben Stufen zu (—)-Englerin A reagiert. **

1.5.5 Formalsynthese durch reduktive Heck-Reaktion nach Cook'"

Cook et al. fiihrten zum Aufbau des Hydroazulensystems eine reduktive Heck-Reaktion
durch.'® Dafiir setzten sie 2,5-Dimethoxytetrahydrofuran 129 in einer zweistufigen Synthese
in das bekannte a,B-ungesittigte Keton’® 130 um. Eine Enolatbildung mit LiIHMDS und eine
anschlieBende Alkylierung mit dem Wichterle-Todid 1317* in Anwesenheit von DMPU lieferte
das Vinyliodid 132 in 61% (brsm) Ausbeute (Schema 30). Eine Kupfer-katalysierte 1,4-
Addition des Grignard-Reagenzes an das Enon 132 bildete das Sn2'-Produkt 133 in 93%

Ausbeute.”®
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0] |
2 Stufen 1) LHMDS, THF, -40 °C _
0" g 0 TRef.73 I , DMPU, THF,
129 OTBS -40 °C, 61% (brsm)
MeMgBr, CuBr-SMe, (10 mol %),
TMSCI, DMPU, Pd(OAc), (10 mol %), n-BusyNClI
THF, -50 — -30 °C, HCO,Na, DMF, RT, 73%
93%
134
TMﬁO 1) m-CPBA, NaHCOs,
TiCl, DIPEA, CH3CHO CuCN, MeLi, TMSOTf CH,Cl, -40°C - RT
CH,Cl,, -78 — -60°C Et,0, -78 °C, 50% 2) TBAF, THF, RT,
63% H 62% (2 Stufen)

138

m-CPBA, BF,-OEt,

o) CH2C|2, 0°C— RT, 67%
H
OH
0 o
H H H
OH
139

m-CPBA, NaHCO, HCIO,
CH,Cly, 0 °C — RT, 82% ! CH,Cl,, 0°C, !
o ¢} 86% (brsm) OH
Q 141 142
& g0
135, < 5% 136, <5%

Schema 30: Reduktive Heck-Reaktion nach Cook et al.

Das gewiinschte 5,7-trans-Hydroazulenprodukt 134 wurde erfolgreich in einer reduktiven
Heck-Reaktion mit Pd(OAc),, HCO;Na und n-BuyNCI in DMF in 73% Ausbeute
synthetisiert. Das Reduktionsprodukt 135 konnte in weniger als 5% Ausbeute beobachtet
werden, ebenso wie das ,normale Heck-Produkt 136. Daraufhin wurde zunichst die
Ethylidengruppe durch Enolisierung mit Diisopropylethylamin und Acetaldehyd in 63%
Ausbeute eingefiihrt. ° Unter diesen Bedingungen epimerisierte das trans-anellierte
Ringsystem zu dem thermodynamisch stabileren cis-Ringsystem. Die Umsetzung mit dem
Lipshutz-Cuprat,”® gefolgt von TMSOTf-Addition lieferte das Dien 138, welches durch eine
Rubottom-Oxidation und TMS-Entschiitzung mit TBAF in das a-Hydroxyketon 139 iiberfiihrt
wurde, dessen relative Konfiguration durch eine Rontgenkristallstruktur bestitigt wurde.
Durch weitere Oxidation des a-Hydroxyketons 139 mit m-CPBA (1.1 eq.) und BF;-OEt,
(1.0 eq.) wurde die Etherbriicke nach einem bisher unbekannten Mechanismus iiber den
siebengliedrigen Ring gebildet, die jedoch die falsche Konfiguration in Bezug auf
(-)-Englerin A besitzt. Um dies zu vermeiden wurde das a-Hydroxyketon 139 mit m-CPBA
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(2.0 eq.) und NaHCO; epoxidiert und es konnte das Epoxid 141 nach drei Tagen in 82%
Ausbeute isoliert werden. Die anschlieende sdurekatalysierte intramolekulare Epoxidoffnung
mit HCIOy lieferte die gewlinschte Etherbriicke iiber den siebengliedrigen Ring in 86% (brsm)
Ausbeute. Allerdings kann das thermodynamisch stabilere cis-anellierte Ringsystem nicht
zum trans-anellierten Ringsystem epimerisiert werden. Um die Formalsynthese abzuschlieen
wurde der sekundére Alkohol als TBS-Ether geschiitzt und das Keton durch Umsetzung mit
KHMDS und dem Comins Reagenz’’ in das Enoltriflat 144 iiberfithrt (Schema 31). Die
folgende palladiumkatalysierte Reduktion lieferte das Alken 145, welches nach TBS-
Entschiitzung in den bekannten sekundiren Alkohol 43°° iiberfiihrt wurde, der in weiteren 10

Stufen zu Englerin A (5) reagieren kann.

TBSOTf, Et;N KHMDS, Comins Reagenz
CH.,Cl,, 0 °C — RT THF, -78 °C > RT
0
98% oTBS

.@ Pd(OAC),, PPhs, n-BusN, HCO,H .@ TBAF .@
DMF, 65 °C, 84% (2 Stufen) THF, 0 °C

H OTBS H oTBS  67% H OH
43
cl 10 Stufen
X Ref. 9b
| A\ /CF3
NS
oL (-)-Englerin A (5)
_a —)-Englerin
O—§—O
CF;
Comins Reagenz

Schema 31: Abschluss der Formalsynthese.
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1.6 Derivatisierung von Naturstoffen

Die Natur stellt eine unerschopfliche Quelle an potentiellen Wirkstoffen dar.”® Da die
Wirkstoffe aber zum Teil in nur geringen Mengen in der Natur vorhanden sind, 6ffnet die
Naturstoffsynthese einen wichtigen Zugang zu diesen Wirkstoffen. Durch die Totalsynthese
konnen im Gegensatz zu der Isolierung aus dem Pflanzen- oder Tiermaterial teilweise Gramm
bis Tonnenmafstibe der Naturstoffe gewonnen werden. Einen weiteren Vorteil der
Naturstoffsynthese stellt der Zugang zu Strukturderivaten dar, die ohne die Totalsynthese
nicht zuginglich wéren. Durch so genannte Struktur-Aktivititsbeziehungen (SAR) wird auf
die Beziehung zwischen der chemischen Struktur und der biologischen Aktivitit eines
Molekiils eingegangen. Die Analyse ebendieser ermdglicht die Bestimmung der funktionellen
Gruppen, die fiir die biologische Aktivitdt verantwortlich sind. Wurden diese funktionellen
Gruppen identifiziert, so konnen leicht Modifikationen der Wirksamkeit erreicht werden,
indem die chemische Struktur des Molekiils gedndert wird, wie am Beispiel von
Discodermolid 146 gezeigt werden soll (Abb. 4). Discodermolid 146 wurde 1990 von
Gunasekera et al. aus dem Tiefseeschwamm Discodermia dissoluta isoliert.” Die absolute
Konfiguration blieb bis zur ersten Totalsynthese von Schreiber et al. im Jahr 1993 unbekannt,
welche das unnatiirliche Enantiomer zuginglich machte. “® Bine weitere Totalsynthese
lieferte schlieBlich den Naturstoff.*” Discodermolid ist wachstumshemmend gegen
verschiedene MDR (multiple drug resistance) Krebszelllinien und zeigt dhnliche Aktivitit wie

Paclitaxel (8).

R = OH: (+)-Discodermolid 146, IC5o =25 nM  (+)-148, IC5 = 0.2 nM (-)-149, ICs, > 8292 nM
R = OAc, (+)-147, IC5o = 4 nM

Abb 4: (+)-Discodermolid 146 und einige Strukturanaloga nach Gunasekera et al.; die 1Cs, Werte®'
der Zellproliferation wurden in der Krebszelllinie A549 gemessen.
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Durch Semisynthese von (+)-Discodermolid 146 erhielten Gunasekera et al. Zugang zu
mono- bis triacylierten, sowie teilweise bis vollstindig gesittigten Derivaten.® Durch die
selektive Acylierung an C3, (+)-147 und C7, (+)-148 steigt die Aktivitit gegeniiber dem
Naturstoff deutlich an (ICsp = 4 und 0.2 nM). Durch eine vollstindige Hydrierung von (+)-
Discodermolid lieB die Aktivitdt deutlich nach ((—)-149, ICso = 8292 nM), wohingegen durch
eine teilweise Hydrierung (hier nicht gezeigt) die Aktivitidt weniger abnahm und mit einem
ICso-Wert von 30 nM im Bereich der Aktivitit des Naturstoffs liegt. Durch solche
Untersuchungen wird deutlich, wie wichtig die SAR-Studien in Hinblick auf die

Identifizierung von moglichen Therapeutika sind.

Ein grofler Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Synthese von Englerin A-Derivaten, um
auch hier, wie beim Beispiel von Discodermolid, deren biologische Aktivitit zu iiberpriifen
und SAR-Studien durchzufiihren. Einige Derivate, sowie selbst Englerin A, wurden bereits

von Beutler et al.”? patentiert (Abb. 5), worauf im Folgenden eingegangen wird.

A', A’=H, X, OH oder OR, C1-C6 Alkoxy;

A’ = H, X, NO,, C1-C6 Alkyl, C1-C6 Hydroxyalkyl oder
C1-C6 Alkoxy

R', R*=C1-C6 Alkyl
R” = C1-C6 Alkyl oder C1-C6 Hydroxyalkyl

X=0,NH, S

Abb. 5: Derivate, die im Patent von Beutler® eingeschlossen sind.

Die Zimtsdure (griin) konnte die Substituenten A' bis A” tragen, wobei es sich um ein
Wasserstoffatom, einen Alkohol, ein Halogen X oder ein Alkoxid (OR) handeln konnte.
Ebenfalls wire denkbar, dass die Doppelbindung hydriert wire. Ferner wire eine Substitution
am Phenylring méglich, so dass A’ als ein Wasserstoffatom, ein Halogen X oder eine
Nitrogruppe vorliegt. Substitutionen durch einen C1-C6 Alkylrest, -Hydroxyalkylrest sowie
einen -Alkoxyrest wéaren des Weiteren vorstellbare Derivate, die im Patent eingeschlossen
sind. Die Reste R' und R? kénnen C1-C6 Alkylsubstituenten sein und die Etherbriicke X iiber
den siebengliedrigen Ring konnte durch eine NH-Gruppe oder S ausgetauscht sein. Der
Isopropylrest (rot) kénnte durch einen Isopropylidenrest ausgetauscht sein und der Rest R’

durch eine C1-C6 Alkyl- oder Hydroxyalkylgruppe. Daher wurden im Zuge dieser Arbeit nur
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Derivate synthetisiert, die nicht bereits im Patent von Beutler®® enthalten sind. Die mdglichen
Derivate werden an den farbigen Stellen (A'-A°, Isopropyl, R?) variiert, wie im Patent von
Beutler beschrieben (Abb. 5), jedoch muss die Zimtsdure (R") nicht zwangsldufig im Molekiil
enthalten sein und der Isopropylrest (R*) kann auch Ethyl oder Methyl sein (Abb. 6).%

R' = CO-R*, -CO-CH=CH-R*, -CO-CH=C(CHz)-R*

R? = CO-CH,-OR’, CO-CH,-SR’, CO-CH,-NCR'R ", CO-CH,-O-CO-
OR! NH-R’, CO-CH,-O-CO-R’, CO-CH,-O-CO-N(R'R""), CO-CH,-O-
: CO-O-R’, CO-CH,-NH-CO-O-R’, CO-(CH,),-OR’, CO-(CH,),-R’,

R’ = Me, Et, Pr, i-Pr, c-Propyl, c-Butyl, c-Pentyl, c-Hexyl, Ph, Bn,

O

A
-CH=CH-Ph,

Abb. 6: Patent von Christmann et al.** R* konnen verschiedene Aromaten oder Heteroaromaten sein;

R"und R"" kénnen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, oder Cyclen sein; n kann 1-5 sein.

Einzig unsere Totalsynthese ermdglicht den Zugang zu Derivaten mit unterschiedlichen
Resten R’ am Guaian-Geriist, was mit den hier vorgestellten Synthesen von Englerin A nicht

moglich wére.

1.6.1 Derivatisierung von Englerin A

1.6.1.1 Biologische Untersuchungen von Nicolaou und Chen’

Wie zuvor erwéhnt, fiihrten Nicolaou und Chen biologische Studien von ihren synthetisierten
Verbindungen durch.” Bei dem Vergleich der Cytotoxizitit (Tabelle 1) fillt auf, dass (+)-
Englerin A in den Zelllinien A498 (Glsp = 45 nM) und UO31 (Glso= 37 nM) die hochsten
Aktivitdten zeigt, hingegen bei der Zelllinie ACHN (Eintrag 3), bei der es sich auch um eine
Nierenkrebszelllinie handelt, eine 2.5-fach geringere Cytotoxizitit aufzeigt. Wie bereits von
Beutler et al.”’ festgestellt wurde, zeigt (+)-Englerin A in der Zelllinie A498 eine hohere
Aktivitdt als Paclitaxel (8), gleiches gilt fiir den Vergleich mit Doxorubicin (Eintrag 1 und 2).
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Tabelle 1:

Cytotoxizitdt der Substrate von Nicoalou und Chen gegeniiber verschiedenen
Krebszelllinien.

o4
OH

Doxorubicin (150) (+)-65 (+)-151
Zelllinie,™ GIs-Werte’ in pM

Eintrag Verbindung MCF-7 NCI-H460  ACHN A498 U031
1 Paclitaxel (8) 0.007 0.006 0.076 0.078 0.721
2 Doxorubicin (150) 0.066 0.010 0.072 0.243 0.693
3 (+)-Englerin A (£)-(5) >10 >10 0.113 0.045 0.037
4 (+)-Englerin B (+)-(6) >10 >10 >10 >10 >10

(x)-Englerin B Acetat
5 >10 >10 >10 6.341 9.275
@)-(7)

6 (+)-65 >10 >10 >10 >10 >10
7 (+)-23 >10 >10 >10 >10 >10
8 (#)-151 >10 >10 0.745 0.287 0.359

“'Humane Krebszelllinien: MCF-7 (Brust), NCI-H460 (Lunge), ACHN, A498, UO31 (Nieren). Die
Messungen wurden mit Hilfe des Sulforhodamin B-Assays durchgefiihrt. Die Zelllinien wurden fiir
48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen der zu testenden Verbindungen inkubiert.

Wie bereits bekannt, zeigt (+)-Englerin B (£)-(6) in allen getesteten Zelllinien keine Aktivitat

(Eintrag 4).” Ist der Alkohol durch eine Acetatgruppe substituiert (Eintrag 5), so ist die

Aktivitdt zwar hoher, als bei (£)-Englerin B, jedoch weist es eine 140-fach geringere Aktivitét

im Gegensatz zu (+)-Englerin A (+)-(5) auf. Das Hydroxy-Acetat (£)-65 weist wie (£)-
Englerin B keine Aktivitdt auf (Eintrag 6), ebenso wie der TBS-Ether (£)-23 (Eintrag 7).
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Interessanterweise ist (+)-Englerin A nach der Hydrierung der Zimtsiure noch deutlich aktiv
in allen drei Nierenkrebszelllinien (Eintrag 8). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass

Verdanderungen an der Doppelbindung durchaus toleriert werden, wéhrend die Substitution

der Glykolsdure zu drastischen Aktivitdtsverlusten flihrt.

1.6.1.2 Biologische Untersuchungen von Englerin A und dessen Derivaten nach Chen'®

In Anlehnung an ihre bereits publizierten Derivate synthetisierten Chen et al.'® weitere
Analoga und bestimmten deren biologische Aktivitit in den Zelllinien UO31, A498 und A549
im Vergleich zu (+)-Englerin A (£)-(5) und Paclitaxel (8). Die Messungen wurden mit Hilfe
eines Sulforhodamin B-Assays durchgefiihrt. Die gemessenen Glso-Werte der Derivate mit

unterschiedlichen Resten R' sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Tabelle 2: Biologische Aktivitit der Derivate von Chen durch Variation des Restes R

0]

R1\(

o on

Zelllinie,"™ GIs-Werte’ in pM

Eintrag R U031 A498 A549
P
1 ©/v 0.037 0.045 >10
NN
2 0.040 0.032 >10
F
e N
3 0.071 0.060 ~10
P
4 @N 0.150 0.340 10
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2
5 0.007 0.049 >10
6 ©/§%‘ 0.014 0.086 >10
%,
7 ©/ 8.6 >10 >10
8 NN >10 >10 >10

I Humane Krebszelllinien: UO-31 und A498 (Niere), A549 (Lunge). Die Zellen wurden fiir 48 h mit
der zu testenden Substanzen inkubiert und anschlieSend die Zellproliferation bestimmt.

Bei der Betrachtung der Glsp-Werte féllt auf, dass geringe Verédnderungen am aromatischen
Ring (Eintrag 2 und 3) durchaus toleriert werden, wohingegen das Allylzimtsdurederivat
(Eintrag 4) einen deutlichen Verlust in der biologischen Aktivitit aufweist. Das Cyclopropan-,
sowie das B-Methylzimtsdurederivat zeigen wiederum deutliche Aktivititen (Glso =49 und 86
nM, Eintrag 5 und 6) und sind gleichzeitig in der Zelllinie UO31 sehr viel aktiver als
(¥)-Englerin A (Eintrag 1). Der Verlust der Aktivitit bei dem Benzyl- und dem aliphatischen
Derivat (Eintrag 7 und 8) machen deutlich, dass der Zimtsdureester oder ein grofBer Rest
essentiell fiir die Aktivitit von Englerin A ist. Chen untersuchte ebenfalls den Einfluss des

Restes R” auf die Aktivitit. Die gemessenen Glso-Werte sind aus Tabelle 3 ersichtlich.
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Tabelle 3: Biologische Aktivitit der Derivate von Chen durch Variation des Restes R*.'*

R2

Zelllinie,™ GIs-Werte’ in uM

Eintrag R U031 A498 A549
0]
1 0.037 0.045 >10
oA OH

2 &/OW]AOH >10 >10 >10

O
0
3 iﬁ)k >10 >10 >10
OH
O~
4 OH 0.035 0.048 >10
O
0

5 &OJ\(OH 0.047 0.020 >10

'Humane Krebszelllinien: UO-31 und A498 (Niere), A549 (Lunge). Die Zellen wurden fiir 48 h mit
der zu testenden Substanzen inkubiert und anschlieBend die Zellproliferation bestimmt.

Interessanterweise zeigte der um eine Methylengruppe verldngerte Rest (Eintrag 2) einen
deutlichen Verlust der Aktivitit in allen getesteten Zelllinien. Gleiches gilt fiir die Séure
(Eintrag 3). Hingegen zeigt die inverse Glykolsdure (Eintrag 4) eine deutliche Aktivitdt von
48 nM und das Milchsdurederivat (Eintrag 5) ist sogar fast doppelt so aktiv wie Englerin A
(Eintrag 1). Chen bestimmte ebenfalls die Aktivitdt von Glykolsdure und fand heraus, dass sie
in den gemessenen Zelllinien komplett inaktiv ist (Glso >10). Insgesamt ldsst sich feststellen,
dass alle aktiven (Eintrag 1, 4, 5) von den hier synthetisierten Derivaten selektiv in den

Nierenkrebszelllinien (UO-31 und A498) sind. Allerdings wurden alle Derivate in
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racemischer Form synthetisiert und das Cyclopropan- (Tab. 2, Eintrag 5), wie auch das
Milchsédurederivat (Tab. 3, Eintrag 5) als Diastereomerengemisch. Daher ist es unklar, ob
enantiomeren- und diastereomerenreine Verbindungen eine deutlich bessere biologische

Aktivitat aufweisen wiirden.

1.6.1.3 Biologische Aktivitit von (-)-9-Desoxy-Englerin A nach Maier'™

Die biologische Aktivitit von (—)-9-Desoxy-Englerin A 94 wurde von Maier et al.'**
zusammen mit dem Keton 152 im Vergleich zu (—)-Englerin A*® an verschiedenen Zelllinien
mit Hilfe eines 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assays
gemessen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Cytotoxische Aktivitédt von (—)-9-Desoxy-Englerin A 94 und Keton 152 im Vergleich zu
(-)-Englerin A (5).

152

Zelllinie,™ ICso-Werte® in pM

Eintrag Verbindung L-929 A498 KB-3-1 MCF-7 HUVEC
1 (-)-Englerin A (5) 29 0.4 12 18 4.3
(-)-9-Desoxy-
41 41 .
Englerin A, 94 65 35 o8

[l Zelllinien: L-929 (Maus-Fibroblasten), A498 (Nierenkrebszelllinie), KB-3-1
(Cervix/Gebarmutterhals-Krebszelllinie, HeLa Zellen), MCF-7 (Brustkrebszellen), HUVEC (primére
Endothelzellen).

Wie bereits aus vorherigen Arbeiten®?*'® bekannt, ist die Substitution an der Position C9
essentiell fiir die Aktivitdt von (—)-Englerin A. Daher ist es nicht verwunderlich, dass (—)-9-
Desoxy-Englerin A (Eintrag 2) nahezu keine Aktivitit in den getesteten Zelllinien zeigt. In

der Nierenkrebszelllinie A498 zeigt es eine cytotoxische Aktivitdt von ICso = 35 uM,
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wohingegen (—)-Englerin A (Eintrag 1) ziemlich aktiv ist (ICso= 0.4 uM). Das Keton 152 ist
im Grunde komplett inaktiv (ICso > 170 uM).

1.6.1.4 Biologische Aktivitiit der chlorierten Englerin A-Derivate nach Beutler'**®

Beutler et al."* berichten von chlorierten Englerin A-Derivaten, die mdglicherweise wihrend
des Isolierungsvorgangs von Englerin A durch Modifizierung mit CHCl; und generiertem Cl,
entstanden sind. Diese Hypothese wurde durch die Synthese ebendieser Derivate und dem
anschlieBenden Vergleich der analytischen Daten bestdtigt. Dafiir reagierte Englerin A mit Cl,
und nach anschlieBender Abspaltung von HCI wurden die entsprechenden chlorierten
Derivate erhalten. Bei den Verbindungen 154 und 155 handelt es sich um die beiden epimeren
2’,3’-Dichlordihydroenglerin A- Derivate. Die absolute Konfiguration an C2” und C3” wurde
nicht bestimmt. Die Verbindungen 156-159 sind epimere Chlorhydrine und wurden in der

Publikation nicht néher charakterisiert (Tab. 5).

Tabelle 5: Biologische Aktivitit der chlorierten Englerin A-Derivate nach Beutler'™

154,155 156-159

Zelllinie,"™™” Glso-Werte” in uM

Eintrag Verbindung 786-0 A498 ACHN CAKI-1 UO-31
1 Englerin A (5) 1.1 0.011 0.017 16 0.015
2 153 10 0.028 0.041 0.39 0.035
3 154 12 0.140 0.140 0.42 0.390
4 155 12 0.067 0.049 0.16 0.160
5 156 1.7 0.180 0.320 0.46 0.250
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6 157 11 0.660 1.400 5.00 1.900

) Humane Krebszelllinien: 786-0, A498, U0-31 (Nierenkrebs), ACHN
(Nierenadenokarzinomzelllinie), CAKI-1 (Nierenklarzellkarzinomzelllinie). Die Zellen wurden fiir
48 h mit der zu testenden Substanzen inkubiert und anschlieBend die Zellproliferation bestimmt.

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich zeigt die monochlorierte Verbindung 153 in allen Zelllinien, bis
auf 786-0, deutliche Aktivitit. Die Epimere 154 und 155 weisen unterschiedliche Aktivititen
in den getesteten Zelllinien auf (Eintrag 3 und 4). Gleiches gilt fiir die Epimere 156 und 157
(Eintrag 5 und 6). Die Epimere 158 und 159 zeigen praktisch keine Aktivitét, so dass sie hier
nicht aufgefiihrt sind. Insgesamt gesehen zeigt die Verbindung 153 die beste Aktivitidt und

Selektivitdt und ist nur ca. 2.5-mal weniger aktiv als Englerin A.

1.6.1.5 Biologische Aktivitiit des bicyclischen Englerin A-Derivates nach Theodorakis'®

Die cytotoxische Aktivitit des synthetisierten bicyclischen Englerin A-Derivates 113, sowie
des Intermediates 111 wurde an der Nierenkrebszelllinie A498 und der CEM T-Zelllinie
(akute lymphoblastische Leukdmie, T-ALL) mit Hilfe eines 3H-Thymidin-Einbau-Assay
gemessen (Abb. 7).

111:R=H
112: R = Ac
113: R = COCH,OH

Abb. 7: Struktur der bicyclischen Englerin A-Derivate 111-113.

Theodorakis et al."" fanden heraus, dass Englerin A das Wachstum von Nierenkrebszelllinien
mit einem Glsp-Wert von 45 nM inhibiert, wohingegen die beiden Verbindungen 111 und 113
auch bei erhohter Konzentration von 100 nM oder hoher keinerlei Effekt auf die Inhibierung
des Zellwachstums der Nierenkrebszelllinie A498 zeigen. Dies ldsst vermuten, dass der
Cyclopentanring essentiell flir die biologische Aktivitit in dieser Zelllinie ist. Als nichstes
untersuchten sie die antiproliferative Aktivitit in CEM-Zellen, einer Zelllinie, in der
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Englerin A gewisse Aktivitit zeigt (Glso=20.4 uM).” Die Ergebnisse sind in Tabelle 6

aufgelistet.

Tabelle 6: Inhibierung der Zellproliferation von (—)-Englerin A und der Derivate in T-ALL-Zellen
nach Theodorakis.

o

o H
102 (£)-99:R=H (+)-98
(£)-160: R = Ac
(+)-161: R = Bz
(£)-162: R = (E)-Ph-C=C-C(O)

Eintrag Verbindung Glso-Werte in uM
1 (-)-Englerin A (5) >20
2 102 >20
3 929 24
4 160 nb
5 161 nb
6 162 nb
7 98 33
8 (+)-98 1.8
9 111 >20

10 112 >20
11 113 >20

nb = nicht bestimmt. Die Zellen wurden fiir 48 h mit der zu testenden Substanzen inkubiert und
anschliefend fiir 6 h mit *H-Thymidin versetzt.

Von den getesteten Verbindungen zeigen nur 99, 98 und (£)-98 signifikante Cytotoxizititen
(Eintrag 3, 7-8). Moglicherweise beruht dies auf dem exocyclischen Enonrest, der als
konjugiertes Elektrophil mit Bio-Nucleophilen interagiert. ® Im Gegensatz dazu zeigen
Englerin A (5) und das Intermediat 102, die einen zusitzlichen Cyclopentanring besitzen

(Eintrag 1-2), keine oder nur geringe Aktivitét bis zu einer Konzentration von bis zu 20 uM.
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Dies ldsst vermuten, dass die bicyclischen Englerin A-Derivate effektiv auf Leukdmiezellen
zielen und der Verlust der Cytotoxizitit auf die steigende strukturelle Komplexitit der

Verbindung 102 zuriickzufiihren ist.''¢
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2. Zielsetzung

In Anlehnung an die bereits publizierte Syntheseroute von (+)-Englerin A®® wie sie in
Kapitel 1 beschrieben wurde, sollte im Rahmen dieser Arbeit das natiirliche Enantiomer aus
(R)-Citronellal (38) synthetisiert werden. Des Weiteren sollte die Synthese optimiert und im
groBeren Mafstab durchgefithrt werden, um einen einfachen Zugang zu Derivaten zu
ermdglichen. Die Derivate sollten anschlieBend in der Nierenkrebszelllinie A498 getestet und
deren ICso-Werte fiir die Inhibierung der Zellproliferation bestimmt werden. Fiir die Synthese
von (—)-Englerin A (5) sollte zundchst ent-cis,trans-Nepetalacton ent-(9) in vier Stufen aus
(R)-Citronellal (38) nach Schreiber et al.*’ als zentrales Intermediat synthetisiert werden

(Schema 32).

X H G H 9
O 4stufen o 2 Stufen o
| Ref. [89] = Ref.[8b] T,
H H [|
0]
(R)-Citronellal (38) ent-cis,trans-Nepetalacton (9) 1

Schema 32: Synthese von ent-cis trans-Nepetalacton ent-(9) und des Formyllactons 11 aus
(R)-Citronellal.

AnschlieBend sollte der Aldehyd 11 in 2 Stufen aus ent-cis,trans-Nepetalacton ent-(9)
generiert werden, um ihn spater mit unterschiedlichen Allylbromiden in die entsprechenden
Homoallylalkohole umzusetzen. An dieser Stelle wire bereits der Zugang zu Derivaten mit
unterschiedlichen Resten R* am Guaian-Geriist moglich. Sobald das tricyclische System nach
10 Stufen aufgebaut ist, kann auch hier eine Derivatisierung durch die Wahl der zu
veresternden Sdure (Schema 33; R'COOH) erfolgen. Nach Abspaltung der TBS-
Schutzgruppe konnte nun die weitere Derivatisierung durch Veresterung erfolgen

(R’ COOH).*®

44



Dissertation Lea Radtke
2. Zielsetzung

10 Stufen
R - >
—_—
,,,,, R3
H L
1M 165
1) R'"COOH
2) TBAF
B —
3) R2COOH

Schema 33: Synthese und Derivatisierung von (—)-Englerin A.

Um Englerin A in einer moglichen Nierenkrebstherapie einsetzen zu konnen, ist es von groBer
Wichtigkeit, den genauen Wirkmechanismus aufzukldaren. Damit das Protein gefunden
werden kann, an das (—)-Englerin A bindet, sollten durch Kupfer-katalysierte Cycloaddition
mit Biotin-Azid 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole synthetisiert werden, die in der folgenden
Affinitdtschromatographie eingesetzt werden konnten. Um zelluldre Lokalisierungsstudien

von Englerin A durchfiihren zu kdnnen, sollten fluoreszierende Derivate synthetisiert werden.
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3. Synthetischer Teil

3.1 Scale up-Prozess und Optimierung der Synthese’"”

Fiir die Synthese von (—)-Englerin A wurde zunéchst ent-cis,trans-Nepetalacton ent-(9)
synthetisiert, da es kommerziell nicht erhéltlich ist. Dies gelang in nur vier Stufen ausgehend
von (R)-Citronellal (38).**°! Nach einer Riley-Oxidation mit Selendioxid (Schema 34) und
t-Butylhydroperoxid*' wurde Oxocitronellal 167 erhalten, welches anschlieBend mit
N-Methylanilin zum Aminal 168 umgesetzt wurde. Saure Hydrolyse mit p-Toluolsulfonséure-
Monohydrat lieferte das Lactol 169 in 85% Ausbeute, welches darauthin mit dem Fetizon-
Reagenz 2 7 ent-cis,trans-Nepetalacton ent-(9) oxidiert wurde.  Die Reaktionen waren

problemlos im 30 g-Ma@stab durchfiihrbar, so dass mehr als 80 g Nepetalacton erhalten

t-BuOOH HY
O SeO, (kat.) MS4A O  p-TsOH-H,0 (kat.)
—_—> —_—
Toluol, RT, Et,0, RT, = THF/H,0, 99%
62% 85% H

wurden.

R)-Citronellal (38) 168, cis/trans ~ 10:1

H OH
6] Ag,CO4/Celite
= Benzol, Ruckfluss
H quant.
169

ent-cis,trans-Nepetalacton (9)

Schema 34: Synthese von ent-cis,trans-Nepetalacton ent-(9).

Dieses wurde anschlieBend analog zu der bereits publizierten Synthese von (+)-Englerin A®
mit m-CPBA zum Epoxid 10 °* umgesetzt, welches mit NaOMe in Methanol unter
Ringkontraktion zum Aldehyd 11 reagierte (Schema 35). Dieser Aldehyd wurde in der
folgenden  Barbier-Reaktion'® mit unterschiedlichen  Allylbromiden *° zu den
Homoallylalkoholen 13a, 170 und 171 umgesetzt, um den Einfluss der i-Propylgruppe auf die
Aktivitit von (—)-Englerin A zu untersuchen. Die Ausbeuten variieren von 66-93% und das
Diastereomerenverhiltnis ist umso besser, je kleiner der Rest R’ des Allylbromids ist

(dr =7:1 fiir Me’® im Vergleich zu dr = 5:1 fiir i-Pr).
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H H 9
m-CPBA (0] NaOMe o
-
CH,Cl,, 0 °C - RT, . MeOH, 0 °C,
96% H:"0 99% H él)
cis,trans-Nepetalacton (9) 10,dr=1.7:1 1
R3
Br/\ﬂ/ H 0
Zn, Ultraschall (@]
> R3
NH,Clagy THF H
0°C—>RT OH

13a: R® = j-Pr, 93%, dr = 5:1
170: R® = Et, 66%, dr = 6:1
171: R3 = Me, 89%, dr = 7:1

Schema 35. Synthese der Homoallylalkohole 13a, 170 und 171.

Das bei der Barbier-Reaktion entstehende unerwiinschte Diastereomer 13b konnte durch eine
Oxidation mit IBX und anschlieBender Reduktion des Ketons?® 172 mit LiAlH,4 ins Triol 14
iiberfiihrt und somit in die Reaktion zuriickgefiihrt werden (Schema 36).

IBX LiAlH,
DMSO, RT, 71% THF, 0 °C — RT,
58%, dr = 3:1

Schema 36: Riickgewinnung des unerwiinschten Diastereomers 13b.

Die Allylalkohole 13a, 170 und 171 wurden ebenfalls durch Reduktion mit LiAlH4 in die
Triole 14, 173 und 174 und anschlieBend durch Reaktion mit 2,2-Dimethoxypropan in die
Acetale 15, 175 und 176 tberfiihrt (Schema 37). Aus der folgenden Oxidation mit IBX und
der Epimerisierung des stereogenen Zentrums in o-Position mit DBU resultierten zwei
Aldehyde, die auf dieser Stufe allerdings nicht voneinander trennbar waren. Daher wurde die
Mischung mit NaBH, reduziert und die entstehenden Alkohole voneinander getrennt und mit
IBX erneut oxidiert. AnschlieBend konnten die gewiinschten Aldehyde in einer Wittig-
Reaktion mit Methyltriphenylphosphoniumbromid® zu den Dienen 17, 177 und 178 als

Vorldufer fiir die anschlieBende Ringschlussmetathese umgesetzt werden.>
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H 0
o . p-TsOH-H,O
R3 LiAlH, 2,2-Dimethoxypropan
H THF, 0 °C > RT 3 CH,Cl,, RT
OH H < on
13: R® = j-Pr 14: R® = j-Pr: 98%
170: R® = Et: 82% 173: R3 = Et: 82%
171: R3 = Me: 82% 174: R3 = Me: 82%

1) IBX, DMSO, RT
2) DBU, THF, RT
3) NaBH,, MeOH, THF, 0 °C

4) IBX, DMSO, RT H o
5) MePPhBr, n-BuLi, THF, 0 °C O#

R3

15: R3=j-Pr: 95% 17: R3 = j-Pr: 47%
175: R3 = Et: 96% 177: R® = Et: 54%
176: R3 = Me: 99% 178: R® = Me: 49%

(Ausbeute Uber 5 Stufen)
Schema 37: Synthese der Ringschlussmetathese-Vorlaufer.

Die so synthetisierten Diene 17, 177 und 178 wurden in einer Ringschlussmetathese zu dem
Guaiangeriist umgesetzt. Die verwendeten Katalysatoren, sowie die Reaktionsbedingungen

sind aus Tabelle 7 ersichtlich.

Tabelle 7: Ringschlussmetathese.

. R3 RCM
P R
17,177-178 18, 179-180
Eintrag R’ Katalysator [mol%] t [h] Ausbeute [%]

1 i-Pr Hoveyda-Grubbs [20] 24 0
2 i-Pr Grubbs 11 [20] 36 99
3 i-Pr Grubbs 11 [18] 60 99
4 i-Pr Grubbs 11 [15] 60 99
5 i-Pr Grubbs 11 [10] 8 46
6 i-Pr Grubbs I1 [10] 24 g2l
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7 Et Grubbs I1[15] 60 88
8 Et Grubbs 11 [10] 96 g2l
9 Me Grubbs 11 [10] 18 98
10 Me Grubbs 11 [5] 23 99

[l unvollstindiger Umsatz; RCM = Ringschlussmetathese.

Bei der Verwendung des Hoveyda-Grubbs-Katalysators °’ fand keine Reaktion statt
(Eintrag 1). Wurden, wie aus vorherigen Arbeiten bekannt,®® 20 mol% des Grubbs 1I-
Katalysators™ eingesetzt, so wurde der Ringschluss nach 36 h in quantitativer Ausbeute
beobachtet. Durch Optimierungsarbeiten konnte im Fall von R’ = jPr die
Katalysatorbeladung sogar auf 15 mol% ohne Einbuflen in der Ausbeute reduziert werden
(Eintrag 4). Gleiches gilt fir R® = Et (Eintrag 7). Wurde die Katalysatorbeladung jedoch
weiter auf 10 mol% reduziert, so konnte nach 8 und 24 h nur ein unvollstindiger Umsatz
beobachtet werden (Eintrag 5 und 6). Interessanterweise konnte die Katalysatorbeladung
weiter verringert werden, je kleiner der Rest R’ (i-Pr >Et >Me) wurde. So konnte die
Ringschlussmetathese mit R* = Me mit nur 5 mol% Grubbs II-Katalysator durchgefiihrt
werden (Eintrag 10), was nach nur 23 h Reaktionszeit zu einer quantitativen Ausbeute fiihrte.
Die Acetale 18, 179 und 180 wurden danach mit wéssriger HCl in MeOH zu den Diolen 19,
181 und 182 gespalten (Schema 38).

18: R =-Pr 19: R® = j-Pr, 87%
179: R3 = Et 181: R® = Et, 81%
180: R® = Me 182: R® = Me, 91%

Schema 38: Bildung der Diole 19 und 181-182.

Da im Laufe der Synthese die moderate Diastereoselektivitit der folgenden Epoxidierung mit
m-CPBA (zuvor dr = 2.3:1) verbessert werden sollte, wurde der sekundire Alkohol zunéchst

mit unterschiedlichen Schutzgruppen R versehen (Tab. 8).
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Tabelle 8: Bedingungen zur Einfiihrung der Schutzgruppe R* am Diol.

Schitzung
CH,Cl,, 0 °C
fo  or
19, 181-182 20, 183-187
Eintrag Reagenzien R’ R’ Produkt, Ausbeute [%]
0] 0]
OTBS i-Pr B 20, 91
1 m)]\/ , Pyridin HL)JVO S
2 TBSOTY, 2,6-Lutidin i-Pr TBS 183, 961
3 TrocCl, Pyridin i-Pr Troc 184, 72 (brsm)
4 TBSOTT, 2,6-Lutidin Et TBS 185, 98
5 TBSOTT, 2,6-Lutidin Me TBS 186, Zersetzung
O 0]

] o M _otes pyridin Me %)JVOTBS 187, 60

(] Als Nebenprodukt wurde das doppelt-TBS-geschiitzte Produkt erhalten.

Die so hergestellten Produkte konnten dann mit m-CPBA epoxidiert werden. *® Die
Reaktionen wurden zundchst mit den Produkten durchgefiihrt, bei denen R*=i-Pr ist, die

erhaltenen Ausbeuten und Diastereoselektivititen sind aus Tabelle 9 ersichtlich.

Tabelle 9: Einfluss der Schutzgruppen R' und R? auf die Epoxidierung.

m-CPBA
CH,Cl,, 0 °C
HOR1 OR2
20,183, 184 21, 188-190 191-192
Eintrag R’ R’ dr Produkt, Ausbeute [%]
0
1 H g)JvOTBS 2.3:1 21, 90
2 H TBS 5.4:1 188,91
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3 TBS TBS 9:1 189, 99
4 1,2-Acetonid 11:1 190, 78
5 H Troc 1:20 191, 73
6 H H 1:3 192, 99

Die Einfiihrung des TBS-geschiitzten Glykolséurerestes und eine anschliefende Epoxidierung
lieferte das gewiinschte Epoxid * in 90% Ausbeute verbunden mit einer moderaten
Diastereoselektivitit von 2.3:1 (Eintrag 1). Wurde hingegen der monogeschiitzte TBS-Ether
verwendet (Eintrag 2), so konnte die Diastereoselektivitit auf 5.4:1 gesteigert werden.
Gleiches gilt fiir doppelt-TBS-geschiitzte Alkohole (Eintrag 3). Hier konnte sogar die
Ausbeute auf 99% gesteigert werden, verbunden mit einem dr von 9:1. Trotz der
hervorragenden Diastereoselektivitit fiir das 1,2-Acetonid (dr =11:1, Eintrag 4) erwies sich
die Route iiber dieses Intermediat leider als nicht praktikabel, da die folgenden Reaktionen zu
Problemen fiihrten. Erstaunlicherweise konnte die Diastereoselektivitidt komplett umgekehrt
werden, wenn die Troc-Schutzgruppe am sekundédren Alkohol eingefiihrt wurde (dr = 1:20,
Eintrag 5). Die Epoxidierung des freien Diols fiihrte schlielich zu einer moderaten
Diastereoselektivitit zugunsten des unerwiinschten Diastereomers (dr = 1:3, Eintrag 6). Die
Selektivitidt der Epoxidierung kann dadurch erklért werden, dass es eine Koordination der
m-CPBA mit den Carbonylgruppen der Schutzgruppen bei gleichzeitiger Lenkung durch die
Methylgruppe des Cyclopentanrings gibt. Im Fall der TBS-geschiitzten Glykolsdure dirigiert
die Methylgruppe am Cyclopentanring die Epoxidierung in die andere Richtung. Da die
Carbonylgruppe aber auch mit der m-CPBA koordinieren kann und damit den steuernden
Einfluss der Methylgruppe am Cyclopentanring herabsetzt, ist die Diasterecoselektivitiat mit
2.3:1 recht moderat. Fehlt hingegen diese Koordination (Eintrag 2), so wird die
Diastereoselektivitdt deutlich besser. Allerdings kann, wie auch im Fall des Diols (Eintrag 6)
eine Koordination mit den OH-Gruppen erfolgen, so dass die Diastereoselektivititen der
doppelt-TBS-geschiitzten Verbindung (Eintrag 3) und des Acetonids (Eintrag 4) am besten

sind.

Die weiteren Reaktionen wurden daraufhin mit dem mono-TBS-geschiitzten Alkohol 188
(Eintrag 2) durchgefiihrt. Die anschlieBende transannulare Epoxidoffnung® des tertidren

Alkohols lieferte den Alkohol 37 (Schema 39) im Gramm-MaBstab (R*=i-Pr, 7.8 g), von
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dem ausgehend die weiteren Derivatisierungen erfolgten, worauf im Folgenden noch nédher

eingegangen wird.

188: R® = j-Pr 37: R® = j-Pr, 99%
193: R3 = Et 194: R® = Et, 99%

Schema 39: Intramolekulare Epoxidoftnung.

Auch das Ethylderivat 185 wurde unter obigen Bedingungen epoxidiert und das Epoxid 193
direkt den Bedingungen der intramolekularen Epoxidoffnung® unterworfen, so dass der

Alkohol 194 in quantitativer Ausbeute isoliert werden konnte.

Den Abschluss der Synthese bildete die Veresterung mit Zimtsdurechlorid” gefolgt von
anschlieBender Spaltung der TBS-Ether 195 und 196 mit TBAF (Schema 40). (-)-Englerin B
(6) und der sekundire Alkohol 197 konnten mit der TBS-geschiitzten Glykolsiure 66°
verestert werden und nach finaler Spaltung der TBS-Ether mit TBAF wurden (—)-Englerin A
(5) und das Ethylderivat 199 erhalten.

W o
o L o
OH s ©/\)J\CI O R3
4-DMAP : TBAF
CH,CI,/EtsN, 80 °C THF,0°C
OTBS OTBS
37-R3 = i-Pr 195: R® = j-Pr 99% (6): R® = j-Pr, quant., (-)-Englerin B
’ .p3 =
194: R3 = Et 196: R® = Et, quant. 197: R™ = Et, 98%
o)
Lo\ OTBS
4-DMAP, 66 2 Q gs
2,4,6-Cl,CgH,COCI, Et;N, TBAF -
—_—
Toluol, 0 °C - RT 0 THF, 0 °C 0
OTBS O/«/OH
23: R® = j-Pr, quant. (5): R® = -Pr, 91%, (-)-Englerin A
198: R® = Et, 76% 199: R® = Et, 89%

Schema 40: Abschluss der Synthese.'”
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3.2 Derivatisierung von Englerin A’

3.2.1 Synthese der Derivate

3.2.1.1 Derivate durch Austausch der Zimtsiure

Die Synthese der Derivate erfolgte ausgehend von dem Intermediat 37, welches im Rahmen
des Scale up-Prozesses im Gramm-MalBstab erhalten wurde. Dieses Intermediat, das aus der

Synthese von Echavarren’

bekannt ist, erlaubt die Einfiihrung unterschiedlicher
Estergruppen an beiden Seiten des Molekiils. Daflir wurde zunidchst die Yamaguchi-
Veresterung®® mit 2.4,6-Trichlorbenzoylchlorid und der Siure R'COOH durchgefiihrt.
AnschlieBende Spaltung des TBS-Ethers mit TBAF und erneute Yamaguchi-Veresterung
mit TBS-geschiitzter Glykolsdure lieferte die Verbindung 202. Der TBS-Ether wurde
darauthin mit TBAF gespalten und lieferte das Derivat 203. Die Ausbeuten der einzelnen
Stufen und eine Ubersicht der eingesetzten Siuren R'COOH sind aus Tabelle 10a und 10b

ersichtlich.

Tabelle 10a: Auflistung der Ausbeuten der Stufen 1 und 2 bei der Synthese der Derivate.

1) R'COOH, 2,4,6-

Rk(o
0

Cl3CsHoCOCI, EtzN, 4-DMAP, 2) TBAF
Toluol, RT — 80 °C THF,0°C - RT
OTBS OTBS
37 200 201
: Ausbeute der : Ausbeute der
Eintrag R'COOH Eintrag R'COOH

Stufen in [%] Stufen in [%]

1) 2) 1) 2)

1 Me— g7 85 12 w 59 78
Br

2 PG} 60 83 13 /Q/\}L 97 90

3 %/\ 78 9% 14 @M 52 99
i-Pr
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4 Ej/X 97
5 J@)L 93
F
Cl
6 99
Cl
7 /©}L 95
Cl
8 Q/z 99
O,N
N
9 s 92
=
10 W 99
F
11 W 99
Cl

86

98

93

94

82

85

90

91

15

16

17

18

19

20

21

N

i

o

\

o

—0O O

\

SRR

99

58

90

79

96

~
o
=

98

99

99

99

99

89

95

91

(] Acetylsalicylsdure wurde als R'"COOH eingesetzt; ") Wurde als Isomerengemisch mit dem Produkt
der externen Doppelbindung erhalten, welches in der 2. Stufe re-epimerisierte.

Die Ausbeuten fiir die einzelnen Stufen liegen im Bereich von 44-99%. Die Yamaguchi-

Veresterung mit Crotonsdure (Eintrag 2) fillt mit 60% Ausbeute relativ gering aus, ebenso

wie mit p-Bromzimtsdure (59%, Eintrag 12) und p-Isopropylzimtsdure (52%, Eintrag 14). Die

folgende Spaltung des TBS-Ethers mit TBAF verlduft gut, die Ausbeuten liegen zwischen 78

und 99%.
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Tabelle 10b: Auflistung der Ausbeuten der Stufen 3 und 4 bei der Synthese der Derivate.

R1_° 1.0
o 3) (A) TBSOCH,COCI, 4-DMAP, :
H = CH,CL,/Et;N, RT 4) TBAF R
(B) TBSOCH,COOH, 2,4,6- THF, 0°C - RT
Cl;CeH,COCI, Et;N, 4-DMAP,
OH  Toluol, 0°C - RT OTBS
201 202 203-223
Ausbeute der Stufen in Ausbeute der
Eint R'COOH Eint R'COOH
g [%], (A) oder (B) g Stufen in [%]
3) 4) 3) 4)
1 Me —¢ 90 (A) 73 12 w 99 (A) 85
Br
o
2 AR 90 (B) 82 13 ON 45(B) 74
X
3 S/E 60 (B) 99 14 o 65 (A) 44
o A
4 65 (A) 85 15 { 77(A) 72
(0]
F
5 Q}L 86 (B) 99 16 C(\/\ 89(B) 95
F o
cl -0 N
6 j@/\a 71 (A) 97 17 5 57(A) 72
Cl
I o
/©}L 9 (B) 77 8 O/\}L 95@B) 87
7 Cl
8 ﬁ 83 (A) 95 19 W 74(B) 89
O,N
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N\ ™
9 | 93 (A) 69 20 81(B) 83
=
X
0 69 (B) 87 21

o
no 76 (B) 73

79(B) 74

<

Die zweite Yamaguchi-Veresterung (Methode B) und die Veresterung mit dem Saurechlorid
(Methode A)  verlaufen recht gut. Bei  Methode A  wird 2-[(tert-
Butyldimethylsilyl)oxyJacetylchlorid verwendet, wohingegen bei Methode B 2-[(tert-
Butyldimethylsilyl)oxy]essigsdure als Glykolsdurequelle zum Einsatz kommt. Bei Methode A
variieren die Ausbeuten von 57-99%, wobei 57% (Eintrag 17) eine eher geringe Ausbeute
darstellt, was vermutlich auf elektronische Griinde der eingesetzten 3,4,5-
Trimethoxyzimtsdure zuriick zu fiihren ist. Bei Methode B variieren die Ausbeuten von 45-
96%. Uberraschenderweise liegt die Ausbeute der finalen TBS-Spaltung mit TBAF bei der
p-Isopropylzimtsiure bei nur 44% (Eintrag 14). Die Siuren R'COOH fiir Eintrag 18 und 20

wurden zuvor, wie aus Schema 41 ersichtlich, synthetisiert.

0]

Ph3PVLOEt

~0
Toluol, Ruckfluss,

85%
224

LiOH-H,0

THF/H,0, 60 °C,
quant.

e} (0]
NS
225 226 o
0 NS
LiOH-H,0 H
@J\v%a 0
227 228

THF/H,0, 60 °C,
quant.

Schema 41: Synthese von (£)-3-Cyclohexylacrylsdure 226 und (E)-B-Methylzimtsdure 228.

Cyclohexancarbaldehyd 224 wurde in einer Wittig-Reaktion mit 2-
(triphenylphosphoranyliden)essigsdureethylester in ~ 85%  Ausbeute zu  (£)-3-
Cyclohexylacrylsdureethylester 225 umgesetzt. Dieser wurde anschlieBend mit
Lithiumhydroxid-Monohydrat'®' zur entsprechenden (E)-3-Cyclohexylacrylsiure 226 verseift.
Analog dazu wurde (E)-B-Methylzimtsdureethylester 227 ebenfalls mit Lithiumhydroxid-
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Monohydrat '*!

verseift und es konnte (E£)-B-Methylzimtsdure 228 in quantitativer Ausbeute
erhalten werden. Um den Einfluss verschiedener Heteroatome (wie z.B. N oder S) auf die
Aktivitdt von Englerin A zu iiberpriifen, sollte der Alkohol 37 in einer Mitsunobu-Reaktion zu
den entsprechenden Derivaten umgesetzt werden (Schema 42). Dafiir sollte zundchst der
Alkohol 37 mesyliert werden, um in einer folgenden Substitutionsreaktion zu dem
gewlinschten Derivat zu reagieren. Jedoch gelang die Synthese des Mesylates nicht. Auch die
Oxidation des sekunddren Alkohols mit IBX war aufgrund des sterischen Anspruchs des IBX
nicht erfolgreich. Die Oxidation erfolgte jedoch in nahezu quantitativer Ausbeute, wenn der
Alkohol 37 mit TPAP/NMO oxidiert wurde. Das Keton 230 konnte anschliefend mit NaBH4

zum sekundédren Alkohol mit der inversen Konfiguration 231 umgesetzt werden. Leider

gelang dabei nicht die folgende Mitsunobu-Reaktion, um die Azid-Gruppe einzufiihren.

X
B
N
_H
OMs
PPh;, DEAD //
Toluol, 80 °C /
OTBS OTBS
37
\ IBX NaBH,; MeCOH
~ >
DMSO, RT THF, 0°C, quant.
OTBS
231
A PPhs, DEAD, DPPA
TPAP/NMO, MS 4 Toluol, 80 °C oder
CH,Cly/CHCN, RT, 99% THF, RT

Schema 42: Mitsunobu-Reaktion.
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3.2.1.2 Derivate durch Austausch der Glykolsaure

Die Synthese der Derivate durch Austausch der Glykolsdure erfolgte in nur einer Stufe
ausgehend von (—)-Englerin B (6). Nach einer Yamaguchi-Veresterung3O mit 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid und der Siure R*COOH wurden die folgenden Derivate 233-241

erhalten. Die jeweiligen Ausbeuten sind aus Tab. 11 ersichtlich.

Tab. 11: Auflistung der Ausbeuten der Veresterung von (—)-Englerin B (6).

R2COOH, 2,4,6-ClyCeH,COC,
Et,N, DMAP

Toluol, 0 °C - RT

(-)-Englerin B (6) 233-241
Eintrag R’ Ausbeute [%] | Eintrag R’ Ausbeute [%]
1 d 97 6 "o B 81
2 &I/\O) 99 7 Hi—\; 99
3 © 99 8 70° 99
| / ‘fr\/N\
N\ H
4 | 99 or SN 88 brsm
=
0]
5kl A WO(HN 55

[l Das Derivat wurde durch Veresterung von (—)-Englerin A mit 5-Hexinsiure erhalten; ™ Die
Verbindung wurde durch Boc-Entschiitzung mit TFA in CH,Cl, aus Eintrag 8 synthetisiert.

Die einzelnen Reaktionen verlaufen durchweg gut. Einzig die Veresterung von (—)-Englerin A

mit 5S-Hexinsdure bedarf weiterer Optimierung (Eintrag 5).
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Fir das Alkin (Eintrag 6) wurde zundchst die S&ure ausgehend von
Bromessigsduremethylester 242 synthetisiert (Schema 43). Frisch destilliertes Propinol wurde
mit NaH deprotoniert, welches anschlieBend mit Bromessigsduremethylester reagier‘[e.m2 Der
Ester 243 wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung noch einer Kugelrohrdestillation
unterworfen und konnte in 40% Ausbeute erhalten werden. Die anschlieBende Verseifung'®

mit K,COj lieferte 2-(Prop-2-in-1-yloxy)essigsdure 244 in 63% Ausbeute.

o 0
=~ “OH, NaH > K,COs _
\O)K/Br . i \O)k/o\// = HO/U\/O\//
THF/DMF, 0 °C - RT, 243 MeOH/THF/H,0 oa4
40% 0°C, 63%

Schema 43: Synthese von 2-(Prop-2-in-1-yloxy)essigsaure 244.
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3.3. SAR-Studie I’®

3.3.1 Biologische Aktivitit der Derivate durch Austausch des Zimtsiureesters

Wie aus Kapitel 3.2 ersichtlich wurden 21 Derivate durch Austausch des Zimtsdureesters
synthetisiert, die anschliefend in Zusammenarbeit mit Dr. Hongyan Sun vom Max-Planck-
Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund beziiglich ihrer Aktivitit in der
Nierenkrebszelllinie A498 getestet wurden. Der jeweils gemessene ICso-Wert®' ist aus Tabelle

12 ersichtlich.

Tabelle 12: Inhibierung der Zellproliferation der Derivate durch Austausch des Zimtséureesters in der
Nierenkrebszelllinie A498.

RL(O
0

0

O
o
203-223, (5)
Eintrag R! IC50-Werte81 Eintrag R! IC50-Werte81
in uM in uM

N
1 Me >10 12 @N >10
Br
G
2 PG >10 13 ©/\/ >10
O,N
G
3 A ~10 14 @N ~10
i-Pr
?i 0] AN %%
4le] O/ >10 15 { j@N 4.88
(0]
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F
Ny
5 B >10 16 C(\vh‘% 0.092
=
Cl

. 0 S N
6 /@( >10 17 \OI;/V >10
F O\
% n,
7 D/ 1.48 18 m 0.88
Cl
%
8 0 1.84
O,N
cl %
9 D/ 0.28
Cl
PG
10 @N 0.72
F
N G4 .
1 @N 459 2 @N 0.045™
Cl

[ Diese Derivate wurden in racemischer Form auch von Chen synthetisiert (s. Kapitel 1.6)."”® Die
A498-Zellen wurden in Vierfachbestimmungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Verbindungen fiir 48 h behandelt. AnschlieBend wurde die Zellproliferation mit Hilfe des WST-1-
Assays (Roche) kolorimetrisch bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhingig durchgefiihrten Experimenten. ' (+)-Englerin A ent-(5) ist inaktiv bis zu 1 pM.

Anhand der Tabelle wird ersichtlich, dass ein kleiner Rest (Eintrag 1-5) wie Methyl oder 2-
Pyridyl eine geringe Aktivitit von 10 uM zeigt. Wird der Rest hingegen geringfligig groBer,
wie es bei p-Chlor- oder p-Nitrophenyl (Eintrag 7, 8) der Fall ist, so nimmt die Aktivitét
deutlich zu (ICsp = 1.48 und 1.84 uM). Bei Verwendung von 3,4-Dichlorphenyl liegt sie sogar
bei ICso= 0.28 uM (Eintrag 9). Wird der Rest allerdings noch groBer, wie es bei Veresterung
mit p-Bromzimtsdure oder p-Isopropylzimtsdure (Eintrag 12-14) der Fall ist, ldsst die
Aktivitdt stark nach und liegt bei ICsy = 10 pM. Die Veresterung mit 3,4-

(Methylendioxy)zimtséure bewirkt eine bedeutend bessere Aktivitdt (Eintrag 15), sie liegt
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jedoch mit einem ICsp-Wert von 4.88 uM noch im mikromolaren Bereich. Wird 2-Chlor-6-
fluorzimtsdure (Eintrag 16) verwendet, so steigt die Aktivitidt deutlich an (ICso =92 nM).
Vermutlich koénnen elektronische Effekte nicht auBler Acht gelassen werden. Das
elektronegativste Fluoratom (Eintrag 10) ist deutlich aktiver, als die Chlor- oder
Bromsubstituierte Zimtsdure. Ein Trend beziiglich mesomerer oder induktiver Effekte ist
jedoch nicht festzustellen. Die Veresterung mit (£)-f-Methylzimtsdure, (E)-3-
Cyclohexylacrylsdure und Naphthalinsdure fithrt zu drei aktiven Derivaten, deren Aktivitéit im
nanomolaren Bereich liegt und die mit ICso-Werten von 24-26 nM sogar fast doppelt so aktiv

wie (—)-Englerin A (Eintrag 22) sind.

Um nun zu tlberpriifen, welches dieser drei Derivate als potentieller Wirkstoff fiir weitere
Derivatisierungen in Frage kommt, wurde ein Zellproliferationsassay in vier verschiedenen

Zelllinien durchgefiihrt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Einfluss der drei aktivsten Derivate auf die Zellvitalitidt in vier weiteren Zelllinien im
Vergleich zu Englerin A. Die Zellvitalitdt wurde anhand des ATP-Gehalts der Zellen bestimmt.

Zelllinie,”™ IC5o-Werte® in pM

Eintrag R' Caki-1 HEK293 HeLa  MDA-MB-468

%

1 @N Inaktiv 24.8 uM 15.9 uM 17.7 uM
B .

2 Inaktiv 13.9 uM 15.2 uM 19.4 uM
Sy .

3 O/V Inaktiv 29.2 uM >30 uM >30 uM

4 i‘a Tnaktiv >30uM  >30uM  >30uM

[Zelllinien: Caki-1 (Humane Nierenklarzellkarzinom-Zelllinie), HEK-293 (Humane embryonale
Nierenzelllinie), HelLa (Humane Zervix-Adenokarzinomzelllinie), (MDA-MB-468) Humane
Brustkarzinomzelllinie.

Keines der Derivate erwies sich als besonders aktiv in den getesteten Zelllinien. Das
Naphthylderivat (Eintrag 4) zeigt sogar nahezu keine Aktivitét in diesen Zelllinien, was es zu

einem hoch potenten und selektiven Inhibitor der Zellproliferation fiir die Nierenkrebszelllinie
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A498 macht. Um nun zu eruieren, ob Englerin A und seine aktiven Derivate selektiv auf
Nierenkrebszelllinien wirken, ohne normale Zellen anzugreifen, wurde deren Cytotoxizitét in
normalen Nierenzelllinien unterschiedlichen Ursprungs (MDCK, BSC-1, RC-124) '**
bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass die getesteten Verbindungen zwischen den normalen
Nieren- und den Nierenkrebszelllinien differenzieren und sogar um den Faktor 100 aktiver in
den Nierenkrebszelllinien mit einem ICsp-Wert > 5 puM sind. Solch eine Selektivitit ist
dullerst selten unter potentiellen Arzneimitteln und unterstreicht die Bedeutung von
Englerin A und dessen Derivaten als Ausgangsverbindungen fiir die Entwicklung neuer

Wirkstoffe fiir die spezifische Therapie gegen Nierenkrebs. *°

3.3.2 Biologische Aktivitiit der Derivate durch Austausch des Glykolséiureesters9e

Wie aus Kapitel 3.2 ersichtlich wurden neun Derivate durch Variation des Glykolsdureesters
synthetisiert, die anschliefend in Zusammenarbeit mit Dr. Hongyan Sun vom Max-Planck-
Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund beziiglich ihrer Aktivitit in der
Nierenkrebszelllinie A498 getestet wurden. Der jeweils gemessene ICso-Wert ist aus Tabelle

14 ersichtlich.

Tabelle 14: Inhibierung der Zellproliferation der Derivate durch Austausch des Glykolsdureesters in
der Nierenkrebszelllinie A498.

(5), 233-241

Eintrag R? IC50-Werte81 Eintrag R? ICso-Werte81

in uM
in uM :

o
1 s<_-OH 0.045 6 o \ﬂ/ﬁa\% 0.23
o
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2 L 0.65 7 e . 1.54

3 &E’) 5.23 8 K\; 4.61
0 I|300

4 » >10 9 N >10
N

5 B >10 10 AR 5.04
4

Die A498-Zellen wurden in Vierfachbestimmungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Verbindungen fiir 48 h behandelt. AnschlieBend wurde die Zellproliferation mit Hilfe des WST-1-
Assays (Roche) kolorimetrisch bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhingig durchgefiihrten Experimenten.

Erstaunlicherweise ldsst die Aktivitdt deutlich nach, sobald der freie Alkohol der Glykolséure
gegen den Methylether ausgetauscht wird (Eintrag 2). Im Unterschied zu (-)-Englerin A
(Eintrag 1) liegt die Aktivitdt jetzt schon im mikromolaren Bereich (ICso =45 nM versus 0.65
uM). Alle weiteren Derivatisierungen fithren zu keiner aktiveren Verbindung als Englerin A.
Die Vermutung, dass der Sauerstoff essentiell fiir die Aktivitét ist, spiegelt sich nicht in den
ermittelten ICso-Werten wider (Eintrag 3-4). Ebenso die Untersuchung, ob andere
Heteroatome als Sauerstoff, in diesem Fall Stickstoff, toleriert werden, dullerte sich nicht in
zufriedenstellenden Ergebnissen (Eintrag 9 und 10). Fiir die spétere Verkniipfung mit z. B.
Biotin wurden verschiedene Alkine synthetisiert. Das Alkin aus Eintrag 6 zeigt zwar eine
deutliche Aktivitdt mit einem ICso-Wert von 0.23 uM, da es sich hier aber um einen Diester
handelt, der leicht gespalten werden kann, lag die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um
ein Prodrug von Englerin A handelt. Daher wurde als Alternative das Alkin aus Eintrag 7 fiir
die weiteren biologischen Studien verwendet. AbschlieBend ldsst sich sagen, dass die
Glykolsdure essentiell fiir die Aktivitdt von Englerin A ist. Jedoch kénnen durch Gebrauch
der 2-(Prop-2-in-1-yloxy)essigsdure weitere biologische Studien durchgefiihrt werden, worauf

im Folgenden noch niher eingegangen wird.
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3.3.3 Biologische Aktivitit der Derivate mit unterschiedlichen Resten am Guaian-

Grundgeriist™

Wie aus Kapitel 3.2 ersichtlich konnten schon zu Beginn der Synthese durch die Variation des
Allylbromids in der Barbier-Reaktion verschiedene Reste R’ am Guaian-Geriist eingefiihrt
werden. Die erhaltenen Derivate wurden anschliefend in Zusammenarbeit mit Dr. Hongyan
Sun vom Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund beziiglich ihrer
Aktivitdt in der Nierenkrebszelllinie A498 getestet. Der jeweils gemessene 1Cso-Wert ist aus
Tabelle 15 ersichtlich.

Tabelle 15: Inhibierung der Zellproliferation der Derivate mit unterschiedlichem Rest R* am Guaian-
Gertist in der Nierenkrebszelllinie A498.

245,199, (5)
Eintrag R’ ICso-Werte®' in uM
1 Me 4.640
2 Et 0.950
3 i-Pr 0.045

Die A498-Zellen wurden in Vierfachbestimmungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Verbindungen fiir 48 h behandelt. AnschlieBend wurde die Zellproliferation mit Hilfe des WST-1-
Assays (Roche) kolorimetrisch bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten.

Anhand der gemessenen Ergebnisse wird deutlich, dass ein kleiner Rest (Me, ICsy = 4.64 uM,
Eintrag 1) am Guaian-Geriist schon zu einem 100-fachen Aktivititsverlust im Vergleich zu
Englerin A (ICsop = 0.045 puM, Eintrag 3) fiihrt. Die Aktivitit kann durch den Ethylrest
(Eintrag 2, ICso = 0.95 uM) zwar gesteigert werden, jedoch liegt sie noch deutlich im
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mikromolaren Bereich. Die erhaltenen Ergebnisse verdeutlichen, dass der i-Propylrest am

Guaian-Grundgeriist essentiell fiir die Aktivitit von Englerin A ist.”

3.4 Schlussfolgerung der Derivatisierung

Bei der abschlieBenden Betrachtung aller synthetisierten Derivate féllt auf, dass die
Glykolsédure an der Position C9 essentiell flir die Aktivitit von Englerin A ist. Wie in Tabelle
14, Eintrag 2 ersichtlich, fiihrte schon ein Methylether an dieser Position zu einer deutlichen
Verminderung der Aktivitdt (ICso = 0.65 uM im Gegensatz zu 0.045 uM). Des Weiteren ist
eine sterisch anspruchsvolle Gruppe (i-Pr) am Siebenring wichtig fiir die Aktivitit (Tab. 15,
Eintrag 3). Befindet sich an dieser Stelle ein kleinerer Rest in Form einer Methylgruppe, so ist
die Aktivitdt um ein 100-faches geringer, als es bei Englerin A der Fall ist. Unter den 21
Derivaten des Zimtsdureesters konnten drei Analoga identifiziert werden, durch Veresterung
mit (E)-B-Methylzimtsdure, c-Hexylacrylsdure, sowie Naphthalinsdure, (Tab.12, Eintrag 19-
21), die ungefdhr doppelt so aktiv wie Englerin A (ICsp = 24 bis 26 nM) sind. Das
Naphthylderivat 223 zeigt sogar eine erhohte Selektivitit gegeniiber der Nierenkrebszelllinie

A498 und ist hoch spezifisch gegen Krebszelllinien im Vergleich zu normalen Zelllinien

(Abb.8).

o 2-Naphthoyl passt am Besten und ist hoch
selektiv

o eine grolRe Gruppe ist wichtig, i-Propyl ist am
Besten

o die Glykolsaure ist essentiell fur die Aktivitat

Abb. 8: Struktur-Aktivitats-Beziehung der Englerin A-Derivate.

Motiviert durch die positiven Ergebnisse der ersten SAR-Studie ergibt sich die Frage, ob eine
Kombination der Strukturmerkmale der drei aktivsten Zimtsdurederivate — c-Hexylacrylat-,
Naphthyl- und (E)-B-Methylzimtsdure — zu einer weiteren Erhohung der Aktivitdt fiihren kann
(Abb. 9).
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Abb. 9: Kombination der Strukturmerkmale der drei aktivsten Zimtsdurederivate (im Kasten).

Um dies zu iberprifen wurden zunidchst die entsprechenden Sduren synthetisiert
(Schema 44). Es sollten ebenfalls Derivate synthetisiert werden, bei denen beide Estergruppen
R' und R* unterschiedlich im Vergleich zu Englerin A sind. So sollte zum Beispiel die
Zimtsdure gegen Naphthyl- und die Glykolsdure gegen ein Alkin oder Milchsdure

ausgetauscht werden, um die Aktivitit eventuell noch weiter zu steigern.

3.5 SAR-Studie IT'%

3.5.1 Synthese der Derivate

Die vorangegangene SAR-Studie” machte deutlich, dass das Naphthylderivat 223 die
vielversprechendsten Ergebnisse, sowohl was den ICsp-Wert, als auch die Selektivitét
gegeniiber Nierenkrebszelllinien betrifft, liefert. Daher sollten im Folgenden Derivate
synthetisiert werden, die mit Naphthalinsiure (R'COOH) und mit anderen als den bereits
untersuchten Sduren (R’COOH) verestert sind. Dafiir wurden zunichst die entsprechenden

Sduren aus (R)- und (S)-Methyllactat (246) und (249) hergestellt (Schema 44).
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0 ) )
\OJVOH TBSCI, Imidazol \OJVOTBS LiOH-H,0 M _otss
DMF, RT, quant. THF/H,0, RT,51%  HO™ %
248 -

247 48
(R)-Methyllactat (246)
0 _ o) _ 0
“ OH  TBSCI Imidazol “ oTBS LOHH,0 OTES
DMF, RT, 50% THF/H,0, RT, 67% 1O
(S)-Methyllactat (249) 250 251

Schema 44: Synthese von (R)-2-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]propionsdure 248 (oben) und (S)-2-
[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy|propionsdure 251 (unten).

Nach einer TBS-Schiitzung der sekundiren Alkohole mit zers-Butyldimethylsilylchlorid'
wurden nach folgender Verseifung mit Lithiumhydroxid-Monohydrat'®' die entsprechenden
Sduren 248 und 251 erhalten. Es wurde ebenfalls die TBS-geschiitzte Pent-4-insdure 255 in
drei Stufen aus L-Propargylglycin (252) synthetisiert (Schema 45).

o] o o
NaNO,, H,S0, TBSCI, Imidazol
4/\)\ OH = Y TOH ’ - Y “otes
NH, H,0, 0 °C —>RT, OH DMF, RT, 5TBS
. 67% 82%
L-Propargylglycin (252) 253 254
o]
K,CO
- 2 on
MeOH/THF/H,0, OTBS
RT, 54%

255
Schema 45: Synthese von (R)-2-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy|pent-4-in-sdure 255.

Dafiir wurde zunéchst die Aminogruppe von L-Propargylglycin 252 mit Natriumnitrit unter

107 iiberfiihrt. Daran anschlieBend wurden

Retention der Stereochemie in die Hydroxyfunktion
die Saure und der sekundire Alkohol mit fert-Butyldimethylsilylchlorid geschiitzt.'”® Nach

Verseifung'®® mit Kaliumcarbonat wurde die Siure 255 in 54% Ausbeute erhalten.

Um nicht nur den Einfluss der Naphthylgruppe auf die Aktivitit, sondern auch die bereits
angesprochene Kombination der Strukturmerkmale der drei bisher aktivsten Derivate zu

untersuchen, wurden die folgenden S&uren, wie aus Schema 46 ersichtlich, synthetisiert.
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a
) OH O _ OTf O _ , o)
PhNTf,, i-ProNEt, Trimethylboroxin, K,COs3,
OMe 4-DMAP OMe Pd(PPh;), (kat.) OO OMe
CH.CI, RT, 1,4-Dioxan, 110 °C,
256 quant. 257 quant. 258
o) 0 NaOH g,
H,, [Rh(COD)CI], (kat.), THF, Riickfluss,
4A Ms OMe  NaOHq, OH 75%
> —_—
i-PrOH, 80 °C, 45% THF, Riickfluss, 261

0]
260 quant.
0y >
b) 259

(0] (0]
AcOH, RT, quant.

Schema 46: Synthese der eingesetzten Séuren: a) Synthese der Methyl-2-Naphthalinsdure 259, sowie
der 1-Methyl-5,6,7,8-tetrahydro-2-naphthalinsdure 261; b) Synthese von Decahydro-2-naphthalinsdure
263.

Um die entsprechenden Sdure zu synthetisieren wurde zundchst 1-Hydroxy-2-
napthalinsduremethylester 256 mit 1,1,1-Trifluor-N-phenyl-
N-[(trifluormethyl)sulfonyl|methansulfonamid in das entsprechende Triflat 257 in
quantitativer Ausbeute iberfiihrt.'” Die Einfihrung der Methylgruppe iiber eine Suzuki-
Miyaura-Reaktion fiihrte zu dem entsprechenden Methyl-2-naphtalinsduremethyester 258 in
quantitativer Ausbeute.'” Ausgehend von diesem Produkt konnten nun die beiden
Verbindungen 259 und 260 durch Verseifung mit wissriger Natronlauge oder durch
katalytische Hydrierung mit Rhodiumcyclooctadienchlordimer und Wasserstoff in einem
Reaktor bei einem Druck von 50 atm erhalten werden.''”" """ AnschlieBend wurde der
Methylester ebenfalls mit wissriger Natronlauge zur entsprechenden 1-Methyl-5,6,7,8-
tetrahydro-2-naphthalinsdure 261 in quantitativer Ausbeute verseift (Schema 46, Teil a).
1,2,3,4-Tetrahydro-2-naphthalinsdure 262 wurde mit katalytischen Mengen an PtO,-H,O in
Eisessig umgesetzt und einer Hydrierung im Reaktor bei 10 bar H, fiir 24 h unterzogen.''"''?
Die so synthetisierten Sduren, sowie zwei kommerziell erhéltliche (5,6,7,8-Tetrahydro-2-
naphthalinsédure und 1,2,3,4-Tetrahydro-2-naphthalinsdure) wurden daraufthin mit dem
Intermediat 37 unter Yamaguchi-Bedingungen®® verestert und in Analogie zu den vorherigen
Synthesen (Kap. 3.2.1) resultierten die folgenden Derivate 264-276. Die Ausbeuten der

einzelnen Synthesestufen sind aus Tabelle 16 ersichtlich.
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Tabelle 16: Ubersicht iiber die Ausbeuten der einzelnen Synthesestufen.

1) R'COOH, 2,4,6-Cl;C¢H,COCI,
Et;N, 4-DMAP, Toluol, RT — 80 °C
2) TBAF, THF, 0 °C

3) R2COOH, 2,4,6-Cl,CgH,COCI

0
EtsN, 4-DMAP, Toluol, 0 °C » RT O—q
4) TBAF, THF, 0 °C R2
37 264-276
Ausbeuten [%]
Eintrag R’ R’ 1) 2) 3) 4)
X OH
1 O/V S 99! 94 quant. 81
X OH
2 @N ”H\r 99tal 94 quant. 81
*, H
3 O quant. 93 54 89
*, OH
4 H~}j\l/ quant 93 quant. 81
& =
5 £_0_#Z quant. 92 quant. /
% éj \:/OH
6 s quant. 9 46 74
\
rej \/OH
7 ©% 70 60 26 52
\
8 w £_OH 65 Quant. 62 (brsm) 99
9 w s _OH quant. 52 quant. 49
10 s _OH 95 quant. quant. 73

70



Dissertation Lea Radtke
3. Synthetischer Teil

12 O©}L s OH quant. quant. 71 89

11 C@A s OH quant. quant. quant. 96
éj ~_-COH

13 O@Z quant. quant. 42 78
\

[8lZimtsdurechlorid, CH,Cl,/Et;N, 4-DMAP, 80 °C.

3.5.2 Biologische Aktivitit der Derivate

Als néchstes wurde die biologische Aktivitdt der neuen Derivate in Zusammenarbeit mit Dr.
Hongyan Sun und Yasemin Akbulut vom Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in
Dortmund in der Nierenkrebszelllinie A498 bestimmt. Die resultierenden Ergebnisse sind aus

Tabelle 17 ersichtlich.

Tabelle 17: Inhibierung der Zellproliferation der Derivate mit unterschiedlichen Resten R' und R* in
der Nierenkrebszellline A498.

264-269
271-276
Eintrag R' R’ ICso-Werte®' in uM
X
1l ©/V OH 0.3625
X
N O/V H‘J\rOH 11090
53 OH
3 S 0.0617
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4 HH/OH 0.4260
gz
5 i_0 _F 0.8200
;\/OH
6 2.2450
\
; <_OH 0.0523
0.0442

< _OH 0.0148

10 rr"f\/OH 0.0121

11 +X_OH 0.0089

rej\/OH

S

12 1.6146

Sl ERCRSISRRSR

] Die Derivate wurden als Diastereomere auch von Chen synthetisiert (s. Kapitel 1.6)."** Die A498-
Zellen wurden in Vierfachbestimmungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der Verbindungen fiir
48 h behandelt. AnschlieBend wurde die Zellproliferation mit Hilfe des WST-1-Assays (Roche)
kolorimetrisch bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei unabhingig
durchgefiihrten Experimenten.

Bei der Betrachtung der ermittelten ICso-Werte fillt auf, dass die Werte fiir die
Milchséurederivate (Eintrag 1 und 2) im mikromolaren Bereich liegen, wobei das Derivat mit
der (R)-Konfiguration dreimal aktiver als das (S)-konfigurierte Derivat ist. Wird die
Zimtsdure gegen Naphthalinsdure ausgetauscht, so setzt sich dieser Trend weiter fort. Hier ist
das (R)-konfigurierte Derivat sogar schon siebenmal aktiver als sein Gegenpart, dessen
Aktivitdt im nanomolaren Bereich liegt (ICso = 61.7 nM, Eintrag 3). Bei der Einfithrung des
bereits bekannten Alkins (vgl. SAR-Studie 1, Tabelle 14) liegt die Aktivitét bei ICso = 0.820
uM (Eintrag 5). Auch bei Verwendung des Alkins, welches aus L-Propargylglycin generiert
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wurde (Eintrag 6), liegen die gemessenen ICsp-Werte im mikromolaren Bereich. Bei
Verwendung der Decahydro-2-naphthalinsdure zeigt das entstehende Derivat eine deutliche
Aktivitdt von ICso =52.3 nM (Eintrag 7). Dies ist im Gegensatz zu Englerin A jedoch ein
Verlust der Aktivitit von fast 10 nM, wobei das Derivat als ein untrennbares
Diastereomerengemisch vorliegt und es unklar ist, ob die einzelnen Diastereomere aktiver
wiren oder nicht. Gleiches gilt fiir das Derivat, welches mit 1,2,3,4-Tetrahydro-2-
naphthalinséure verestert ist. Die Aktivitit von ICsyp = 44.2 nM (Eintrag 8) liegt hier im
Bereich von Englerin A (ICso =45 nM). Die Einfiihrung einer Methylgruppe in a-Position am
Naphthalingeriist sorgt fiir eine dreifache Steigerung der Aktivitit (ICso = 14.8 nM,
Eintrag 9). Auch die Veresterung mit 5,6,7,8-Tetrahydro-2-naphthalinsdure dufert sich in
einer leichten Verbesserung der Aktivitit (ICso = 12.1 nM, Eintrag 10). Wird nun noch eine
Methylgruppe in a-Position eingefiihrt, so steigt die Aktivitdt im Gegensatz zu Englerin A um
das fiinffache an (ICso = 8.90 nM, Eintrag 11). Wird das Alkin, generiert aus
L-Propargylglycin, verwendet so liegt die Aktivitdt wieder deutlich im mikromolaren Bereich

(Eintrag 12).

3.5.3 Schlussfolgerung der Derivatisierung

Bei der Synthese der Derivate wurde ersichtlich, dass, wie bereits mehrfach beobachtet, der
Austausch der Glykolsdure zu keiner signifikanten Verbesserung der Aktivitit fiihrte.””>'?
Jedoch konnte das Derivat 266 synthetisiert werden, das mit 61 nM trotz Austausch der
Glykolsdure eine deutliche Aktivitat aufzeigt (Naphthalinsdure und (R)-Methyllactat). Durch
Kombination der Strukturelemente c-Hexylacrylat-, Naphthyl- oder (E)-B-Methylzimtsédure
wurden fiinf Derivate 271-275 synthetisiert, von denen jedes deutliche Aktivitit im
nanomolaren Bereich aufzeigt. Darunter konnte ein Derivat identifiziert werden, welches mit

einem ICso = 8.90 nM fiinfmal aktiver als Englerin A ist und damit das bisher aktivste

Englerin A Derivat darstellt (Schema 47).
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271

IC50 =52.3 nM |050 =44.2 nM
0}
o
OH

275
ICso = 8.90 nM O
° e
0]
i3 43

o)

o<
274 273 OH
ICso = 12.1 M ICso = 14.8 NM

o~/<_ H
OH

Schema 47: Sukzessive Entwicklung der neuen Englerin A-Derivate.

3.6 Synthese der 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazole fiir die
Affinititschromatographie

3.6.1 Ql-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition (CuAAC, Klick-Chemie)

Die Reaktion unter dem Begriff der ,,Klick-Chemie* wurde 2001 von Sharpless et al.
eingefiihrt. Hierbei werden 1,2,3-Triazole durch Heteroatomverkniipfungen (C-X-C)
gebildet.'"? Es handelt sich um eine Cu'-katalysierte Variante der Huisgen 1,3-dipolaren
Cycloaddition ''* von Aziden und Alkinen und wird allgemein als (2+3)-Cycloaddition
bezeichnet. Damit es sich bei einer Reaktion um eine ,,Klick-Reaktion handelt, miissen laut
Sharpless bestimmte Bedingungen erfiillt sein. Zum einen muss die Reaktion modular und
breit anwendbar sein und zu sehr hohen Ausbeuten flihren. Es diirfen nur nicht-stérende
Nebenprodukte gebildet werden, die leicht abtrennbar sind. Zum anderen muss die Reaktion

stereospezifisch (nicht unbedingt enantioselektiv) und optimaler Weise unter einfachen

Bedingungen verlaufen und, wenn moglich, unempfindlich gegeniiber Sauerstoff und Wasser
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sein. Die verwendeten Ausgangsverbindungen sollten leicht erhéltlich und zugénglich sein
und nur Losungsmittel, die einfach zu entfernen sind (z.B. Wasser) und eine einfache
Produktisolierung ermdglichen, erfiillen das Kriterium der ,,Klick-Chemie.” Zu guter Letzt
muss das Produkt ohne Chromatographie gereinigt werden konnen und das erhaltene Produkt
sollte unter physiologischen Bedingungen stabil sein.''** Die kinetische Stabilitit der Alkine
und Azide ist fiir deren langsame Cycloaddition verantwortlich, so dass die unkatalysierte
Huisgen 1,3-dipolare Cycloaddition meist bei erhdhten Temperaturen durchgefiihrt wird. Die
gute Regioselektivitidt dieser Reaktion ist hoch, wenn elektronenarme, terminale Alkine
eingesetzt werden. Bei anderen Alkinen kommt es hingegen zu Produktgemischen von 1,4-

und 1,5-Regioisomeren im Verhéltnis von ca. 1:1 (Schema 48).115

R, .N R _N

1
N1 °N “Ni SN
\:4< * =/
R2 R?
1,4-Regioisomer 1,5-Regioisomer
A | Huisgen
R, .N N N
SNSTS Cu(l) N+ || Ru(ll) R_n SN
T N " ' N
\\z Sharpless N R2 Fokin 5=
R2? | R2
R1
1,4-Regioisomer 1,5-Regioisomer

Schema 48: 1,3-dipolare Azid-Alkin-Cycloaddition.'®

Bei der Kupfer-katalysierten Reaktion hingegen wird ausschlieBlich das 1,4-Regiosiomer
gebildet, gleichzeitig verlduft die Reaktion um bis zu 10’-mal schneller, so dass Erhitzen
unndtig wird. Bei der Ruthenium-kataylsierten Variante, die von Fokin entwickelt wurde,
wird jedoch einzig das 1,5-Regioisomer gebildet. ''” Neben der Kupfer-katalysierten
Cycloaddition in Losung wurde zeitgleich und unabhingig zu den Arbeiten von Sharpless

eine Kupfer-katalysierte Cycloaddition an der festen Phase von Meldal et al.""® beschrieben.

Triazole besitzen interessante biologische Aktivitdten, wie z.B. anti-HIV und anti-bakterielle
Aktivitdt. Des Weiteren werden sie hdufig in der Industrie als Farbstoffe, Agrochemikalien
oder Sprengstoffe (z.B. Nitrotriazolon, NTO) eingesetzt.'” Fiir die Aufklirung des
Wirkmechanismus von Englerin A wurden verschiedene 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole
synthetisiert, die anschlieBend in einer Affinitdtschromatographie (Pulldown-Experiment)
eingesetzt wurden. Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung eines solchen Experimentes ist es
sinnvoll, eine Kontrollverbindung zu synthetisieren, die im Optimalfall nicht an das

75



Dissertation Lea Radtke
3. Synthetischer Teil

Zielprotein bindet, da sie inaktiv ist. Daher wurde zundchst die Kupfer-katalysierte ,,Klick-
Reaktion” mit dem TBS-geschiitzten Derivat 277 durchgefiihrt und anschlieend die TBS-
Gruppe der Glykolsdure entschiitzt (Schema 49). Jedoch war die cytotoxische Aktivitit von
280 mit einem ICso-Wert von 2.70 uM etwas zu hoch, als dass es erfolgreich in dem

Kontrollexperiment eingesetzt werden konnte.

i-Pr,NEt (kat.),
CuS0,5 H,0 (kat.)

THF/H,O, RT, 53%

Biotin-Azid, 278

279,R=TBS RO
TBAF, THF,
0°C, 37% 280,R=H

Schema 49: CuAAC von Biotin-Azid 278 mit dem TBS-geschiitzten Englerin A Derivat 277.

Hierbei wurde nach einem Protokoll von Wyszogrodzka und Haag'" das TBS-geschiitzte
Englerin A Derivat 277 mit Biotin-Azid 278 unter Cu'-Katalyse verkniipft. Cu' wird hierbei in
situ durch Reduktion von CuSO4 (0.1 eq.) mit Natriumascorbat (0.2 eq.) gebildet. Obwohl
laut Sharpless'®® keine Base nétig ist, wenn die Reaktion in Wasser durchgefiihrt wird,

19 als durchaus sinnvoll, um zum

erwies sie sich in den Studien von Wyszogrodzka und Haag
Einen die Reaktionszeit zu verkiirzen und zum Anderen die Umsetzung zu vervollstdndigen.
Biotin-Azid ist zwar kommerziell erhéltlich, aber sehr teuer.'?® Es kann aber durch Reaktion
von Biotin (281) mit 3-Azidopropylamin 283 synthetisiert werden, welches zuvor aus 3-

Chlorpropylamin-Hydrochlorid 282 hergestellt wird (Schema 50).'*!
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CI” >"""NH,HCI
282

H,0, NaN3, 80 °C 0
HN/Z( 2 T >\\NH

NH

H HN

?TH . PN HOBt, EDC-HCI H;ﬁ;” /—/_SN

0 N NH o A )
S //\/\f 3 2 CH,Cl,, RT S

Biotin (281)  OH 283 Biotin-Azid, 278
Schema 50: Synthese von Biotin-Azid 278.

Der TBS-Ether des so generierten 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazols 279 (Schema 9) wurde
anschlieBend mit TBAF gespalten und es wurde das gewiinschte Produkt 280 in 37%
Ausbeute erhalten. Die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition wurde analog dazu mit
drei weiteren Derivaten durchgefiihrt und es konnten die folgenden Produkte 284, ent-284 und

285 erhalten werden (Abb. 10).'*

“ H H
<I \
0 R= 284,  (-)-Englerin A Derivat

ent-284, (+)-Englerin A Derivat

R = 285 (-)-Englerin A Derivat

Abb. 10: Generierte Produkte 284, ent-284 und 285 aus der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin
Cycloaddition mit Biotin-Azid.

Alternativ zu dem teuren Biotin-Azid 278 konnte auch PEG-3-Biotin-Azid 286 erfolgreich in
der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Cycloaddition eingesetzt werden (Schema 51). Das

gewiinschte Produkt 287 konnte in 58% Ausbeute erhalten werden.
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— (kat.)
NaO OH
i-Pr,NEt (kat.), CuSQO,-5 H,O (kat.)

THF/H,0, RT, 58%

Schema 51: Kupfer-katalysierte ,,Klick-Reaktion* mit PEG-3-Biotin-Azid 286.

3.6.2 Die Synthese von BODIPY-FL

Bei BODIPY (BOr-Dlfluorid-verbriicktes PYrromethan-Geriist) handelt es sich um

Floureszenzfarbstoffe mit einem Pyrromethan als Grundkdrper, bei denen das Boratom meist

Fluorsubstituenten trigt (Abb. 11).'%*

X N\
\ <
N \lB\/N
FF

Abb. 11: Pyrromethan-Geriist der BODIPY -Farbstoffe.

Wegen der Instabilitdt dieses unsubstituierten Pyrromethangeriistes fand die erste Synthese

123

erst 2009 von Jung, Peria-Cabrera und Bruce  statt, obwohl die Farbstoffe des 4,4-Difluoro-

4-bora-(3a,4a)-diaza-s-indacen-Typs schon 1968 von Treibs und Kreuzer 124

synthetisiert
wurden. Die Fluoreszenzfarbstoffe sind stark UV-absorbierende Farbstoffe, die praktisch
stabil gegen die Polaritit oder den pH-Wert ihrer Umgebung, sowie gegeniiber
physiologischen Bedingungen sind. ' Des Weiteren sind sie relativ unpolar und der
Chromophor ist elektronisch neutral. Thre Spektren weisen Charakteristika auf, die oft besser
sind als die von Fluorescein, Tetramethylrhodamin oder Texas Red. Trotzdem gibt es auch

einige Nachteile dieser Fluoreszenzfarbstoffe. Zum einen emittieren viele von ihnen bei
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weniger als 600 nm und zum anderen wurden bisher nur wenige wasserldsliche Derivate

synthetisiert.'”

Jedoch werden diese Farbstoffe oft in der Biochemie und Molekularbiologie
eingesetzt, um fluoreszierende Proteinkonjugate, Nucleotide, Enzymsubstrate oder Fettsduren
zu generieren, um nur einige der vielseitigen Einsatzmdglichkeiten zu nennen.'*® Kleine

Modifizierungen in der Struktur der Farbstoffe ermdglichen Anderungen ihrer

127

fluoreszierenden Charakteristika hin zu groBeren Wellenldngen (Abb. 12).

BODIPYFL © BODIPY R6G

Anregungs/Emissionsmaxima:  Anregungs/Emissionsmaxima: Anregungs/Emissionsmaxima:
~503/512 nm ~528/547 nm ~592/618 nm

Abb. 12: Die Strukturen und Farben von BODIPY FL, BODIPY R6G und BODIPY TR.

Da die BODIPY -Fluoreszenzfarbstoffe sehr teuer sind und fiir biochemische Zwecke nur im
kleinen MaBstab verkauft werden,'*® sollte im Rahmen dieser Arbeit die Synthese von
BODIPY FL (295) in Anlehnung an die Dissertationen von Vélkert und Peters'” erfolgen
(Schema 52).

0
7\ o PhsP L J A\ OMe H,, Pd/C, /I OMe
. ove L Y o~ : o LN~

N N
H CH,Cl,, RT, 76% H 0 EtOH (1% AcOH), H 0
288 289 RT, 99% 290
| _ POCL ,(/I/O HBr, EtOH
DMF, RT, N~ NF 0°C, 65%
29% H
91 292
1. DBU, RT
2. BF5-OEt,, Toluol, 80 °C
66%
0~ "OH 0% ~OMe
BODIPY FL, (295) 294 293

Schema 52: Synthese von BODIPY FL (295).
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Die Synthese begann mit der Wittig-Reaktion von 2-Pyrrolcarbaldehyd 288 mit
2-(Triphenylphosphoranyliden)essigsduremethylester. Der resultierende a,p-ungesittigte Ester
289 wurde anschlieBend mit H, in Gegenwart von Pd/C in den Propionsdureester 290
iiberfiihrt. Bei zu langer Reaktionszeit wird auch das Furansystem reduziert, daher muss die
Reaktion friihzeitig (nach ca. 3h) abgebrochen werden. Fiir die anschlieBende Verkniipfung
wurde zundchst 2,4-Dimethylfuran 291 in einer Formylierungsreaktion unter Vilsmeier-
Haack-Bedingungen in den Aldehyd 292 {iberfiihrt. Die Verkniipfungsreaktion gelang durch
Reaktion des synthetisierten Aldehyds 292 mit dem Propionsdureester 290 und HBr in EtOH.
Das so generierte Dipyrromethan-Hydrobromid 293 wurde mit DBU und frischem BF;-OEt;
in das stark fluoreszierende BF,-verbriickte Intermediat 294 iiberfiihrt. Hierbei war es wichtig,
dass der Kolben in ein auf 80 °C vorgeheiztes Olbad getaucht wurde, um die Reaktionszeit so
kurz wie moglich zu halten (10 Min.). Wegen der Warmeiibertragung ist diese Reaktion daher
auch auf kleine AnsatzgroBen beschrankt. Durch Verseifung mit K,COs; wurde schlieflich
nach dreitdgiger Reaktionszeit der Fluoreszenzfarbstoff BODIPY FL (295) in 89% Ausbeute
erhalten.'*’ Der erhaltene Fluoreszenzfarbstoff BODIPY FL wurde anschlieBend mit 3-Azido-
I-propylamin, EDC-HCI und HOBt versetzt, um anschliefend mit dem Alkin ent-238 in einer
Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Cycloaddition (s. Kap. 4.1) zum entsprechenden BODIPY-
(+)-Englerin A-Derivat, ent-297 zu reagieren (Schema 53), welches als Negativkontrolle
fungieren sollte. Wurde die Reaktion mit 238 durchgefiihrt, so wurde das BODIPY-(-)-

Englerin A-Derivat 297 in quantitativer Ausbeute erhalten.
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EDC-HCI, HOBY,
CH,Cl,, RT, 70%

OH

0]
OJK/O\/?

ent-238

BODIPY FL, (295)

Na-Ascorbat (kat.),
i-PryNEt (kat.),
CUSO4 -5 Hzo (kat.)

THF/H,0, RT

ent-297: BODIPY-FL-(+)-Englerin A-Derivat, 49%
297: BODIPY-FL-(-)-Englerin A-Derivat, quant.

Schema 53: Synthese der BODIPY-FL-(+)-Englerin A und BODIPY-FL-(-)-Englerin A-Derivate.

3.6.3 Photoaffinititsmarkierung'*

Um die biologische Wirkungsweise von (—)-Englerin A verstehen zu konnen und das
Zielprotein (Target) zu identifizieren, an das Englerin A bindet, wurde eine
Photoaffinitdtsmarkierung (photoaffinity label) eines Englerin A-Derivates durchgefiihrt.
Hierbei wird eine photoaktive Gruppe (z.B. Azid, Diazoverbindung, Benzophenon,
Diazoniumsalz oder Diazirin) am Naturstoff angebracht. Durch die Bestrahlung (UV-Licht)
unter milden Bedingungen, beziiglich Temperatur und pH-Wert, wird die photoaktive Gruppe

139 Dieses

aktiviert und ein Carben (moglich wéren auch Nitren oder ein Radikal) gebildet.
kann dann eine kovalente, irreversible Bindung mit dem sich umgebenden Zielprotein
ausbilden (Abb 13)"*! und ist gleichzeitig in der Lage, sogar in CH-Bindungen zu insertieren.
Durch folgende Detektion (SDS-PAGE, Immunprizipitation, Biotin-Streptavidin-

Affinititsreinigung und Massenspektrometrie) kann so das Zielprotein identifiziert werden. '*2
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o v . F
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Abb. 13: Prinzip der Photoaffinititsmarkierung zur Zielproteinidentifizierung."*!

Die Photoaffinititsmarkierung ist eine immer hdufiger angewendete Methode in der
chemischen Biologie was sich auch in der Anzahl der Publikationen in den letzten Jahren
widerspiegelt. > Die 3-Aryl-3-H-Diazirine (298) wurden erstmals 1975 von Smith und
Knowles"* fiir die Photoaffinititsmarkierung eingefiihrt. 1980 berichten Brunner et al.'> von

der Synthese von 3-Trifluormethyl-3-phenyldiazirin (301) (Abb. 14).

Singulett Triplett sp2-Hybrid  Triplett sp-Hybrid
(298) (299) (300) (301)

Abb. 14: Die elektronischen Zustinde der Carbene, sowie die Aryldiazirine (298)-(301)."*

Dieses wird ausgehend von 2,2,2-Trifluoracetophenon in einer Gesamtausbeute von 60%
erhalten und photolysiert schnell bei Bestrahlung einer Wellenldnge von 350 nm zu 65% zu
dem entsprechenden Carben und zu 35% zu der Diazoverbindung (Schema 54). Letztere kann
allerdings durch weitere Photolyse bei entsprechender Wellenldinge in das Carben
umgewandelt werden. Bei der Bestrahlung bilden die Diazirine stabile Carbene, die zwei
nicht-bindende Orbitale mit zwei Moglichkeiten der Elektronenteilung aufweisen: den
Singulett-Zustand, bei dem die Elektronen spin-gepaart sind und den Triplett Zustand, bei
denen der Spin der Elektronen parallel ist. Der Singulettzustand wird dabei durch
Substitutenten stabilisiert, die dem leeren p-Orbital Elektronen zur Verfiigung stellen.
Aliphatische Diazirine isomerisieren nach Photolyse zu den Diazomethanverbindungen und

bilden den Singulettzustand. Beispiele fiir den Singulettzustand sind z. B. Phenyldiazirin
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(298) und Phenylchlordiazirin (299). p-Nitrophenylchlorodiazirin (300) und 3-Trifluormethyl-

3-phenyldiazirin (301) liegen als Triplett-Carbene im Grundzustand vor (Abb.14).'%%

@ca :
©/'\CF3 ____»  Produkte des

Triplett-Carbens

N
N=N . | N
©)<CF3 hv ©/\CF3 _NH CF,4
~
2 e\
_ -HF
HCZ

+
CHF, * _NH

Schema 54: Photolyse von 3-Trifluormethyl-3-phenyldiazirin; Es ist die Bildung des Diazoisomers
gezeigt, sowie der Singulett- und Triplett-Carbene. Das Singulett-Carben reagiert mit
unterschiedlichen funktionellen Gruppen, die in Biomolekiilen vorkommen; kisc (Intersystem
Crossing) steht fiir den Ubergang des Singulett-zum Triplett-Carben.'**

Interessanterweise wurde durch Einflihrung der CF;-Gruppen keine interne Umlagerung
beobachtet.  3-Trifluormethyl-3-phenyldiazirin ~ (301) eignet sich besonders als
Photoaffinitdtsmarker und wird immer hiufiger eingesetzt,'>** da es thermisch stabil ist, im
Dunklen fiir mehrere Tage gelagert werden kann, sogar fiir 30 Min auf 75 °C erhitzt werden
kann und dann keine oder nur leichte Verdnderungen in seiner Struktur zeigt. Das ist
besonders  wiinschenswert, da  fiir die erfolgreiche  Durchfiihrung  einer
Photoaffinitdtsmarkierung die photosensitive Probe einige Voraussetzungen erfiillen muss.
Zum FEinen muss sie vor der Bestrahlung im Dunklen stabil sein, jedoch muss sie auch
anfillig fiir bestimmte Wellenldngen (~350 nm) sein, die die Proteine nicht schddigen. Die
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hoch reaktiven Intermediate neigen zu Selbststabilisierung durch intramolekulare
Umlagerung, was zu weiteren reaktiven Produkten fiihren kann, die nucleophile Gruppen in
Proteinen oder anderen Biomolekiilen attackieren konnen. Nebenprodukte, die wéihrend der
Reaktion gebildet werden, miissen chemisch inert sein. Fiir die Identifizierung des
angehdngten Zielproteins muss das Photophor eine leicht detektierbare Gruppe wie eine
radioaktive =~ Markierung,  Biotin, = magnetisierbare =~ Mikropartikel ~ oder  eine

Fluoreszenzmarkierung besitzen.'*°

Als néchstes wurde das photoaktive Derivat synthetisiert. Dafiir wurde 4-(3-(Trifluormethyl)-
3H-diazirin-3-yl)benzoesdure 302 '*” mit dem sekundiren Alkohol 37 unter Yamaguchi-
Bedingungen verestert und unter bekannten Bedingungen” in vier Stufen in das
entsprechende photoaktive Derivat 307 {iberfiihrt. Damit es anschlieBend mit Biotin-Azid 278
in einer Kupfer-katalysierten Cycloaddition verkniipft werden kann, wurde es ebenfalls mit

der TBS-geschiitzten Pent-4-insiure 255 als R” verestert (Schema 55).

0
OH
W N Nz)
Xe
CF, 302 3 @% F4C
o)
2,4,6-ClyCgH,COCI, EtsN, H*
4-DMAP _ TBAF
Toluol, RT - 80 °C, quant. THF, 0°C - RT,
OTBS oTBS 93%
37 303
N=N N=N
0
FsC 0
R2COOH, 2,4,6-ClyCqH,COCI, Q

Et;N, 4-DMAP,

TBAF

-

o THF,0°C»>RT

o~

Y

Toluol, 0 °C - RT

R2
305: R? = CH,0OTBS, 69% 307: R?2 = CH,OH, 99%
306:R2= £__OTBS, quant 308:R2= &._OH, 71%

N S

Schema 55: Synthese der photoaktiven Derivate 306 und 307.

Die cytotoxische Aktivitdt der so synthetisierten Derivate wurde ebenfalls im Rahmen der
SAR-Studie in Zusammenarbeit mit Yasemin Akbulut vom Max-Planck-Institut fiir
molekulare Physiologie in Dortmund an der Nierenkrebszelllinie A498 vermessen. Die

erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 18 widergegeben. Dabei ist ersichtlich, dass die

84



Dissertation Lea Radtke
3. Synthetischer Teil

photosensitive Probe mit der substituierten Glykolsdure 307 durchaus gute Aktivitdt
(Eintrag 2, 1Csp = 0.033 uM) aufweist, wohingegen der Rest (S)-2-Hydroxypent-4-inséure
deutliche Aktivitatsverluste zu verzeichnen hat (Eintrag 3). Die Probe ist jedoch aktiv genug,
um sie in der Identifizierung der Zielproteine einzusetzen. Wie bereits aus vorherigen
Arbeiten bekannt, ist es nicht verwunderlich, dass der freie Alkohol (Eintrag 2) an C9 inaktiv

ist.

Tabelle 18: Inhibierung der Zellproliferation der synthetisierten Derivate in der Nierenkrebszelllinie

A498.
304, 307, 308, 270
Eintrag R R’ IC50-Werte81 in uM
N'/N
1 H >10
N 9
2 OH 0.033
FS?\E O
,/N rej\/OH
3 NS 1.642
F,C \
rej \/OH
4 H : 4.530

N

Die A498-Zellen wurden in Vierfachbestimmungen mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Verbindungen fiir 48 h behandelt. AnschlieBend wurde die Zellproliferation mit Hilfe des WST-1-
Assays (Roche) kolorimetrisch bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhingig durchgefiihrten Experimenten.

Bei der Photoaffinitdtsmarkierung ist eine photostabile Verbindung als Negativkontrolle
essentiell fiir die Durchfiihrung. Nur so kann der Hintergrund der spezifischen Photo-
Vernetzung der Probe untersucht werden. Die Markierung des vermeintlichen Zielproteins ist

dabei nicht nur abhéngig vom Vorhandensein der photosensiblen Gruppe, sondern auch von
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der UV-Bestrahlung. Wenn also eine Markierung beobachtet wird, ohne dass die
photosensible Gruppe im Molekiil vorhanden ist oder ohne UV-Bestrahlung, so indiziert dies
eine Markierung des Hintergrunds durch eine Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition
(,,Klick-Reaktion®). Des Weiteren ist es wichtig, die Spezifitit der Photo-Vernetzung zu
untersuchen. Dafiir wurde das Derivat 270 synthetisiert, das vergleichbar mit der Verbindung
308 ist, jedoch keine photosensitive Gruppe tragt (fiir die Ausbeuten der einzelnen Stufen s.
Tabelle 16, Eintrag 7). B8 Sein ICso-Wert liegt mit 4.53 uM im akzeptablen Bereich
(Eintrag 4). Die Proben wurden daran anschlieend von Yasemin Akbulut vom Max-Planck-
Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund in einer Cu'-katalysierten Azid-Alkin
Cycloaddition mit Biotin-Azid 278 verkniipft, nachdem sie zuvor durch UV-Bestrahlung

aktiviert und kovalent ans Protein gebunden wurden. Der Reaktionsablauf ist aus Schema 56

ersichtlich.
N=N
F3C>k©\/(o
0 1. Proteinmischung
H 2 2. hy

Biotin-Azid, TCEP-HCI,
TBTA, CuSQOq4

3 § N S
< HO / \\N O»_J—J
310 \\\ 311 ’\\l,\/’NH

Schema 56: Photoaktivierung durch UV-Bestrahlung und anschlieBende Kupfer-katalysierte Azid-
Alkin Cycloaddition in sifu mit Biotin-Azid.

Die beiden Alkine 308 und 270 (hier nicht gezeigt) wurden dabei nach einem Protokoll von
Waldmann'>® mit Biotin-Azid in situ in einer Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Cycloaddition
mit Tris-(2-carboxyethyl)phosphin Hydrochlorid (TCEP) und Tris-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl]Jamin) (TBTA) unter Cu'-Katalyse verkniipft. TCEP dient hierbei statt
Natriumascorbat als Reduktionsmittel fiir CuSO,, um die aktive Cu'-Spezies zu generieren.
TBTA hingegen schiitzt Cu' vor Disproportionierung und Oxidation. Die so erhaltenen

Proben wurden als nichstes in der Affinitdtschromatographie eingesetzt.
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3.6.4 Zellulire Lokalisierungsstudien von Englerin A'*"

Bei den zelluldren Lokalisierungsstudien wurde iiberpriift, wo Englerin A in der Zelle
lokalisiert ist. Dafiir wurden Experimente mit den BODIPY-Englerin A-Derivaten ent-297
und 297 an lebenden, wie auch an mit Paraformaldehyd fixierten Zellen durchgefiihrt. Dabei
stellte sich heraus, dass das (—)-Englerin A-BODIPY-Derivat hauptsidchlich im Zytoplasma
lokalisiert ist. Das (+)-Englerin A-BODIPY-Derivat, welches als Kontrolle eingesetzt wurde,
befand sich in der gleichen Umgebung. Als weitere Kontrolle wurde BODIPY-Azid 296
verwendet, welches keinerlei Farbung zeigte. Allerdings wurde eine ausreichende
Fluoreszenzfarbung nur mit hohen Konzentrationen des Farbstoffes (10 uM) erreicht

(Abb. 15).

ent-297: BODIPY-FL-(+)-Englerin A Derivat BODIPY FL-Azid 296
297: BODIPY-FL-(-)-Englerin A Derivat

Abb. 15: Fluoreszenzbilder der zelluldren Lokalisierung von (-)-Englerin A-BODIPY (links), (+)-
Englerin A-BODIPY (mitte) und BODIPY-Azid, sowie deren Strukturen (unten).
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Fir die Identifizierung von Zielproteinen konnen verschiedenste Methoden in Betracht
gezogen werden, wie z.B. die Affinititschromatographie, auf Expressionsklonierung
basierende Methoden wie das Phagendisplay und das Hefe-Drei-Hybrid-System, sowie
Protein-Microarrays. Klassischerweise wird die Affinititschromatographie fiir die

! Dabei wird der Naturstoff mit einem

Zielprotein-Identifizierung einer Substanz verwendet.
,Linker® (Abstandshalter) versehen, der an einer festen Phase immobilisiert wird. Als
nichstes wird die immobilisierte Substanz mit einem zelluldren Proteinextrakt inkubiert und
unspezifisch bindende Proteine durch mehrfaches Waschen entfernt, bevor die spezifisch
gebundenen Proteine durch Anderungen der Pufferbedingungen geldst werden. Nach der
GroBenauftrennung der Proteine in der SDS-Page, einem proteolytischem Verdau, konnen

durch Massenspektrometrie potentielle Zielproteine identifiziert werden (Abb. 16). '**

Abb. 16: Das Prinzip der Affinititschromatographie. 1. Die
1. ‘ I t Affinitdtsmatrix ist im Bindungspuffer dquilibriert; 2. Die Probe wird
——— an die Matrix gebunden, anschlieend erfolgt die Inkubation mit einem
Proteinextrakt, welcher das Zielprotein enthdlt. Das Zielprotein bindet

2 . s ® spezifisch an den Liganden, ungebundenes Material wird
' ) ~ ® weggewaschen; 3. Durch Wechsel der Bedingungen, spezifisch durch

x I t kompetitive Liganden oder unspezifisch durch den Wechsel des pH-

Wertes, der Polaritét oder der lonenstirke, wird das Zielprotein vom
Liganden abgespalten, welches in gereinigter konzentrierter Form

3. ﬂ erhalten wird.'*

Bei der Affinititschromatographie wird zwischen verschiedenen Methoden unterschieden.
Neben der Festphasen-Elution, der kompetitiven und der seriellen Methode wurde in diesen
Untersuchungen die vergleichende Methode mit einem inaktiven Molekiil analoger Struktur
durchgefiihrt, da so unspezifische Bindungen charakterisiert werden konnen. Als mogliche
Zielproteine werden dann nur solche betrachtet, die ausschlieBlich in der Probe mit der

aktiven Substanz enthalten sind.'**

Bei dem ,,Linker* kann es sich um Polymethylen- oder Polyethylenglykol (PEG) Einheiten
handeln. Die Lidnge ebendieser ist des Weiteren von grofler Wichtigkeit, da ein lédngerer

,.Linker zu wesentlich hheren Ausbeuten des Zielproteins im Zelllysat fiihrt (Abb. 17).'*'®
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Abb. 17: Englerin A-Derivat 287 mit Biotin und einer PEG-3 Einheit als ,Linker” fiir die
Affinitdtschromatographie.

Die Anheftung an die feste Phase kann entweder kovalent durch einen ,,Linker mit freiem
Amin und NHS-aktivierter Sepharose144 oder durch einen Biotin-,,Linker* und anschlieflende

Bindung an eine AVidin-Sephatrose141b erfolgen (Abb. 18).

H

s N>'l
R NV
“ H H

H
(I “
¢} R= 284:  (-)-Englerin A-Derivat

ent-284: (+)-Englerin A-Derivat

R = 285: (—)-Englerin A-Derivat

Abb. 18: Englerin A-Derivate 284 und 285 mit Biotin als ,,Linker* fiir die Affinitdtschromatographie.

Jedoch weist auch diese Methode einige Nachteile auf. Obwohl die Zielproteine hier in ihrer
dreidimensionalen Struktur erhalten bleiben, diirfen Modifikationen des Molekiils nicht zu
dessen Inaktivierung fiihren. Des Weiteren spielt die Bindungsaffinitit eine entscheidende
Rolle. Hohe Affinititen werden gegeniiber geringeren bevorzugt. Falls jedoch mehrere
Zielproteine vorliegen, ist eine hohe Proteinkonzentration von Nachteil, da die Bindung von
Proteinen in geringen Konzentrationen verhindert wird.'*> Die hier beschriebene Methode
ermdglicht es, potenzielle Zielproteine zu identifizieren. Diese miissen jedoch anschliefend in
weiteren Analysen validiert werden, um zwischen positiven und falsch-positiven
Zielproteinen unterscheiden zu konnen. Neben der Affinititschromatographie bietet die
Methode der komparativen Chromatographie mit isotopenmarkierten Aminosduren (SILAC,
Stable Isotope Labelling of Amino Acids in Cell Culture) den Vorteil, spezifisch bindende
von unspezifisch bindenden Proteinen zu unterscheiden. Hierbei werden die Zellen mit
146

PC- und ""N-markierten Lysin und Arginin, die in den Proteinen integriert sind, kultiviert.
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Das Experiment setzt sich aus zwei Teilen zusammen, von denen jeder Teil zwei Experimente
beinhaltet. Im ersten Teil wird eine Affinitdtschromatographie der aktiven Verbindung mit
schwerem isotopenmarkierten Zelllysat durchgefiihrt. Fiir das Kontrollexperiment wird die
Affinitdtschromatographie mit der inaktiven Verbindung mit leichtem isotopenmarkierten
Zelllysat durchgefiihrt (Abb. 19). Im zweiten Teil wird die Affinitdtschromatographie der
aktiven Verbindung mit leichtem isotopenmarkierten Zelllysat durchgefiihrt. Das
Kontrollexperiment mit der inaktiven Verbindung wird nun mit schwerem isotopenmarkierten

Zelllysat durchgefiihrt.'"’

B Mit leichten Isotopen B Mit schweren Isotopen
markiert markiert

inaktive (Maui Iaktnve Verbindung I
l Verbindung ‘

\ Tryptischer Verdau /

Spezifisch gebundenes
- o Zielprotein

L I|—ll_' 1l

m/z >~ Unspezifisch
gebundenes Protein

Abb.19: Affinitdtschromatographie mit auf SILAC basierender quantitativer MS-Analyse. Die Zellen
werden in parallelen Ansédtzen entweder im Medium mit leichten Isotopen oder mit schweren Isotopen
markierten Aminosduren inkubiert. Nach Isolierung der Proteine und Bindung der zu testenden
Substanz werden die gebundenen Proteine wieder geldst. Es folgt eine Trennung iiber eine SDS-PAGE
mit anschlieBendem proteolytischem Verdau. Uber eine massenspektrometrische Analyse kdnnen
spezifische von unspezifisch gebundenen Proteinen unterschieden werden; anhand der
Peakintensitdten und Verhaltnisse mittels Sequenzvergleich mit Proteindatenbanken konnen mogliche
Zielproteine identifiziert werden. '**
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In dieser Arbeit wurde die Totalsynthese von (—)-Englerin A im Gramm-Malstab
durchgefiihrt, was den Zugang zu einer Vielzahl an Derivaten ermdglichte.” Des Weiteren
konnte die Synthese beziiglich der Ringschlussmetathese und der Diastereoselektivitdt der
Epoxidierung optimiert werden. Im Fall des Restes R” = i-Pr konnte die Katalysatorbeladung
des Grubbs II-Katalysators in der Ringschlussmetathese auf 15 mol % reduziert werden, im
Fall von R = Me sogar auf 5 mol %. Die anfangs moderate Diastercoselektivitit der
Epoxidierung von 2.3:1 konnte auf 5.4:1 gesteigert werden. Schon zu Beginn der Synthese
konnten durch die Wahl unterschiedlicher Allylbromide zwei Derivate mit unterschiedlichen
Resten (R® = Me, Et) am Guaian-Geriist generiert werden (Schema 58), die jedoch geringere

ICso-Werte als Englerin A in der Nierenkrebszelllinie A498 aufweisen.

H O Br\)J\ 3 ]
163 R H 10 Stufen
O D ————————_— O - .
,,,,, Zn R?
H g H
1 164 OH 165
1) R'"COOH
2) TBAF
—_ >
3) R2COOH 0
o~
R2

166

Schema 58: Derivatisierung von Englerin A.

Durch Yamaguchi-Veresterungen des Intermediates 165 konnten leicht Derivate im 5-100 mg
Malistab synthetisiert werden, deren biologische Aktivitdt anschlieBend in Zusammenarbeit
mit dem Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund (Arbeitsgruppe
Waldmann) gemessen wurde. In einer ersten umfangreichen SAR-Studie konnten so unter den
Derivaten mit unterschiedlichen Resten R' drei Derivate identifiziert werden, die mit
I1Cso-Werten von 24-26 nM fast doppelt so aktiv wie Englerin A sind. Durch die Kombination
der Strukturmerkmale dieser drei aktivsten Derivate —c-Hexylacrylat-, Naphthyl- und (E)-B-
Methylzimtsdure— konnten in einer zweiten umfangreichen SAR-Studie flinf weitere Derivate

identifiziert werden, die deutlich aktiver als Englerin A und sogar noch aktiver, als die bisher
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aktivsten Derivate sind. Mit einem ICsp-Wert von 8.90 nM konnte unter den insgesamt 48
Derivaten eines identifiziert werden, welches fiinfmal aktiver als Englerin A ist und damit das
bisher aktivste Englerin A-Derivat darstellt. Des Weiteren wurden verschiedene Séuren
R'COOH und R*COOH durch Yamaguchi-Veresterung eingefiihrt, wodurch die Bedeutung
der Glykolséure fiir die biologische Aktivitit in Ubereinstimmung mit anderen biologischen
Studien’'? bestitigt werden konnte. Allerdings konnte ein Derivat synthetisiert werden, das
mit der (R)-konfigurierten Milchsiure als R*COOH verestert ist und eine deutliche Aktivitit

von ICsp = 61.7 nM aufzeigt.

AuBlerdem wurden Alkine fiir die Verkniipfung mit biologischen Proben wie Biotin
synthetisiert. Die Proliferationsassays wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Hongyan Sun und
Yasemin Akbulut durchgefiihrt, um die Aktivitdt von Englerin A und dessen Derivaten zu

bestimmen. Die ermittelten Ergebnisse machen deutlich, dass die Isopropylgruppe essentiell

fir die biologische Aktivitdt von Englerin A ist.”® Gleiches gilt fiir den Cyclopentamring11d
(Abb. 20).

e 1-Methyl-5,6,7,8-tetrahydro-2-naphthalinsaure ist
am Besten

e die i-Propyl ist essentiell

e die Glykolsaure ist essentiell

Abb. 20: Schlussfolgerung der SAR-Studien.

Durch Cul-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) konnten 1,4-disubstituierte 1,2,3-
Triazole synthetisiert werden, die in der folgenden Affinititschromatographie in
Zusammenarbeit mit Dr. Hongyan Sun und Yasemin Akbulut eingesetzt wurden. Daflir wurde
auch ein photolabiles Derivat mit einer Trifluormethyldiazirin-Gruppe generiert, das durch
Photoaktivierung kovalent an das Zielprotein binden soll. Um beobachten zu konnen, wo
Englerin A in der Zelle lokalisiert ist, wurden Englerin A-Derivate synthetisiert, die mit dem
zuvor generierten Fluoreszenzfarbstoff BODIPY-FL in einer Cu'-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition verkniipft wurden. Diese Derivate wurden in einem zelluldren
Lokalisierungsassay eingesetzt, in dem deutlich wurde, dass sich die (—)-Englerin A und (+)-

Englerin A-BODIPY-Derivate in einer dhnlichen Umgebung in der Zelle aufhalten.
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Die Generierung weiterer Derivate durch Austausch der i-Propylgruppe gegen z.B. einen
t-Butylrest konnte zu womdoglich noch aktiveren fithren. Ebenfalls konnte die angesprochene
Synthese von Derivaten mit unterschiedlichen Heteroatomen wie Stickstoff oder Schwefel
weiter untersucht werden. Des Weiteren konnten durch Veresterung mit den unten

aufgefiihrten Séuren Heteroatome am Naphthyl-Ring eingefiihrt werdenn (Abb. 21).

o) 0 o) o)
Z N7 N 0

(312) (313) H (314) (315)
OH 0O OH O
PRI OO R
P
(316) (317)

Abb. 21: Weitere Sauren fiir die Generierung neuer Derivate. (312): Chinaldinséure; (313): Chinolin-
6-carbonsdure; (314): 1,2,3,4-Tetrahydro-6-chinolincarbonsaure; (315): 6-Chromancarbonsaure;
(316): 8-Hydroxychinolin-2-carbonséure; (317): 1-Hydroxy-2-naphthalinséure.

Da aus den SAR-Studien bekannt ist, dass das Naphthyl-Derivat sehr selektiv gegen
Nierenkrebszelllinien mit einem ICso-Wert von 24 nM wirkt konnte nun untersucht werden,
welchen EinfluB3 die Stickstoff-Atome der Sduren (318) und (319) auf die biologische
Aktivitit der Derivate haben. Ferner ist bekannt, dass die Veresterung mit der Séure 5,6,7,8-
Tetrahydro-2-naphthalinsdure zu einem sehr aktiven Derivat (ICso = 12.1 nM) fiihrte, so dass
nun der Einfluss von Heteroatomen, wie Stickstoff (Sdure (320)) oder Sauerstoff (Sdure
(321)) untersucht werden konnte. Des Weiteren wiren Derivate mit Hydroxylgruppen am
Naphthyl-Ring denkbar, da so das Derivat eventuell tiber Wasserstoffbriickenbindungen an
das Zielprotein binden konnte. In weiteren biologischen Studien in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Waldmann vom Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund

soll in Zukunft das Zielprotein, an das Englerin A bindet, gefunden werden.
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6.1 Allgemein

Losungsmittel mit HPLC-Qualitit wurden von Fisher Scientific oder VWR (Prolabo)
bezogen. Trockene Losungsmittel (Et,O, CH,Cl,, Toluol, DMF oder THF) wurden zuvor iiber
ein Losungsmittel Reinigungssystem gereinigt (M-BRAUN Glovebox Technology SPS-800).
Fiir die Sdulenchromatographie wurden Losungsmittel technischer Qualitdt verwendet, die
zuvor durch Destillation am Rotationsverdampfer gereinigt wurden. Wenn nicht anders
erwahnt, wurden die Chemikalien nach Literaturangaben synthetisiert oder von Sigma
Aldrich, Acros, ABCR oder AlfaAesar bezogen. Diinnschichtchromatographie (SiO;) wurde
an Merck Diinnschichtchromatographie Kieselgel Platten 60 F254 durchgefiihrt.
Sadulenchromatographie wurde an Merck Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm) mit einem
Doppelluftgebldse durchgefiihrt. Drehwerte wurden an einem Perkin Elmer Polarimeter 341
bei 589 nm gemessen und werden wie folgt angegeben: [a]p (Konzentration). NMR Spektren
wurden an den folgenden Spektrometern gemessen: Bruker DRX300 (300 MHz), DRX400
(400 MHz), DRX500 (500 MHz) oder DRX600 (600 MHz) und wurden auf den jeweiligen
Loésungsmittelpeak bezogen [CHCly: & 7.27 ppm (‘H-NMR) und 77.16 ppm (*C-NMR),
CD;OD: & 331 ppm (‘H-NMR) und 49.00 ppm (’C-NMR)]. Die chemischen
Verschiebungen werden in parts per million (ppm) wie folgt angegeben: chemische
Verschiebung, Multiplizitét (s = singulett, d = dublett, t = triplett, q = quartett, quin = quintett,
sext = sextett, sept = septett, m = multiplett, br = broad), Kopplungskonstante, Integration.
Infrarotspektren wurden an einem Nicolet Impact 400D Spektrometer auf Kaliumbromid
Matrizen (Scheiben oder Film) gemessen. Niedrig aufgeloste Massenspektren wurden am
Thermo TSQ Massenspektrometer, Hewlett Packard 6890 Serie/Massen selektiver Detektor
aufgenommen. Hoch aufgeloste Massenspektren wurden an einem LTQ Orbitrap Massen
Spektrometer, welches an ein Accela HPLC-System (HPLC-Sdule: Hypersyl GOLD, 50 mm

x 1 mm, 1.9 um) gekoppelt ist, aufgenommen. Alle Instrumente sind von Thermo Electron.
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6.2 Synthese der Verbindungen

6.2.1 Ubersicht iiber das Scale up”

. . QL(
(0] m-CPBA (0] MeONa Zn, Ultraschall
_—
~ CHyCl,, 0°C - RT MeOH, 0 °C NH4Cl(aq/THF,
H H | O 0°C > RT

(9),82.19 10,414¢ 11,4039 13, 2939

2,2-Dimethoxypropan, H oH
p-TsOH-H,O (kat.) IBX
- A
CH.Cl,, RT DMSO, RT
H
o7<° Ho_0

14,234 ¢ 15,28.3 g 3152659

LiAIH,
THF, 0°C > RT

DBU : MePPh,Br, n-BuLi
THF, RT THF, 0 °C

Grubbs Il (kat.)
CH,Cl,, Riickfluss

HCliaq) TBSOTH, 2,6-Lutidin 1) m-CPBA, CH,Cl,, 0 °C
MeOH, RT CH,Cly, RT 2) CHCly, 55 °C
183,93 ¢
6.2.2 (28,3R)-2-((1R,2S,3R)-2-(Hydroxymethyl)-3-methylcyclopentyl)-6-methyl-5-

methylenheptan-2,3-diol 14
(3S,3aR,6R,6aS)-3-((R)-1-Hydroxy-4-methyl-3-methylenpentyl)-3,6-
dimethylhexahydro-1H-cyclopenta[c]furan-1-on 13b (253.4 mg, 951
umol, 1.0 eq.) wurde in trockenem DMSO (4.8 mL) geldst und unter
Argon mit IBX (1.07 g, 3.81 mmol, 4.0 eq.) versetzt. Nach 21 h bei
RT wurde die Reaktion durch Zugabe von H,O beendet, die Phasen

C1sH3003 (270.41)

getrennt und die wissrige Phase mit MTBE (2x) extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSOy4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
sdulenchromatographischer  Reinigung  (SiO;, c-Hexane/EtOAc = 20/1) wurde
(35,3aR,6R,6a5)-3,6-Dimethyl-3-(4-methyl-3-methylenpentanoyl)hexahydro-1H-

cyclopenta[c]furan-1-on 172 (179.0 mg, 677 umol, 71%) als gelber Feststoff erhalten. [a]p®
=-56.6° (¢ = 1.00, CHCl3). "H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.02 (s, 1H), 4.79 (s, 1H), 3.48 (d,
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J=17.3 Hz, 1H), 3.26 (d, J=17.3 Hz, 1H), 2.87 (m, 1H), 2.75 (dd, J = 8.50, 4.00 Hz, 1H),
2.41 (m, 1H), 2.26 (sept, J=7.00 Hz, 1H), 1.89 (m, 2H), 1.50 (s, 3H), 1.27-1.18 (m, 2H), 1.16
(d, J=7.00 Hz, 3H), 1.02 (d, J = 6.80 Hz, 6H). >*C-NMR (100 MHz, CDCls) & 209.0, 178.9,
147.4, 112.5, 90.5, 52.5, 49.7, 45.4, 38.4, 35.4, 33.8, 29.3, 26.4, 21.5 (2C), 21.2. IR (KBr
Film) v (cm™) 2961, 2871, 1778, 1720. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir
Ci6H2403Na 287.1618, gefunden 287.1617; ([M+H]+) berechnet fiir Ci;cHy505265.1798,
gefunden 265.1799.

Zu einer Losung von (35,3aR,6R,6a5)-3,6-Dimethyl-3-(4-methyl-3-
methylenpentanoyl)hexahydro-1H-cyclopenta[c]furan-1-on 172 (43.0 mg, 163 pmol, 1 eq.) in
trockenem THF (4.1 mL) wurde bei 0 °C unter Argon LiAlH4 (15.4 mg, 407 pmol, 2.5 eq.)
hinzugefiigt. Nach 14 h riihren bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. wéssr.
NH4Cl-Losung beendet, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit EtOAc (2x)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber MgSQO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Si0,, c-Hexane/EtOAc= 5/1 —1/1) wurde (2S5,3R)-2-((1R,2S8,3R)-2-
(Hydroxymethyl)-3-methylcyclopentyl)-6-methyl-5-methylenheptan-2,3-diol 14 (25.7 mg,
95.0 pmol, 58%) als weiller Feststoff erhalten. Fiir die analytischen Daten siche [Ref §].

6.2.3 (1R,3aR.4S,5R,8aS)-5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-dimethyl-
1,2,3,3a,4,5,6,8a-octahydroazulen-4-ol 183°

Zu einer Losung von (1R,3aR,4S,5R,8aS)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-
1,2,3,3a,4,5,6,8a-octahydroazulen-4,5-diol 19 (1.56 g, 6.54 mmol, 1.0

eq.) in trockenem CH,Cl, (33 mL) wurden unter Argon frisch destilliertes
OTBS

OH

183 2,6-Lutidin ~ (1.83 mL, 157 mmol, 2.4eq.), sowie tert-
C21H400,Si (352.63) Butyldimethylsilyltrifluormethansulfonat (1.80 mL, 7.85 mmol, 1.2 eq.)
hinzugegeben. Nach 3 h riihren bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von H,O beendet,
die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit CH,Cl, (2x) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO,
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
sdaulenchromatographischer Reinigung (SiO,, c-Hexane/EtOAc = 50/1 — 20/1) wurde
(1R,3aR,4S,5R,8aS)-5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-dimethyl-

1,2,3,3a,4,5,6,8a-octahydroazulen-4-ol 183 (2.21 g, 6.27 mmol, 96%) als farbloses Ol
erhalten. [a]p?® = +7.1° (¢ = 1.26, CHCl;). "H-NMR (400 MHz, CDCl5) & 5.38 (m, 1H), 3.54
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(dd, J = 10.5, 1.50 Hz, 1H), 2.91 (brs, 1H), 2.68 (dddd, J = 16.8, 10.5, 3.00, 2.50 Hz, 1H),
2.26—2.09 (m, 4H), 1.84 (m, 1H), 1.75 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 1.71 (m, 1H), 1.59 (m, 1H), 1.35
(m, 1H), 1.11 (s, 3H), 0.98 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.96 (d, J =7.00 Hz, 3H), 0.91 (s, 9H), 0.78
(d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.11 (s, 3H), 0.08 (s, 3H). >*C-NMR (100 MHz, CDCls) & 144.0, 124.8,
77.4, 74.9, 46.3, 43.7, 38.1, 37.6, 33.4, 33.3, 26.0 (3C), 24.2, 22.1, 21.6, 20.3, 18.1, 15.3,
—3.7, —4.7. IR (KBr Film) ¥ (cm™) 3551, 2957. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir
C,1H400,S1Na 375.2690, gefunden 375.2690; ([M+H]+) berechnet fiir C,1H4;0,S1 353.2870,
found 353.2871.

6.2.4 (1aR,3R,45,4aR, 7R, 7aR,7bR)-3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1a-iso-propyl-4,7-
dimethyldecahydroazuleno[4,5-b]oxiren-4-o0l 184 und (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-((tert-
Butyldimethylsilyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-ol 37°

Zu einer Losung aus (1R,3aR,4S,5R,8aS)-5-[(tert-

Butyldimethylsilyl)oxy]-7-iso-propyl-1,4-dimethyl-
1,2,3,3a,4,5,6,8a-octahydroazulen-4-ol 183 (866.0
mg, 2.46 mmol, 1.0 eq.) in CH,Cl; (12 mL) wurde
bei 0 °C unter Argon m-CPBA (70%, 726.5 mg, 2.95

H: ‘oTes
184
CoiHag05Si (368.63)  CatHagOsSi (368.63)

mmol, 1.2 eq.) hinzugegeben. Nach 1.5 h riihren bei
0 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von wassr. KOH-Losung (10 wt%, 12 mL) beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase mit CH,Cl, (3x) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wurde in CHCl; (12 mL) geldst und auf 55 °C
erhitzt. Nach 24 h Riihren bei 55 °C wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (SiO,, c-Hexane/EtOAc = 20/1 — 10/1)
wurden (1aR,3R,4S5,4aR,7R,7aR,TbR)-3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1a-iso-propyl-4,7-
dimethyldecahydroazuleno[4,5-b]oxiren-4-ol 184 (131.3 mg, 356 pmol, 15%) als farbloses Ol
und (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-ol 37 (761.2 mg, 2.06 mmol, 84%) als weier
Feststoff erhalten. 184: [a]p>’ = +54.4° (¢ = 1.19, CHCl;). "H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 3.42
(dd, J=11.3, 1.00 Hz, 1H), 2.82 (s, 1H), 2.79 (s, 1H), 2.21 (m, 1H), 2.16 (dd, J=15.6, 11.3
Hz, 1H), 2.04 (m, 2H), 1.80 (m, 1H), 1.65 (m, 1H), 1.63 (dd, J = 15.6, 1.00 Hz, 1H), 1.56
(sept, J = 6.30 Hz, 1H), 1.35 (sept, J = 6.80 Hz, 1H), 1.27 (sext, J = 6.00 Hz, 1H), 1.04 (s,

3H), 0.98 (d, J= 7.00 Hz, 3H), 0.95 (d, J=7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.89 (s,
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9H), 0.14 (s, 3H), 0.07 (s, 3H). C-NMR (100 MHz, CDCL3) & 76.2, 74.6, 62.9, 62.7, 42.2,
40.8,37.9, 37.8, 34.7, 31.3, 26.1 (3C), 25.1, 20.3, 18.4, 18.3, 17.1, 16.2, —3.2, —4.8. IR (KBr
Film) v (cm™) 3554, 2957, 2881, 2858. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
C,1H410581 369.2819, gefunden 369.2819. 37: m.p. 101 °C (Lit.* 98°C). [a]p® = -62.6°
(c = 1.25, CHCl,). Fiir analytische Daten siche [9a].

6.2.5 (1R,3aR 4S,5R,7R ,8aR)-5-(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-7-iso-propyl-1,4-
dimethyloctahydro-4,7-epoxyazulen-8(2H)-on 230

(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-7-iso-
propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-o0l 37 (54.5 mg, 148

umol, 1.0 eq.) wurde in einer Mischung aus trockenem CH,Cl,/CH;CN
OTBS  (1.92 mL, 10/1) geldst und unter Argon mit N-Methylmorpholin N-Oxid

230
CyrHse0sSi (34.6 mg, 296 umol, 2.0 eq.), MS 4A (103 mg) und Tetra-n-

366.61

propylammoniumperruthenat (2.60 mg, 7.40 umol, 0.05 eq.) versetzt.
Nach 16 h rithren bei RT wurde die Losung filtriert und das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (5102,
c-Hex/EtOAc = 20/1) wurde (1R,3aR,4S,5R,7R,8aR)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-7-iso-
propyl-1,4-dimethyloctahydro-4,7-epoxyazulen-8(2H)-on 230 (53.8 mg, 147 umol, 99%) als
farbloses Ol erhalten. [a]p> = -112° (¢ = 1.01, CHCL3). 'H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 4.22
(dd, J=17.3, 2.8 Hz, 1H), 2.42-2.34 (m, 1H), 2.26-2.14 (m, 4H), 1.99-1.92 (m, 1H), 1.86 (dd,
J=14.2,2.6 Hz, 1H), 1.78-1.72 (m, 1H), 1.30 (s, 3H), 1.23-1.11 (m, 2H), 1.00 (d, /= 7.0 Hz,
3H), 0.97 (d, J= 7.0 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.91 (s, 9H), 0.08 (d, J = 3.5 Hz, 6H).
BC-NMR (100 MHz, CDCls) & 207.3, 88.5, 86.4, 72.2, 52.1, 51.0 (2C), 30.8, 30.3, 25.7 (3C),
25.5, 19.5 (2C), 18.4, 18.1, 17.4, 16.4, -4.6, -5.0. IR (KBr Film) ¥ (cm™) 2956, 2932,
2858,1725. HPLC-ESI-HRMS ([M+NH4]+) berechnet fiir C,;H4yO3NSi 384.2929, gefunden
384.2927; ([M+H]+) berechnet fiir C;;H3903S1 367.2663, gefunden 367.2664.
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6.2.6 (1R,3aR,4S5,5R,7R 8R,8aR)-5-|(tert-Butyldimethylsilyl)oxy|-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-ol 231

(1R,3aR,4S,5R,7R,8aR)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-7-iso-propyl-1,4-
dimethyloctahydro-4,7-epoxyazulen-8(2H)-on 230 (6.80 mg, 18.5 pmol,
1.0 eq.) wurde in trockenem THF (0.09 mL) gel6st und bei 0 °C mit NaBH4
(2.10 mg, 55.6 umol, 3.0 eq.) und MeOH (2.25 pL, 55.6 umol, 3.0 eq.)

231
368.63

versetzt. Nach 18 h riihren bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von
ges. wissr. NH4CI-Losung beendet und die Phasen getrennt. Die wissrige
Phase wurde mit EtOAc (3x) extrahiert, die organischen Phasen vereint, iiber MgSO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
sdaulenchromatographischer Reinigung (SiO2, c-Hex/EtOAc = 50/1 — 10/1) wurde
(1R,3aR4S,5R,7R,8R,8aR)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-ol 231 (6.90 mg, 18.7 pmol, quant.) als weiller
Feststoff erhalten. [o]p> = -20.9° (¢ = 1.16, CHCl3). "H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 4.10 (t,
J =6.9 Hz, 1H), 2.94-2.86 (m, 1H), 2.23 (dd, J = 12.4, 8.2 Hz, 1H), 2.16-2.04 (m, 3H), 1.82-
1.74 (m, 2H), 1.72 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 1.69 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 1.29-1.26 (m, 6H), 1.14 (d,
J = 6.5 Hz, 3H), 0.98 (dd, J= 6.9, 5.1 Hz, 6H), 0.88 (s, 9H), 0.02 (s, 6H). *C-NMR
(100 MHz, CDCls) 6 87.9, 86.7, 71.6, 69.8, 43.6, 42.9, 40.5, 33.8, 32.3, 28.1, 25.7 (3C), 24.5,
20.0, 19.5, 18.1, 17.9, 16.0, -4.6, -5.0. IR (KBr Film) v (cm™) 3474, 2954, 2931, 2859, 1467.
HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C,;H4;05Si 369.2820, gefunden 369.2830.

6.3 Synthese der Derivate’
6.3.1 Variation des Zimtsaureesters

6.3.1.1 Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese des Esters 200"

Zu einer Losung der Siure (R'COOH, 2.0 eq.) in trockenem Toluol (0.1 M)
wurden unter Argon nacheinander Et:N (4.0 eq.) und 24.6-
Trichlorbenzoylchlorid (2.2 eq.) hinzugegeben und bei Raumtemperatur fiir
1 h geriihrt. AnschlieBend wurden der Alkohol 37 (1.0 eq.) und DMAP (2.6
200 eq.) hinzugefiigt und die Losung fiir 3 bis 23 h auf 80 °C erhitzt. Die

Reaktion wurde durch Zugabe von ges. wissr. NaHCO;-Losung beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die wissrige Phase mit EtOAc (2x) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen

wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das
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Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer

Reinigung (Si0,, c-Hexane/EtOAc = 50/1 — 20/1) wurde Ester 200 erhalten.

6.3.1.2 Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von Alkohol 201*

Zu einer Losung des TBS-Ethers 200 (1.0 eq.) in trockenem THF (0.02 M)
wurde unter Argon bei 0 °C TBAF (1 M in THF, 2.0 eq.) hinzugegeben und
die Losung anschlieBend fiir 2 bis 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die

Reaktion wurde durch Zugabe von ges. wassr. NH4Cl-Losung beendet. Die

201 Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase mit EtOAc (2x) extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung gewaschen, iiber
MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (SiO,, c-Hexane/EtOAc = 5/1 — 2/1) wurde Alkohol
201 erhalten.

6.3.1.3 Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese von Ester 202°*

Methode A

10 Zu einer Losung der Verbindung 201 (1.0 eq.) in einer Mischung aus
\( trockenem CH,Cl,/Et;N (2/1, 0.155 M) wurden nacheinander DMAP
(3.0 eq.) und 2-[(fert-Butyldimethylsilyl)oxy]-acetylchlorid (4.0 eq.)

unter Argon hinzugegeben und fiir 5 bis 24 h bei Raumtemperatur

0
«OTBS gertihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt

202

und nach sdulenchromatographischer Reinigung (S10,,

c-Hexane/EtOAc = 10/1 — 5/1) wurde der Ester 202 erhalten.

Methode B

Zu einer Losung der Verbindung 201 (1.0 eq.) in trockenem Toluol (0.026 M) wurden bei 0
°C nacheinander 2-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]essigsdure (2.0 eq.), DMAP (2.6 eq.), 2,4,6-
Trichlorobenzoylchlorid (2.2 eq.) und Et;N (4.0 eq.) unter Argon hinzugegeben. Nach 24 h

Riihren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. wéssr. NaHCOs3-
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Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wissrige Phase mit EtOAc (2x)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. wissr. NaCl-Losung
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Si0,, c-Hexane/EtOAc = 10/1
— 2/1) wurde der Ester 202 erhalten.

6.3.1.4 Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese der Verbindungen 203-223"'

Zu einer Losung des Esters 202 in trockenem THF (0.02 M) wurde
bei 0 °C unter Argon TBAF (1 M in THF, 2 eq.) hinzugegeben. Nach
2 bis 24 h riihren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch

Zugabe von ges. wissr. NH4CI-Losung beendet. Die Phasen wurden

getrennt und die wissrige Phase mit EtOAc (2x) extrahiert. Die

203-223 vereinten organischen Phasen wurden mit ges. wéssr. NaCl-Losung
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Si0,, c-Hexane/EtOAc = 5/1
— 2/1) wurden die Verbindungen 203-223 erhalten.

6.3.1.5 Analytik der Derivate 203-223°'¥

6.3.1.5.1 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-8-Acetoxy-7-iso-propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-
epoxyazulen-5-yl-2-hydroxyacetat 203

m = 5.40 mg (15.2 pmol, 73%), farbloses Ol. [o]p™"= —16.9° (¢ = 0.54,
CHCl;). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 5.18 (dd, J = 7.90, 2.90 Hz, 1H),
4.99 (d, J=10.3 Hz, 1H), 4.18 (d, J=5.02 Hz, 2H), 2.58 (dd, J = 14.6,
8.00 Hz, 1H), 2.35 (t, J = 5.40 Hz, 1H), 2.13-2.08 (m, 1H), 2.02 (s, 3H),
oo\ on 1.96-1.91 (m, 1H), 1.86-1.81 (m, 1H), 1.77-1.68 (m, 3H), 1.58 (brs, 2H),
16H3006
354.44 1.49-1.44 (m, 1H), 1.18 (s, 3H), 1.00 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.94 (d,
J=17.00 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 7.30 Hz, 3H). >*C-NMR (100 MHz, CDCls) & 173.0, 169.6,
85.3, 84.5, 76.4, 71.0, 60.6, 47.4, 46.8, 39.7, 32.9, 31.2, 30.9, 24.5, 21.3, 18.9, 18.1, 17.4,
16.8. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3453, 2958, 2929, 1737. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]")
berechnet flir C19H3,06 355.2115, gefunden 355.2116.
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6.3.1.5.2 (E)-(1R,3aR,4S,5R,7R,85,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-but-2-enoat 204

m = 6.90 mg (18.1 pmol, 82%), farbloses OL. [o]p™"= —33.9° (¢ = 0.56,

\\\\(O CHCLy). 'H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 6.95 (dq, J=15.4, 6.90 Hz,

1H), 5.80 (dq, J = 15.4, 1.70 Hz, 1H), 5.19 (dd, J = 7.90, 3.00 Hz, 1H),

5.05 (d, J=10.2 Hz, 1H), 4.18 (s, 2H), 2.61 (dd, J = 14.4, 7.90 Hz, 1H),

oJQOH 2.35 (brs, 1H), 2.09 (sept, J=7.00 Hz, 1H), 1.94 (m, 1H), 1.88 (dd,

C;;;fjge J=6.90, 1.70 Hz, 3H), 1.85 (m, 1H), 1.76 (dd, J = 14.4, 3.00 Hz, 1H),

1.72 (m, 2H), 1.48 (m, 1H), 1.25 (m, 2H), 1.19 (s, 3H), 0.99 (d, J = 6.90

Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.91 (d, J=7.00 Hz, 3H). >*C-NMR (125 MHz, CDCl;) &

173.2,165.2, 145.3, 122.8, 85.6, 84.6, 76.6, 70.8, 60.8, 47.6,47.1, 40.0, 33.1, 31.3, 31.1, 24.7,

19.1, 18.3, 18.1, 17.6, 17.0. IR (KBr Film) (cm'l) Vv 3464, 2959, 1720. HPLC-ESI-HRMS

([M+Na]+) berechnet fiir C;;H3,0¢Na 403.2091, gefunden 403.2091; ([M+NH4]+) berechnet

fiir C,1H3606N 398.2537, gefunden 398.2538; ([M+H]+) berechnet fir C,;H330¢ 381.2272,
gefunden 381.2272.

6.3.1.5.3 (2)-(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-methylbut-2-enoat 205

CHCls). 'H-NMR (500 MHz, CDCls) 8 6.81 (qd, J = 6.90, 1.50 Hz, 1H),

5.19 (dd, J = 7.70, 3.10 Hz, 1H), 5.07 (d, J= 9.90 Hz, 1H), 4.18 (d,

J=3.40 Hz, 1H), 3.64 (s, 1H), 2.63 (dd, J = 14.5, 8.00 Hz, 1H), 2.33

S JQ (m, 1H), 2.09 (sext, J = 6.50 Hz, 1H), 1.94 (m, 1H), 1.84 (sept, J = 6.90

CpoHsu06 OH Hz, 1H), 1.81 (m, 3H), 1.79 (dd, J = 6.90, 1.50 Hz, 3H), 1.79-1.68 (m,

394.50 3H), 1.50 (m, 1H), 1.24 (m, 2H), 1.20 (s, 3H), 0.99 (d, J = 6.50 Hz, 3H),

0.93 (d, J = 6.90 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 6.90 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl5) & 173.2,

166.6, 137.7, 128.7, 85.7, 84.6, 76.7, 70.9, 60.8, 47.5, 47.2, 40.1, 33.1, 31.3, 31.1, 24.7, 19.1,

18.3, 17.5, 17.1, 14.6, 12.3. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3470, 2957, 1744, 1709. HPLC-ESI-
HRMS ([M+H]+) berechnet fiir CypH3506 395.2428, gefunden 395.2428.

/Q( m = 5.30 mg (13.4 pmol, 99%), farbloses Ol. [o]p™ = —31.6° (¢ = 0.41,
\ o
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6.3.1.5.4 (1R,3aR,4S,5R, 7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-

dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-benzoesiureester 206

m = 540 mg (13.0 pmol, 85%), farbloses Ol [a]p® = —44.6°

Q\(O (¢ =0.38, CHCl3). '"H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.01 (ddd, J = 7.30,

1.80, 1.50 Hz, 2H), 7.57 (tdd, J = 7.30, 1.80, 1.50 Hz, 1H), 7.45 (t,

J=17.30, 1.50 Hz, 2H), 5.26 (d, J = 9.90 Hz, 1H), 5.24 (dd, J = 7.70,

OA<—OH 2.90 Hz, 1H), 4.21 (d, J = 5.50 Hz, 2H), 2.78 (dd, J = 14.6, 7.70 Hz,

Cﬁ';_s;?s 1H), 2.36 (t, J = 5.50 Hz, 1H), 2.13 (sext, J=7.00 Hz, 1H), 1.97-1.72

(m, 5H), 1.63 (m, 1H), 1.26 (m, 2H), 1.23 (s, 3H), 1.01 (d, J = 7.00

Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.95 (d, J = 7.00 Hz, 3H). >*C-NMR (125 MHz, CDCl;) &

173.2, 165.2, 133.2, 130.3, 129.8 (2C), 128.6 (2C), 85.7, 84.7, 76.7, 71.7, 60.8, 47.7, 47.2,

40.2,33.1,31.4,31.1,24.8, 19.1, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3468, 2958, 2874,
1720. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir Co4H330¢ 417.2272, gefunden 417.2271.

6.3.1.5.5 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
Dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-picolinsiureester 207

m = 24.4 mg (58.4 umol, 69%), gelbes Ol. [a]p*’ = —36.9° (¢ =0.91,
CHCl;). '"H- NMR (400 MHz, CDCls) & 8.78-8.77 (m, 1H), 8.05 (d,
J=17.80 Hz, 1H), 7.83 (td, J = 7.80, 1.80 Hz, 1H), 7.47 (ddd, J = 7.50,
4.80, 1.30 Hz, 1H), 5.33 (d, J= 10.3 Hz, 1H), 5.24 (dd, J = 7.90, 2.90
Hz, 1H), 4.20 (s, 2H), 2.81 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.53 (brs, 1H),
0243:'73_15';06 M 518:2.10 (m, 1H), 1.95-1.89 (m, 2H), 1.87-1.78 (m, 3H), 1.76-1.65
(m, 2H), 1.27-1.26 (m, 1H), 1.21 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H),
0.97 (d, J = 2.80 Hz, 3H), 0.95 (d, J=2.80 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCls) & 173.0,
163.6, 150.1, 147.9, 137.0, 126.9, 125.1, 85.5, 84.6, 76.4, 72.5, 60.6, 47.5, 46.8, 39.9, 32.8,
31.1, 30.9, 24.6, 18.9, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3461, 2959, 2876, 1739.
HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]+) berechnet fiir C3H3,06NNa 440.2044, gefunden 440.2038.

Z "N
SN
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6.3.1.5.6 (1R,3aR,4S,5R, 7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-

dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-fluorbenzoesiureester 208

m = 8.70 mg (20.0 pmol, 99%), farbloses Ol. [a]p™ =-36.0°

F@\(o (¢=0.67, CHCl;). '"H-NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.02 (ddd,

J=18.80, 5.30, 2.00 Hz, 2H), 7.12 (ddd, J = 8.80, 8.50, 1.80 Hz,

2H), 5.24 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 5.23 (dd, J=7.50, 3.30 Hz, 1H),

0 421 (s, 2H), 2.74 (dd, J= 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.36 (brs, 1H),

CZ4H31F§6{—OH 2.12 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 2.00-1.71 (m, 5H), 1.60 (m, 1H),

434.50 1.26 (m, 2H), 1.23 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.96 (d,

J=6.80 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 6.80 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.2, 164.7,

164.2, 132.3 (d, J = 8.70 Hz, 2C), 126.4 (d, J= 3.90 Hz), 115.8 (d, J = 21.4 Hz, 2C), 85.6,

84.7,76.6, 71.8, 60.8, 47.6, 47.1, 40.3, 33.2, 31.3, 31.1, 24.7, 19.1, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr

Film) (cm™) ¥ 3471, 2960, 2876, 1722. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
Ca4H3,06F 435.2177, gefunden 435.2176.

6.3.1.5.7 (1R,3aR,45,5R,7R,85,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-chlorbenzoesiureester 209

cl m = 12.3 mg (27.3 pmol, 97%), farbloses Ol [a]p™’ = —35.0°
\Q\(O (¢ =1.23, CHCl;). '"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.93 (d, J = 8.50
Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.50 Hz, 2H), 5.26-5.22 (m, 2H), 4.20 (d,
J=4.00 Hz, 2H), 2.74 (dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.38 (t,
O‘QOH J=4.80 Hz, 1H), 2.12 (quin, J = 7.30 Hz, 1H), 1.96-1.71 (m, SH),
Cu4H31ClOg 1.65-1.57 (m, 2H), 1.27-1.24 (m, 1H), 1.22 (s, 3H), 1.00 (d,
49095 J=7.00 Hz, 3H), 0.96-0.91 (m, 6H). “C-NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 173.1, 164.2, 139.6, 131.0 (2C), 128.8 (2C), 128.5, 85.5, 84.6, 76.4, 71.8, 60.6,
47.5, 46.9, 40.1, 33.1, 31.1, 30.9, 24.6, 19.0, 18.3, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3471,
2960, 2876,1722. HPLC-ESI HRMS ([M+H]") berechnet fiir C,4H3,06° Cl 453.1852,
gefunden 453.1851; berechnet fiir C,4H3,06C1 451.1882, gefunden 451.1880.
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6.3.1.5.8 (1R,3aR,4S,5R, 7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-

dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-nitrobenzoesiureester 210

m = 8.20 mg (17.8 pmol, 95%), farbloses OL. [a]p™ = - 26.7°
(¢c= 0.82, CHCL3). '"H-NMR (400 MHz, CDCls) & 8.30 (d,
J=8.80 Hz, 2H), 8.17 (d, J = 8.80 Hz, 2H), 5.29 (d, J=10.0
Hz, 1H), 5.24 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 4.21 (s, 2H), 2.75
(dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.38 (brs, 1H), 2.14-2.09 (m, 1H),
1.98-1.91 (m, 1H), 1.89-1.84 (m, 2H), 1.82-1.73 (m, 2H), 1.68-
1.61 (m, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.96 (d,
J=7.30 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.30 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.1, 163.2,
150.6, 135.4, 130.8 (2C), 123.6 (2C), 85.3, 84.6, 76.3, 72.7, 60.6, 47.5, 46.9, 40.1, 33.0, 31.1,
30.9, 24.6, 18.9, 18.3, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3468, 2959, 2875, 1725. HPLC-
ESI-HRMS ([M+H]+) berechnet flir Co4H3,08N 462.2122, gefunden 462.2121.

OH

C24H31NOg
461.50

6.3.1.5.9 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3,4-dichlorobenzoesiureester 211

Cl m = 9.70 mg (20.0 pmol, 77%), farbloses Ol. [a]p™® = —40.4°
C'\@\(o (c=0.75, CHClL;). '"H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.06 (d,
) J=1.80 Hz, 1H), 7.82 (dd, J = 8.30, 1.80 Hz, 1H), 7.53 (d,

J=8.30 Hz, 1H), 5.25 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 5.24 (d, J="7.30,

o 3.00 Hz, 1H), 4.21 (s, 2H), 2.73 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.35
C24H3OCE;§0H (dd, J=7.80, 7.30 Hz, 1H), 2.10 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 1.95 (m,
485.40 1H), 1.92-1.71 (m, 4H), 1.63 (m, 1H), 1.26 (m, 2H), 1.23 (s, 3H),

1.00 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.00 Hz, 3H). *C-NMR
(100 MHz, CDCl3) & 173.3, 163.4, 138.0, 133.2, 131.7, 130.8, 130.0, 128.9, 85.6, 84.7, 76.5,
72.4,60.8,47.7,47.0, 40.3, 33.2,31.3, 31.0, 24.8, 19.1, 18.4, 17.5, 17.0. IR (KBr Film) (cm™)
U 3435, 2958, 2356, 1724. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
Co4H3104Cl, 485.1492, gefunden 485.1488; ([M+H]+) berechnet fur
CoH;3 06CIP'C1487.1463,  gefunden  487.1458;  ([M+H]")  berechnet fiir

Ca4H3,06°Cl, 489.1433, gefunden 489.1426.
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6.3.1.5.10 (E)-(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-T-iso-propyl-1,4-

dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(4-fluorphenyl)acrylat 212

Co6Ha3FOg OH
460.54

m = 46.9 mg (102 pumol, 87%), farbloses OL. [o]p™ = - 53.0°
(c= 0.94, CHCly). 'H-NMR (400 MHz, CDCL) & 7.62 (d,
J=158 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.70, 5.40 Hz, 2H), 7.07 (t,
J=8.50 Hz, 2H), 6.31 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 5.20 (dd, J = 7.80,
2.80 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H). 2.66 (dd,
J=14.7,7.90 Hz, 1H), 2.57 (brs, 1H), 2.17-2.07 (m, 1H), 1.98-
1.84 (m, 2H), 1.81-1.69 (m, 3H), 1.57-1.50 (m, 1H), 1.28-1.26
(m, 2H), 1.20 (s, 3H), 1.00 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.95 (d,

J=17.00 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.00 Hz, 3H). "C-NMR (100 MHz, CDCls) & 173.0, 165.4,
143.9, 130.4 (d, J = 2.9 Hz), 130.0 (d, J=7.8 Hz, 2C), 117.6 (d, J = 2.9 Hz), 116.0 (d,
J=21.4 Hz, 2C), 85.4, 84.5, 76.3, 71.1, 60.6, 60.4, 47.4, 46.9, 39.9, 32.9, 31.1, 30.9, 24.5,
18.9, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3466, 2959, 1746, 1714. HPLC-ESI-HRMS
([M+H]") berechnet fiir C,6H3,0¢F 461.2334, gefunden 461.2330.

6.3.1.5.11 (E)-(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-T-iso-propyl-1,4-

dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(4-chlorphenyl)acrylat 213

Cl

C,6H33Cl0g OH
476.99

m = 4.30 mg (9.02 pmol, 73%), farbloses OL [a]p® = - 47.6°
(c= 0.42, CHCL). '"H-NMR (400 MHz, CDCly) & 7.61 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.40 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 8.40
Hz, 2H), 6.36 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz,
1H), 5.13 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.20 (d, J = 5.30 Hz, 2H), 2.67
(dd, J=14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.35 (t, J = 5.30 Hz, 1H), 2.14
(sext, J=6.80 Hz, 1H), 1.95 (m, 1H), 1.88 (sept, J = 7.00 Hz,

1H), 1.81-1.69 (m, 2H), 1.80 (dd, J = 14.6, 2.80 Hz, 1H), 1.55 (m, 1H), 1.26 (m, 2H), 1.21 (s,
3H), 1.01 (d, J= 6.80 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.00 Hz, 3H). C-NMR
(100 MHz, CDCl3) & 173.2, 165.5, 143.9, 136.5, 132.9, 129.4 (2C), 129.3 (2C), 118.6, 85.6,
84.7, 76.6, 71.4, 60.8, 47.6, 47.1, 40.1, 33.1, 31.3, 31.1, 24.7, 19.1, 18.4, 17.6, 17.0. IR (KBr
Film) (cm™) ¥ 3465, 2959, 2874, 1713. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
Ca6H3406C1 477.2038, gefunden 477.2035; ([M+H]+) berechnet fiir C26H340637C1 479.2009,

gefunden 479.2005.
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6.3.1.5.12 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(4-bromophenyl)acrylat 214

m = 20.8 mg (39.9 pumol, 85%), farbloses Ol [a]p™’ = -44.4°

Br (c= 0.94, CHCl3). '"H-NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.59 (d,

\e J=15.8 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 8.50 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.50

Hz, 2H), 6.37 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 7.90, 2.90 Hz,

1H), 5.13 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H), 2.66 (dd, J = 14.6,

8.00 Hz, 1H), 2.42 (brs, 1H), 2.18-2.09 (m, 2H), 1.99-1.84 (m,

CpeHagBros —OH 3H), 1.82-1.69 (m, 3H), 1.57-1.50 (m, 1H), 1.20 (s, 3H), 1.01

521.44 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.03

Hz, 3H). ®C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.0, 165.3, 143.8, 133.1, 132.1 (2C), 129.5 (2C),

124.7, 118.6, 85.4, 84.5, 76.4, 71.2, 60.6, 47.4, 46.9, 39.9, 32.9, 31.1, 30.9, 24.6, 18.9, 18.2,

17.4,16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3450, 2958, 1711. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet

fir CogH34O06Br 521.1533, gefunden 521.1528; ([M+H]") berechnet fiir CpsHs4O¢" Br
523.1513, gefunden 523.1508.

6.3.1.5.13 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(4-nitrophenyl)acrylat 215

O,N m = 14.6 mg (29.9 umol, 74%), farbloses Ol. [a]p> = -47.7°

. o (c = 1.46, CHCL3). "H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.25 (d,

J=18.80 Hz, 2H), 7.71-7.64 (m, 3H), 6.51 (d, J= 16.1 Hz,

1H), 5.21 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 10.3 Hz,

1H), 4.20 (m, 2H), 2.66 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.40

CouHaaNO, oH (brs, 1H), 2.16-2.09 (m, 1H), 2.00-1.92 (m, 1H), 1.90-1.85

487.54 (m, 1H), 1.83-1.70 (m, 3H), 1.66-1.52 (m, 3H), 1.21 (s, 3H),

1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.30 Hz, 3H). "C-NMR

(100 MHz, CDCls) & 173.1, 164.7, 148.5, 142.2, 140.3, 128.7 (2C), 124.2 (2C), 122.2, 85.4,

84.5,76.3, 71.7, 60.6, 47.5, 46.9, 39.9, 32.9, 31.2, 30.9, 24.6, 18.9, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr

Film) (cm™) ¥ 3447, 2963, 1714. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir C2sH3305NNa

510.2098, gefunden 510.2087; ([M+NH4]+) berechnet fiir Co6H37,08N, 505.2544, gefunden
505.2541; ([M+H]+) berechnt flir CysH340sN 488.2279, gefunden 488.2276.
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6.3.1.5.14 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(4-iso-propylphenyl)acrylat 216

m = 480 mg (9.91 pmol, 44%), farbloses Ol [a]p™
=-46.4° (¢ = 0.37, CHCls). '"H-NMR (200 MHz, CDCl;) &
7.64 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.30 Hz, 2H), 7.26-
7.22 (m, 3H), 6.34 (d, J=16.1 Hz, 1H), 5.22 (dd, J = 7.80,
2.90 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.19 (brs, 2H),
oJ& 3.00-2.85 (m, 1H), 2.69 (dd, J=14.7, 7.80 Hz, 1H), 2.36
Cadtlano O brs. 1H), 2.21-2.07 (m, 1H), 1.98-1.82 (m, 3H), 1.78-1.70
(m, 3H), 1.61-1.54 (m, 4H), 1.24-1.21 (m, 6H), 1.01 (d,
J=6.80 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 3.40 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 3.40 Hz, 3H). >C-NMR (100 MHz,
CDCls) & 173.1, 165.8, 151.8, 145.2, 131.9, 129.7, 128.2 (2C), 127.0 (2C), 116.9, 85.5, 84.5,
76.5, 71.0, 60.6, 47.4, 46.9, 39.9, 34.1, 33.1, 31.2, 30.9, 24.6, 23.8, 19.0, 18.2, 17.5, 16.9. IR
(KBr Film) (cm™) ¥ 3388, 2959, 2927, 1713. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
CaoH41 06 485.2898, gefunden 485.2892.

6.3.1.5.15 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acrylat 217

— m = 30.7 mg (63.1 umol, 72%), farbloses Ol. [a]p™ = -46.3°
(c= 1.20, CHCL). '"H-NMR (400 MHz, CDCly) & 7.56 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.03-6.98 (m, 2H), 6.83-6.77 (m, 1H), 6.20
(d, J=15.8 Hz, 1H), 6.00-5.99 (m, 2H), 5.21 (dd, J = 7.90, 2.90
Hz, 1H), 5.11 (d, /= 10.3 Hz, 1H), 4.19-4.17 (m, 2H), 2.66 (dd,
J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.49-2.47 (m, 1H), 2.17-2.09 (m, 1H),
CoHuOs M 1.98-1.83 (m, 2H), 1.81-1.67 (m, 3H), 1.57-1.49 (m, 1H), 1.27-
008 1.23 (m, 2H), 1.20 (s, 3H), 1.00 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97-0.94
(m, 3H), 0.93 (d, J = 7.30 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;) § 173.0, 165.7, 149.7,
148.3, 144.9, 128.6, 124.6, 115.8, 108.5, 106.4, 101.6, 85.5, 84.5, 76.4, 70.9, 60.6, 47.4, 46.9,
39.9, 33.0, 31.1, 30.9, 24.6, 18.9, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3424, 2959, 1710.
HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir Co7H3sO5 487.2326, gefunden 487.2320.
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6.3.1.5.16 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(2-chloro-6-fluorophenyl)acrylat 218

m = 18.6 mg (37.6 pumol, 95%), farbloses Ol. [o]p™’ = —56.1°
(c=122, CHCL). '"H-NMR (400 MHz, CDCl) & 7.90 (d,
J=16.3 Hz, 1H), 7.29-7.25 (m, 2H), 7.08-7.02 (m, 1H), 6.67 (d,
J=16.6 Hz, 1H), 5.23 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 5.14 (d,
J=10.3 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H), 2.67 (dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H),
2.41 (brs, 1H), 2.16 (sext, J = 7.10 Hz, 1H), 1.99-1.86 (m, 2H),
1.83-1.70 (m, 3H), 1.60-1.52 (m, 1H), 1.31-1.24 (m, 2H), 1.20 (s,

494.98 3H), 1.02 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 7.30 Hz, 3H), 0.95 (d,

J=17.30 Hz, 3H). "C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.0, 165.4, 136.1 (d, J = 5.8 Hz), 135.2
(d, J=1.9 Hz), 130.9, 130.8, 126.0 (d, J=2.9 Hz), 124.9, 124.8, 115.0, 85.4, 84.5,76.4, 71 4,
60.6, 47.4, 46.9, 39.8, 35.1, 31.1, 30.9, 24.5, 18.9, 18.2, 17.5, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥
3459, 2960, 1717. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C,sH3304CIF 495.1944,
gefunden 495.1939; ([M+H]+) berechnet fiir C26H33063 'CIF 497. 1915, gefunden 497.1910.

6.3.1.5.17 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)acrylat 219

m = 21.3 mg (40.0 pmol, 72%), farbloses OL. [a]p™’ = - 42.2°
(\3 (c = 1.04, CHCI;). '"H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.56 (d,
J=15.8 Hz, 1H), 6.74 (s, 2H), 6.28 (d, J= 15.8 Hz, 1H), 5.19
(dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 5.13 (d, /= 10.3 Hz, 1H), 4.20-
4.18 (m, 2H), 3.89-3.87 (m, 9H), 2.70 (dd, J = 14.6, 7.80 Hz,
1H), 2.42 (brs, 1H), 2.13 (sept, J = 6.70 Hz, 1H), 1.97-1.85
OJ&OH (m, 2H), 1.81-1.70 (m, 3H), 1.54 (ddd, J = 13.2, 10.3, 6.40
ng”;g‘gg Hz, 1H), 1.27-1.23 (m, 2H), 1.21 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80
Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.93 (d, /= 7.00 Hz, 3H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.0, 165.5, 153.4 (2C), 145.1, 140.1, 129.7, 117.2, 105.2
(20), 85.5, 84.4, 76.4, 71.0, 61.0, 60.6, 56.1 (2C), 47.4, 46.9, 40.0, 33.0, 31.1, 30.9, 24.6,
19.0, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3458, 2959, 1709. HPLC-ESI-HRMS
([M+Na]") berechnet fiir C2sH4009Na 555.2565, gefunden 555.2556; ([M+NH,]") berechnet
fiir CosH4400N 550.3011, gefunden 550.3006; ([M+H]") berechnet fiir C,cHy 09 533.2745,
gefunden 533.2740.
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6.3.1.5.18 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-methyl-3-phenylacrylat 220

m = 12.7 mg (27.8 pmol, 89%), farbloses Ol [a]p> = —52.5°
(¢ = 1.17, CHCl3). '"H-NMR (400 MHz, CDCl;) § 7.64 (d, J = 1.30
Hz, 1H), 7.40-7.30 (m, 4H), 7.33 (sext, J = 8.70 Hz, 1H), 5.22 (dd,
J=17.90, 2.90 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.20 (s, 2H),
2.69 (dd, J = 14.4, 7.90 Hz, 1H), 2.40 (brs, 1H), 2.16 (sext,
J =6.80 Hz, 1H), 2.10 (d, J = 1.25 Hz, 3H), 1.99-1.93 (m, 1H),
Cj},';??,?e " 1.89 (quint, J = 6.80 Hz, 1H), 1.83-1.73 (m, 3H), 1.61-1.55 (m,
1H), 1.31-1.24 (m, 2H), 1.22 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 7.80 Hz, 3H),
0.95 (d, J = 7.80 Hz, 3H). >*C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.1, 167.1, 139.3, 135.7, 129.7
(2C), 128.4 (2C), 128.2, 85.6, 84.5, 76.5, 71.3, 60.6, 47.4, 47.0, 40.0, 33.0, 31.2, 30.9, 26.9,
24.6, 19.0, 18.2, 17.4, 16.9, 14.2. IR (KBr Film) (cm ") ¥ 3469, 2960, 2875, 1745, 1707.
HPLC-ESI-HRMS ([M+H]+) berechnet fiir C,7H3706 457.2585, gefunden 457.2583.

6.3.1.5.19 (E)-(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-phenylbut-2-enoat 221

m = 16.9 mg (37.0 pumol, 83%), farbloses Ol [a]p™ = -47.8°

\ (¢ = 1.69, CHCl;). 'H-NMR (400 MHz, CDCls) § 7.49-7.46 (m,

2H), 7.39-7.36 (m, 3H), 6.07 (d, J = 1.00 Hz, 1H), 5.21 (dd,

J=17.90, 2.90 Hz, 1H), 5.10 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H),

2.62 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.58 (d, J = 0.80 Hz, 3H), 2.42

N o (brs, 1H), 2.16 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 2.00-1.94 (m, 1H), 1.90

456,57 (quin, J = 7.00 Hz, 1H), 1.79-1.72 (m, 3H), 1.52 (ddd, J = 13.1,

10.2, 6.50 Hz, 1H), 1.27-1.24 (m, 2H), 1.20 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.98 (d,

J=7.30 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.30 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.0, 165.3,

156.1, 142.1, 129.1, 128.5 (2C), 126.3 (2C), 117.0, 85.6, 84.5, 76.4, 70.3, 60.6, 47.4, 47.0,

39.8,32.9, 31.2, 30.9, 24.6, 19.0, 18.2, 18.1, 17.5, 17.0. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3462, 2959,

2875, 1714, 1625. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C57H3706 457.2585, gefunden
457.2582.
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6.3.1.5.20 (E)-(1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-3-cyclohexylacrylat 222

m = 14.3 mg (31.9 pmol, 87%), farbloses OL [a]p® = —31.8°
(c=127, CHCL). '"H-NMR (400 MHz, CDCly) & 6.89 (dd,
J=15.8, 6.50 Hz, 1H), 5.70 (dd, J = 15.8, 1.50 Hz, 1H), 5.19 (dd,
J=17.90, 2.90 Hz, 1H), 5.05 (d, J=10.3 Hz, 1H), 4.18 (s, 2H), 2.62
(dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.38 (brs, 1H), 2.15-2.06 (m, 3H),
1.98-1.90 (m, 1H), 1.88-1.81 (m, 1H), 1.78-1.71 (m, 6H), 1.70-1.60

OH

C26H4006
448.59 (m, 3H), 1.53-1.45 (m, 2H), 1.31-1.22 (m, 4H), 1.19 (s, 3H), 0.99

(d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.00 Hz, 3H). 0.91 (d, J=7.00 Hz, 3H). *C-NMR
(100 MHz, CDCl3) & 173.0, 165.7, 155.0, 118.6, 85.5, 84.4, 76.5, 70.6, 60.6, 47.4, 46.9, 40.4,
39.9, 33.0, 31.6 (20), 31.1, 30.9, 25.9, 25.7 (2C), 24.5, 18.9, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film)
(em™) 7 3438, 2928, 2853, 1724, 1648. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C2H4106
449.2898, gefunden 449.2895.

6.3.1.5.21 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-naphthoat 223

m = 8.20 mg (17.8 pmol, 74%), farbloses OL [a]p® = —28.5°
(c = 0.45, CHCL;). "H-NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.56 (s, 1H), 8.02
(dd, J = 8.50, 1.50 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 7.80 Hz, 1H), 7.89 (d,
J=8.50 Hz, 2H), 7.60 (ddd, J = 8.00, 7.00, 1.20 Hz, 1H), 7.56
(ddd, J = 8.30, 6.80, 1.50 Hz, 1H), 5.33 (d, J=10.3 Hz, 1H), 5.28
o (dd, J=7.80, 3.00 Hz, 1H), 422 (s, 2H), 2.86 (dd, J = 14.6, 7.80

C28H3406
466.57 Hz, 1H), 2.39 (brs, 1H), 2.16 (sext, J = 7.00 Hz, 1H), 1.98-1.89 (m,

1H), 1.94 (sept, J = 7.00 Hz, 1H), 1.89 (dd, J = 14.6, 3.00 Hz, 1H), 1.89-1.65 (m, 3H), 1.27
(m, 2H), 1.25 (s, 3H), 1.03 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.99 (d, J = 7.30 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 7.30
Hz, 3H). “C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 173.3, 165.4, 135.7, 132.6, 131.3, 129.5, 128.5,
128.4, 127.9, 127.4, 126.9, 125.4, 85.8, 84.7, 76.7, 71.8, 60.8, 47.7, 47.2, 40.4, 33.3, 31.3,
31.1, 24.8, 19.2, 18.5, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3468, 2962, 2879, 2364, 1750,
1700. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C30H350¢ 467.2428, gefunden 467.2426.
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6.3.1.5.22 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsiureester; (—)-Englerin A (5)

m = 77.8 mg (176 pmol, 89%), amorpher Feststoff. [a]p™ = - 31.4°
(c = 1.16, MeOH). 'H-NMR (600 MHz, CD;0D) & 7.69 (d, J = 16.1
Hz, 1H), 7.61 (m, 2H), 7.41 (brdd, J = 3.40, 3.20 Hz, 3H), 6.51 (d,
J =16.1 Hz, 1H), 5.26 (dd, J = 8.10, 3.20 Hz, 1H), 5.12 (d, J=10.3
o Hz, 1H), 4.16 (brs, 2H), 2.70 (ddd, J= 14.7, 8.10, 1.20 Hz, 1H),
O‘QOH 2.13 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 2.00 (m, 1H), 1.87 (m, 1H), 1.86 (dd,
Cji';_sgfﬁ J =14.7,3.20 Hz, 1H), 1.75 (m, 2H), 1.67 (m, 1H), 1.36-1.22 (m,
2H), 1.19 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 7.10 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.10 Hz,
3H). *C-NMR (150 MHz, CD;0D) & 174.0, 167.3, 146.8, 135.7, 131.6, 130.1 (2C), 129.3
(2C), 118.8, 86.7, 86.0, 76.6, 72.5, 61.1, 48.9, 48.0, 40.7, 34.1, 32.5, 32.0, 25.5, 19.2, 18.6,
17.7, 17.2. IR (KBr Film) (em™) ¥ 3471, 2961, 1712, 1635. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]")

berechnet flir CyH3506 443.2428, gefunden 443.2427.

6.3.1.5.23 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-decahydronaphthalen-2-carboxylat 271

m = 20.5 mg (43.0 umol, 99%), blass gelbes zihfliissiges Ol.
Mischung von Diastereomeren. 'H-NMR (500 MHz, CDCL)
8 5.19 (dd, J = 7.50, 2.60 Hz, 1H), 5.00 (dd, J=10.2, 1.90
Hz, 1H), 4.19 (s, 2H), 2.59 (dd, J = 14.4, 8.00 Hz, 1H), 2.28-
2.24 (m, 1H), 2.10-2.05 (m, 2H), 1.99-1.93 (m, 1H), 1.85-
1.81 (m, 1H), 1.78-1.62 (m, 8H), 1.59-1.52 (m, 6H), 1.48-
1.40 (m, 4 H), 1.26 (d, J = 1.26 Hz, 4H), 1.19 (s, 3H), 1.00

C2gH440¢
476.65 (d, J=6.40 Hz, 3H), 0.95 (d, J=7.10 Hz, 3H), 0.90 (dd,

J=16.90, 4.00 Hz, 3H)."?C-NMR (125 MHz, CDCl3) & 174.8, 174.8, 173.1, 173.1, 85.4 (2C),
84.4 (2C), 76.5 (2C), 70.6, 70.6, 60.6 (3C), 47.4,47.4,47.0, 47.0, 44.5, 44.4, 39.7, 39.7, 35.5,
35.2 (3C), 32.6, 32.4, 32.1, 32.1, 31.2, 31.2, 31.0, 28.5, 28.0, 26.9, 26.9, 26.8, 26.8, 25.6,
24.6, 24.6, 24.0, 23.4, 20.8, 20.8, 18.9 (3C), 18.1, 18.1, 17.4, 17.3, 16.9 (2C). IR (KBr
Film) (cm™) ¥ 3444, 2924, 2856, 1732. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
CasHas06 477.3211, gefunden 477.3205.
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6.3.1.5.24 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-carboxylat 272

m = 20.6 mg (43.8 umol, 49%), farbloses Ol. Mischung von
Diastereomeren. 'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 7.13-7.09 (m,
4H), 5.19 (dd, J = 7.60, 2.40 Hz, 1H), 5.05 (d, /= 10.2 Hz,
1H), 4.20 (s, 2H), 3.05-2.98 (m, 2H), 2.96-2.91 (m, 1H), 2.87
(td, J=10.8, 5.40 Hz, 2H), 2.76-2.69 (m, 1H), 2.41 (brs, 1H),
2.57 (dd, J = 14.6, 7.90 Hz, 1H), 2.19-2.14 (m, 1H), 2.13-2.08
(m, 1H), 2.03-1.97 (m, 1H), 1.94-1.83 (m, 3H), 1.80-1.76 (m,
C28H3806
470.60 1H), 1.75-1.72 (m, 3H), 1.20 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.70 Hz,
2H), 0.98 (dd, J = 6.90, 3.40 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.10 Hz, 1H), 0.92-0.88 (m, 3H). *C-NMR
(125 MHz, CDCl3) 8 173.9, 173.8, 173.0, 135.6, 135.5, 134.7, 129.0, 129.0, 128.9, 128.8,
126.0, 126.0, 125.8, 125.8, 85.3, 85.3, 84.5, 84.5, 76.4, 71.1, 71.1, 60.6 (3C), 47.5, 47.4, 46.9,
46.9, 40.3, 40.3, 39.7, 39.7, 32.4, 32.2, 31.9, 31.5, 31.3, 31.2, 31.0, 31.0, 30.1, 28.3, 28.2,
26.9,26.9,26.1,25.6,24.6,24.5,18.9, 18.1, 18.0, 17.3, 17.3, 16.8, 16.8. IR (KBr Film) (cm™)
V' 3444, 2930, 1732. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C,sH3O6471.2741,
gefunden 471.2732.

6.3.1.5.25 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-1-methyl-2-naphthoat 273

O m = 10.2 mg (21.2 pmol, 73%), farbloses OL. [a]p> =— 27.6°
Q 0 (¢ = 0.74, CHCI3). 'H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.19 (m,
1H), 7.85 (m, 1H), 7.72 (s, 2H), 7.58 (m, 2H), 5.34 (d, J = 9.90

Hz, 1H), 5.25 (dd, J = 7.70, 2.70 Hz, 1H), 4.20 (s, 2H), 2.93 (s,
3H), 2.70 (dd, J = 14.5, 8.00 Hz, 1H), 2.34 (brs, 1H), 2.24
(sext, J = 7.30 Hz, 1H), 2.00 (m, 1H), 1.95 (sept, J = 6.90 Hz,
C20H3606 1H), 1.85 (m, 1H), 1.83 (dd, J = 14.5, 2.70 Hz, 1H), 1.77 (m,

#60.99 1H), 1.67 (m, 2H), 1.30 (m, 1H), 1.23 (s, 3H), 1.05 (d, J = 6.90

Hz, 3H), 1.02 (d, J = 6.90 Hz, 3H), 1.02 (d, J = 7.30 Hz, 3H). >*C-NMR (125 MHz, CDCls) &
173.2, 167.4, 137.3, 134.7, 133.0, 128.6, 128.1, 127.5, 126.8, 126.3, 125.6, 125.5, 85.7, 84.7,
76.6, 71.9, 60.8, 47.8, 47.2, 40.1, 32.8, 31.6, 31.2, 24.8, 19.1, 18.4, 17.6, 17.2, 16.0. IR (KBr
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Film) (em") ¥ 2927, 1718, 1647. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
C2oH3706 481.2585, gefunden 481.2576.

6.3.1.5.26 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-carboxylat 274

m = 19.7 mg (41.9 pmol, 89%), farbloses Ol. [a]p™’ = — 42.8°
(¢ = 0.90, CHCl;). '"H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.71 (s,
1H), 7.69 (dd, J = 7.80, 1.80 Hz, 1H), 7.12 (d, J=7.80 Hz,
1H), 5.24 (d, J = 8.00 Hz, 1H), 5.23 (d, J=7.50 Hz, 1H),
4.20 (s, 2H), 2.80 (m, 4H), 2.77 (dd, J = 14.8, 8.00 Hz, 1H),
2.11 (m, 1H), 1.99-1.70 (m, 9H), 1.62 (m, 1H), 1.28-1.19 (m,
3H), 1.22 (s, 3H), 1.00 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.95 (d, J = 7.00

CogH3806 "
470.60 Hz, 3H), 0.94 (d, J=7.00 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz,

CDCls) 6 173.3, 165.4, 143.2, 137.6, 130.7, 129.4, 127.3, 126.7, 85.8, 84.6, 76.7, 71.3, 60.8,
47.6,47.1,40.3, 33.2, 31.3, 31.1, 29.8, 29.4, 24.8, 23.1, 23.0, 19.1, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr
Film) (cm™) ¥ 3469, 2936, 2876, 1715. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir
CasH3sO¢Na 493.2561, gefunden 493.2549; ([M+H]+) berechnet fiir CygH390¢ 471.2741,
gefunden 471.2733.

6.3.1.5.27 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-1-methyl-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-
carboxylat 275

m = 7.80 mg (16.1 mmol, 96%), farbloses Ol. [a]p™® =— 23.6°

(¢ = 0.61, CHCl;). '"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.46 (d,

0 J=28.10 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.10, 1.70 Hz, 1H), 5.24 (d,
J=10.1 Hz, 1H), 5.23 (dd, J = 7.70, 2.90 Hz, 1H), 4.19 (s,
2H), 2.80 (t, J = 6.20 Hz, 2H), 2.66 (m, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.34
(brs, 1H), 2.18 (sext, J = 6.90 Hz, 1H), 1.97 (m, 1H), 1.91
(sept, J=6.90 Hz, 1H), 1.88-1.71 (m, 7H), 1.61 (m, 2H), 1.27
CoHagO6 (m, 1H), 1.22 (s, 3H), 1.02 (d, J=6.90 Hz, 3H), 0.99 (d,

484.62 J=7.10 Hz, 3H), 097 (d, J=7.20 Hz, 3H). “C-NMR

(125 MHz, CDCl3) & 173.2, 167.2, 141.5, 138.2, 137.1, 137.0, 126.8, 126.7, 85.8, 84.6, 76.7,
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71.3, 60.8, 47.7, 47.2, 32.7, 31.5, 31.2, 30.7, 27.3, 27.1, 24.9, 23.5, 22.5, 19.1, 18.3, 17.5,
17.1, 16.3. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 2925, 1716. HPLC-ESI-HRMS ([2M+Na]") berechnet fiir
CsgHgpO12Na 991.5542, gefunden 991.5539; ([2M+NH4]+) berechnet fir CsgHgsO12N
086.5988, gefunden 986.5981; ([2M+H]+) berechnet fiir CsgHg1O1, 969.5723, gefunden
969.5722; ([M+H]+) berechnet fiir C;9H4106 485.2898, gefunden 485.2891.

6.3.1.5.28 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-(3-(trifluoromethyl)-3 H-diazirin-3-
yl)benzoat 307

FsC m = 13.6 mg (25.9 pmol, 99%), Mischung aus farblosem Ol
N%o und weiBem Feststoff. [o]p? = —14.6° (¢ = 1.62, CHCLy).

N
o 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 8.03 (d, J = 8.28 Hz, 2H),

7.27 (s, 2H), 5.28-5.25 (m, 2H), 4.22 (brs, 2H), 3.66 (brs,

o 1H), 2.74 (dd, J = 14.3, 6.50 Hz, 1H), 2.12-2.10 (m, 1H),

OJ&OH 1.96-1.72 (m, 5H), 1.66-1.61 (m, 3H), 1.02-1.00 (m, 3H),

CaeH31FaN,Og 0.94 (t, J = 7.53 Hz, 3H), 0.88-0.86 (m, 6H). “C-NMR

524.53 (100 MHz, CDCl3) 6 173.1, 172.0, 132.0, 131.1, 130.0 (2C),

126.5, 126.4, 85.4, 84.6, 76.4, 72.0, 60.6, 56.2, 47.5, 46.9, 33.1, 31.1, 30.9, 29.7, 24.6, 22.7,

19.0, 18.3, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3431, 2925, 2854, 1726. HPLC-ESI-HRMS
([M+H]+) berechnet fiir Cy6H3,06N,F3 525.2207, gefunden 525.2204.

6.3.2 Variation des Glykolsiureesters
6.3.2.1 Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese der Verbindungen 233-241, sowie 264-265

Zu einer Losung von (—)-Englerin B ent-(6) (1.0 eq.) in trockenem
. 0 Toluol (0.026 M) wurden bei 0 °C und unter Argon nacheinander die
Saure (R’COOH, 2.0 eq.), Et;N (4.0 eq.), DMAP (2.6 eq.) und 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid (2.2 eq.) hinzugegeben und fiir 2 bis 3 h bei

Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges.

233241, 264-265 wissr. NaHCOs-Losung beendet und die Phasen getrennt. Die
wissrige Phase wurde mit EtOAc (2x) extrahiert. Die vereinten

organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
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vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (SiO,,

c-Hexane/EtOAc = 5/1 — 2/1) wurden Verbindungen 233-241, sowie 264-265 erhalten.

6.3.2.2 Analytik der Derivate 233-241 und 264-265

6.3.2.2.1 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-7-Iso-propyl-5-(2-methoxyacetoxy)-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsaureester 233

m = 34.6 mg (75.8 pmol, 97%), farbloses Ol. [a]p®® = —51.8°
(¢ =0.94, CHCI3). '"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.66 (d, J = 16.1
Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 6.40, 2.90 Hz, 2H), 7.39-7.38 (m, 3H), 6.39
(d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.20 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 5.13 (d,
J=10.3 Hz, 1H), 4.06 (s, 2H), 3.47 (s, 3H), 2.67 (dd, J = 14.6,
L OOA/<*O 7.80 Hz, 1H), 2.18-2.09 (m, 1H), 1.99-1.86 (m, 2H), 1.81-1.70 (m,

AEBET N 3H), 1.60-1.52 (m, 1H), 1.29-1.25 (m, 2H), 1.22 (s, 3H), 1.01 (d,
J=6.80 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.00 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz,
CDCls) & 170.0, 165.6, 145.1, 134.2, 130.3, 128.9 (2C), 128.1 (2C), 117.9, 85.4, 84.5, 75.5,
71.1, 69.7, 59.4, 47.5, 46.9, 40.0, 33.0, 31.1, 30.9, 24.5, 19.0, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film)
(cm'l) ¥ 1710, 1635. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir C,7H360sNa 479.2404,

gefunden 479.2400; ([M+H]+) berechnet fiir C,7H3706 457.2585, gefunden 457.2581.

6.3.2.2.2 (1R,3aR4S,5R,7R,8S,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl-tetrahydrofuran-2-carboxylat 234

m = 16.8 mg (34.8 pmol, 99%), farbloses OLl. 'H-NMR (300

\ 0 MHz, CDCl;, 2 Diastereomere) d 7.66 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.52
(m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.39 und 6.38 (2d, /= 16.1 Hz, 1H), 5.13

(m, 2H), 4.50 und 4.47 (2dd, J=4.80 und 2.20 Hz, 1H), 4.03 (m,

o) 1H), 3.96 (m, 1H), 2.67 (dd, J = 14.6, 8.10 Hz, 1H), 2.28 (m,
CoeHasOe % 1H), 2.13 (sext, J = 6.60 Hz, 1H), 2.06-1.84 (m, 5H), 1.84-1.66
482.61 (m, 3H), 1.57 (m, 1H), 1.26 (m, 2H), 1.23 (s, 3H), 1.02 (d,
J=6.60 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J=7.00 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz,
CDCls, 2 Diastereomere) 6 173.3 und 173.2, 165.7, 145.3 und 145.2, 134.4, 130.5, 129.0
(20), 128.2 (2C), 118.2, 85.6, 84.7 und 84.7, 77.0 und 76.8, 75.6 und 75.5, 71.3, 69.6 und
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69.5, 47.7, 47.1, 40.2, 33.1 und 33.0, 31.3, 31.1, 30.5 und 30.4, 25.4, 24.7, 19.2, 18.3, 17.6,
17.1. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]+) berechnet fiir CyoH3306Na 505.2561, gefunden 505.2552;
([M+H]+) berechnet fiir C;0H39006483.2741, gefunden 483.2734.

6.3.2.2.3 (1R,3aR4S,5R,7R,8S,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl-furan-2-carboxylat 235

m = 14.8 mg (30.9 pumol, 99%), farbloses Ol [a]p™ = —13.8°
(¢ =1.48, CHCl3). "H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.67 (d, J = 16.1
Hz, 1H), 7.61 (m, 1H), 7.53 (m, 2H), 7.39 (m, 3H), 7.20 (dd,
J=3.50, 0.80 Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 3.50, 1.80 Hz, 1H), 6.40 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 5.30 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 5.16 (d, J=10.3
Hz, 1H), 2.75 (dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.16 (sext, J = 7.00 Hz,
1H), 2.02-1.87 (m, 3H), 1.78 (m, 2H), 1.62 (m, 1H), 1.30 (s, 3H),
1.29 (m, 2H), 1.05 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.99 (d, J = 7.00 Hz, 3H),
0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;) & 165.8, 158.5, 146.7, 145.3, 144.7,
134.4, 130.5, 129.0 (2C), 128.3 (2C), 118.2, 118.1, 112.0, 85.7, 84.9, 75.8, 71.4, 47.7, 47.1,
40.4,33.3,31.3,31.1, 24.8, 19.3, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 2956, 1711, 1636.
HPLC-ESI-HRMS ([M+H]+) berechnet fiir CyoH3506479.2428, gefunden 479.2419.

C29H3406
478.58

6.3.2.2.4 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S5,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl-picolinsiureester 236

m = 39.2 mg (80.1 umol, 99%), weiller Feststoff. Mp = 162 °C.

L o0 [a]p”’ = —31.5° (¢ = 1.11, CHCl;). '"H-NMR (500 MHz, CDCl5) &
8.80 (d, J = 3.80 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 7.70 Hz, 1H), 7.85 (td,
J=17.70, 1.70 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.53 (dd,

o  J=6.90,2.70 Hz, 2H), 7.49 (dd, J=7.10, 5.60 Hz, 1H), 7.39-7.37

Jé:N) (m, 3H), 6.41 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.41 (dd, J= 8.00, 3.10 Hz,
\
_/ 1H), 5.18 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 14.5, 7.70 Hz, 1H),

C30HasNOs
489.60

2.17 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 2.01-1.93 (m, 3H), 1.87-1.82 (m, 1H), 1.80-1.74 (m, 1H), 1.69-
1.64 (m, 2H), 1.34 (s, 3H), 1.29-1.24 (m, 1H), 1.06 (d, J = 6.90 Hz, 3H), 0.99 (d, J = 7.30 Hz,
3H), 0.97 (d, J = 6.90 Hz, 3H). >C-NMR (126 MHz, CDCls) & 165.6, 164.4, 150.2, 148.1,
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145.1, 137.0, 134.3, 130.4, 128.9 (2C), 128.1 (2C), 126.9, 124.9, 118.1, 85.6, 84.8, 76.6, 71.3,
47.7,47.0, 40.3, 33.2, 31.2, 31.0, 24.6, 19.3, 18.3, 17.5, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3446,
2961, 2938, 2907, 1732, 1704, 1635. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir
C30H3505NNa 512.2407, gefunden 512.2398; ([M+H]+) berechnet fiir C3oH360sN 490.2588,
gefunden 490.2580. Fiir die Kristallstruktur siche CCDC 812083.

6.3.2.2.5 2-(((1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl)oxy)-2-oxoethyl-hex-5-inoat 237

m = 9.60 mg (17.9 pmol, 55%), farbloses Ol.
[a]p’=-47.7° (¢ = 0.64, CHCL;). '"H-NMR (400
MHz, CDCl3) & 7.66 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.54-7.51
(m, 2H), 7.40-7.38 (m, 3H), 6.39 (d, J= 15.8 Hz, 1H),
5.17 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 10.3 Hz,
1H), 4.65 (s, 2H), 2.65 (dd, J = 14.4, 7.90 Hz, 1H),
2.59 (t, J = 7.40 Hz, 2H), 2.31 (td, J = 6.90, 2.50 Hz,
2H), 2.13 (g, J=13.8, 6.80 Hz, 1H), 1.98 (t, J = 2.60
Hz, 1H), 1.90 (dt, J=14.0, 6.90 Hz, 2H), 1.82-1.68
(m, 3H), 1.63-1.49 (m, 3H), 1.27-1.24 (m, 2H), 1.21 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97
(d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.30 Hz, 3H). >*C-NMR (101 MHz, CDCl3) & 172.4, 167.6,
165.6, 145.2, 134.2, 130.4, 128.9 (2C), 128.1 (2C), 117.9, 85.5, 84.5, 83.1, 76.3, 71.1, 69.3,
60.7, 47.5, 46.9, 39.8, 32.9, 32.4, 31.2, 30.9, 24.6, 23.5, 19.0, 18.2, 17.8, 17.4, 16.9. IR (KBr
Film) (cm™) ¥ 3445, 2922, 1746, 1711, 1638. HPLC-ESI-HRMS ([M+NH,]") berechnet fiir
C3,Ha40O7N 554.3143, gefunden 554.3109; ([M+H]+) berechnet fir Cs,H41 07 537.2847,
gefunden 537.2842.
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6.3.2.2.6 (1R,3aR,4S,5R, 7R 8S,8aR)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-(prop-2-in-1-

yloxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsiureester 238

m = 11.2 mg (23.3 pmol, 81%), farbloses OL. [a]p™’ = -41.7
(c = 0.71, CHCls). '"H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.66 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.53 (m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.39 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 5.19 (dd, J = 8.00, 3.00 Hz, 1H), 5.13 (d,
J =10.0 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 2.50 Hz, 2H), 4.24 (s, 2H),
2.67 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.49 (t, J=2.30 Hz, 1H),
2.14 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 1.94 (m, 1H), 1.89 (sept,
J=17.00 Hz, 1H), 1.80—1.68 (m, 2H), 1.79 (dd, J = 14.6, 3.00
Hz, 1H), 1.56 (m, 1H), 1.26 (m, 2H), 1.22 (s, 3H), 1.02 (d, /= 6.80 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 7.00
Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.00 Hz, 3H). "C-NMR (100 MHz, CDCl;) & 169.8, 165.7, 145.3,
134.4, 130.6, 129.0 (2C), 128.3 (2C), 118.1, 85.6, 84.7, 78.6, 75.9, 75.8, 71.3, 66.2, 58.4,
47.6,47.1, 40.1, 33.2, 31.3, 31.1, 24.7, 19.2, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3465,
3301, 2959, 1751, 1710, 1637. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir C,9H3s0¢Na
503.2404, gefunden 503.2399; ([M+NH4]+) berechnet fiir CyoH40O6N 498.2850, gefunden
498.2846; ([M+H]+) berechnet fiir Cy9H3706 481.2585, gefunden 481.2580.

6.3.2.2.7 (1R,3aR,4S5,5R,7R,8S,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl-hex-5-inoat 239

m = 37.4 mg (78.1 pmol, 99%), farbloses Ol. [a]p™ = -5.40°
(¢ = 1.81, CHCI3). '"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.65 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 6.40, 2.90 Hz, 2H), 7.38 (m,
3H), 6.39 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.14-5.09 (m, 2H), 2.65 (dd,

o J= 144, 7.90 Hz, 1H), 2.50 (t, J=7.40 Hz, 2H), 2.28 (td,
{_\; J=6.90, 2.50 Hz, 2H), 2.18-2.08 (m, 1H), 1.98 (t, J = 2.50

C3oH350 —
560 = Hz, 1H), 1.95-1.90 (m, 1H), 1.89-1.83 (m, 3H), 1.78-1.68 (m,

3H), 1.60-1.52 (m, 1H), 1.25-1.24 (m, 2H), 1.21 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97 (d,
J=17.30 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.00 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCls) § 172.7, 165.6,
145.1, 134.2, 130.3, 128.9 (2C), 128.1 (2C), 118.0, 85.4, 84.5, 83.1, 75.0, 71.2, 69.2, 47.5,
46.9, 40.1, 33.0, 33.0, 31.2, 30.9, 24.6, 23.5, 19.0, 18.2, 17.8, 17.5, 16.9. IR (KBr Film) (cm™)
7 3406, 2958, 1712, 1641. HPLC-ESI-HRMS ([M+NH,]") berechnet fiir
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C30H4,05N 496.3058, gefunden 496.3053; ([M+H]+) berechnet fiir C;0H3905479.2792,
gefunden 479.2786.

6.3.2.2.8 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-((tert-butoxycarbonyl) (methyl)amino)acetoxy)-
7-iso-propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsiureester 240

m = 23.5 mg (42.3 pmol, 99%), farbloses Ol. [o]p’ = -42.5°
(¢ =0.99, CHCIl5). 'H-NMR (300 MHz, CDCl3, Mischung von
Rotameren) ¢ 7.66 (d, J=16.1 Hz, 1H), 7.52 (m, 2H), 7.38 (m,
3H), 6.39 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.13 (m, 2H), 4.01 (m, 2H),
2.95 und 2.93 (2s, 3H), 2.66 (m, 1H), 2.13 (sext, J = 6.60 Hz,
1H), 1.93 (m, 1H), 1.88 (sept, J = 7.00 Hz, 1H), 1.78 (dd,
ColasNO7  “Boc =143, 2.20 Hz, 1H), 1.78-1.67 (m, 2H), 1.55 (m, 1H), 1.47
und 1.44 (s, 9H), 1.25 (m, 2H), 1.21 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.60
Hz, 3H), 0.96 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.00 Hz, 3H). >C-NMR (125 MHz, CDCl;,
Mischung von Rotameren) 6 169.8, 165.7, 156.1 und 155.8, 145.3 und 145.2, 134.4, 130.5,
129.0 (2C), 128.3 (2C), 118.2, 85.6, 84.6, 80.4 und 80.3, 76.0, 71.5 und 71.4, 51.3 und 50.7,
47.7,47.1, 40.1, 35.8 und 35.7, 33.1 und 33.0, 31.3, 31.1, 28.5 (3C), 24.7, 19.2, 18.3, 17.6,
17.0. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3060, 2974, 2876, 1748, 1708, 1637. HPLC-ESI-HRMS
([M+Na]") berechnet fiir C3;H4s0,NNa 578.3088, gefunden 578.3083; ([M+H]") berechnet
fiir C3,H4607N 556.3269, gefunden 556.3265.

6.3.2.2.9 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-

(methylamino)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsiureester 241

m = 9.00 mg (19.8 pmol, 88% brsm), farbloses Ol. [a]p™’ = -40.5°

\ o (c = 0.94, CHCL). '"H-NMR (500 MHz, CDCLy) & 7.66 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.52 (m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.39 (d, J = 16.1
Hz, 1H), 5.18 (dd, J = 7.30, 2.90 Hz, 1H), 5.13 (d, J= 11.0 Hz,
1H), 3.44 (d, J = 2.90 Hz, 2H), 2.67 (dd, J = 14.7, 8.10 Hz, 1H),
CoHoNO, N 249 (s, 3H), 2.14 (sext, J = 6.60 Hz, 1H), 2.11 (brs, 1H), 1.95 (m,

485.59 1H), 1.89 (sept, J = 7.30 Hz, 1H), 1.80-1.69 (m, 2H), 1.79 (dd,
J=14.7,2.90 Hz, 1H), 1.56 (m, 1H), 1.26 (m, 2H), 1.22 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.60 Hz, 3H),
0.97 (d, J = 7.30 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 7.30 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;) & 171.9,
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165.7, 145.3, 134.4, 130.5, 129.0 (2C), 128.3 (2C), 118.1, 85.6, 84.6, 75.7, 71.3, 52.6, 47.7,
47.1,40.2, 36.1, 33.2,31.3, 31.1, 24.7, 19.2, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3463,
2957, 1710, 1636. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C,;H3sOsN 456.2745,
gefunden 456.2737.

6.3.2.2.10 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((R)-2-Hydroxypropanoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsidureester 264

m = 13.6 mg (29.8 pmol, 81%), farbloses Ol [o]p’ =-42.0°
\ e (¢ =0.96, CHCl3). '"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.66 (d, J=16.1
Hz, 1H), 7.53 (m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.39 (d, J=16.1 Hz, 1H),
5.18 (dd, J=8.00, 2.70 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 4.31 (q,
J=6.90 Hz, 1H), 2.77 (brs, 1H), 2.68 (dd, J= 14.5, 7.60 Hz, 1H),
) 2.15 (m, 1H), 1.96 (m, 1H), 1.90 (quint, J = 6.90 Hz, 1H), 1.79 (dd,
ng?g?ﬁ \ J = 14.5, 3.10 Hz, 1H), 1.75 (m, 1H), 1.56 (m, 1H), 1.46 (d,
J=6.90 Hz, 3H), 1.26 (m, 2H), 1.22 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.90 Hz,
3H), 0.97 (d, J = 7.30 Hz, 3H), 0.95 (d, J=6.90 Hz, 3H). *C NMR-(125 MHz, CDCl;) &
175.6, 165.7, 145.3, 134.4, 130.6, 129.1 (2C), 128.3 (2C), 118.1, 85.7, 84.6, 76.7, 71.3, 67.1,
47.7,47.1, 40.1, 33.1, 31.3, 31.1, 24.8, 20.6, 19.2, 18.3, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) v
3466, 2958, 2876, 1713, 1636. HPLC-ESI-HRMS ([2M+Na]") berechnet fiir Cs;H7,0,,Na
935.4916, gefunden 935.4904; berechnet fiir ([2M+H)+] Cs4sH73012 913.5097, gefunden
913.5085; ([M+NH4]+) berechnet fiir C,7H49O¢N 474.2850, gefunden 474.2840; ([M+H]+)
berechnet flir Cy7H3706 457.2585, gefunden 457.2578.

6.3.2.2.11 (1R,3aR,4S,5R,7R,85,8aR)-5-(((S)-2-Hydroxypropanoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsaurester 265

m = 13.6 mg (29.8 pmol, 81%), farbloses OL. [a]p*® =— 50.7°
o (c= 0.83, CHCl;). 'H-NMR (400 MHz, CDCLy) & 7.66 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.52 (m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.39 (d, J = 16.1
Hz, 1H), 5.14 (m, 2H), 4.31 (q, J = 7.00 Hz, 1H), 2.69 (dd,
J=14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.15 (sext, J=7.00 Hz, 1H), 1.95 (m,
1H), 1.89 (quint, J = 7.00 Hz, 1H), 1.83-1.69 (m, 3H), 1.55 (m,
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1H), 1.45 (d, J=7.00 Hz, 3H), 1.26 (m, 2H), 1.22 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.98 (d,
J =7.00 Hz, 3H), 0.94 (d, J=7.00 Hz, 3H). C-NMR (100 MHz, CDCls) & 175.6, 165.7,
145.3, 134.4, 130.6, 129.0 (2C), 128.3 (2C), 118.1, 85.6, 84.6, 76.7, 71.2, 66.8, 47.6, 47.1,
40.2,32.2,31.3,31.1, 24.8, 20.5, 19.2, 18.3, 17.5, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) v 3468, 2957,
2936, 2875, 1712. HPLC-ESI-HRMS ([2M+Na]+) berechnet fiir Cs4H7,01,Na 935.4916,
gefunden 935.4905; ([2M+H]+) berechnet fiir Cs4H7301, 913.5097, gefunden 913.5090;
([M+H]") berechnet fiir C,7H3,0¢ 457.2585, gefunden 457.2579.

6.3.3 Analytik der Derivate mit unterschiedlichen Resten R’ am Guaian-Geriist

6.3.3.1 (1R,3aR,4S5,5R,75,85,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-1,4,7-trimethyldecahydro-4,7-

epoxyazulen-8-yl-zimtsiureester 245

m = 14.3 mg (34.5 pmol, 70%), farbloses Ol. [a]p™® =-41.9°
(c=0.91, CHCL). '"H-NMR (500 MHz, CDCL) & 7.68 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 6.40, 3.10 Hz, 2H), 7.40-7.39 (m,

3H), 6.42 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 7.80, 3.30 Hz, 1H),

o 4.94 (d, J=10.5 Hz, 1H), 4.20 (s, 2H), 2.76 (dd, J = 14.3, 7.80
O‘QOH Hz, 1H), 2.39 (brs, 1H), 2.20 (sext, J = 6.80 Hz, 1H), 2.03-1.94
Cailoos (m, 1H), 1.85-1.73 (m, 2H), 1.62-1.52 (m, 3H), 134 (s, 3H),

1.30-1.27 (m, 1H), 1.24 (s, 3H), 0.89 (d, J = 7.30 Hz, 3H). '*C-NMR (100 MHz, CDCls) &
173.0, 166.0, 145.3, 134.2, 130.4, 128.9 (2C), 128.1 (2C), 117.7, 84.8, 81.6, 76.6, 73.8, 60.6,
479, 46.1,42.9, 31.0, 30.9, 25.2, 22.3, 18.9, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3446, 2960, 2874,
2251, 1713. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]+) berechnet fiir Cy4H300¢Na 437.1935, gefunden

437.1932; ([M+H]+) berechnet fiir C,4H3106415.2115, gefunden 415.2114.

122



Dissertation Lea Radtke
6. Experimenteller Teil

6.3.3.2 (1R,3aR,4S5,5R,75,8S,8aR)-7-Ethyl-5-(2-hydroxyacetoxy)-1,4-dimethyldecahydro-

4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsiureester 199

m = 15.1 mg (89%), farbloses Ol. [a]p™ = —33.1° (¢ = 0.31,

CHCl3). '"H-NMR (400 MHz, CDCl;) 8 7.67 (d, J = 16.1 Hz, 1H),

7.53 (m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.41 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.22 (dd,

J=1.80, 3.00 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.20 (s, 2H),

2.65 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz, 1H), 2.39 (brs, 1H), 2.18 (sext,

O{OH J=7.00 Hz, 1H), 1.98 (m, 1H), 1.84-1.64 (m, 4H), 1.59 (m, 2H),

Ciszg_sggs 1.26 (m, 2H), 1.23 (s, 3H), 0.97 (t, J= 7.30 Hz, 3H), 0.91 (d,

J=7.30 Hz, 3H). >C-NMR (100 MHz, CDCl;) & 173.2, 166.0,

145.4, 134.4, 130.6, 129.1 (2C), 128.3 (2C), 117.9, 84.8, 83.9, 76.6, 72.4, 60.8, 47.9, 46.4,

40.6,31.2,31.1,27.5, 25.1, 19.1, 17.2, 7.8. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3444, 2959, 2871, 1747,

1713, 1635. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C,sH3306 429.2272, gefunden
429.2267.

6.3.4 Analytik der Derivate mit unterschiedlichen Resten R' und R’

6.3.4.1 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((R)-2-Hydroxypropanoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-naphthoat 266

m = 6.40 mg (13.3 pmol, 89%), Mischung aus weillem Feststoff

und farblosem Ol. [a]p”® = —45.3° (¢ = 0.64, CHCl;). "H-NMR

(500 MHz, CDCl3) & 8.57 (s, 1H), 8.03 (dd, J = 8.80, 1.50 Hz,

1H), 7.97 (d, J = 8.00 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.40 Hz, 2H), 7.63-

7.55 (m, 2H), 5.35 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 5.25 (dd, J = 7.80, 2.90

0 Hz, 1H), 2.87 (dd, J=14.3, 7.80 Hz, 1H), 2.21-2.14 (m, 2H),
OJ&OH 1.96 (dt, J=13.9, 6.60 Hz, 2H), 1.91-1.83 (m, 2H), 1.81-1.75
CaoHaO0s (m, 2H), 1.71 (ddd, J = 13.2, 10.1, 6.50 Hz, 2H), 1.48 (d,
48059 J=6.90 Hz, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.05 (d, J = 6.90 Hz, 3H), 1.00 (t,

J =7.70 Hz, 6H). >C-NMR (125 MHz, CDCls) & 175.5, 165.2, 135.6, 131.2, 129.3, 128.4,
128.2, 127.8, 127.3, 126.8, 125.2, 85.7, 84.5, 76.6, 71.7, 67.0, 47.6, 47.1, 40.2, 33.0, 31.2,
31.0,29.7,24.7,20.5, 19.1, 18.3, 17.4, 17.0. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3473, 3060, 2959, 2932,

o
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2874, 1718. HPLC-ESI-HRMS ([2M+Na]+) berechnet fiir CsgH7,01,Na 983.4916, gefunden
983.4906; ([M+H]+) berechnet fiir CyoH3706 481.2585, gefunden 481.2577.

6.3.4.2 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((S)-2-Hydroxypropanoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-naphthoat 267

m = 11.5 mg (23.9 pmol, 81%), farbloses OL. [a]p”’ =— 52.5°
OO o (c=1.15, CHCls). '"H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.56 (s, 1H),
8.02 (dd, J = 8.50, 1.80 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.00 Hz, 1H), 7.89
(d, J = 8.50 Hz, 2H), 7.60 (ddd, J=8.00, 6.80, 1.20 Hz, 1H),
7.56 (ddd, J = 8.00, 6.80, 1.20 Hz, 1H), 5.33 (d, J = 10.0 Hz,
1H), 5.20 (dd, J = 7.80, 2.80 Hz, 1H), 4.34 (q, J = 6.80 Hz, 1H),
CostasOe J}OH 2.88 (dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.78 (brs, 1H), 2.17 (sext,
480.59 J=6.80 Hz, 1H), 1.95 (m, 2H), 1.85 (m, 1H), 1.84 (dd, /= 14.8,
2.50 Hz, 1H), 1.79-1.66 (m, 2H), 1.46 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 1.27 (m, 2H), 1.26 (s, 3H), 1.03
(d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.99 (d, J=7.00 Hz, 3H), 0.98 (d, J=7.00 Hz, 3H). "C-NMR
(100 MHz, CDCls) & 175.6, 165.4, 135.7, 132.6, 131.3, 129.5, 128.5, 128.4, 127.9, 127.4,
126.9, 125.4, 85.7, 84.6, 76.7, 71.8, 66.8, 47.7, 47.2, 40.5, 32.8, 31.3, 31.1, 24.8, 20.6, 19.2,
18.4, 17.5, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3471, 2959, 1717. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]")
berechnet fiir CaoH3sOsNa 503.2404, gefunden 503.2393; ([M+H]") berechnet fiir
Cy9H3706 481.2585, gefunden 481.2578.

6.3.4.3 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-(prop-2-in-1-
yloxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-naphthoat 268

m = 47.3 mg (93.7 pmol, 92%), farbloses Ol. [a]p™ = -39.4°
(¢c=1.02, CHCI;). 'H-NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.56 (s,
1H), 8.02 (dd, J = 8.50, 1.50 Hz, 1H), 7.96 (d, J= 8.00 Hz,
1H), 7.88 (d, J = 8.50 Hz, 2H), 7.60 (ddd, J = 7.80, 7.00, 1.30
Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.30, 6.80, 1.00 Hz, 1H), 5.33 (d,
J=10.3 Hz, 1H), 5.25 (dd, J=8.00, 3.00 Hz, 1H), 4.36 (d,
022)238106 = J =230 Hz, 2H), 4.26 (s, 2H), 2.85 (dd, J = 14.6, 8.00 Hz,

1H), 2.51 (t, J=2.30 Hz, 1H), 2.15 (sext, J = 6.80 Hz, 1H),

1.97-1.89 (m, 1H), 1.94 (sept, J = 6.80 Hz, 1H), 1.88 (dd, J=14.6, 3.00 Hz, 1H), 1.86-1.65
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(m, 3H), 1.28 (m, 2H), 1.26 (s, 3H), 1.04 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.99 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97
(d, J = 6.80 Hz, 3H). ?C-NMR (100 MHz, CDCl3) 8 169.8, 165.4, 135.7, 132.6, 131.3, 129.5,
128.5, 128.4, 127.9, 127.4, 126.9, 125.3, 85.7, 84.7, 78.5, 75.9, 75.9, 71.8, 66.1, 58.4, 47.7,
47.1,40.4,33.2,31.3,31.1,24.8,19.2, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3300, 3060,
2960, 2875, 1751, 1716. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C3;H3;04 505.2585,
gefunden 505.2577.

6.3.4.4 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((R)-2-Hydroxypent-4-inoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-naphthoat 269

m = 4.20 mg (8.32 pmol, 74%), farbloses Ol [a]p™ = -27.6°
(¢ =0.42, CHCl3). '"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.56 (s, 1H),
8.02 (dd, J = 8.60, 1.70 Hz, 1H), 7.96 (d, J=8.10 Hz, 1H),
7.89 (d, J = 8.60 Hz, 2H), 7.60 (ddd, J = 8.00, 6.80, 1.20 Hz,
1H), 7.56 (ddd, J = 8.00, 6.80, 1.20 Hz, 1H), 5.34 (d, /= 10.2
Hz, 1H), 5.24 (dd, J=7.90, 3.00 Hz, 1H), 4.38 (t, J = 4.20 Hz,
) 1H), 3.07 (brs, 1H), 2.88 (dd, J = 14.6, 7.90 Hz, 1H), 2.79
\ (ddd, J=16.8, 4.70, 2.50 Hz, 1H), 2.71 (ddd, J = 17.0, 4.90,
C31H3606 N\ 2.70 Hz, 1H), 2.17 (sext, J = 6.90 Hz, 1H), 2.08 (t, J = 2.60 Hz,
1H), 1.95 (m, 2H), 1.89 (dd, /= 14.6, 3.00 Hz, 1H), 1.83 (m,
1H), 1.77 (m, 1H), 1.75-1.66 (m, 2H), 1.30 (s, 3H), 1.27 (m, 1H), 1.03 (d, J = 6.90 Hz, 3H),
1.00 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.98 (d, J = 7.20 Hz, 3H). >*C-NMR (125 MHz, CDCl;) & 173.5,
165.4, 135.7, 132.6, 131.3, 129.5, 128.5, 128.4, 127.9, 127.5, 126.9, 125.4, 85.7, 84.6, 78.6,
73.4,71.9,71.6, 69.1, 47.8,47.2, 40.6, 33.2, 31.4, 31.1, 25.1, 24.8, 19.4, 18.4, 17.6, 17.1. IR
(KBr Film) (cm™) ¥ 3471, 3307, 2957, 2926, 1716. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet
fiir C3;H370¢6 505.2585, gefunden 505.2576.

504.61
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6.3.4.5 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((R)-2-Hydroxypent-4-inoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-benzoat 270

m = 4.00 mg (52%). [o]p> = —10.6° (¢ = 0.33, CHCl3). '"H-NMR
(400 MHz, CDCl3) & 8.03-8.00 (m, 2H), 7.60-7.56 (m, 1H), 7.48-
7.44 (m, 2H), 5.27 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 7.7, 2.9 Hz,
1H), 4.38 (brs, 1H), 3.08 (brs, 1H), 2.83-2.80 (m, 1H), 2.78-2.76 (m,
1H), 2.74-2.72 (m, 1H), 2.73 (dd, J = 4.8, 2.8 Hz, 1H), 2.17-2.11 (m,
1H), 2.08 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 1.97-1.89 (m, 2H), 1.88-1.79 (m, 3H),
1.78-1.72 (m, 2H), 1.29 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.97 (dd,

C27H3406 \\ 3
454.56 J =17.0, 4.8 Hz, 6H). "C-NMR (125 MHz, CDCls) 6 172.7, 165.0,

133.1, 130.1, 129.7 (2C), 128.4 (2C), 85.6, 84.5, 78.4, 77.2,71.7, 71.5, 68.9, 47.6, 47.0, 40.3,
32.9,31.2,30.9, 24.9,24.6,19.2, 18.2, 17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 2961, 2924, 2854,
1721. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir Co7H3506 455.2428, gefunden 455.2422.

6.3.4.6 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((R)-2-Hydroxypent-4-inoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-5,6,7,8-tetrahydro-naphthalen-2-carboxylat
276

m = 13.1 mg (25.8 mmol, 78%), farbloses Ol. [a]p™ = — 33.5°
(¢ =0.80, CHCl3). "H-NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.71 (s, 1H),
7.70 (dd, J = 7.50 Hz, 1H), 7.12 (d, J=7.50 Hz, 1H), 5.24 (d,
J =10.3 Hz, 1H), 5.20 (dd, J=7.80, 2.80 Hz, 1H), 4.37 (td,
J = 4.00, 0.50 Hz, 1H), 3.08 (brs, 1H), 2.84-2.75 (m, 5H),
2.70 (dq, J = 16.8, 2.50 Hz, 1H), 2.15-2.04 (m, 2H), 1.99-1.70
. (m, 9H), 1.62 (m, 1H), 1.31-1.20 (m, 3H), 1.25 (s, 3H), 1.00
\\ (d, J=6.80 Hz, 3H), 0.95 (d, J= 7.00 Hz, 3H), 0.94 (d,
Cortlan o J=7.00 Hz, 3H). *C-NMR (100 MHz, CDCl5) & 172.9,
165.4, 143.3, 137.6, 130.7, 129.4, 127.3, 126.7, 85.9, 84.6, 78.5, 77.4, 71.8, 71.3, 69.0, 47.7,
47.2,40.5,33.1,31.3, 31.1,29.8, 29.5, 25.1, 24.8, 23.1, 23.0, 19.4, 18.4, 17.6, 17.1. IR (KBr
Film) (cm™) ¥ 2928, 1716. HPLC-ESI-HRMS ([M+NH,4]") berechnet fiir C3HyO¢N
526.3163, gefunden 526.3154; ([M+H]+) berechnet fiir C;3;H4 06 509.2898, gefunden
509.2889.
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6.3.4.7 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(((R)-2-Hydroxypent-4-ynoyl)oxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-(3-(trifluormethyl)-3 H-diazirin-3-yl)benzoat
308

m = 2.90 mg (5.16 mmol, 71%), blass gelbes Ol.
[a]p”’ =—-6.48° (¢ = 0.24, CHCl;). '"H-NMR (500 MHz,
CDCl;) & 8.03 (d, J = 8.60 Hz, 1H), 7.28-7.27 (m, 2H),
527 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 7.80, 3.10 Hz,
1H), 4.38 (brs, 1H), 4.25-4.22 (m, 1H), 2.81-2.68 (m,
3H), 2.38-2.30 (m, 3H), 2.14-2.07 (m, 2H), 1.99-1.93 (m,
E 2H), 1.90-1.82 (m, 3H), 1.80-1.73 (m, 3H), 1.01 (d,
CasHagF s \\ J=6.90 Hz, 3H), 0.95 (dd, J = 9.10, 7.20 H, 6H).
562.58 BC.NMR (125 MHz, CDCly) & 178.7, 172.7, 134.1,
130.0, 130.0 (2C), 129.9, 126.8, 126.4, 85.5, 84.5, 77.2 (2C), 72.0, 71.7, 70.5, 68.9, 47.6,
46.9, 33.0, 31.9, 31.1, 29.7, 29.4, 24.9, 24.5, 22.7, 18.2, 17.4. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 2925,
2854, 1725. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir CooH340¢N2F3 563.2364, gefunden
563.2351.
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6.4 Synthese und Analytik der 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazole

6.4.1 (1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-5-(2-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)acetoxy)-7-iso-propyl-
1,4-dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-(1-(3-(5-((3a5,4S,6aR)-2-oxohexahydro-
1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoat 279

0
>\\NH o
N /\/—/(
Hf‘; IIIII HN—\‘\
S N
N, |
N
847.19 O

TBSO

Biotin-Azid 278 (13.8 mg, 42.2 pmol, 1.1 eq.) und (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-((tert-
Butyldimethylsilyl)oxy)acetoxy)-7-isopropyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl
Hex-5-inoat 277 (20.0 mg, 38.4 pmol, 1.0 eq.) wurden in einer THF/H,O-Mischung (1/1, 0.77
mL, 0.05 M) geldst und unter Argon mit Diisopropylethylamin (1.33 pL, 7.68 pmol, 0.2 eq.)
versetzt und fiir 5 Min. bei RT geriihrt. Dann wurden nacheinander Kupfersulfat-Pentahydrat
(096 mg, 3.84 umol, 0.1 eq.) und Natriumascorbat (1.52 mg, 7.68 pmol, 0.2 eq.)
hinzugegeben und fiir 17.5 h bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges.
wissr. EDTA-Losung beendet, die Phasen getrennt und die wissrige Phase mit CH,Cl, (3x)
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (SiO,, CH,Cl, — CH,Cl,/MeOH = 90/10) wurde (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-
((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)acetoxy)-7-iso-propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-
8-yl-4-(1-(3-(5-((3a§,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1 H-thieno[ 3,4-d]imidazol-4-
yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoat 279 (17.4 mg, 20.5 pmol, 53%) als
farbloser Feststoff erhalten. [a]p™ = +8.52° (¢ = 0.88, MeOH). '"H-NMR (400 MHz, CDCl;) &
7.44 (s, 1H), 6.90-6.88 (m, 1H), 6.85 (s, 1H), 5.88-5.82 (m, 1H), 5.12 (dd, J = 7.90, 2.90 Hz,
1H), 5.00 (d, J=10.3 Hz, 1H), 4.55-4.52 (m, 1H), 4.40 (t, J = 6.80 Hz, 2H), 4.34-4.31 (m,
1H), 4.25 (s, 2H), 3.38-3.29 (m, 2H), 3.28-3.23 (m, 2H), 3.17-3.12 (m, 1H), 2.92 (dd,
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J=12.8, 4.80 Hz, 1H), 2.75-2.71 (m, 3H), 2.53 (dd, J = 14.6, 7.80 Hz, 1H), 2.42-2.28 (m,
2H), 2.20 (t, /= 7.40 Hz, 3H), 2.14-2.04 (m, 3H), 2.02-1.96 (m, 2H), 1.93-1.92 (m, 2H), 1.86-
1.78 (m, 2H), 1.76-1.67 (m, 4H), 1.50-1.41 (m, 3H), 1.18 (s, 3H), 0.98 (d, /= 6.80 Hz, 3H),
0.94-0.87 (m, 15H), 0.11 (s, 6H). *C-NMR (125 MHz, CDCl3) & 179.2, 178.6, 177.4, 176.9,
132.3, 118.0, 90.6, 90.0, 80.8, 76.8, 67.2, 65.7, 61.2, 54.8, 53.3, 53.0, 52.2, 46.1, 45.1, 42.5,
41.8, 41.3, 39.4, 38.0, 36.7, 36.4, 35.6, 34.3, 33.6, 33.4, 31.2 (3C), 31.0, 30.4, 30.2, 30.0,
24.4, 23.6, 22.9, 22.3, 0.00. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3297, 2931, 2857, 2097, 1759, 1732,
1702, 1643. HPLC-ESI-HRMS ([M+Na]") berechnet fiir C;H;0OsNgNaSSi 869.4637,
gefunden 869.4624; ([M+H]+) berechnet flir C4,H7;OsNSSi 847.4818, gefunden 847.4818.

6.4.2 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-(1-(3-(5-((3a5.,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoat 280

(@)

NH o
HN H /\/\(
H )Cg ..... HN‘\_\

S /N

N, |
N
C36H56Ns0gS
732.93 HO

(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)acetoxy)-7-iso-propyl-1,4-

dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-(1-(3-(5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-

thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoat 279 (16.1
mg, 19.3 umol, 1.0 eq.) wurde in THF (0.97 mL, 0.02 M) geldst und bei 0 °C unter Argon mit
TBAF (1M in THF, 38.6 uL, 38.6 umol, 2.0 eq.) versetzt und fiir 2 h bei RT geriihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von ges. wissr. NH4CI-Losung beendet und die Phasen
getrennt. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert, mit ges. wissr. NaCl-Losung
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gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (SiO,, CH,Cl, — 98/2 —
MeOH) wurde (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-5-(2-Hydroxyacetoxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-4-(1-(3-(5-((3a$,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1 H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)butanoat 280 (5.30
mg, 7.23 umol, 37%), als farbloses Ol bzw. weiBer Feststoff erhalten. [oc]D20 =+8.90°
(¢=0.27, MeOH). 'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 7.43 (s, 1H), 6.63-6.56 (m, 2H), 5.14 (dd,
J=17.80, 2.80 Hz, 1H), 5.02 (dd, J = 10.2 Hz, 1H), 4.77-4.68 (m, 2H), 4.40 (t, J = 6.50 Hz,
2H), 4.19 (s, 2H), 3.43 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.28-3.23 (m, 2H), 3.11-3.06 (m, 2H), 2.75 (t,
J=17.60 Hz, 2H), 2.57 (dd, J = 14.6, 7.90 Hz, 1H), 2.42-2.31 (m, 3H), 2.23-2.20 (m, 2H),
2.13-2.07 (m, 3H), 2.03-1.99 (m, 3H), 1.97-1.82 (m, 2H), 1.76-1.71 (m, 4H), 1.71-1.66 (m,
3H), 1.57-1.55 (m, 3H), 1.50-1.45 (m, 2H), 1.19 (s, 3H), 0.99 (d, J = 6.90 Hz, 3H), 0.95 (d,
J=17.10 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 7.10 Hz, 3H). >C-NMR (101 MHz, CDCl;) § 178.1, 172.1,
171.8, 170.5, 137.4, 121.5, 85.2, 84.4,77.2,76.2, 71.0, 66.4, 60.6, 58.9, 57.4, 47.8, 47.4, 46.8,
39.9, 36.5, 35.4, 33.9, 32.6, 31.2, 30.9, 30.0, 29.7, 29.4, 26.9, 25.2, 24.9, 24.7, 18.9, 18.1,
17.4, 16.9. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 2925, 2854, 1730, 1698, 1648. HPLC-ESI-HRMS
([M+H]+) berechnet fiir C36Hs703NgS 733.3953, gefunden 733.3959.
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6.4.3 (15,3a5,4R,5S,7S,8R,8aS)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-((1-(3-(5-((3aS,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno|[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)methoxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-s-yl-zimtséiureester122 ent-284

Ego

3
0

S H R
J& HNH
O\_fN J—/ 0
N=N
C4oHsgNgOsS

807.01
[a]p”” = +43.5° (¢ = 1.17, MeOH). "H-NMR (400 MHz, CDCl5) § 7.69 (d, J = 16.1 Hz, 1H),
7.63-7.61 (dd, J = 6.30, 2.80 Hz, 2H), 7.42-7.40 (m, 3H), 6.52 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.27 (d,
J =7.80 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.72 (brs, 2H), 4.51-4.45 (m, 3H), 4.30 (dd,
J=17.80, 430 Hz, 3H), 3.35 (t, J = 6.70 Hz, 3H), 3.26-3.22 (m, 3H), 2.93 (dd, J = 12.8, 4.80
Hz, 2H), 2.71 (d, J = 12.5 Hz, 3H), 2.20 (t, J = 7.40 Hz, 3H), 2.14-2.11 (m, 3H), 1.89-1.85
(m, 2H), 1.77-1.74 (m, 3H), 1.69-1.57 (m, 3H), 1.47-1.42 (m, 3H), 1.20 (s, 3H), 1.01 (d,
J=6.80 Hz, 3H), 0.95 (dd, J = 14.4, 7.20 Hz, 6H). >C-NMR (100 MHz, CDCl3) & 167.4,
165.9, 164.8, 163.1, 146.9, 142.4, 142.3, 138.6, 135.8, 131.8, 130.2, 129.5, 118.9, 86.9, 86.2,
77.1, 72.6, 63.5, 61.8, 57.2, 57.2, 50.2, 48.2, 41.2, 40.9, 37.8, 37.6, 36.9, 34.2, 32.6, 32.2,
31.2, 30.0, 29.9, 29.6, 27.0, 26.9, 25.7, 19.6, 18.7, 17.9, 17.4. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3290,
2929, 2097, 1696, 1640. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir C4,HssOsNeS 807.4110,
gefunden 807.1951.
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6.4.4 (1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-((1-(3-(5-((3aS$,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno|[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)methoxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-s-yl-zimtséiureester122 284

0 HN—(—/‘s o
OJ&O\—%;QJ—/ °

N=N
C42Hs58Ns0gS
807.01

[a]p’ = +9.30° (¢ = 0.81, MeOH). 'H-NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.08 (brs, 1H), 7.69 (d,
J=16.1 Hz, 1H), 7.63-7.61 (m, 2H), 7.42-7.40 (m, 4H), 6.52 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 5.26 (dd,
J =790, 2.90 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.73 (brs, 1H), 4.51-4.44 (m, 3H), 4.32-
4.30 (m, 2H), 4.25 (brs, 1H), 3.37-3.34 (m, 2H), 3.27-3.18 (m, 3H), 2.95-2.90 (m, 2H), 2.73-
2.68 (m, 3H), 2.21 (td, J = 7.30, 1.90 Hz, 2H), 2.15-2.08 (m, 3H), 1.90-1.85 (m, 2H), 1.77-
1.71 (m, 3H), 1.69-1.55 (m, 4H), 1.48-1.40 (m, 4H), 1.20 (s, 3H), 1.01 (d, J = 6.80 Hz, 3H),
0.97 (d, J = 7.00 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.00 Hz, 3H). *C-NMR (101 MHz, CDCl;) & 176.4,
176.3, 171.8, 167.5, 146.9, 144.2, 139.2, 135.8, 131.8, 130.2 (2C), 129.5, 118.9, 86.9, 86.1,
77.0, 72.6, 68.3, 61.8, 57.2, 50.2, 48.2, 41.2, 40.1, 37.8, 37.6, 36.9, 36.9, 34.2, 32.6, 32.2,
31.3, 30.0, 29.9, 29.6, 27.0, 26.9, 25.7, 19.5, 18.7, 17.9, 17.4. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3343,
3287, 2927, 2096, 1694, 1640. HPLC-ESI-HRMS ([M+H]") berechnet fiir
C42HssOgNgS 807.4110, gefunden 807.1420.
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6.4.5 (1R,3aR,4S5,5R,7R 8S,8aR)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-((1-(3-(5-((3aS$,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno|[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)acetoxy)decahydro-4,7-ep0xyazulen-8-yl-2-naphthoat122 285

S H N
0 HNH
0]

O&o NI J—J

N=N

C44H5gNgOsS

831.03
[a]p®® = +5.60° (¢ = 1.33, MeOH). "H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.60 (s, 1H), 8.06 (s, 1H),
8.05-8.01 (m, 2H), 7.97-7.93 (m, 2H), 7.65-7.57 (m, 2H), 5.53-5.29 (m, 2H), 4.75 (s, 2H),
4.50-4.44 (m, 2H), 4.31-4.28 (m, 2H), 4.26 (s, 2H), 3.35 (t, J = 6.70 Hz, 1H), 3.26-3.16 (m,
2H), 2.94-2.83 (m, 2H), 2.72-2.68 (m, 2H), 2.21 (t, J= 7.20 Hz, 3H), 2.15-2.08 (m, 2H), 2.04-
1.96 (m, 2H), 1.94-1.89 (m, 2H), 1.81-1.79 (m, 2H), 1.77-1.74 (m, 2H), 1.72-1.57 (m, 2H),
1.47-1.42 (m, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.03 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97 (dd, J = 7.00 Hz, 6H).
BC-NMR (100MHz, CDCls) & 176.4, 171.8, 167.0, 166.2, 145.5, 137.3, 134.1, 132.3, 130.6,
129.8, 129.7, 129.0, 128.7, 128.2, 126.2, 125.7, 86.9, 86.3, 77.1, 73.2, 68.3, 65.3, 63.5, 61.8,
57.2, 50.2, 48.2, 41.2, 37.8, 37.6, 36.9, 34.4, 32.6, 32.2, 31.3, 29.9, 29.6, 27.0, 26.9, 25.7,
19.6, 18.8, 17.9, 17.4. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3295, 2931, 2097, 1694. HPLC-ESI-HRMS
([M+H]+) berechnet fiir C44HssNgOgNgS 831.4110, gefunden 831.1494.
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6.4.6 (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-((1-(13-0x0-17-
((3a8.,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-thieno|3,4-d]imidazol-4-yl)-3,6,9-trioxa-12-
azaheptadecyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-
2-naphthoat 287

PEG3-Biotin-Azid 286 (18.1 mg, 40.7 pmol, 1.0 eq.) und (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-7-Iso-
propyl-1,4-dimetyhl-5-(2-(prop-2-in-1-yloxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-
naphthoat 268 (22.6 mg, 44.8 umol, 1.1 eq.) wurden in einer THF/H,O-Mischung (1/1, 0.81
mL, 0.05 M) gelost und das Losungsmittel anschlieend fiir 10 Min. entgast. Unter Argon
wurde Diisopropylethylamin (1.42 pL, 8.14 pmol, 0.2 eq.) hinzugegeben und fiir 5 Min. bei
RT geriihrt, bevor Kupfersulfat-Pentahydrat (1.02 mg, 4.07 pmol, 0.1 eq.) und
Natriumascorbat (1.61 mg, 8.14 umol, 0.2 eq.) hinzugefiigt wurden. Die Reaktion wurde nach
27 h riihren bei RT durch Zugabe von H,O beendet. Die Losung wurde mit Et,O gewaschen
und mit CH,Cl, (3x) extrahiert. Die organische Phase wurde iiber MgSO, getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Si0,, CH,Cl, — CH,Cl, /MeOH = 95/5) wurde (1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-7-Iso-
propyl-1,4-dimethyl-5-(2-((1-(13-0x0-17-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1 H-thieno[3,4-
d]imidazol-4-yl)-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-2-naphthoat 287 (22.6 mg, 23.8 umol,
58%) als eine Mischung aus Ol und weiBem Feststoff erhalten. [a]p? = —0.50° (¢ = 0.40,
MeOH). 'H-NMR (400 MHz, CD;OD) & 8.60 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 8.03-8.01 (m, 2H), 7.97-
7.93 (m, 2H), 7.65-7.57 (m, 2H), 5.32-5.29 (m, 2H), 4.75 (s, 2H), 4.60 (t, J = 5.00 Hz, 2H),
4.46 (dd, J = 8.00, 4.30 Hz, 1H), 4.28-4.25 (m, 3H), 3.92-3.89 (m, 2H), 3.63-3.61 (m, 3H),
3.60-3.59 (m, 3H), 3.53 (t, J = 5.50 Hz, 2H), 3.37-3.34 (m, 2H), 3.17 (dd, J = 8.40, 5.10 Hz,
1H), 2.92-2.83 (m, 2H), 2.68 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 2.20 (t, J = 7.40 Hz, 2H), 2.14-2.12 (m,
1H), 2.01-1.95 (m, 3H), 1.92-1.88 (m, 2H), 1.81-1.74 (m, 3H), 1.68-1.58 (m, 5H), 1.45-1.36
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(m, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.03 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.97 (dd, J = 4.30, 7.00 Hz, 6H). *C-NMR
(101 MHz, CDs;0D) 6 155.4, 155.2, 147.7, 145.3, 137.3, 135.5, 134.1, 132.3, 130.6, 129.9,
129.7, 129.0, 128.7, 128.2, 126.3, 126.2, 86.9, 86.2, 85.0, 77.1, 73.1, 71.7, 71.6, 71.6, 71.4,
70.7, 70.5, 68.3, 65.3, 63.5, 61.7, 57.1, 51.6, 48.2, 41.2, 41.1, 40.5, 36.9, 34.4, 32.6, 32.2,
29.9,29.6,27.0,25.7, 19.6, 18.9, 18.0, 17.5. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3390, 2928, 1691, 1461.
HPLC-ESI-HRMS ([M+H]+) berechnet fiir C49HgoO11NgS 949.4751, gefunden 94.4740.

6.4.7 3-(3-((3-Azidopropyl)amino)-3-oxopropyl)-5,5-difluoro-7,9-dimethyl-5 H-
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uid 296

Zu einer Lésung von BODIPY FL 295 (9.50 mg, 32.5 pmol, 1.0 eq.)
und 3-Azidopropanamin (6.50 mg, 65.0 uM, 2.0 eq.) in trockenem
CH,Cl; (0.33 mL) wurden unter Argon nacheinander HOBt (13.2 mg,
97.6 umol, 3.0 eq.) und EDCI'-HCI (16.2 mg, 84.6 umol, 2.6 eq.)
hinzugegeben. Nach 16 h rithren bei RT wurde die Reaktion durch

C17H32;3';%N60 Zugabe von H,O beendet, die Phasen getrennt und die wissrige Phase
mit CH,Cl, (3x) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung (SiO,, c-Hex/EtOAc = 5/1) wurde 296 3-(3-((3-
Azidopropyl)amino)-3-oxopropyl)-5,5-difluor-7,9-dimethyl-5 H-dipyrrol[ 1,2-¢:2",1 -
11[1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uid (10.1 mg, 27.0 pmol, 83%) als rotes Ol erhalten. "H-NMR
(500 MHz, CDCls): 6 7.43 (s, 1H), 7.06 (d, J = 3.80 Hz, 1H), 6.46 (d, J=4.20 Hz, 1H), 6.30
(s, 1H), 6.07 (brs, 1H), 3.46-3.42 (m, 4H), 3.37 (t, J = 6.90 Hz, 2H), 2.83 (t, /= 7.50 Hz, 2H),
2.74 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 1.85 (quin., J = 6.70 Hz, 2H). "C-NMR (125 MHz, CDCl;) &
171.8, 160.6, 156.9, 144.2, 135.3, 133.3, 128.2, 123.8, 120.6, 117.5, 49.0, 36.8, 35.9, 28.7,
24.9,14.9, 11.3. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3459, 3260, 3087, 2931, 2101, 1640, 1610. HPLC-
ESI-HRMS ([2M+Na]+) berechnet fiir Cs;4H4yO,N2BF4sNa 771.3568, gefunden 771.3572;
([2M+H]+) berechnet fiir Cs3sHa30,N12BoFs 749.3749, gefunden 749.3763; ([M+Na]+)
berechnet fiir C;7H;;ONgBF,Na 397.1730, gefunden 397.1731; ([M+H]+) berechnet fiir
C17H2,0NgBF; 375.1911, gefunden 375.1914.
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6.4.8 3-(3-((3-(4-((2-(((15,3a8,4R,55,75,8R,8a5)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl)oxy)-2-oxoethoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
y)propyl)amino)-3-oxopropyl)-5,5-difluoro-7,9-dimethyl-SH-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-
f111,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uid ent-297

CaeHs7BF2NgO7
854.79

(1S,3aS,4R,5S,7S,8R,8a8)-7-Iso-propyl-1,4-dimethyl-5-(2-(prop-2-yn-1-
yloxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsdureester ent-238 (7.10 mg, 14.8 pumol,
1.1 eq.) und 3-(3-((3-Azidopropyl)amino)-3-oxopropyl)-5,5-difluor-7,9-dimethyl-5H-
dipyrrol[1,2-¢:2",1"-f][1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uid 296 (5.03 mg, 13.4 pmol, 1.0 eq.)
wurden in einem THF/H,O-Gemisch (1/1, 0.27 mL, 0.05 M) gelost und mit i- Pr,NEt (0.47
pL, 2.69 umol, 0.2 eq.) versetzt. Nach 5 Min riihren bei RT wurden nacheinander
Kupfersulfat-Pentahydrat (0.34 mg, 1.34 umol, 0.1 eq.), sowie Natriumascorbat (0.53 mg,
2.69 umol, 0.2 eq.) hinzugegeben. Nach 17 h wurde die Reaktion durch Zugabe von ges.
wissr. EDTA-Losung beendet, die Phasen getrennt und die wissrige Phase mit CH,Cl, (3x)
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Si0,, CH)Cl;, — CHCI/MeOH = 96/4) wurde 3-(3-((3-(4-((2-
(((18,3aS,4R,5S,7S,8R,8aS)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-
epoxyazulen-5-yl)oxy)-2-oxoethoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propyl)amino)-3-
oxopropyl)-5,5-difluoro-7,9-dimethyl-5 H-dipyrrolo[ 1,2-¢:2',1'-f][ 1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-
uid ent-297 (6.20 mg, 7.25 upmol, 49%) als rot schimmernder Feststoff erhalten.
[a]p’’ =+18.9° (¢ = 0.21, CHCl;). '"H-NMR (400 MHz, CDCls) 7.69-7.65 (m, 2H), 7.55-7.53
(m, 2H), 7.41-7.39 (m, 3H), 7.10 (s, 1H), 6.89 (d, /= 4.50 Hz, 1H), 6.40 (d, /= 16.1 Hz, 1H),
6.31 (d, J=4.00 Hz, 1H), 6.15 (s, 1H), 6.00 (brs, 1H), 5.21-5.19 (m, 1H), 5.14 (d, J = 10.0
Hz, 1H), 4.76 (s, 2H), 4.25-4.21 (m, 4H), 3.30-3.20 (m, 4H), 2.72-2.66 (m, 3H), 2.58 (s, 3H),
2.27 (s, 3H), 2.19-2.10 (m, 1H), 2.06-2.00 (m, 3H), 1.97-1.87 (m, 3H), 1.83-1.169 (m, 4H),
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1.22 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.80 Hz, 3H), 0.96 (dd, J = 8.80, 7.30 Hz, 6H). *C-NMR (125 MHz,
CDCls) 8 169.9, 165.6, 161.1, 146.9, 145.1, 134.9, 134.3, 130.4, 128.9, 128.9 (3C), 128.2,
128.1 (3C), 123.9, 120.7, 118.0, 117.3, 85.5, 84.5, 75.7, 71.2, 67.4, 64.7, 47.5, 46.9, 39.9,
36.3,35.8,33.0,31.2, 31.0, 30.3, 29.7, 26.8, 24.8, 24.6, 22.7,21.7, 19.1, 18.2, 17.5, 16.9, 15.0
IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3428, 2924, 1635, 1539. HPLC-ESI-HRMS ([2M+Na]") berechnet
fir CooH;14014N12BoFsNa 1731.8592, gefunden 1731.8605; ([2M+H]+) berechnet fiir
CooH115014N12BoFs  1709.8773,  gefunden  1709.8796; ([M+Na]+) berechnet  fur
C4Hs707NgBF,Na  877.4242, gefunden 877.4226; ([M+H]+) berechnet  fur
C46Hss07NeBF, 855.4423, gefunden 855.4433.

6.4.9 3-(3-((3-(4-(2-((1R,32R,45,5R,TR,85,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-
dimethyldecahydro-4,7-epoxyazulen-5-yl)oxy)-2-oxoethoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
ylh)propyl)amino)-3-oxopropyl)-5,5-diflour-7,9-dimethyl-SH-dipyrrolo[1,2-c:2°,1"-
f111,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uid 297

C4eHs57BFoNgO5
854.79

(1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-7-Isopropyl-1,4-dimethyl-5-(2-(prop-2-in-1-

yloxy)acetoxy)decahydro-4,7-epoxyazulen-8-yl-zimtsdureester 238 (6.30 mg, 13.1 pmol, 1.0
eq.) und 3-(3-((3-Azidopropyl)amino)-3-oxopropyl)-5,5-difluor-7,9-dimethyl-5 H-
dipyrrol[1,2-¢:2",1°-f][1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uid 296 (5.40 mg, 14.4 pmol, 1.1 eq.)
wurden in einem THF/H,O-Gemisch (1/1, 0.26 mL, 0.05 M) gelost und mit i-Pr,NEt (0.46
pL, 2.60 pumol, 0.2 eq.) versetzt. Nach 5 Min riihren bei RT wurden nacheinander
Kupfersulfat-Pentahydrat (0.30 mg, 1.30 umol, 0.1 eq.), sowie Natriumascorbat (0.50 mg,
2.60 umol, 0.2 eq.) hinzugegeben. Nach 16 h wurde die Reaktion durch Zugabe von ges.
wissr. EDTA-Losung beendet, die Phasen getrennt und die wiéssrige Phase mit CH,Cl, (3x)

extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, iiber MgSO, getrocknet, filtriert und das
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Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (SiO,;, CHCl, — CHCl,/MeOH = 96/4) wurde 3-(3-((3-(4-((2-
(((1R,3aR,4S,5R,7R,8S,8aR)-8-(Cinnamoyloxy)-7-iso-propyl-1,4-dimethyldecahydro-4,7-
epoxyazulen-5-yl)oxy)-2-oxoethoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propyl)amino)-3-
oxopropyl)-5,5-diflour-7,9-dimethyl-5 H-dipyrrolo[ 1,2-¢:2",1"-f][ 1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-
uid 297 (11.5 mg, 13.5 pumol, quantitativ) als roter Feststoff erhalten. [a]p™ = —30.0°
(¢=0.12, CHCI;). '"H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.67 (d, J = 15.7 Hz, 2H), 7.54-7.53 (m,
2H), 7.40-7.39 (m, 3H), 7.10 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.40 (d, J =16.1, 1H), 6.31 (brs, 1H), 6.15
(s, 1H), 6.00 (brs, 1H), 5.20 (d, J = 6.10 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 9.90 Hz, 1H), 4.77 (brs, 2H),
4.24-4.22 (m, 4H), 3.29 (t, J = 6.90 Hz, 2H), 3.24 (brs, 2H), 2.71-2.65 (m, 3H), 2.58 (s, 3H),
2.27 (s, 3H), 2.15-2.13 (m, 1H), 2.05-2.02 (m, 3H), 1.96-1.87 (m, 3H), 1.82-1.73 (m, 3H),
1.60-1.54 (m, 1H), 1.22 (s, 3H), 1.02 (d, J = 6.90 Hz, 3H), 0.96 (dd, J=11.9, 6.90 Hz, 6H).
PC-NMR (125 MHz, CDCl3) § 169.9, 165.6, 161.1, 146.9, 145.1, 134.9, 134.3, 130.4, 128.9,
128.9 (3C), 128.2, 128.1 (3C), 123.9, 120.7, 118.0, 117.3, 85.5, 84.5, 75.7, 71.2, 67.4, 64.7,
47.5, 46.9, 39.9, 36.3, 35.8, 33.0, 31.2, 31.0, 30.3, 29.7, 26.8, 24.8, 24.6, 22.7, 21.7, 19.1,
18.2, 17.5, 16.9, 15.0. IR (KBr Film) (cm™) ¥ 3427, 2922, 1635, 1540. HPLC-ESI-HRMS
([2M+Na]+) berechnet fiir CopH;14014N12B2F4Na 1731.8592, gefunden 1731.8605; ([2M+H]+)
berechnet fiir Co;H15014N12B2F4 1709.8773, gefunden 1709.8796; ([M+Na]+) berechnet fiir
C4Hs5707,NgBF,Na  877.4242, gefunden 877.4226; ([M+H]+) berechnet  fur
C46HssO7NGBF, 855.4423, gefunden 855.4433.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AcOH
Ac

aq.

Bn
boc

brsm

BulLi

Cbz

COD
CuAAc

CSA

DBU
DEAD
4-DMAP
DMF
DMP
DMSO
DPPA
dr

EDC

ee

Essigsdure

Acetyl

wassrig

Benzyl
tert-Butyloxycarbonyl

based on recovered starting
material
Butyllithium

Benzoyl
Cyclo
Carboxybenzyl

Cyclooctadien
Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition
Camphersulfonsdure

Cyclohexyl

Tag(e)
Diazabicycloundecen
Diethylazodicarboxylat
N,N-4-Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylformamid

Dess Martin Periodinan
Dimethylsulfoxid
Diphenylphosporylazid
Diastereomerenverhéltnis
1-Ethyl-3-(3-dimethyl
aminopropyl)carbodiimid

Enantiomerentuberschuss

ent
Et
EtOH
ESI

ges.

GI5()

HOBt
HPLC

IBX
IPr

IR

kat.

Ipc

LDA

LiHMDS

m-CPBA
MeOH

Mes

Enantiomer

Ethyl

Ethanol
Elektronensprayionisation
Equivalent(e)

gesittigt(e)

Growth Inhibition 50
Stunde(n)
Hydroxybenzotriazol
High Pressure Liquid
Chromatography

Hertz

S0

2-lodoxybenzoesdure
1,3-bis-(2,6-Diisopropylphenyl)
imidazoliden

Infrarot
Kopplungskonstante
katalytisch
Isopinocampheyl
Lithiumdiisopropylamin
meta
Lithiumhexamethyldisilazid
Methyl
meta-Chlorperbenzoesiure

Methanol

2,4,6-Trimethylphenyl
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Min Minuten

Ms Mesyl

MS Massenspektrometrie

NMO N-Methylmorpholin-N-oxid

Oct Octanoat

NMR Nuclear Magnetic Resonance

)4 para

ppm Parts per million

Ph Phenyl

quant. quantitativ

R,R" organischer Rest

Ra-Ni Raney-Nickel

RCM Ringschlussmetathese

Red-Al Natrium-bis(2-methoxyethoxy)
aluminiumhydrid

RT Raumtemperatur

t tert

TBAF Tetrabutylammoniumflourid

TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl

TBS tert-Butyldimethylsilyl-

TBTA Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl]Jamin

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin

TES Triethylsilyl

TEA Triethanolamin

Tf Triflourmethansulfonyl

TPAP Tetra-n-propylammonium
perruthenat

uv Ultraviolett

WASST. Wissrig(e)

z.B zum Beispiel
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7.2 INCHI-Key-Verzeichnis

INCHI-Key Verbindung
GACOFEKSDCOVMV-RRYXBOBMSA-N Q)
BAIHIMCGTPKPES-ZIRHEVKLSA-N 14
KBRGFQKJKPMXRS-JEYWKRAYSA-N 37
LXPABRXPHBAGFA-ILHHOCCXSA-N 172
GOFQLKSMHBVWGU-NJTNLPLUSA-N 183
AKXTVZDTULKIQU-VSKICQPJSA-N 184
RZAKGFPXOCGERK-SSZSFUNHSA-N 199
STUDEMUTXIFPMK-PCOLZWQVSA-N 203
NKUBNQBUMIYILR-LFGGEJIMMSA-N 204
QCADLXUZLAXNAK-QDLMAADRSA-N 205
WHXIGZQIMDXIJIK-VSPYZIKLSA-N 206
OVWOIXSYICRXAR-KXALZNHISA-N 207
UFRYVBIJVFISVHO-RDMCEQOVSA-N 208
LEMMUVZPHOXIKQ-KXALZNHISA-N 209
VRYACTBSILIEFQ-KXALZNHISA-N 210
DATPCCCWWSRDCX-GCROLHBDSA-N 211
WMNXGUMYTGBTIK-DQTOXQBLSA-N 212
FABFBWLCDDLRSJ-DQTOXQBLSA-N 213
BDCXOJICXNVYGL-DQTOXQBLSA-N 214
XPQZIGDRQGEYDH-DQTOXQBLSA-N 215
UUYVWYIIBLBGNG-QYPLXPFDSA-N 216
MZHGFTWQJACOSA-XADZIQFHSA-N 217
VPXDPRAMEARFEZ-JIMZJFBWSA-N 218
DLYHBGVYAQDRPF-HKXIVVOWSA-N 219
HVDAZMFAWIPITJ-RRYXBOBMSA-N 220
AMIITUBBTGBCMI-VKOQBQFZSA-N 221
CQRDQBFOIZJYOC-YZUQTUOWSA-N 222
PRZJVWUZSRIPGM-GCKDQGDYSA-N 223
JINEOGYSCVZADOU-IMZVKIJIDSA-N 230
KBRGFQKIJKPMXRS-VSKICQPJSA-N 231

OVLPGFQSZWSOQC-DSVICABZSA-N 233
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XDKYCPUQJPCZEZ-KHEZTWKOSA-N
BPZISMJDXLASOL-DLZDJEBGSA-N
WFEBPUFIYYWPCC-FTTYBFIMSA-N
MDRFYLUMYDLCQU-BEHXIQGFSA-N
YAULAQSYKKOLGG-FVLRHDGCSA-N
NBIRZYPOEUYJLK-JSUHAWQDSA-N
FGMZWXMWOZREOG-XIBOZPRRSA-N
DCKANLXOLSTZNY-DSVICABZSA-N
BVCJEHIKVQHLPY-UNZQJSLQSA-N
SXBNYFIWCPCCIK-UDXXDODNSA-N
SXBNYFIWCPCCIK-PCKJKUOASA-N
IURIHLCGBKTQGH-LFFFMKDVSA-N
IURIHLCGBKTQGH-YZSHQSNYSA-N
LRYVAHSWWZSEPG-ZBLFQBOOSA-N
OUABNQXKUDAAQV-SLVSLICTSA-N
PHFMCGOJZQSLFE-JVQWCJCFSA-N
VTAWHFOQSQATDF-VIJVENLQSA-N
PFPYHPYWRLJPKF-APRVHQOKSA-N
ZZILPSMDRLTYAJS-GOMFHWHSSA-N
QMQPKXXPPLBIRE-GCKDQGDYSA-N

MBWSFGLDZMNGRZ-GOMFHWHSSA-N

KGBISSYCWZHURF-SLVSLICTSA-N
MZCSAVSSNOCQQG-PJSOXVLXSA-N
TYGYNGCWCMUEKM-ACPCHPTRSA-N
JFIHGNKZKPYCKB-BOADJZQJSA-N
JFIHGNKZKPYCKB-HJKRUDIZSA-N

VYIMNBGKWXRAOQ-NAZMWSFQSA-N

FPLIFMJSFSCSIB-HDXGSROISA-N
IKOHTCNDGJLUHG-UHFFFAOYSA-N
DDFIMKWCAXMCRQ-LXZWLQQVSA-N
DDFIMKWCAXMCRQ-NUWNPZNYSA-N
MHJUBGXFPPBXSX-KXALZNHISA-N
VSIXMPRWTZTQGJ-HPRKKLHCSA-N
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238
239
240
241
245
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
279
280
ent-284
284
285
287
296
ent-297
297
307
308
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7.3 Biologische Untersuchungen

7.3.1 Allgemeines

Die A498 Zellen wurden von der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen bezogen. Die RC-124 Zellen wurden von CLS, Deutschland, bezogen. Minimum
Essentiall Medium (MEM), McCoys 5a und Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
wurden von PAA, Osterreich bezogen. Fotales Kilberserum wurde bei Invitrogen,
Deutschland, gekauft. Nicht-essentielle Aminosduren und Natriumpyruvat wurden von Sigma

Aldrich, Deutschland, gekauft.

Die menschliche Nierenkarzinomzelllinie A498 wurde in Minimum Essential Medium
(MEM, mit Earle’s Salzen) kultiviert. Die Zelllinie BSC-1 der afrikanischen griinen
Meerkatzen, sowie die menschliche embyronale Nierenzelllinie HEK293 wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kultiviert. Die menschliche Nierenzellline
RC-124 wurde in McCoy’s 5a Medium kultiviert. Alle Medien wurden durch 10% fotales
Kaélberserum, Penicillin und Streptomycin ergénzt. Die Zellen wurden bei 37 °C in einer 5%-

CO; befeuchteten Atmosphére inkubiert.

Die Zellproliferation wurde als Funktion der metabolischen Aktivitit mittels des WST-1-
Reagenzes (Roche, Mannheim) gemessen. 4000 Zellen wurden in vierfacher Bestimmung in
die Vertiefungen der 96-Loch Platten gesdt und fiir 24h weiter kultiviert bevor die
Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Verbindungen fiir 48 h
erfolgte. Alle Proben enthielten 0.1% DMSO. Nach der Behandlung wurde das WST-1
Reagenz zu den Zellen gegeben. Die Extinktion wurde mit dem Inifinite® M200P
Plattenlesegeriit (Tecan, Osterreich) bei 450/690 nm gemessen. Die Vier-Parameter ICso-
Gleichung wurde verwendet, um Dosis-Wirkungskurven zu generien und den ICsp-Wert zu
bestimmen. Die ICs)-Werte der einzelnen Verbindungen wurden mit der Software GraFit 5.0

berrechnet.
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7.3.2 Ubersicht iiber die gemessenen 1Cso-Werte mit Standardabweichung

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhingig voneinander

durchgefiihrten Experimenten + Standardabweichung (SD).

Verbindung Struktur ICsp = SD [uM]
©\\\\(O
0]
(5) H: 0.045+0.010
0
H/ o
o
©\\\\(O
0]
199 H: 0.950 +£0.270
203 > 10
204 > 10
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205

206

207

208

209

210

> 10

1.480 £ 1.430

1.840 £ 0.690
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211 0.280£0.010
212 0.715 £ 0.150
213 4.590 +£6.010
214 > 10
215 > 10
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216

217

218

219

220

4.870+2.170

0.092 £0.030

0.880 + 0.400
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%O
0]
221 H: 0.026 £0.010
0]
H/ o
on
Q\\\\(O
0]
222 H: 0.025 + 0.004
0]
H
o
o
0]
223 H: 0.024 +£0.010
0]
H
o
Q\\\\(O
0]
233 H: 0.650 +£0.170
0]
H/ o
‘<—0Me
\ e
12
234 : 5.225+1.000
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235

236

237

238

> 10

0.225+£0.130

1.540 = 0.340
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239 4.610 = 0.040
240 > 10

241 5.035+0.320
245 4.640 + 0.060
264 0.3625 +0.174
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265

266

267

268

269

1.109 £ 0.511

0.0617 = 0.006

0.426 + 0.061

0.820 £ 0.240

2.245+1.014
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152

270

271

272

273

274

4.530 +4.530

0.0523 £0.017

0.0442 + 0.025

0.0148 = 0.007

0.0121 £0.001
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275 0.0089 £+ 0.007
276 1.6146 = 1.702
307 0.033 £0.007

308 1.642 + 0.970

7.4 Kristallstrukturen

Die folgenden Englerin A-Intermediate konnten als Einzelkristall erhalten werden und es
konnte darauthin eine Rontgenkristallstruktur wie folgt vermessen werden: Diffraktometer:
Oxford-CCD: CrysAlis (Oxford, 2008; Datensammlung); CrysAlis RED (Oxford, 2008;

Zellbestimmung und -verfeinerung); empirische Absorptionskorrektur. Die Kristalle wurden
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in einem inertem Ol (Perfluoropolyalkylether verschiedener Viskosititen, Firma ABCR) auf
einem Glasfaden montiert und der Kristall in den Stickstoff-Kaltgasstrom des Diffraktometers
gefiihrt. Die Losung der Einkristall-Rontgenstrukturanalysen erfolgte mit direkten Methoden,
die Strukturverfeinerung mit dem Programm SHELXL97.
150 Alle Nicht-Wasserstoffatome wurden anisotrop verfeinert. Ug, 1st definiert als ein Drittel
der Spur des orthogonalisierten Tensors Uj. Fir die Wasserstoffatome wurden die
Standardwerte des SHELXL-Programms verwendet mit Uss(H) = —1.2 Ugy(C) fiir CH,, CH
und CHgom und mit Uio(H) = —1.5 Ug(C) fiir CH3. Der Exponent des anisotropen
Auslenkungsfaktors hat die Form: —2n’[h*za*=2U'! + ... + 2ehekea*ab*aU').

Verbindung und CCDC-
Kristallstruktur
Nummer

171-b, CCDC: 812080

200-d, CCDC: 812081
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200-g, CCDC: 812082

C21

C20
%’le
Cl 8
A

y Q C6 P

C17 (315)\ bc23 C5
Cl
04 \%@ 1 ~ ) )
2 Cl O2\ C9 ¢ C4
C3

(+)-Englerin B ent-(6), Y, / C8
CCDC: 755644 C%% Cl207°C13 < O

SCHAKAL
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7.5 NMR-Spektren
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