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"Darin besteht das Wesen der Wissenschaft. Zuerst denkt man
an etwas, das wahr sein konnte. Dann sieht man nach, ob es
der Fall ist und im allgemeinen ist es nicht der Fall."

Bertrand Russell (1872-1970), brit. Philosoph u. Mathematiker






Die vorliegende Arbeit mit dem Thema ,,Festphasensynthese von Cyclooctadepsipeptiden
sowie Methoden zur Herstellung enantiomerenreiner a-Hydroxycarbonsauren® wurde in der
Zeit von November 2008 bis September 2012 am Lehrstuhl fur Organische Chemie des Fach-
bereiches C der Bergischen Universitdt Wuppertal angefertigt.

Mein besonderer Dank gilt an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. Jirgen Scherkenbeck fiir die inte-
ressante Themenstellung, den gewéhrten wissenschaftlichen Freiraum und die produktiven
wissenschaftlichen Diskussionen.

AuBerdem mdchte ich mich bei meinen gesamten Laborkollegen fiir die wissenschaftlichen
Diskussionen und die gute Arbeitsatmosphére bedanken. Besonders mdchte ich mich bei
Herrn Peter Dippe und Herrn Sivatharushan Sivanathan fur das Korrekturlesen dieser Arbeit
bedanken. Des Weiteren danke ich auch Herrn Tien Dat Ta, Herrn Frank Sondermann, Herrn
Jan von der Heyden und Frau Monika Ludwig fir die synthetische Unterstltzung. Weiterhin
danke ich an dieser Stelle allen, die durch die Aufnahme von Spektren und der Durchfiihrung
von Analysen zu dieser Arbeit beigetragen haben. Fir die Aufnahme der NMR-Spektren dan-
ke ich Herrn Andreas Siebert. Frau Melanie Dausend, Frau llka Polanz und Frau Simone Bett-
inger danke ich fur die Messungen der Massenspektren. Herrn Jirgen Donecke danke ich fur
die Anfertigung von HPLC-UV-Analysen mit chiralem Saulenmaterial zur Bestimmung der
Enantiomerenreinheiten. Auflerdem mdchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Fabian Mohr fir die
Durchfiihrung der Roéntgenkristallstrukturanalysen bedanken, sowie bei der Bayer Animal
Health GmbH fir die Messung der biologischen Daten. Des Weiteren mochte ich Frau Annett
Mell und Herrn Prof. Dr. Udo Kragl fir die Unterstiitzung bei der Entwicklung des Membran-
reaktorverfahrens an der Universitat Rostock danken.

Ein besonders groRer Dank gilt meinen Eltern, die mich sowohl in finanzieller Hinsicht, als
auch moralisch stets unterstiitzt haben. Dartiber hinaus mdchte ich in besonderem MafRe mei-
ner Freundin Jessica danken, die mir in den letzten Jahren stets zur Seite stand und mir auch
in schwierigen Zeiten meines Studiums und meiner Promotion viel Kraft und Motivation ge-

geben hat.






Abstract

Cyclodepsipeptides of the enniation-, PF1022- and verticilide-family represent a diverse class
of highly interesting natural products with respect to their manifold biological activities.
However, until now no practicable solid-phase synthesis of these compounds has been ac-
complished, probably due to the problematic combination of N-methyl amino acids and hy-
droxycarboxylic acids. The first part of this work deals with the development of synthetic
methods to get access to the building blocks needed for the solid-phase synthesis of the
anthelmintic PF1022A, its commercial analogue emodepside and a library of PF1022- and
bassianolide analogues. The building blocks except the (R)-(p-morpholinophenyl)-lactic acid
(morphPhLac) were available via standard procedures.

Subsequently two enantioselective methods were developed. One is using an enzymatic pro-
cedure consisting of a cofactor regenerating redox system working with the enzymes
D-lactate dehydrogenase (D-LDH) and formate dehydrogenase (FDH). The enzymatic system
reduces a-oxocarboxylic acid derivatives enantioselectively to the corresponding lactic acid
derivatives. The cofactor (NADH) is regenerated by reducing NAD in the presence of FDH
and a formate salt. The enzymes can be reused by using a membrane reactor. The other
method is based on a metal catalyzed asymmetric hydrogenation to reduce enol esters enanti-
oselectively. Both methods provide several derivatives in high yields and enantiomeric puri-
ties.

In the second part the building blocks were used to develop different methods for a solid-
phase synthesis of PF1022A, its commercial analogue emodepside and other PF1022- and
bassianolide-analogues on Kaiser- and Wang-resin. One method, using didepsipeptide build-
ing blocks, could be developed on Kaiser- and Wang-resin. The Kaiser-resin has the advan-
tage that a cyclizative cleavage of the linear depsipeptide to the final cyclooctadepsipeptide is
possible. PF1022A and emodepside could be synthesized in excellent overall yields. For
PF1022A it was also developed on Wang-resin. The Wang-resin was chosen because of its
more stable linkage to the substrate. So it’s possible to choose the solid support, dependent on
the properties of the building blocks needed for the cyclodepsipeptide derivative. In a second
method single building blocks were used for a stepwise solid-phase synthesis of PF1022A on
Wang-resin. This method allows structural variations in each step and it was possible to syn-
thesize PF1022A, emodepside and three PF1022-analogues. Both methods provide the basis
for the solid-phase synthesis of cyclodepsipeptide libraries with a high probability of

anthelmintic, antibacterial or insecticidal activities.
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| Einleitung

1. Bedeutung von Wurminfektionen

Besonders in den von Armut gepréagten Landern der Welt erkranken viele Menschen an Infek-

tionskrankheiten. Die bekanntesten sind HIV/AIDS, Malaria und Tuberkulose, aber auch

zahlreiche andere Krankheiten verursachen erhebliche gesundheitliche und wirtschaftliche
Schaden bei Mensch und Tier.

Wahrend die Industrienationen betrachtliche Mittel in die Forschung zur Bekampfung der
,,GroBen Drei” (HIV/AIDS, Malaria und Tuberkulose) investieren, bleiben andere Krankhei-
ten, die im Wesentlichen die Armsten der Welt betreffen, oft auRerhalb des Forschungsinte-

resses. Diese Krankheiten werden daher als vernachlassigte, tropische Krankheiten bezeich-

net." Der von der WHO verwendete Begriff dafiir lautet: ,,neglected tropical diseases“. Dazu

zahlen 17 Krankheiten:%3

Buruli Ulkus (Bakterium, Verwandter des Tuberkulose-Erregers)
Chagas-Krankheit (Protozoen)

Dengue-Fieber (Virus)

Dracunculiasis (Medina-Wurm)

Afrikanische Trypanosomiasis (Schlafkrankheit, Protozoen)
Leishmaniose (Kala Azar und Orientbeule, Protozoen)
Lepra (Bakterium, Verwandter des Tuberkulose-Erregers)
Lymphatische Filariose (Elefantiasis, Wurmkrankheit)
Onchozerkose (Flussblindheit, Wurmkrankheit)
Schistosomiasis (Bilharziose, Wurmkrankheit)
Helminthosen (Wurminfektionen des Verdauungstraktes)
Trachom (Bakterium)

Treponematosen (Bakterien)

Zystizerkose (Bandwurm)

Echinokokkose (Bandwurm)

Tollwut (Rabies, Virus)

Trematoden (Saugwiirmer)

Laut WHO sind Gber eine Milliarde Menschen von diesen Krankheiten betroffen.?® Ein GroR-

teil dieser Krankheiten wird durch parasitare Wirmer verursacht. Diese Krankheiten fuhren in
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den meisten Féllen nicht zum Tod, aber zu einer sehr starken Einschrankung der Lebensquali-
tat. Aus diesem Grund ist es aufschlussreicher, die Summe der durch Krankheit und Behinde-
rung beeintrachtigten Lebensjahre und der durch vorzeitigen Tod verlorenen Lebensjahre (Di-
sability Adjusted Life Years lost, ,,DALY*“)**° zu betrachten als ausschlieBlich die Zahl der
Todesfélle. Wurminfektionen sind schatzungsweise fur mehr als 39 Millionen DALY jahr-
lich verantwortlich.* Des Weiteren schétzt eine Gruppe um Prof. Utzinger, dass sich 2005
weltweit 56 Millionen Menschen mit Trematoden (Saugwirmer) infizierten, die durch Nah-
rungsmittel Uibertragen wurden.® Trotz der groRen Zahl der betroffenen Menschen ist die Ver-
fligbarkeit an wirksamen Préparaten sehr gering. Bis heute finden Anthelminthikaklassen wie
Benzimidazole, Tetrahydropyrimidine und makrozyklische Lactone Anwendung in der Medi-
zin, jedoch mit stark abnehmender Wirksamkeit durch die Bildung resistenter Nematodens-
tamme.’

Es gibt allerdings unter dem Namen Profender® (Bayer AG) einen neuartigen Wirkstoff, der
seit 2005 Anwendung in der Tiermedizin findet. Dabei handelt es sich um ein Cyclooctadep-
sipeptid mit dem Namen Emodepsid (1). Das Anthelminthikum Emodepsid wird derzeit durch
Derivatisierung aus dem fermentativ gewonnenen Naturstoff PF1022A (2) erhalten. Es zeigt

einen neuartigen Wirkmechanismus und ist damit resistenzbrechend.®

Abb. 1: Anthelmintische Cyclooctadepsipeptide Emodepsid (1) und PF1022A (2):
R
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Emodepsid (1): R=N O
__/

PF1022A (2): R=H
Der erfolgreichen Anwendung des Emodepsids in der Tiermedizin stehen jedoch der hohe
Kosten- und Zeitaufwand der fermentativen Gewinnung und anschliefenden Derivatisierung
gegentber. Dies macht eine Wirkoptimierung in Bezug auf den Einsatz als Wirkstoff gegen
humane, parasitare Wurminfektionen in Entwicklungslandern nahezu unméglich.®® Daher

stellen Wurminfektionen in diesen L&ndern nach wie vor ein ungeldstes Problem dar.
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1.1 Parasitdre Wurmarten
Die moderne Parasitologie wurde von Rudolf Leuckart (1822-1898) begrundet. Er definierte
einen Parasiten als ,,zu klein, zu schwach und zu schlecht bewaffnet, um ein anderes lebendes
Geschopf, auf das es sich zu seiner Erndhrung angewiesen sieht, zu tberwaltigen und zu t6-
ten* und das sich daher damit begniigen muss ,,es zu pliindern, von seinem Blute, Saften oder
Teilen zu schmarotzen."® Praziser wurde die Definition dann durch Arthur Looss (1861-
1923): ,,Parasiten sind Lebewesen, die in oder auf Organismen leben und sich von deren Kor-
persubstanz, Korpersiften oder Darminhalt erndhren. ™
Wurminfektionen (Helminthiasis) sind Erkrankungen, die durch parasitische Wirmer ausge-
|6st werden. Die bedeutsamsten Wurmerkrankungen sind:>>

e Askariasis (Spulwurm)

e Capillariasis (Fadenwurm)

e Echinokokkose (Bandwurm)

e Enterobiasis (Madenwurm)

e Filariose (Fadenwurm)

e Onchozerkose (Fadenwurm)

e Taeniasis (Bandwurm)

e Trichinose (Fadenwurm)
Pathogene Wurmarten, von denen ca. 150 Arten den Menschen befallen kénnen,*! sind vor
allem die der Klasse der Nematoden (Fadenwirmer), der Trematoden (Saugwirmer) und der
Klasse der Cestoda (Bandwiirmer).*?
Exemplarisch fiir die Klasse der parasitischen Nematoden, zu der ca. 15000 Arten zahlen,* ist
der Hakenwurm (Ancylostoma spp.). Er gehort zur Ordnung der Rhabditida und zur Familie
der Ancylostomatidae.'* Es handelt sich um zylindrisch gebaute Wiirmer, deren mittlere Kor-
perlange bei 1 cm liegt. Als Mundwerkzeuge besitzt der Hakenwurm ein Paar grol3e Doppel-
haken. Hakenwirmer verbeil3en sich im vorderen Dinndarm ihres warmblitigen Endwirtes,
wobei die Blut saugenden Wiirmer oft den Standort wechseln.*?
Die weiblichen Hakenwirmer (Nr. 1 in Abb. 2) legen jeden Tag 10000 bis 20000 Eier (Gro-
Re: ca. 60 x 40 um), die mit dem Kot ausgeschieden werden. Bei tropischen Temperaturen
entwickeln sich die Eier schon nach 30-48 Stunden zum 1. Juvenilstadium (rhabditiforme
Larve L1, Nr. 6 in Abb. 2). Die Larven begeben sich in den feuchten Erdboden, in dem sie
bakterienhaltigen Detritus als Nahrung aufnehmen. Nach etwa fiinf Tagen und zwei Hautun-
gen haben sich in der feuchten Erde die invasionsfahigen filariformen Larven entwickelt
(GroRe ca. 600 um, L3, Nr. 8 in Abb. 2).*%%
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Die Larven konnen in diesem Sta-
Abb. 2: Lebenszyklus eines Hakenwurms wie Ancylostoma .
duodenale nach Mehlhorn: dium keine Nahrung aufnehmen
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Dinndarm und hé&uten sich dort
zweimal zum adulten Wurm. Die
adulten Wirmer kénnen bis zu zehn
Jahren in ihren Wirten (Uberle-
ben.12'14

Durch ihre nicht-parasitische, freie
Lebensphase ist die Verbreitung der
Hakenwirmer auf feucht-warme Gebiete beschrankt. Obwohl die Verbreitung dieser Wurmart
beschrankt ist, sind nach aktuellen Schatzungen weltweit rund eine Milliarde Menschen von
Hakenwirmern befallen. Durch den Befall von Hakenwiirmern werden nachhaltige Blutungen
an der Schleimhaut des Dlnndarms verursacht. Das austretende Blut wird nur teilweise von
den Hakenwirmern aufgenommen, wovon wiederum nur ein Teil verdaut wird. Der grofite
Teil des aufgenommenen Wirtsblutes dient der Deckung des Sauerstoffbedarfs. Der Bedarf
eines Hakenwurmes liegt taglich bei 30 pL. Das bedeutet bei einem Befall von 2000 Indivi-
duen einen taglichen Verlust von etwa 60 mL Blut.** Daraus folgt, dass je nach Ernahrung,

abhangig von der Zufuhr an tierischem Protein und Eisen, eine Anamie auftreten kann.*?

2. Anthelminthika-Klassen
Zur Behandlung parasitarer Wurminfektionen sind seit den 1950er Jahren verschiedene An-

thelminthika entwickelt worden. Dabei handelt es sich um Chemotherapeutika, die dazu die-
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nen, den Befall parasitischer Helminthen zu behandeln, ohne dem Wirt zu schaden.”*® Je nach

Struktur und Wirkmechanismus sind sie in verschiedene Klassen unterteilt.

2.1 Piperazin

Piperazin (3) ist der erste anthelmintische Wirkstoff, der in der Veterinar- und Humanmedizin
eingesetzt wurde. Die erste Anwendung erfolgte in den 1950er Jahren, aufgrund des salzig-
bitteren Geschmacks und der chemischen Instabilitdt, in Form von Salzen (Citrat oder Adi-
pat).’® Es wurde bei Wurmbefall durch Fadenwiirmer (Nematoden) eingesetzt, ist heute je-
doch durch vertréaglichere Anthelminthika, beziehungsweise solche mit einem breiteren Wir-
kungsspektrum, ersetzt worden. Des Weiteren konnen sich im sauren Milieu des Magens mu-
tagene und karzinogene N-Nitrosopiperazine bilden."8

Der Wirkmechanismus wurde am Beispiel des Schweinespulwurms (Ascaris suum) unter-
sucht. Das Piperazin agiert als y-Aminobuttersaure (GABA) - Agonist und flhrt durch die
Wechselwirkung mit dem Rezeptor zur reversiblen La&hmung der Kérpermuskulatur der Hel-
minthen, die auf diese Weise lebend mit dem Kot ausgeschieden werden."® Piperazin-Salze
kénnen als Anthelminthika dienen, da der GABA-Rezeptor bei Vertebraten ausschlie3lich im
zentralen Nervensystem vorkommt und sich auerdem von dem in Wirmern unterscheidet.
Trotz des selektiven Wirkmechanismusses ist auf eine genaue Dosierung zu achten, da das
Piperazin bei Uberdosierung die Blut-Hirn-Schranke bei Saugern passiert.™

Abb. 3: Piperazin (3):

ZT

)

2.2 Benzimidazole

Das erste Anthelminthikum dieser Klasse, Thiabendazol (4), wurde 1961 entdeckt und 1963
mit einigen weiteren Benzimidazolen als Breitspektrum-Anthelminthikum, fir Anwendungen
im Veterinar- und Humanbereich auf den Markt gebracht.>’ Der Wirkmechanismus wurde am
Beispiel des Fadenwurms Caenorhabditis elegans untersucht. C. elegans reagiert sensitiv auf
Benzimidazole durch das single-Gen ben-1, welches das im Zytoskelett vorkommende

B-Tubulin codiert.” Die Wirksamkeit der Benzimidazole ist allerdings schon seit langerer Zeit,
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durch die Bildung resistenter Nematodenstamme, stark verringert.’> Die Resistenzen gegen
Benzimidazole wurden bei vier Trichostrongylus Species (Nematoden) in Rindern und Scha-

fen und bei Cyathostomen (Nematoden) in Pferden gefunden.

Abb. 4: Thiabendazol (4):  Tabelle 1: Veroffentlichte Resistenzen gegen Anthelminthika von nematodi-
schen Infektionen:®
Anthelminthika Tier / Parasit

N s Benzimidazole Schwein / Oesophagostomum spp
©I \>_(\/J Ivermectin

N N Pyrantel

Benzimidazole Pferd / Cyathostominae
Phenothiazin

Piperazin

Pyrantel

Benzimidazole Schaf / Trichostrongylus
Imidazothiazole

Naphthalophos

Makrozyklische Lactone (Avermec-

tin/Milbemycin)

Benzimidazole Rind / Trichostrongylus
Makrozyclische Lactone (Ivermectin)

2.3 Levamisol und Tetrahydropyrimidine

Eine weitere Anthelminthika-Klasse, deren Wirksamkeit inzwischen durch Resistenzen ver-
mindert ist (Tabelle 1), stellt die Klasse des Levamisols (5) und der Tetrahydropyrimidine (6-
8) dar. Diese Klasse von Breitspektrum-Anthelminthika gehort zu den Nikotinrezeptor-
agonisten.” Das bedeutet, dass Levamisol, beziehungsweise die Tetrahydropyrimidine, als
selektive nikotinerge Agonisten wirken, wobei sie nur einen sehr geringen Effekt auf die ni-
kotinergen Rezeptoren des Wirtes haben. Die Anthelminthika interagieren mit einem nikoti-
nergen Acetylcholinrezeptor, der in der somatischen Muskulatur des Parasiten zu finden ist.
Dies fuhrt in den Ganglien des Parasiten zu einem Depolarisationshblock und hat somit eine
spastische Paralyse des Parasiten zur Folge.?’ Substanzen dieser Klasse sind das Imidazothia-
zol Levamisol (5) und die Tetrahydropyrimidine Pyrantel (6), Morantel (7) und Oxantel (8),

wobei nur 5, 6 und 8 Anwendung in der Humanmedizin finden.”



| Einleitung 7

Abb. 5: Levamisol (5), Pyrantel (6), Morantel (7) und Oxantel (8):

I\
N S N N N
\_s | | |/ |

2.4 Makrozyklische Lactone

Die Klasse der makrozyklischen Lactone besitzt ein sehr breites Wirkungsspektrum. Diese
wirken gegen alle klinisch bedeutsamen Nematodenarten und haben auf3erdem eine ektopara-
sitizide und insektizide Wirkung.”> Zu den anthelmintisch aktiven, makrozyklischen Lactonen
zahlt das aus Streptomyces avermitilis fermentativ gewonnene Avermectin (9), seine Derivate
Ivermectin (10a-10b), Abamectin, Doramectin, Eprinomectin, Selamectin und die Milbemy-
cine Milbemycinoxim und Moxidectin.”? Die Avermectine kénnen in vier nah verwandte
Paare unterteilt werden: Avermectin A1, A2, B1 und B2 (Abb. 6).%°

Abb. 6: Avermectine (9a-9b), und Ivermectine (10a-10b):

9a Awvermectin Bla 10a Ivermectin Bla
R =CHs R = CHs

9b Awvermectin Blb 10b Ivermectin B1b
R = CH2CHs R = CH2CH3

Die makrozyklischen Lactone wirken als Neurotoxine, indem sie bei wirbellosen Tieren die
Membrandurchléssigkeit der Nerven- und Muskelzellen fir ClI’-lonen erhéhen. Die Lactone
binden an Glutamat-aktivierte Chloridkanéle, wodurch es zur Hyperpolarisation der Zell-
membran kommt. Dies fuhrt zur Blockierung der Erregungstberleitung und so zu einer L&h-

mung der Parasiten. Des Weiteren beeinflussen makrozyklische Lactone vom Avermectin-



| Einleitung 8

Typ in héheren Dosen die Rezeptoren fir y-Aminobuttersaure (GABA) in Synapsen, die
GABA als Neurotransmitter nutzen. Erhéhte Ausschittung von GABA fuhrt zur Paralyse und
schlielich zum Tod der Parasiten. GABA kommt ebenfalls in den Gehirnen von Séugetieren

vor, daher kénnen die makrozyklischen Lactone toxische Effekte auslésen.?

2.5 Cyclodepsipeptide

Depsipeptide sind definiert als heterologe Peptide mit mindestens einer Esterbindung. Zykli-
sche Depsipeptide mit mehr als einer Esterbindung, vor allem wenn sie alternierend zu den
Amidbindungen vorkommen, kommen in der Natur nur selten vor. Einige Beispiele (Abb. 7)
naturlich vorkommender Cyclodepsipeptide mit einer breiten Vielfalt biologischer Aktivita-
ten, unter anderem auch anthelmintische, sind PF1022A (2), Verticilid (11), Bassianolid (12),
Valinomycin (13), und die Enniatine (14-17).> Diese Cyclodepsipeptide haben verschiedene
strukturelle Eigenschaften gemeinsam. Sie sind beispielsweise mit Ausnahme von Valinomy-
cin aus (R)-Hydroxycarbonsauren und N-Methyl-Aminosduren aufgebaut. Bei Valinomycin
(13) sind die N-Atome nicht methyliert (Abb. 7).

Durch ihr breites Spektrum biologischer Aktivitaten sind nattrlich vorkommende Cyclodep-
sipeptide von groRem Interesse fiir die pharmazeutische Forschung.?®

Valinomycin (13), das zu den Makrolid-Antibiotika z&hlt, wird von mehreren Arten der Strep-
tomyceten (z. B. Streptomyces fulvissimus) produziert und ist ein gut untersuchter Kalium-
selektiver lonophor. Des Weiteren wurde erst kirzlich festgestellt, dass Valinomycin exzel-
lent gegen das Schwere Akute Respiratorische Syndrom-assoziierte Coronavirus (SARS-
CoV) wirkt.*% Verticilid (11), ein Cyclooctadepsipeptid, das aus einer Verticillium sp. iso-
liert wurde, zeigt eine starke und selektive Inhibierung des Ryanodin-Rezeptors in Insekten.?®
Bassianolid (12), ein weiteres Cyclooctadepsipeptid, und die Enniatine (14-17), eine Gruppe
von Cyclohexadepsipeptiden, besitzen diverse biologische Aktivitaten. Dazu gehdren antibio-
tische, fungizide, insektizide, anthelmintische, antiproliferative und zellmigrationshemmende
Effekte.”?®
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Abb. 7: Natirliche Cyclodepsipeptide:?®

o /O
_N o O ICSH11 J— \O O/ ---|I<
2:0 0 2:0 o) o)
e o o] o O N— HiCsi o] o o) N— >- 0 O N—
0—7 0O N
T SRS ;L SR S

: CsHiq (-
R PN

: T YL%(
>_X_ic/)\g/o/o Q —N \/\g/{? >_§_(z/\ﬂ/

Emodepsid (1): R=N O Verticilid (11) Bassianolid (12)
—/
PF1022A (2): R=H

) " 2\1 ﬂt
Al e e
2T petee

X 14 -

° O N 0] Rl R, Rs
iN 0‘2 '/( Enniatin A (14) sBu sBu sBu
M\ O)\/O N% © Enniatin B (15)  iPr  iPr iPr

/5\O>/’j\o Enniatin C (16) iBu iBu iBu

Beauvericin (17) Bn Bn Bn

Valinomycin (13)

Die anthelmintische Wirkung des 24-gliedrigen Cyclooctadepsipeptids PF1022A (2) (Abb. 7)
wurde erstmals 1990 von dem japanischen Konzern Meiji Seika Kaisha beschrieben.
PF1022A (2) ist ein Fermentationsprodukt des Pilzes Rosellinia sp. PF1022. Dieser Pilz ge-
hort zur Ordnung der Agonomycetales und ist Bestandteil der Mikroflora auf den Blattern der
in Japan vorkommenden Pflanze Camellia japonica.>? Isoliert und charakterisiert wurde
PF1022A (2) erstmals 1992 von Sasaki et al.*°. Der Naturstoff PF1022A (2) besitzt Co-
Symmetrie und besteht aus vier N-Methyl-L-Leucin-, zwei D-Laktat- und zwei D-Phenyl-
laktatmolekilen. Diese sind im zyklischen Octadepsipeptid in alternierender L-D-L-
Konfiguration angeordnet (Abb. 7). Das 1993 von der japanischen Fujisawa Pharmaceutical
Company patentierte semisynthetische bis-para-Morpholino-Derivat Emodepsid (1) (Abb. 7)
zeichnet sich durch eine deutlich hohere Wasserloslichkeit und damit bessere Bioverfligbar-

keit aus.>20303!
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Die Cyclooctadepsipeptide PF1022A (2) und Emodepsid (1) besitzen einen neuartigen Wirk-
mechanismus und brechen alle bekannten Resistenzen bei Helminthen.®* Dabei interferieren
die Cyclooctadepsipeptide mit dem nematodischen SLO-1 Kaliumionenkanal.**3*

Des Weiteren besitzen Cyclooctadepsipeptide allgemein ionophore Eigenschaften.® Sie bil-
den ,,Sandwich-Komplexe*“ mit Alkali-Metall-Kationen (Uber lonen-Dipol-Interaktionen.
Durch diese Eigenschaft erhohen sie die Leitfahigkeit der Zellmembran und induzieren
Transporte durch den hydrophoben Bereich von biologischen Membranen in die Mitochond-
rien und durch Modell-Phospholipid-Membranen.?2®3"3 Auch PF1022A (2) und Emodepsid
(1) sind gute Chelatbildner von Alkali-Metallionen, vor allem von Natrium und Kaliumio-
nen.”>*° Die ionophoren Eigenschaften sind bei PF1022A (2) und Emodepsid (1), im Ver-
gleich zu anderen Cyclooctadepsipeptiden, jedoch nur in geringem Male vorhanden. Dies
zeigt auch die geringe Toxizitat der Cyclooctadepsipeptide PF1022A (2) und Emodepsid (1),
da stark ionophore Verbindungen in der Regel toxisch sind. Darliber hinaus sind ionophore
Eigenschaften unabhéngig von der Stereochemie, da es sich lediglich um Wechselwirkungen
des entsprechenden Molekuls mit einer Membran handelt. Die fehlende Aktivitat des Antipo-
den von PF1022A (2) belegt eindeutig, dass die anthelmintische Wirkung auf einer stereospe-

zifischen Wechselwirkung mit einem Rezeptor beruht.”*

2.5.1 Anthelmintische Wirkung der Cyclooctadepsipeptide Emodepsid und PF1022A in
der Human- und Veterindrmedizin

Emodepsid (1) ist ein kristalliner Feststoff, der in vier verschiedenen Kristallformen vor-
kommt.*® Die Kristallmodifikationen besitzen neben unterschiedlichen Schmelzpunkten auch
unterschiedliche Bioverfligbarkeiten. Das auf dem Markt befindliche Arzneimittel (Profen-
der®, Bayer) enthalt Emodepsid (1) mit tiber 99% der Modifikation mit der héchsten Wasser-
l6slichkeit und damit auch der hdchsten Bioverfligbarkeit. Interessanterweise besitzt diese
Modifikation auch den hochsten Schmelzpunkt und damit die héchste thermodynamische
Stabilitat.***

Emodepsid (1) wirkt gegen eine Vielzahl von nematodischen Parasiten, die resistent gegen
Benzimidazole, Levamisol (5, Abb. 5) und Ivermectin (10a-10b, Abb. 6) sind.** Studien an
Ascaris suum ergaben eine Abhangigkeit der Wirkung von Calcium- und Kaliumionen und
dass Emodepsid (1) bei Nematoden eine tédliche Muskelparalyse verursacht.** Des Weiteren
wird die Eiablage der Parasiten gehemmt.*“° In vitro-Untersuchungen von Terada et al.>*’
zeigten, dass die Behandlung der Nematoden (Angiostrongylus cantonensis) zu einer L&h-

mung fiihrt, die durch GABA-Antagonisten reversibel ist.>*® Daher wurden weitere Untersu-
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chungen, die GABA-Rezeptoren betreffend, durchgefuhrt, die zu der Annahme fiihrten, dass
der anthelmintische Effekt des Emodepsids (1) auf Wechselwirkungen mit den GABA-
Rezeptoren beruht.”® Allerdings wurde in weiteren Experimenten gezeigt, dass die GABA-
Rezeptoren lediglich einen Einfluss auf die Wirkung austben, diese jedoch nicht vollstandig
von der Anlagerung des PF1022A (2), bzw. des Emodepsids (1), an den GABA-Rezeptoren
abhangt.® Weiterhin wurde in Studien festgestellt, dass Emodepsid (1) an den Rezeptor
HC110R bindet, der Ahnlichkeiten mit den Lathrophilin-Rezeptoren von Saugetieren und
dem Lat-1 von Caenorhabditis elegans aufweist.”***" Dieser Rezeptor (HC110R) zeigt in
Abhangigkeit von PF1022A (2), bzw. Emodepsid (1), eine Veranderung des Calciumflusses.>
C. elegans reagiert bereits im Bereich nanomolarer Konzentrationen sehr empfindlich auf die
Behandlung mit Emodepsid (1).>? Bei dem adulten zwittrigen C. elegans fiihrt der Kontakt
mit Emodepsid (1) zur Inhibition der Pharynxpumpe und verlangsamter Bewegung, dabei
wird die Vorwartsbewegung bei niedrigen Konzentrationen am starksten beeintrachtigt. Au-
Rerdem kommt es zur Inhibition der Eiablage. Allerdings belegen neuere Studien, dass Emo-
depsid (1) unabhdngig von Lathrophilin-dhnlichen Rezeptoren Effekte ausiibt und die Rolle
der Lathrophilin-ahnlichen Rezeptoren untergeordnet ist.*>* Weitere genetische Screenings
ergaben, dass der Calcium-aktivierte Kaliumionenkanal SLO-1 in C. elegans besonders be-
deutsam fiir die anthelmintische Wirkung von Emodepsid (1) ist.”33°

Der Kaliumionenkanal® SLO-1 ist homolog zu den bei Saugetieren bekannten BK-Channels
(Abb. 8). Die Entdeckung von SLO-1 als einen wichtigen Faktor fir den Wirkmechanismus
von Emodepsid (1), weist Ubereinstimmungen mit friiheren Studien an Ascaris suum auf.
Diese zeigten eine Calcium- und Kaliumabhangige Hyperpolarisation.** In den Nematoden
befindet sich der SLO-1 in den Muskeln und Neuronen.*® Die Effekte, die Emodepsid (1) auf
die Korpermuskulatur ausiibt, werden uber muskuldre SLO-1 Kandle vermittelt. Bei der
Hemmung der Pharynxmuskulatur sind neuronale SLO-1 Kanéle in Kombination mit dem
Latrophilin-1-Rezeptor fir die Wirkung verantwortlich.*®

Der in Abbildung 8 schematisch dargestellte SLO-1 Kanal enthalt eine a-Untereinheit mit
sieben Transmembrandoménen (S0-S6). Die porenformende Domane (P-Loop) bildet den
Transmembrankanal. An diesen schlielen sich die regulatorischen Doméanen RCK1 und
RCK2, sowie die Calcium-bindende Region (,,Calcium bowl*) an. Die Domidne RCK1 und
die Calcium-bindende Region enthalten Bindungsstellen fiir Calcium.***® Die SLO-1
a-Untereinheit besitzt einen extrazelluldaren N-Terminus. Der C-Terminus liegt intrazellular

und enthalt Calcium-Bindungsstellen.®*’
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Abb. 8: Schema der strukturellen SLO-1-Kaliumionenkanal Komponenten:®

NH, P loop

out

) ;

OOH

»Calcium bowl!“

Vor allem im Hinblick auf bestehende Resistenzen gegen lvermectin, Benzimidazole und
Tetrahydropyrimidine ist die Aufklarung dieses neuartigen Wirkmechanismusses ein ent-
scheidender Durchbruch fiir die zuklnftige und gegenwaértige Behandlung von Wurminfekti-

onen bei Mensch und Tier.

3. Struktur-Wirkungsbeziehungen von anthelmintischen Cyclooctadepsipeptiden
Verschiedene Arbeiten in der Vergangenheit haben gezeigt, dass es zur Untersuchung der
Struktur-Wirkungsbeziehungen mehrere Ansatzpunkte gibt, die Struktur von PF1022A (2), zu
modifizieren. Die Arbeiten ergaben bemerkenswerterweise Derivate mit vergleichbarer oder
sogar starkerer Aktivitat, wie beispielsweise das PF1022-Derivat Emodepsid (1).>#32%® zur
gezielten Synthese biologisch aktiver Derivate ist es von fundamentaler Bedeutung, die Struk-
tur-Wirkungsbeziehungen des zur Derivatisierung ausgewahlten Naturstoffs genau zu kennen.
Daher wurden von PF1022A (2) ausgehend umfassende Strukturmodifikationen durchgefiihrt
und in vivo (Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Ascaridia galli) auf
Wirksamkeit Uberpriift:
e Modifikation des N-Alkylsubstituenten, sowie sukzessiver Austausch der N-Methyl-L-
Leucin-Bausteine gegen alternative N-Methyl-Aminosduren zur Untersuchung des

Einflusses der Lipophilie und der C,-Symmetrie auf die Wirkung.®>°
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Abb. 9: Anthelmintische Aktivitat exemplarischer PF1022A-Analoga mit modifizierten N-Methyl-L-
Leucin-Bausteinen:

in vivo Aktivitat
Ri R, R; (H. contortus)

: R
“_N__R
R, Oy Y [mg/kg]
L o o) —
Rz—N 0 0 . 2 iBu iBu Me 0.10
o 0

2: 18 iBu iBu Et 0.25
e O o N-Rs . .

o— o N\ 19 iBu iBu Pr 0.25

R;\NJ\/O Ro 20 iBu iBu iPr 1.00

Ry - 21 sBu sBu Me 5.00

22 iPr iPr Me 0.25

23 nPr nPr Me nicht detektiert
24 Me Me Me nicht detektiert
25 Bn Bn Me nicht detektiert
26 iBu Me Me nicht detektiert
27 iBu nPr Me 0.10

e Austausch der D-Milchsdauren und D-Phenylmilchsdauren gegen alternative

a-Hydroxycarbonsduren, sowie Modifikation der para-Position der Phenylmilch-

Séuren.8'32'60'61'62

Abb. 10: Anthelmintische Aktivitdt einiger PF1022A-Analoga mit alternativen o-Hydroxy-
carbonséure-Bausteinen:

in vivo Akti-

AT vitét

- N R R R R
0N ' 2 ’ * " (H. contortus)
\ O /0O

_N 0 0 :2--|R2 [ma/kg]
2:0 o 2 Me Bn Me Bn 0.10
R4I|.

0o 0% /" 28 irr B0 iPr Bn 1.00
N)K/\O_Q_< 29 Me Bn nBu Bn 1.00
| Ry 30 Me iBu Me Bn >1.00

31 Me iPr Me iPr >1.00
32 Me Me Me Me >1.00
33 Me Dpm Me Dpm 0.10
34 Me Bta Me Bta 0.10

35 H nPr Bn H >1.00
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Abb. 11: Anthelmintische Aktivitdt exemplarischer PF1022A-Analoga mit modifizierten Phenyl-
milchséuren:

in vivo

. - - Aktivitat
0Ny ' ? (A. galli)
(0] (0]

—N o) o) Ry 2 mg/kg
(@] (0]
R»] (N

>90%

O >90%

>90%

—
aval
36 9 O/—?:IT, —) >90%
~
—

>90%

e Backbonemodifikationen durch partielle und vollstandige Reduktion der Amidfunk-
tionen, Derivatisierung der Amidfunktionen zu Thioamidfunktionen, Amidoximen und
Herstellung von Azadepsipeptiden, bei denen Leu-a-C-Atome durch N-Atome ersetzt

wu rden.63'64'65'66'67

Abb. 12: Anthelmintische Aktivitat einiger PF1022A-Analoga mit Backbone-Modifikationen:

in vivo

Aktivitat
>—\_‘ A B C D (H.

contortus)

[ma/kg]
2 C=0 C=0 C=0 C=0 0.10

d /E\ 39 CH, C=0 C=0 C=0 0.0-1.0

40 CH; CH, C=0 C=0 0.0-1.0
41 CH; CH, CH, C=0 >1.00
42 CH; CH, CH, CH; >1.00
43 C=S C=0 C=0 C=0 0.10
44 C=S C=S C=S C(C=S 0.10
45 C=NOMe C=0 C=0 C=0O >1.00
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Modifikation der a-C-Atome des N-Methyl-L-Leucins (zwischen A und B sowie zwi-
schen B und C) ergab in vivo gegen H. contortus und T. colubriformis eine Abnahme
der biologischen Aktivitat um den Faktor 5-10 im Vergleich zu PF1022A (2).%’

e Einschrankung der Zahl der mdglichen Konformere und Stabilisierung einzelner

Strukturelemente durch den Einbau zyklischer Aminoséure- und a-Hydroxycarbon-

saurebausteine, %697

Abb. 13: Anthelmintische Aktivitat einiger PF1022A-Analoga mit zyklischen Bausteinen:
0] / — ——
)k/ in vivo Aktivitét
(H. contortus)

[ma/kg]
46n=1
471 = 2 2 0.11
48 n= 46 6.00
- 47 3.00
>_\_(‘)/'\[(N 48 0.33
49 6.00
2:0 50 1.00
e 51 >6.00
© " w)
AN O
|
49n=1
50n=2
51n=3

e Konformationsuntersuchungen mittels Rontgenkristallstrukturanalyse und NOESY -
bzw. ROESY-NMR-Spektroskopie.®"*

Diese Struktur-Wirkungsuntersuchungen lieferten die Erkenntnis, dass hauptséchlich die Mo-
difikation der para-Position der Phenylmilchsduren eine Mdoglichkeit zur Wirkoptimierung
aufzeigt.® Da die Modifikation der Phenylringe synthetisch kein groRes Problem darstellt,
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wurden bereits zahlreiche Derivatisierungen durchgefiihrt.>232%%%2 Neben der erfolgreichen
Entwicklung des Emodepsids (1) gelang es Ohyama et al.®*? erst kiirzlich eine Reihe wirk-
samer PF1022-Analoga zu synthetisieren. Dabei war zu beobachten, dass insbesondere die
Einfihrung von O-Alkylsubstituenten an der para-Position einer Phenylmilchsdure zu hoch-
potenten Derivaten flihrte (36-38, Abbildung 11). Demzufolge ist das Interesse an PF1022-

Analoga, deren Phenylmilchsduren an der para-Position modifiziert sind, nach wie vor grof3.

4. Bekannte Synthesen von PF1022A und PF1022-Analoga

Aufgrund der C,-Symmetrie von PF1022A (2) vereinfacht sich das Syntheseproblem auf eine
Dimerisierung zweier identischer Tetradepsipeptide, jeweils bestehend aus einem (S)-N-
MeLeu-(R)-Lac und einem (S)-N-MeLeu-(R)-PhLac Didepsipeptid. Diesen Ansatz verfolgten
in den 1990er Jahren verschiedene Arbeitsgruppen und entwickelten daraus Totalsynthesen in

37,39,73,74

Lésung und an der festen Phase.”"® Des Weiteren wurde mit Hilfe entsprechender

Enzyme eine Biosynthese von kleinen Mengen PF1022A (2) und verschiedenen Derivaten

entwickelt.”"®

4.1 Synthesen in Lésung und an der festen Phase

Die zur Herstellung von PF1022A (2) entwickelten Losungssynthesen wurden entweder mit
der N-Boc/Benzylester- oder der N-Benzyl/tert-Butylester-Schutzgruppenstrategie durchge-
fuhrt. Wahrend in der Synthese von Dutton und Nelson® (Schema 1) D-Milchséure und
D-Phenylmilchsaure eingesetzt wurden, fihrten die Gruppen um Ohyama®’ und Kobayashi’
die R-Konfiguration der a-Hydroxycarbonsaureeinheiten mit Hilfe einer Mitsunobu-Inversion
ein. Die abschlieBende Makrozyklisierung zum Cyclooctadepsipeptid 2, unter Bildung einer
Amidbindung zwischen N-terminalem N-MelLeu und C-terminalem D-Lac unter Hochver-
dunnungsbedingungen, wurde von Dutton und Nelson mit Hilfe von BOP mit einer Ausbeute
von 50% ausgefuhrt. Dieses Ergebnis konnte von Kobayashi mit DCC auf eine Ausbeute von
55% gesteigert werden. Die Gruppe um Ohyama zyklisierte die lineare Octa-
depsipeptidvorstufe mit C-terminaler D-PhLac unter Einsatz von EDCI mit einer Ausbeute
von 80%. Die Synthese nach Scherkenbeck™ (Abb. 14) wurde ausgehend von (S)-2-
Chloropropansdure und (S)-2-Chloro-3-phenylpropansaure als Synthone fur die R-kon-
figurierten a-Hydroxycarbonséuren durchgefiihrt. Bei der finalen Makrozyklisierung wurde
ebenfalls vom N-terminalen N-MelLeu zum C-terminalen D-PhLac zyklisiert. Dabei konnte

unter Verwendung von BOP-CI eine Ausbeute von 87% erreicht werden. Diese Ergebnisse
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zeigen eine Abhéangigkeit der Zyklisierungsausbeute zur Sequenz der linearen Vorstufe auf,
da sowohl Ohyama, als auch Scherkenbeck von N-MeLeu zur COOH-Gruppe der D-PhLac
zyklisierten und jeweils eine Ausbeute Uber 80% erhielten. Fur diese guten Ausbeuten kann

Schema 1: Synthese von PF1022A (2) in Lésung von Dutton und Nelson:*®

o]
HOoBn o Q
Boc_, OH Boc_, OH \‘)LOBn
|l o o
2 53

5 52 54

N 4

55R =Bn 57 R = Boc o
Boc b + c
N © OR < < RN O\‘)Losn
I o 56 R =H 58 R = H I o
a
1 o) o)
R\ o) \ O\HLORz
o) o)
59 R1=Boc R?2=Bn
b,h c
60 R = Boc R2=H 61R'=H R2=Bn

A

62 R1=Boc R%2=Bn

ol
63R'=H R2=Bn

b|: d
64RI=H R2=H — > PF1022A
2

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) DCC, DMAP, DCM; (b) 10% Pd/C, H, (3 atm), EtOH; (c) 10%
TFA/DCM; (d) BOP, NMM, DCM.
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Abb. 14: Schema der Lésungssynthese von PF1022A (2) nach Scherkenbeck®™:
Cljﬁ(o)( cl O)(
o} o}
Bn. N/'i(\OH Bn. Nﬁ;)H
I o I o
BN Cs2COs OBu Bn Cs2COs3 OtBu MelLeu Lac MeLeu PhLac
HCI H2
Bn OH H OtBu
BOP-CI
Bn OtBu Bn OtBu
HCI H2
Bn OH H OtBu
BOP-CI
Bn OtBu
HCI
Bn OH
H2
H OH

BOP-CI, DIEA

DCM, HochverdUnnungl 85-90%

PF1022A(2)

Abb. 15: Rotamer der linearen Vorstufe von PF1022A (2):

0

N

/l,'(go
Oj/o
\N "’/)\
H

/,,
j/o,,)\

HO

65

O
N pd
O

O

eine cis-Amidbindung zwischen ei-
nem N-MeLeu und einer D-Lac ver-
antwortlich gemacht werden. Dadurch
wird eine U-formige Konformation
moglich, bei der sich N- und C-
Terminus nahe kommen (Abb. 15).

Des Weiteren ergibt sich eine Abhén-
gigkeit von den eingesetzten Kupp-
lungsreagenzien, wobei sich EDCI
und BOP-CI als geeignete Reagenzien

herausstellten.

Am Kaiser-Oxim-Harz, wurden von Lee einige konformativ eingeschrankte PF1022-Analoga

synthetisiert.”® Eine Synthese von PF1022A (2) selbst oder von Emodepsid (1) wurde nicht

veroffentlicht. Die Synthese am Kaiser-Oxim erlaubt eine elegante zyklisierende Abspaltung,

bei der die festphasengebundenen linearen Octadepsipeptide durch Kochen unter Rickfluss in

Ethylacetat zyklisierend von der festen Phase abgespalten werden. Die Hochverdinnungsbe-
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dingungen liefert hierbei die Verteilung der Bindungsstellen am Harz. Die intramolekulare
Zyklisierung wird durch die cis-Amidbindungen, die durch den Einbau von Prolin bzw. Pipe-

colinsdure zustande kommen, begunstigt (Abb. 16).

Abb. 16: Schema der Festphasensynthese von PF1022-Analoga nach Lee®"7¢:
1.DIC / DMAP

Boc-MeLeu-PhLac-Pip(oder Pro)-Lac-OH + Kaiser—Oxim—HarzL MeLeu-PhLac-Pip(oder Pro)-Lac-O-Kaiser-Oxim

1. TFA,
PyBrop / DIEA ) ) ) 2. PyBrop / DIEA
> Boc-MeLeu-Lac-MelLeu-PhLac-Pip(oder Pro)-Lac-O-Kaiser-Oxim
Boc-MeLeu-Lac-OH Boc-MeLeu-PhLac-OH
) ] ) 1. TFA
Boc-MeLeu-PhLac-MeLeu-Lac-MeLeu-PhLac-Pip(oder Pro)-Lac-O-Kaiser-Oxim 2. EtOAC, A

cyclo(MeLeu-PhLac-MeLeu-Lac-MeLeu-PhLac-Pip(oder Pro)-Lac)

Die beschriebenen Synthesen zeigen deutlich Optimierungsbedarf auf. Die Losungssynthesen
kamen Uber eine Gesamtausbeute von 13% nicht hinaus und sind auRerdem mit den typischen
Nachteilen der Losungssynthese behaftet, namlich zahlreiche chromatographische Rei-

nigungen.37,39,73,74

Lee75,76

plante zundchst eine vier Kupplungsschritte umfassende Festphasensynthese, ausge-
hend von Didepsipeptidbausteinen. Allerdings musste die Synthese nach dem zweiten Kupp-
lungsschritt abgebrochen werden, da das geschitzte Tetradepsipeptid durch betréchtliche Di-
ketomorpholinbildung nur in 50% Ausbeute erhalten wurde. Daher synthetisierte Lee das N-
terminal geschiitzte Tetradepsipeptid im zweiten Versuch in Losung. So wurde das Risiko der
Diketomorpholinbildung sowie das Knuipfen von problematischen Esterbindungen an der fes-
ten Phase umgangen. Die Zahl der Syntheseschritte in Losung wurde allerdings nicht signifi-
kant verringert. Des Weiteren sind die Ausbeuten der Festphasensynthese inklusive Zyklisie-
rung im Vergleich zu den publizierten Losungssynthesen geringer. Zusatzlich besteht bei
Anwendung der Synthese auf PF1022A (2) oder Emodepsid (1) die Gefahr, dass die Ausbeu-
ten noch geringer ausfallen, da diese keine zyklischen Aminoséduren enthalten, die eine intra-
molekulare Zyklisierung begunstigen.

Eine effiziente Synthese, insbesondere fiir Emodepsid (1), ist allerdings gerade im Hinblick
auf eine Wirkstoffanwendung zur Behandlung von Wurminfektionen bei Menschen in Ent-
wicklungsléandern dringend erforderlich. Derzeit ist die effektivste Herstellung von Emodep-
sid (1) die fermentative Gewinnung von PF1022A (2) mit anschlieRender dreistufiger Deriva-

tisierung. Dies stellt jedoch einen sehr kosten- und zeitaufwéndigen Weg dar.>30436%79
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4.2 Biosynthesen

Fur mehrere Depsipeptide wurden neben den chemischen Synthesen auch Biosynthesen mit
Hilfe der entsprechenden Enzyme entwickelt.

Die Synthese der Enniatine wird durch Inkubieren des Enzyms Enniatinsynthetase (ESYN)
zusammen mit den Aminosdure- und o-Hydroxycarbonsauregrundbausteinen, ATP und
S-Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) sowie MgCl; erreicht. ESYN reprasentiert ein Hybridsys-
tem einer Peptidsynthetase®™ und einer Methyl-Transferase und dient als Modell fiir andere
N-Methyl-Cyclopeptid-Synthetasen.®""® Im Jahr 2000 wurde von Weckwerth et al.”” eine
N-Methyl-Cyclooctadepsipeptid-Synthetase (PFSYN) isoliert und charakterisiert. Die PFSYN
ist der ESYN in GroRe und Mechanismus sehr &dhnlich. Das Enzym hat ein Molekulargewicht
von 350 kDa und folgt, wie andere Peptidsynthetasen, einem Thiotemplat-Mechanismus, in
dem die Substrate als Thioester durch Adenylierung aktiviert sind. Die N-Methylierung vom
Substrat L-Leucin findet erst nach der Peptidbindungsbildung statt. PESYN kann alle bekann-
ten natlrlichen Cyclooctadepsipeptide vom Typ PF1022 mit unterschiedlicher Anzahl an

D-Laktat und D-Phenyllaktat in kleinen Mengen synthetisieren.®’" 7851

Schema 2: Assay fiir die in vitro Synthese von PF1022-Analoga (PF1022B und F) aus D-Lac, D-PhLac, L-Leu,

ATP und AdoMet. Modulare Doméanen-Architektur der PFSYN: C (Kondensation), A (Adenylierung), T
(Thiolierung), M (Methylierung):"

A O
N
HO OOH ﬁ(\ d /og“l‘i-’m

PFSYN

PF1022B (69)

66 67
*[*C-adomet]

H |

+[ATP] ‘. N
(o) + +[Mg?] >_\—i/\n, jr)/
HN OH (0] (o] )

/ N\

PF1022F (70)
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Il Zielsetzung

Es gibt einen grofRen Bedarf an Cyclooctadepsipeptiden als Wirkstoffe im Veterinar und Hu-
manbereich. Vor diesem Hintergrund sollen Festphasensynthesen von PF1022A (2) und Ana-
loga an unterschiedlichen Tragermaterialien entwickelt werden. Dies soll einerseits durch
Fragmentkupplungen und andererseits durch die VVerwendung einzelner Bausteine des Natur-
stoffs geschehen. Die Entwicklung soll sowohl am preisgiinstigen und stabilen Wang-Harz,
als auch am Kaiser-Oxim-Harz erfolgen, das eine zyklisierende Abspaltung des linearen Octa-
depsipeptids zum Cyclooctadepsipeptid erlaubt.

Die Festphasensynthesen sollen breit variierbar sein, so dass auch kleinere Bibliotheken von
PF1022-Analoga hiermit hergestellt werden kénnen. Des Weiteren sollen diese Synthesen
bezlglich ihrer Ausbeute konkurrenzfahig sein mit der biotechnologischen Herstellung des
PF1022A (2) und anschliel}ender Derivatisierung zu Emodepsid (1).

Ein zweiter Aspekt der vorliegenden Arbeit ist die enantioselektive Synthese von substituier-
ten (R)-Arylmilchsauren als Bausteine fiir die Festphasensynthesen. Fir die Herstellung der
enantiomerenreinen (R)-Arylmilchsauren, sollen sowohl Gibergangsmetallkatalysierte, als auch

enzymatische Verfahren eingesetzt werden.
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11 Syntheseplanung

1. Retrosynthetische Betrachtungen und Planung der Synthese von PF1022A
Retrosynthetisch lasst sich das C,-symmetrische und aus vier Aminosaure- und vier Hydroxy-
carbonsaure-Einheiten aufgebaute PF1022A (2) in zwei gleiche Tetradepsipeptid-Einheiten
(4er-Baustein) (71) zerlegen, die wiederum aus den zwei Didepsipeptid-Einheiten (2er-
Bausteine) 72 und 73 zusammengesetzt sind. Da als Aminosaure lediglich Leucin vorkommit,
reduziert sich die Anzahl der Edukte auf jeweils zwei Hydroxycarbonséuren (D-PhLac (66),
D-Lac (68)) und L-Leucin (67).

Abb. 17: Retrosynthese von PF1022A (2):

.

2 O

%0 NeSNeu N
Q%ﬁtm - “Aﬁ@

PF1022A(2)
(0]
0 HN o OH
O\ﬁt + |
HN OH 0
o

72 73

o) o)
HO HO
oH + \‘)LOH
HN OH +
0o
66 67

68

Nach der Zerlegung des Zielmolekdils in leicht zugédngliche, beziehungsweise kommerziell
erhdltliche Bausteine, folgt die Anpassung der Grundbausteine an die Synthesestrategie.
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Festphasensynthesen haben sich zu Routinemethoden in der organischen Chemie entwickelt,
da sie sehr viele Vorteile gegenuber gewohnlichen Losungssynthesen bieten. Aufwandige und
mit grof’en Ausbeuteverlusten verbundene Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte werden
durch einfache Filtrations- und Waschschritte ersetzt. Dadurch bietet sich die Mdglichkeit der
Ausbeutesteigerung durch den Einsatz hoher Eduktiiberschiisse.®? Des Weiteren ist das Harz
nach der Synthese je nach Tragermaterial wiederverwendbar.” Dies filhrt neben den unprob-
lematischen Arbeitsschritten dazu, dass Festphasensynthesen leicht automatisierbar sind.®

Besonders geeignet ist die Festphasensynthese bei der Synthese von Peptiden,® da in dem
Fall lediglich Amidbindungen beziehungsweise bei Depsipeptiden auch Esterbindungen ge-
knupft werden. Dies ist von besonderer Bedeutung, da alle Reaktionsschritte einer Festpha-
sensynthese mit dem Tragermaterial und dem verwendetem Linker kompatibel sein miissen.®?
Bei der Herstellung zyklischer Peptide ist die Makrozyklisierung ein problematischer Schritt,
da sie, um intermolekulare Reaktionen zu vermeiden, unter Hochverdiinnungsbedingungen
durchgefiihrt werden muss.’™ Dies ist jedoch praparativ aufgrund des hohen Lésungsmittelver-
brauches ungunstig. Das Problem kann bei der Festphasensynthese mit Kaiser-Oxim-Harz

vermieden werden. Das Kaiser-Oxim-
Abb. 18: Kaiser-Oxim- und Wang-Harz-Linker:

oH Harz bietet die Mdglichkeit der zyklisie-

84,85,86,87,88,89

renden Abspaltung und ist

N
O O daher ein ideales Tragermaterial flr eine
. NO, OH  effiziente Festphasensynthese eines zyk-
Kaiser-Oxim Wang-Harz lischen Peptids oder Depsipeptids. Hinzu
kommt das Problem einer aus ©kono-
mischen Gesichtspunkten ungtinstigen Derivatisierung des ohnehin schon teuren Naturstoffs
PF1022A (2) zu Emodepsid (1). Dies wiirde durch eine Festphasensynthese aus einzelnen
Bausteinen oder Fragmenten ebenso umgangen, wie es durch die Wahl des entsprechenden
Tragermaterials méglich ist, die aufwandige und teure Makrozyklisierung in Lésung zu ver-
meiden.
Daher bietet es sich an, als Erstes eine Festphasensynthese fiir PF1022A (2) zu entwickeln,
die dann auf Emodepsid (1) und weitere Derivate Ubertragen wird.
Als Tragermaterialien werden das Kaiser-Oxim-Harz, da es die Mdoglichkeit zur zykli-
sierenden Abspaltung bietet und das Wang-Harz, da es hoher beladbar, preisgunstiger und

weniger empfindlich ist, gewéhlt (Abbildung 18).

“ Die Wiederverwendbarkeit des Tragermaterials wird in Abschnitt IV.6., S. 81 ff besprochen.
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Grundsatzlich l&sst sich die Festphasensynthese als 8x1- (Verknipfung von Monobausteinen)
oder 4x2-Synthese (Verknilpfung von Didepsipeptidbausteinen) gestalten.

Durch die Aneinanderreihung von Einzelbausteinen, besitzt die 8x1-Synthese eine sehr breite
Variierbarkeit zur Herstellung von linearen Depsipeptiden.

Bei der 4x2-Synthese geht ein Teil der Variierbarkeit der Synthese an der festen Phase verlo-
ren. Die gewunschten Didepsipeptide missen vorweg in Ldsung synthetisiert werden. Die
4x2-Synthese besitzt aber den Vorteil, dass sich mit Hilfe dieser Strategie, die oft problembe-
hafteten Veresterungen an der festen Phase vermeiden lassen.*%

Da beide taktischen VVorgehensweisen sowohl ihre Vorteile, als auch ihre Nachteile mit sich

bringen, wurden beide Strategien verfolgt.

1.1 Planung und Diskussion zur Wahl der Kupplungsreagenzien

Bei der 4x2-Synthese steht die Bildung von Amidbindungen mit N-Methyl-Aminosduren im
Vordergrund. Diese sind kritisch zu betrachten hinsichtlich niedriger Ausbeute und hoherer
Racemisierungsgefahr. VVor allem die sterisch hindernden Methylgruppen spielen hierbei eine
groRe Rolle.”* Dies ist besonders der Fall, wenn sie an der festen Phase generiert werden, da
die Reaktionsfahigkeit von festphasengebundenen, sekunddren Aminen mit aktivierten
Carbonsauren geringer ist, als in Losung.”*® Obwohl dieses Problem seit Jahrzehnten be-
kannt ist, gibt es bis heute keine zufriedenstellende Ldsung. In der Festphasensynthese der
Cyclopeptide Cyclosporin und Omphalotin A hat sich Triphosgen als Kupplungsreagenz fiir
sterisch anspruchsvolle N-Methyl-Aminosduren bewéhrt, wéhrend in der Losungssynthese
von Thiocoralin das konventionellere Kupplungsreagenziensystem HATU/HOALt zu guten
Ausbeuten fuhrte.”**° AuBerdem sind BMTB und DFET als moderne Kupplungsreagenzien
fur diese Problematik entwickelt worden.®”*® Allerdings sind diese Reagenzien zum einen
nicht kommerziell erhéltlich und zum anderen sind die Synthesen der Reagenzien problema-
tisch.

Ein aufschlussreiches Beispiel fir die durch Verwendung von N-Methyl-Aminoséuren auftre-
tenden Probleme, ist in einer Veroffentlichung von Lee zu finden (Abschnitt 1.4.1, S. 16
ff).”>’® Da HATU leicht verfiigbar ist und sich zudem in der Literatur oft bewahrt hat, wurde
neben dem von Lee verwendetem DIC bei der Entwicklung der 4x2-Synthese zunéchst von

HATU ausgegangen.

Bei der Wahl der Kupplungsreagenzien fur die 8x1-Synthese war es vor allem fur die Bildung

der Esterbindungen problematisch, ein geeignetes Reagenz zu finden, da trotz der Entwick-
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lung moderner Reagenzien wie HATU, BMTB, DFET und Triphosgen fur die Kupplung von
sterisch gehinderten N-Methyl-Aminoséuren das Knipfen von Esterbindungen an der festen
Phase noch immer ein synthetisches Problem darstellt.®3%®%" Des Weiteren sind als Standard-
reagenzien fur Esterbindungen in der Literatur lediglich DIC/DMAP und Hexafluoracetonide
von o-Hydroxycarbonséuren fiir die Synthese von Depsipeptiden zum Einsatz gekom-
men.**% Normalerweise werden, abgesehen von der Immobilisierung des ersten Bausteins,
Esterbindungen in Losung und anschlieRend nur die Peptidbindungen an der festen Phase
generiert, oder die Hydroxycarbonsauren werden ohne Schutzgruppe eingefiihrt.”>*%

Bis heute sind nur sehr wenige Verfahren fur Depsipeptid-Festphasensynthesen aus Einzel-
bausteinen bekannt. Eine eindrucksvolle Synthese ist die 24-Stufen umfassende Totalsynthese
des Cyclododecadepsipeptids Valinomycin (13), bei der an der festen Phase sechs Esterbin-
dungen gebildet werden.?31%21% Bej dieser Synthese waren DIC/DMAP sowohl fiir Ester-, als
auch fur Amidkupplungen die besten Reagenzien. Aus diesem Grund wurde zunéchst dieser

Ansatz bei der Entwicklung der 8x1-Festphasensynthese von PF1022A (2) verfolgt.

Ein weiterer Aspekt, der in der Planung der Festphasensynthesen beriicksichtigt werden muss,
ist die Diketomorpholinbildung. Das Kaiser-Oxim besitzt den Nachteil, dass die Diketomor-
pholinbildung eine wichtige Nebenreaktion bei Kupplungen und Schutzgruppenspaltungen
am Harz darstellt, da der Oximester schon durch schwache Nukleophile gespalten werden
kann. Beim Wang-Harz ist die Schutzgruppenspaltung auf der Didepsipeptidstufe besonders
kritisch.

Da die Kombination von sterisch anspruchsvollen Aminosduren als erstem und einer
N-Methyl-Aminosaure als zweitem Baustein besonders zur Bildung von Diketomorpholinen
neigt, muss die Schutzgruppenspaltung auf der Didepsipeptidstufe und die Kupplung des
zweiten Didepsipeptidbausteins bzw. des dritten Monobausteins besonders sorgfaltig opti-

miert werden, 8104105
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2. Planung der Synthesen der Grundbausteine fur die 4x2- und die 8x1-Synthese von
PF1022A

2.1 Planung der Schutzgruppenstrategie und der Synthesen der Grundbausteine flir die
8x1-Synthese

Fur die Festphasensynthesen des PF1022A (2) sind PhLac (66), Lac (68) und N-MeLeu (67)
als Grundbausteine erforderlich. Da das Kaiser-Oxim vor allem durch basische Nukleophile
gespalten wird, wurde die aus sauer spaltbaren Schutzgruppen bestehende N-Boc/O-THP-
Schutzgruppenstrategie gewéhlt. Das Wang-Harz wiederum bildet eine so stabile Bindung
zum Substrat, dass nur unter stark sauren Bedingungen, &hnlich der Boc-Abspaltung, gespal-
ten werden kann. So wird bei diesem Tragermaterial die basisch spaltbare Fmoc-
Schutzgruppe fur die Aminofunktionen und die schwach sauer spaltbare THP-Gruppe fiir die
Hydroxyfunktionen gewéhlt.

Daraus ergeben sich die in Abbildung 19 dargestellten Grundbausteine 74, 75 und 76 flr die
8x1-Wang-Harz-Synthese, beziehungsweise 74, 75 und 52 fiir die Synthese am Kaiser Oxim.

Abb. 19: Grundbausteine von PF1022A (2):

o} o | O | ©
_N _N
\;)LOH "~ OH Fmoc \E)LOH Boc \E)LOH
OTHP OTHP \( \(
74 75 76 52

Allerdings konnen beide Schutzgruppenstrategien Probleme mit Esterbindungen verursachen.
Die Standardbedingungen zur Spaltung der Fmoc-Gruppe konnen partiell Esterbindungen
spalten, sowie Diketomorpholin-Bildung und Racemisierung der chiralen a-Hydroxy-
carbonsauren verursachen. Auf der anderen Seite hat sich die Fmoc-Gruppe an Standard-
Trégermaterialien wie dem Wang-Harz erfolgreich etabliert und kann leicht auf einen Peptid-
Synthesizer uUbertragen werden. Bei den Spaltbedingungen der Boc-Schutzgruppe hingegen,
wird die Diketomorpholinbildung unter den stark sauren Bedingungen nahezu unterdriickt,
allerdings konnen aktivierte Ester, wie die zwischen PhLac und dem Linker oder N-MeLeu,
angegriffen werden. Darlber hinaus sind Harze, die mit der Boc-Schutzgruppe kompatibel
sind, beispielsweise das Kaiser-Oxim, signifikant teurer und besitzen dabei eine geringere
Beladungskapazitat im Vergleich zum Wang-Harz. Demgegenuber erlaubt das Kaiser-Oxim

die vorteilhafte zyklisierende Abspaltung und kann mehrfach verwendet werden.



111 Syntheseplanung 27

Als Standardschutzgruppen fir OH-Funktionen haben sich in der Festphasensynthese Silyle-
ther und Acetylgruppen etabliert.'®® Die zur Spaltung von Acetylschutzgruppen benétigten,
stark basischen Bedingungen kdnnen jedoch als Nebenreaktion auch zu Esterspaltungen und
Racemisierung fuhren. Silylether sind bei Kupplungen an N-Methyl-Aminoséuren generell
ungeeignet, da die sterische Hinderung der sperrigen Silylsubstituenten zu grof ist. Aus die-
sen Griinden wurde die THP-Schutzgruppe gewahlt. Des Weiteren sind die Spaltbedingungen
mit beiden Linkern und sowohl mit der Fmoc-, als auch mit der Boc-Schutzgruppe kompati-

b8| 107

2.2 Planung der Synthesen der Grundbausteine fir die 4x2-Synthese

Durch die C,-Symmetrie von PF1022A (2) werden nur zwei unterschiedliche Didepsipeptid-
bausteine fur die Festphasensynthese bendtigt. So werden flr die Synthese von PF1022A (2),
aufgrund der Spaltbedingungen der verwendeten Tragermaterialien, fir die Kaiser-Oxim-
Synthese Boc-L-N-MelLeu-D-Lac-OH und Boc-L-N-MelLeu-D-PhLac-OH bendtigt, wéahrend
fiir die Synthese am Wang-Harz die entsprechenden N-terminal Fmoc-geschitzten Didepsi-
peptidbausteine erforderlich sind.

Zur Herstellung der Didepsipeptide in Lésung wird, wie in den bekannten Synthesen,"37%74
die Benzylschutzgruppe fur den C-Terminus gewahlt. Zur Kupplung der N-MeLeu-Bausteine
52 bzw. 76 mit den Benzyl-geschiitzten a-Hydroxycarbonséuren 53 und 54 eignen sich zum
einen Carbodiimide und zum anderen Kupplungsbedingungen nach Mitsunobu. Diese sind
besonders empfehlenswert, wenn die S-Enantiomere besser verfugbar sind als die

R-Enantiomere.

3. Planung der enantioselektiven Synthese verschiedener a-Hydroxycarbonsduren als
Bausteine fur die Festphasensynthese

Aus Untersuchungen der Struktur-Wirkungsbeziehungen, bzw. durch die Entwicklung von
Emodepsid (1), ist bekannt, dass die para-Position an den Phenylringen des PF1022A (2) oh-
ne Wirkungsverlust modifiziert werden kann.>®%-%2 Daher ist der Bedarf an Synthesen fiir
enantiomerenreine a-Hydroxycarbonséuren und speziell fur para-substituierte Phenylmilch-
séuren groR.

Voraussetzung flr eine Festphasensynthese ist ein effizienter Zugang zu den erforderlichen

Bausteinen. Wahrend Milchsdure (68) und Phenylmilchsdure (66) kommerziell erhéltlich,
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bzw. synthetisch leicht zuganglich sind, ist die Synthese substituierter Phenylmilchsauren
kein triviales Problem. Denkbar sind verschiedene Ansétze fur die Synthese dieser Verbin-
dungen, jedoch sollte die Synthese die gewinschten Bausteine auch im multi-Gramm-
Malfstab liefern konnen. So ware es beispielsweise, moglich mit Hilfe der an technische Be-
dingungen angepassten 8x1-Festphasensynthese, Emodepsid (1) wirtschaftlicher als bisher
herzustellen. Zur Erfllung dieser Kriterien sollte die Synthese mdglichst wenige, kostengiins-
tige und im Hinblick auf Toxizitdt und Umweltvertraglichkeit, unproblematische Schritte ent-
halten. Die Standardmethode zur Generierung von a-Hydroxycarbonsduren besteht in der
Umwandlung der entsprechenden Aminosaure durch Diazotierung und anschlieBende Hydro-
lyse.® Auf diesem Weg lassen sich hauptsachlich aliphatische Hydroxycarbonsauren aus
ihren entsprechenden Aminoséuren herstellen. In allen Fallen, in denen keine natiirliche Ami-
nosaure zur Verfugung steht, ist diese Methode ungunstig, da zum einen die entsprechenden
Aminosauren erst enantioselektiv hergestellt werden miissen und zum anderen, die Diazotie-
rung durch die Entwicklung nitroser Gase bedenklich ist. Daher soll zunéchst eine Methode
entwickelt werden, die sowohl die oben genannten Bedingungen erfillt, als auch breit an-
wendbar ist. Mit der einmal entwickelten Synthese sollen eine Reihe verschiedener, substitu-
ierter Phenylmilchsduren enantiomerenrein hergestellt werden. Die Verbindungen sollen
durch ihre Eigenschaften die Variabilitdt der entwickelten Synthese demonstrieren und
gleichzeitig fur Struktur-Wirkungsuntersuchungen der daraus synthetisierten Cyclooctadepsi-
peptide interessant sein. Aus diesem Grund wurden die in Abbildung 20 dargestellten Verbin-

dungen als Zielmolekiile fiir die Synthese ausgewahlt.>*%*

Abb. 20: Zielmolekdile der enantioselektiven Synthese zur Herstellung para-substituierter Phenylmilchsauren:

O
a b c d e f
R=
- O
| O N S
N~
N__—~ X ©/\ 6 C')i\/, o




111 Syntheseplanung 29

Fur die Synthese der aufgefiihrten substituierten Phenylmilchséuren stehen zahlreiche Metho-
den zur Verfiigung, jedoch sind die wenigsten hinsichtlich Variierbarkeit und Uberfiihrbarkeit
in den industriellen Malistab geeignet. Die wichtigsten Synthesemethoden, die diese Bedin-
gungen weitgehend erfullen, sind:

e Synthesen ausgehend von substituierten Orthoestern (ber eine stereoselektive Cope-

Umlagerung.'%®

Schema 3: Synthese ber stereoselektive Copeumlagerung:

o

| 1) TFA DCM >\/;v
N R

R S >| 2) AcCl, TEA

~TSr 7+ " OH “pem 78 °C 0O

o HN
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| O OH 7/ QHCLA
7 7
8 9 80 o
R/\;)LOH
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e Synthesen unter Zuhilfenahme einer Sharpless Dihydroxylierung von substituierten

Zimtséuren, die Uber eine Pd-katalysierte C-C-Verknupfungsreaktion zugéanglich ge-

macht wurden, gefolgt von einer regioselektiven Hydrierung,10°110111112113114.115

Schema 4: Synthese uber Sharpless-Dihydroxylierung:
o

(o) 0)
Pd R o

R-OTf >
! \)Lo/\ Sharpless-

81 82 83 \iihydroxylierung

/\)OL OH O
Pd(OH)., H» B
R 6H OH -~ R/\XJLO/\\
OH
77 84

e Synthesen ausgehend von Aryltriflaten tber eine Heck-Kupplung und eine enantiose-

lektive Hydrierung.*tt416-117:118

Schema 5: Synthese Uiber Heck-Kupplung und enantioselektive Hydrierung

(0] 0 O (@)
Pd ™
A R/\OHALO/ - R«c&o/
(o3 C (o3
81 85 86 87

e Synthesen durch enantioselektive Reduktion von a-Oxocarbonséuren, die ausgehend

von substituierten Benzaldehyden hergestellt werden 119120121122
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Schema 6: Synthese Uber enantioselektive Reduktion von a-Oxocarbonséuren:

Ac;0/NaOAc o
Q 0 9 120 °C/5h VL
AN
RJ\H +)LN)LOH —_—> R OH
H HCI/H,0 OH
88 89 90

]

(0]
R/\_)LOH Reduktion RYLOH
0]

- -
OH

77 91

Von allen zur Verfligung stehenden Methoden, ist die enantioselektive Reduktion der
o-Oxocarbonsauren am  besten geeignet. Zum einen geht die Synthese der
a-Oxocarbonséduren von Benzaldehyden aus, die in einer breiten Vielzahl zur Verfiigung ste-
hen. Darlber hinaus stehen flr die Reduktion zahlreiche Methoden, wie der Einsatz chiraler
Borreagenzien, Ubergangsmetlallkatalysierte Hydrierungen sowie enzymatische Verfah-

rer]123,124

zur Verfigung.

Die Nachteile der alternativen Syntheserouten liegen neben der Verfligbarkeit der Ausgangs-
materialien in den Problemen der Heck-Kupplung und der Sharpless-Dihydroxylierung
(Schema 4 bzw. 5). Heck-Kupplungen besitzen den Nachteil, dass Mehrfachkupplungen, bzw.
Kupplungen an dem nicht zur Reaktion vorgesehenen Substituenten auftreten, wenn die her-
zustellende Phenylmilchséure in der para-Position ein Halogen (I, Br, CI) tragt. Die Sharp-
less-Dihydroxylierung benétigt neben stark toxischen Osmiumverbindungen mehrere Aquiva-
lente Kaliumhexacyanoferrat, das sich aufgrund des hohen Preises und den hohen Entsor-

gungskosten unguinstig auf die Effizienz der Reaktion auswirkt.*?®
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IV Ergebnisse und Diskussion

1. Synthese der Grundbausteine fur die 8x1-Festphasensynthese von PF1022A
Wahrend Boc-N-MeLeu (52) kommerziell verfiigbar ist, wurden die Bausteine 74, 75 und 76

uber zweistufige Synthesen nach Standardliteratur (Schema 7) in guten Ausbeuten herge-
stellt 126,127,128,129,130

Schema 7: Darstellung der Grundbausteine fur die 8x1-Festphasensynthese von PF1022A (2):

i) )\

A

PN

H a Fmoc- A 0 b :
FmOC”N/\COOH N\i;f 2 o FmOC”N/\n’OH
H 100% 87% I o
92 93 76
0 0 o)
i) Ao c | \;)Lo/ d \;)LOH
OH 93% OTHP 85% OTHP
94 95 74
o) 0 o)
11 ~
NH, 62% OH 100% OTHP
96 66 75

Synthese von Fmoc-N-Me-Leucin (i), THP-Lac (ii) und THP-PhLac (iii). Reagenzien und Reaktionsbedingun-
gen: (a) Paraformaldehyd, p-TsOH, Toluol, 112 °C, 24 h; (b) AICls, Et;SiH, DCM, Rt, 1 h; (c) DHP, p-TsOH,
Toluol, 50 °C, 3 h; (d) 1 M LiOH (THF/Wasser, 3:5), 0 °C, 5 h; (e) 40% NaNO, (aq), H,SO,, 2 h bei 0 °C, 16 h
bei Rt, dann Zugabe von 40% NaNO, in H,SO,, 6 h bei 0 °C, dann Rt, 16 h; (f) DHP, p-TsOH, Pyridin, DCM,
Rt, 16 h.

2. Synthese enantiomerenreiner Arylmilchsauren als Bausteine fir die Festphasen-

synthese verschiedener PF1022-Analoga

2.1 Synthese der Vorstufen
Zur Synthese der a-Oxocarbonséuren wurden drei Synthesewege experimentell untersucht,
die ohne den Einsatz von Metallorganylen auskommen. Die verschiedenen Synthesewege zur

a-Oxocarbonsaure sind in Schema 8 abgebildet.
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Schema 8: Ubersicht der verschiedenen Syntheserouten zur Herstellung von a-Oxocarbonsiuren:
(0]

RJJ\H
88
a b c
(0] (@] 0
R/\KZ(O R/\KZ(NH R/\/lLO/\

N=<, HN

%O /N\

97 98 99

o o)
Rﬁé/lLOH 100
O(\NO/\ \TO/\ /\o/©/\ @/\ /O\/\o/\o/©/\ )YOO/\ @A
a b c q . . .
CI/©/\ Br/©/\ ©/\o/©/\ _O\’.‘.‘+©/\ @‘?Sp/\ /\)~ F/©/\
h i j K | m N

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (@) NaOAc, N-Acetylglycin, Ac,0, 140 °C, 1 h; (b) Hydantoin, 10%
1-Amino-2-propanol, Wasser, 100 °C, 10 h; (c) N,N-Dimethylglycinethylester, NaH, Ethanol, Diethylether, 0 °C
bis Rt, 18 h; (d) 3 M HCl,q, 100 °C, 3 h; (e) 20% NaOH,q, 100 °C, 6 h; (f) 2 M NaOH,q, 100 °C, 2 h, dann mit
HCI konz. anséuern, 100 °C, 5 min; (g) 1 M HCl,, Rt.

2.1.1 Synthese und Hydrolyse der Benzylidenimidazolidine

Der erste Schritt, die Umsetzung der substituierten Benzaldehyde 88a-n mit Hydantoin, liefer-
te lediglich das Benzylidenimidazolidin 98n. Trotz des Einsatzes verschiedener Metho-
den,*?12*124 konnte keine hohere Ausbeute als 14% erzielt werden. Des Weiteren war es
nicht moglich den Benzaldehyd 88a durch Kochen in trockenem Pyridin,*** oder durch Ko-

chen mit 1-Amino-2-propanol in Wasser'?****

mit Hydantoin zum Benzylidenimidazolidin
98a umzusetzen. Die nachfolgende basische Hydrolyse des Benzylidenimidazolidins 98n er-
folgte in einer moderaten Ausbeute von 57%. Da dieser Schritt nicht fiir alle aus den Zielmo-

lekllen (Abbildung 20) hervorgehenden Resten R durchfiihrbar war und bereits der erste
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Schritt mit groRBen Syntheseproblemen verbunden war, wurde diese Syntheseroute nicht wei-

ter fortgefiihrt.

2.1.2 Synthese und Hydrolyse der Azlactone

Im né&chsten Ansatz wurde die Route ber die Azlactone 97a-n zu den a-Oxocarbonséuren
91a-n verfolgt.'**

Das Azlacton 97n wurde in einer guten Ausbeute (79%), das Derivat 97a jedoch in einer ge-
ringen Ausbeute (23%) erhalten. Darlber hinaus lief sich nur das Azlacton 97n zur
a-Oxocarbonsdure 91n umsetzen. Das mit Morpholin substituierte Derivat 97a wurde dage-
gen nur in Spuren isoliert. Daher stellt auch diese Synthese keine breit anwendbare Methode

zur Herstellung substituierter Phenylmilchsauren dar, und wurde nicht weitergefiihrt.**

2.1.3 Synthese und Hydrolyse der Enamine

Die Synthese der Enamine 99a-n erfolgte mittels Aldolkondensation der substituierten Benz-
aldehyde 88a-n mit N,N-Dimethylglycinethylester.'*® Diese Reaktion lieferte die Enamine
99a-b, 99h und 99n in guten Ausbeuten (66-90%). Der néchste Schritt wiederum, die basi-
sche Esterhydrolyse gefolgt von der sauren Enaminhydrolyse, lieR sich nur im Fall der
a-Oxocarbonsdureester 100a, 100h und 100n erfolgreich durchfiuhren (62% bzw. 38% bzw.
36% Ausbeute). Die Esterhydrolyse lieferte zum einen niedrige Ausbeuten und zum anderen
war sie nicht fir alle Reste R durchflihrbar. Zur Losung dieses Problems wurde zunachst nur
das Enamin hydrolysiert, was in allen durchgefiihrten Experimenten gut gelang. AnschlielRend
wurden mehrere Verfahren zur Optimierung der Esterspaltung untersucht.**! Es war jedoch
nicht maoglich, die bisher erzielten Ergebnisse fiir die Esterhydrolyse zu steigern. Daher wurde
der Ethylester durch den labileren Methylester ersetzt. Des Weiteren wurde das Problem der
Ethylesterspaltung durch direkte Reduktion der a-Oxocarbonsaureester 100a-n umgangen.

Da die Uber ein Enamin verlaufende Synthese nach Horner,*”® im Vergleich zu den zuvor
durchgefuhrten Methoden die effektivste Synthese fiir die Herstellung von o-Oxo-
carbonséureestern darstellt, wurden die Enamine 102a-m auf diesem Weg hergestellt und zu
den entsprechenden a-Oxocarbonséureestern 103a-m hydrolysiert (Schema 9).

Zur Synthese der Enamine 102a-m wird der jeweilige Aldehyd 88a-m, in Gegenwart von
Natriumhydrid und Natriummethanolat, durch Zutropfen von N,N-Dimethylglycinmethylester
umgesetzt. Die Reaktion lieferte die Rohprodukte als E/Z-Gemische, die sich leicht mittels

Kugelrohrdestillation reinigen lieBen. Da das Verhéltnis der E/Z-lsomere fiir den weiteren
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Schema 9: Herstellung der a-Oxocarbonséduremethylester zur Synthese enantiomerenreiner a-Hydroxycarbon-
sauren:

o o o) 0 o)
~
JJ\ . T/\“/ ~ _a R/%(mo/ b R/}(mo/‘_ R/\(lLO/
R H (6] /N\ o) OH
88 101 102 103 104
o °
N ~N \ /o\/\ P
N o @) 0 (0]
o/
a b [ d e f
R =

i k [ m

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) NaH, Methanol, Diethylether, 0 °C bis Rt, 18 h; (b) 1 M HCl,,, Rt.

Verlauf der Synthese unerheblich ist, wurde keine weitere Strukturaufklarung betrieben. Mit
Ausnahme der Verbindungen 102k, 1021 und 102m** lieRen sich alle Derivate in guten bis
exzellenten Ausbeuten (65-96%) herstellen (Tabelle 2).

Die schlechten Ausbeuten der Derivate
102k und 102m sind auf die Auf-

Tabelle 2: Ausbeuten der Enamine 102a-m:

Versuch  Derivat Ausbeute

Nr. reinigung zurtckzufiihren. Wéhrend die
1 102a 91%

2 102b 87% Fluchtigkeit bzw. Zersetzbarkeit des
3 102¢ 96% . . .

4 102d - Enamins 102m zu einer geringen Aus-
5 102e 74% beute fuhrt, ist der Siedepunkt des De-
6 102f 93% :

7 102g 65% rivats 102k an der Grenze der zerset-
8 102h 84% zungsfreien Destillierbarkeit. Bei En-
9 102i 92% _

10 102j 84% amin 1021 traten mehrere Probleme auf.
11 102k 27% Zum einen lieB sich der Aldehyd 88l
12 102l 14%

13 102m 3296'% nur sehr schlecht zu Verbindung 102l

umsetzen, und zum anderen lag der
Siedepunkt von Enamin 102l Gber dem von Verbindung 102k. Daher war die Verbindung
nicht destillierbar.
Eine séulenchromatographische Reinigung kam fir die Verbindungen nicht in Frage, da sie
sich trotz Desaktivierung des Kieselgels, durch Zugabe von Triethylamin, wahrend der Chro-

matographie zersetzten.
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Der schlechte Umsatz von Verbindung 88l zu Verbindung 1021 wurde durch eine Variation
der Methode auf 65% gesteigert. Hierbei wurde der N,N-Dimethylglycinmethylester (101) bei
-78 °C mit LDA in Diethylether/DMPU vorgelegt und mit Benzaldehyd 88l versetzt. Aller-
dings ist damit das Problem der Reinigung nach wie vor nicht gelst.

Anschlieend wurden die Enamine 102a-m mittels 1 M Salzsdure zu den o-Oxocarbon-
saureestern 103a-m hydrolysiert. Im Fall der basischen Derivate 102a, 102b und 102g ent-
stand eine klare Losung. Das Produkt wurde durch Einstellen eines basischen pH-Werts mit
NaHCOg3 gefallt und mittels Filtration isoliert. Die weiteren Derivate wurden nach Dispergie-
ren in verdunnter Salzséure mit Diethylether extrahiert. Mit Ausnahme von o-Oxocarbon-
saureester 103e, der im Kugelrohr destilliert wurde, konnten alle Derivate umkristallisiert
werden. Die Ausbeuten der a-Oxocarbonséureester 103a-j, beziehungsweise ihrer tautomeren
Form 104a-j, lagen zwischen 54 und 90% (Tabelle 3). Probleme traten erneut bei den Deriva-
ten 102k, 102m** und 102l auf. In allen drei Fallen wurden anstelle der Enolester 104k-I nur
Nebenprodukte aus moglichen Aldolreaktionen beobachtet. Dies ist einerseits auf die Reini-
gungsprobleme, die bereits auf der Stufe der Enamine auftraten, zuriickzufuhren. Eine weitere

mdogliche Erklarung der schlechteren
Tabelle 3: Ausbeuten der a-Oxocarbonsaureester 104a-m:

Ausbeuten, beispielsweise von Derivat

Versuch  Derivat Ausbeute

Nr. 104j (54%), liegt in der schlechten

1 104a 79% _ _ _

2 104b 8805132 Wasserloslichkeit abhangig vom Rest
0 . . . .

3 104c 73% R. Im Fall der lipophileren Derivate ist

4 104d 69%

5 104e 72% eine langere Reaktionszeit in der ver-

6 104f 5896 " i}

7 104g 28% dinnten Salzséure zur Umsetzung not-

8 104h 90% wendig. Dadurch kann es allerdings zu

9 104i 73%

10 104j 54% Zersetzungsprodukten durch Aldolreak-

11 104k - tionen kommen. Dies konnte anhand

12 104l -

13 104m 132 der HPLC-ESI-MS-Spektren fur die

Verbindungen 104f,"*2 104h und 104m
nachgewiesen werden. Mit Ausnahme der Enolester 104c und 104i liegen alle
a-Oxocarbonsaureester 103a-j in der Enolform 104a-j vor. Die Tautomere der Derivate 104c
und 104i liegen in etwa gleichgrolien Anteilen vor. Dies konnte mit Hilfe von NMR-

Spektroskopie belegt werden.
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2.1.4 Spaltung der a-Oxocarbonsauremethylester

Zur Spaltung der a-Oxocarbonsauremethylester 103a-j wurden diese bei 0 °C in einer Losung
aus Wasser und THF als L6sungsvermittler, mit 1.1 Aquivalenten LiOH versetzt und tiber 4 h
bei dieser Temperatur geruhrt. Diese milde Methode wurde gewéhlt, um unerwiinschte Aldol-
nebenreaktionen sowie eine Decarboxylierung der gebildeten a-Ketocarbonséuren zu verhin-
dern. Mit Ausnahme der Derivate 91b und 91d, bei denen genau diese Reaktionen tberwo-
gen, wurden die Esterspaltungen in guten Ausbeuten (Tabelle 4) durchgefihrt (Schema 10).
Aufgrund der Sensibilitat der Verbindungen 91a-j wurde auf eine Reinigung verzichtet. Die
Rohprodukte wurden unmittelbar der folgenden enzymatischen Reduktion unterzogen.
Alternativ wurde versucht, die a-Oxocarbonsduremethylester 103a-b, 103d und 103f mittels
einer enzymatischen Esterspaltung mit Candida rugosa lipase in die freien Sauren zu ber-
fuhren.’® Der Vorteil besteht darin, dass ohne Aufarbeitung direkt enzymatisch reduziert
werden kann. Der pH-Wert wird mit Hilfe eines Autotitrators konstant gehalten und die En-
zyme konnen nach vollstandiger Umsetzung zum Reduktionsprodukt mit Hilfe eines Memb-

ranreaktors abgetrennt werden. Die Umsetzung der a-Oxocarbonséureester 103a-b, 103d und

Schema 10: Esterspaltung der a-Oxocarbonsédureester 103 bzw. 104 zu den a-Oxocarbonsduren 90 bzw. 91:

R/\(U\o/ R/\(U\o/ a5 R/\KU\OH R/\(U\0H
(6] OH OH O
103a+j 104a-j 90a-j 9la-j
I/\N : ~ \ /©/\
N o
o/ | © ~O"0"0
a b c d e
R =

JNCaN s o) @@g

f h: X=ClI
9 i X=Br

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) LiOH, H,O/THF, 0 °C, 4 h, bzw. Candida rugosa lipase, Tris-
Pufferq pH-Wert = 7.0-7.5, NaOH,q), Rt, 1 d.

103f war jedoch aufgrund geringer Wasserloslichkeiten, unabhéngig von der Reaktionszeit,
unvolistandig. Lediglich die Zahl der Nebenprodukte stieg mit der Lange der Reaktionszeit
an. Daraufhin wurden die Experimente mit DMSO oder t-Butylmethylether als Lésungsver-
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Tabelle 4: Ausbeuten der mittels LiOH durchge-
fuhrten Esterspaltungen:

Versuch  Derivat Ausbeute
Nr.

1 9la 75%

2 91b <1%

3 91c 86%

4 91d <192
5 9le 44%

6 91f 73%"%
7 91g 91%'*
8 91h 62%"%
9 91i 53%
10 91j 72%

des Lésungsvermittlers sinnvoll.

mittler wiederholt, doch auch diese Methode
ergab keine besseren Ausbeuten. Die Herstel-
lung der Derivate 91b und 91d erwies sich als
ebenso problematisch, wie unter dem Einsatz
der LiOH-Methode. So konnte im Fall der
Derivate 91b und 91d kein Umsatz nachge-
wiesen werden. Mit Ausnahme von Verbin-
dung 91f (Umsatz = 75%) wurde kein hoherer
Umsatz als 30% erreicht. Zur Optimierung
der Methode erscheint sowohl ein Screening

hinsichtlich der eingesetzten Lipase, als auch

Da die Spaltungsmethode mit LiOH sich als deutlich effizientere Methode herausstellte, wur-

de diese zur Herstellung der Zielmolekiile 91a-j eingesetzt.
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2.2 Enantioselektive Reduktionen
Zur enantioselektiven Reduktion wurden zunéchst Experimente mit chiralen Borreagenzien
wie (-)-DIP-CI*?1*® ynd Oxazaborolidinen****" sowie mit Béckerhefe®*3*13> ynd einem

chiralen Rh-Katalysator** durchgefiihrt (Schema 11).

Schema 11: Ubersicht der verschiedenen Reduktionsmethoden zur Herstellung para-substituierter Phenyl-
milchsduren (ber die entsprechende a-Oxocarbonséure:

R @)
o__0O
105
R” ™7 "OH
OH

@@ O*@* OAOAO*

b

@@@ Q%NQANT o o

h=Cl

i —Br k | m n o]

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) Benzoesédure, DIC, DMAP, DCM, Rt, 6 h; (b) (1.) (-)-DIP-CI, TEA,
THF, -20 °C, dann Rt, 8 h, (2.) Hefe, NaOAc/Essigsaure-Puffer (pH = 5), Rt, 72 h, (3.) Verschiedene chirale
Oxazaborolidine (Abb. 23)**’, BH;-Me,S / DCM oder BH;-THF / THF, Rt, 18-50 h, (4.) D-LDH, NADH, FDH,
NH,HCO,, EDTA, Wasser, pH = 7, Rt, 15 h; (c) 1 M LiOH (THF/Wasser, 3:5), 0 °C bis Rt, 24 h; (d) (1.)
2 mol% Rh-DuPhos, H, (8 bar), DCM, Rt, 24 h, (2.) 1 M LiOH (THF/Wasser, 3:5), 0 °C bis Rt, 18 h.

2.2.1 Enantioselektive Reduktion mit (-)-DIP-CI

Die Reduktion des a-Oxocarbonséureesters 100b mit (-)-DIP-CI (Abbildung 21) lieferte kein
Produkt.*** Dies ist vermutlich auf die Neigung zur Keto-Enoltautomerie zuriickzufiihren. Die
Derivate 100a-n liegen nachweislich (durch *H- und **C-NMR ermittelt), hauptséchlich in der
Enolform vor.'*! Dies ist der einzige, den Mechanismus beeinflussende Unterschied zwischen

den Derivaten 100a-n und dem nachweislich reduzierbaren Methylbenzoylformiat.'?2*% Des
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Weiteren ist die enantioselektive Reduktion des freien para-Hydroxyphenylpyruvats mit
(-)-DIP-CI literaturbekannt.*** Diese Tatsache schlieBt zum einen eine stérende Interaktion
des para-Phenylsubstituenten aus, zum anderen ergibt sich
Abb. 21: Struktur von (-)-DIP-CI:

daraus, dass im Fall von enolisierbaren o-Oxocarbonséure-
derivaten die freie Sdure vorliegen muss, damit eine Redukti-
on erfolgen kann. Das ist wiederum darauf zuriickzufuhren,
2 dass die Carbonsdurefunktion Uber eine Koordination am
106 Boratom (Abb. 22) in den Mechanismus eingreift.** Weiter-
hin lieBen sich die zuvor durch Enamin- und Esterhydrolyse

hergestellten o-Oxocarbonséuren 91a und 91n mittels (-)-DIP-CI reduzieren.
Die Ausbeuten der Reduktionen (91a: 26%, 91n: 63%) sind

Abb. 22: Ubergangszustand der . . . o ) .
maRig, stellen jedoch weitere Beispiele fiir den Einsatz von

Reduktion einer o-Oxocarbonséure
mit (-)-DIP-CI: (-)-DIP-CI als Reduktionsmittel fiir a-Oxocarbonsduren dar.

Aufgrund der niedrigen Ausbeuten und der schwierigen

B..
%‘&i Aufarbeitung der borhaltigen Komponente wurde diese Me-
— >0

R thode allerdings nicht weiter verfolgt.

2.2.2 Enantioselektive Reduktion mittels chiraler Oxazaborolidine
Eine weitere Versuchsreihe zur Reduktion der a-Oxocarbonsdureester 100a-n bestand im

Einsatz verschiedener chiraler Oxazaborolidine als Katalysator (Abbildung 23). 131137140

Abb. 23: Strukturen der verwendeten Oxazaborolidin-Katalysatoren:

Ph Ph
SN
Ph + Ph
Q\{/Ph N H{B”N )

-0 / /

I

108 109 110
Trotz des Einsatzes verschiedener Katalysatorsysteme und Losungsmittel (Schema 11) war es
allerdings nicht mdglich, die Ausbeuten Uber 57% und die Enantiomerentberschiisse tber

20% zu steigern.*! Demzufolge wurde diese Methode ebenfalls nicht weiter verfolgt.
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2.2.3 Enantioselektive Reduktion durch Hefe

Weiterhin ist bekannt, dass sowohl a-Oxocarbonséureester als auch p-Oxocarbonséureester,
unter Zuhilfenahme der in Hefe enthaltenen Enzyme, biokatalytisch, enantioselektiv reduziert
werden konnen, 3413141142143 1 aiganen Versuchen gelang es jedoch nicht, die Ausbeuten
uber 7% zu steigern, da die Aufarbeitung und Reinigung mit zahlreichen Problemen verbun-

den war.*®

2.2.4 Enantioselektive Reduktion durch Gbergangsmetallkatalysierte Hydrierung

In einem weiteren Ansatz wurde bei a-Oxocarbonsdureester 100b, der Enolsauerstoff als
Benzoat geschiitzt. Die folgende enantioselektive Hydrierung™® mit Hilfe des Rh-EtDuPhos-
Katalysators (1,2-Bis[(2R,5R)-2,5-diethylphospholano]benzol(1,5-cyclooctadien)-rhodium(l)

tetrafluoroborat) 111 (2 mol%), (Abbildung 24),
Abb. 24: Struktur des Rh-DuPhos-Katalysators

111: bei 8 bar, lieferte das Produkt lediglich in einer
Ausbeute von maximal 22%, jedoch mit einem
\w% Enantiomerentberschuss von 98%. Aufgrund

Rﬁip dieser hohen Enantiomerenreinheit und des ge-
@/’ON\ ringen, im Labor leicht handhabbaren Druckes,
wurde diese Methode weiter fortgefihrt.

111
Zur Ubergangsmetallkatalysierten, enantioselektiven Reduktion der a-Oxocarbonséureester ist
die Enolform von essentieller Bedeutung, da die Hydrierung an der C-C-Doppelbindung statt-
findet. Stabilisiert wurde dieses System durch die Acylierung der OH-Gruppe. Zunéchst wur-
de nach X. Han et al."**'* und M. J. Burk et al.}!81%>140147.148 4o Rhodium-Komplex von
EtDuPhos 111 fiir die asymmetrische Hydrierung gewéhlt. Hiernach war eine Acylierung mit
Benzoesaure vorgesehen.*® Des Weiteren wurden zur enantioselektiven Hydrierung Experi-
mente mit Rh-DIPAMP ([Rh(COD)(S,S-DIPAMP)]'[BF4]) (112)**'*° und Ru-BINAP
([RuCl(p-cumene)(S-BINAP)]" CI") (113)*'°**° durchgefiihrt (Abbildung 25). Bei diesen Ex-

116

perimenten wurde geméR Literatur— mit den Pivaloaten gearbeitet.

Waihrend die Bedingungen analog zur Steglich-Veresterung mit DIC und DMAP*'*2 pej den
Acylierungsreaktionen mit Benzoesdure gute Ausbeuten lieferten, wurden die Pivalinsdure-

1
d53

enolester, aufgrund besserer Ausbeuten mit Hilfe von Pivaloylchlori und Triethylamin als

Hilfsbase hergestellt.
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Allgemein lieferten die Acylierungsreaktionen Rohprodukte, die sich leicht mittels Saulen-

chromatographie reinigen lieen. Die Acrylsdureesterderivate 105a-b und 115a-j wurden in

sehr guten Ausbeuten erhalten (Schema 12, Tabelle 5).

Auffallig war, dass bei allen hergestellten Verbindungen die Doppelbindung Z-konfiguriert

vorlag. Der Grund dafir liegt darin, dass die Enolester 104a-j vermutlich bereits in der Z-

Form vorlagen. Diese Anordnung muss thermodynamisch gunstiger sein, da der Rest R in

der E-Form der Ester-

Abb. 25: Strukturen der Rh-DIPAMP- (112) und Ru-BINAP-Katalysatoren

(113):

QT
N
RGEN
Srht

>
OO

112

+

Tabelle 5: Ausbeuten der Acrylsdureesterderivate 105 und

115:
Versuch  Derivat Ausbeute
Nr.

1 105a 88%

2 105b 83%

3 115a 77%

4 115b 87%

5 115¢c 97%

6 115d 989%™
7 115e 84%

8 115f 74%"%
9 115g 78%"'%
10 115h 100%'%2
11 115i 94%
12 115j 97%

Kot e
[ Vage

gruppe deutlich naher

liegt, als in der Z-Form
[CI] o

und somit mit der Es-

tergruppe  wechselwir-
ken kann. Diese Wech-
selwirkungen sind in der

Z-Form nicht mdéglich.

Das alleinige Vorliegen der Z-lsomere
105a-b bzw. 115a-j konnte mittels
Rontgenkristallographie  (Abbildungen
26 und 27) und NOESY-NMR-
Spektren verifiziert werden. Im Fall
von Derivat 105b wurde ein NOE zwi-
schen dem olefinischen Proton und den
Alkylprotonen der Estergruppe beo-
bachtet. Ein NOE zwischen den Proto-
nen des im Benzoat enthaltenen Phe-
nylrings (105a-b), bzw. der Methyl-
gruppen des Pivaloats (115a-j) und den

Protonen des Aromaten spricht ebenfalls flr diesen Strukturvorschlag.
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Schema 12: Synthese der Acrylséureesterderivate 105a-b und 115a-j:

O/\R1

105a: Ri= H

(0] (@] a
R/\[(U\O/\R1 - RX O/\R1 105b: R1=CHs
o) OH \

e
100: Ri= CHs 104: Ri= H /\HJ\O
O

103: Ri= H 114: R1= CH3s @)

~O O @*M el
“@A S @

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) Benzoesaure, DIC, DMAP, DCM, Rt, 6 h; (b) Pivaloylchlorid, TEA,
0 °C bis Rtin 16 h.

In Abbildung 26 sind im direkten Vergleich die a-Acyloxyacrylséureesterderivate 105b und
115b dargestellt. Die Z-Konfiguration der C-C-Doppelbindung ist durch die Anordnung der

Substituenten an den C-Atomen C9, beziehungsweise C10, zu erkennen.
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Abb. 26: Rontgenstrukturen der a-Acyloxyacrylséureesterderivate 105b und 115b:

105b 115b

Die Z-Konfiguration ist allerdings nicht von essentieller Bedeutung fiir die anschlieRende

.1® postuliert worden, da

enantioselektive Hydrierung. Dies war zundchst von U. Schmidt et a
nur das zu 115 analoge Z-Derivat mit R= Ph und R;= CHj enantioselektiv hydriert werden
konnte. Umfangreiche Studien von M. J. Burk et al."*® konnten diese Abhangigkeit jedoch
widerlegen. Die Rh-katalysierte enantioselektive Hydrierung von E/Z-Gemischen lieferte
ebenso exzellente Enantiomereniiberschisse in der gewinschten Konfiguration, wie die Hyd-

rierung eines reinen Z- bzw. E-Isomers.

Abb. 27: Rontgenstrukturen der a-Acyloxyacrylséureesterderivate 115d und 115i:

1150 115i
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Zur asymmetrischen Hydrierung von a-Amido- oder a-Acyloxyacrylséduren und ihren Estern

stehen, seit der Entwicklung der asymmetrischen katalytischen Hydrierung von W. S. Know-

8 ’ 154,155

les et al. und L. Horner et al. 196 sowie der Entwicklung von Ru-BINAP durch R.

N0yOI’I 156,157,158
kiirzlich Arbeiten tiber den Rh-ZhangPhos™® und den Rh-SMS-Phos™® verdffentlicht. Diese

Katalysatoren lieferten die Produkte, nach Hydrierung bei 1 bar Wasserstoffdruck, in exzel-

eine Vielzahl moderner Katalysatoren zur Verfugung. Beispielsweise wurden

lenten Ausbeuten und Enantiomerenreinheiten. Da die neuartigen Katalysatoren fir eine Syn-
these im Multigrammmalistab geeignet sein sollten, wurden zunédchst die kommerziell verfiig-
baren Katalysatoren 111, 112 und 113 verwendet. 111 und 112 kénnen wie Rh-ZhangPhos
und Rh-SMS-Phos ebenfalls bei Driicken unter 10 bar verwendet werden. Dies stellt eine
wichtige Grundvoraussetzung flr Arbeiten unter Standardlaborbedingungen dar. Der Ru-
BINAP-Katalysator (113) bendtigt allerdings 50 bar Wasserstoffdruck. Doch da der Katalysa-
tor 113 deutlich preisgunstiger und der hohe Betriebsdruck fur eine industrielle Anwendung

zwar problematisch, aber mdglich ist, wurde 113 ebenfalls in die Untersuchungen einbezogen.

Wegen der Empfindlichkeit der Katalysatoren wurden alle Einwaagen und Zugaben in der
Glove-Box unter Stickstoffatmosphare durchgefuhrt. Bei den ersten Experimenten wurden die
a-Acyloxyacrylsdurederivate 105a bzw. 105b mit dem Rh-EtDuPhos-Katalysator (111) bei
8 bar Wasserstoff hydriert. Der Einsatz des Katalysators 111 war trotz mehrerer Optimier-
ungsversuche beziglich der Variation des Lésungsmittels (DCM bzw. MeOH/DCM, 1:1) und
der Katalysatormenge zwischen 1 und 10 mol% nicht erfolgreich. Im Fall von Benzoat 105b
konnte trotz der exzellenten Enantiomerenreinheit (98%) keine hohere Ausbeute als 22% er-
zielt werden. Im Fall von Benzoat 105a lag die Ausbeute sogar nur bei 1%. Aufgrund dieser

Ergebnisse wurden keine weiteren Experimente mit dem Katalysator 111 durchgefihrt.
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Schema 13: Enantioselektive Hydrierung der Acrylsdureesterderivate 105a-b und 115a-j mit den Katalysatoren
111, 112 und 113:

(0]
R/\HJ\O/\& a R/\:)J\O/\R1
(@] (0] (@]
105a: Ri= H 116a: Ri=H
105b: R1=CHs 116b: R1=CHs
(@] (0]
R/\(U\O/ b R/\:)]\O/
115 117
SNSRI,
AN ~ \ /@A
N P
O\) | > /O\/\O/\O
a b c d e
R =
oo O 2
/%O N _~ X @O
f h: X=Cl .
g i1 X=Br :

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 116a, 116b: 8.0 bar Hy, 2 mol% 111, DCM, Rt, 24 h, 116b: 50 bar
H,, 1 mol% 113, MeOH, 50°C, 4d; (b) 117b: 50 bar H,, 1 mol% 113, MeOH, 50°C, 4d, 117a-j: 5.0 bar H,,
1 mol% 112, MeOH, Rt, 4 d.

Im néchsten Anlauf wurde Verbindung 105b mit Ru-BINAP (113) bei 50 °C und 50 bar Was-
serstoffdruck in Methanol hydriert. Doch sowohl die Ausbeute, als auch der Enantiomeren-
berschuss waren nicht zufriedenstellend. In einem weiteren Versuch wurde die Enol-OH-
Gruppe, den Literaturbedingungen*® entsprechend, durch einen Pivalinsdureester geschiitzt.
Allerdings lieferte diese Hydrierung (115b) auch keine bessere Ausbeute bzw. Enantiomeren-
reinheit.

Erheblich bessere Ergebnisse lieferte die Hydrierung der Pivaloate 115a-j mit Rh-DIPAMP
(112).
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Tabelle 6: Ausbeuten der Hydrierungsprodukte 116 und 117:

Versuch Derivat Ausbeute ee” Ausbeute - Ausbeute ce”
NT. Rh-DuPhos Ru-BINAP Rh-DIPAMP

1 116a 1% n. d.

2 116b 22% 98% 33% 34%

3 117a 9092 99%
4 117b 38% 34%  79% 95%
5 117¢c 96% 96%
6 117d 819%™ 96%
7 117e 92% 96%
8 117f 91%"% 98%
9 117g Kein Umsatz**

10 117h 919" >99%
11 117i 60% 96%
12 117j 73% 69%

*= Die ee-Werte wurden unter Zuhilfenahme von HPLC mit chiralem S&ulenmaterial im direkten Vergleich zu

racemischem Referenzmaterial ermittelt.

Die Derivate 115a-j wurden jeweils mit 1 mol% Rh-DIPAMP (112) tber vier Tage bei 5 bar
Wasserstoffdruck in Methanol hydriert (Schema 13, Tabelle 6). Mit Ausnahme der Verbin-
dungen 115g und 115j wurden alle Derivate in guten bis exzellenten Ausbeuten und Enantio-

merendberschiissen zu den geschitzten a-Hydroxycarbonsdauren 117a-j umgesetzt.

Der im Pivaloat 1159 enthaltene Pyridinrest wirkt vermutlich als Katalysatorgift und verhin-

dert so die Bildung von Hydrierungsprodukt 117g. Die von Pyridin ausgehende, inhibierende

Abb. 28: Rontgenstruktur des Hydrierungsprodukts 117h**:

Wirkung wurde durch zahlreiche

experimentelle  Arbeiten
161,162,163,164,165

nachge-
wiesen.
Beispielsweise zeigten Studien von
Hirota et al., dass fur die hydro-
genolytische Spaltung einer phenol-
ischen Benzylethergruppe in An-
wesenheit von Pyridin eine wesent-
lich langere Reaktionszeit notwendig
war, als in Gegenwart von Ammoni-

ak. Dariiber hinaus wurde ein Mo-

lekil, das sowohl eine phenolische Benzyl-, als auch eine p-Methoxybenzylgruppe tragt, hy-

driert. In Anwesenheit von Pyridin wurde nur die Benzylgruppe gespalten, wahrend unter

pyridinfreien Bedingungen beide Gruppen gespalten wurden.*®
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Zur Uberprifung der Konfiguration der gebildeten enantiomerenreinen Produkte, wurde

exemplarisch eine Rontgenstruktur des Hydrierungsproduktes 117h aufgenommen (Abbil-

dung 28). Die gewiinschte R-Konfiguration liegt am C-Atom C3 vor.

Der Reaktionsmechanismus der Rh-katalysierten asymmetrischen Reduktion (Abbildungen 29

und 30) ist wohlbekannt,6:167:168.169.170 11y arsten Schritt des Reaktionsmechanismusses findet

ein Ligandenaustausch statt. Der Cyclooctadienligand des Rh-Komplexes 112 wird, unter
Bildung des Chelatkomplexes 118, durch das

Abb. 29: Minderisomer des Ubergangszustandes 118: ]
Alken 115 ausgetauscht. AnschlieRend folgt

SMG eine oxidative Addition von H, zum Rh(lII)-

\o Dihydrid-Komplex 120. Dann Ubertragt das
@@ H Dihydrid 120 die H-Atome auf die koordinier-
(Pleh.e“OMe te olefinische Doppelbindung. Auf die Inser-

S P/ o H tionsreaktion des Olefins mit dem Dihydrid
© - 120 folgt die reduktive Eliminierung des
/O MeO ""R funfgliedrigen Organorhodiumhydrids 121

o o zum Komplex 119, bzw. zum geséttigten Pro-

jZ/ dukt 117. Die cis-Addition eines H,-Molekiils

geschieht dabei durch die cis-Olefininsertion

118 in 120 und dem Hydridtransfer in 121 unter

Retention der Konfiguration.'’* Da DIPAMP
ein chiraler C,-symmetrischer Ligand ist, kann der Enolesterkomplex 118 als Diastereome-
rengemisch vorliegen, abhéngig davon, von welcher Seite der prochirale Enolester 115 komp-
lexiert wird. Die Enantioselektivitit der Reaktion wird durch die Multiplikation der Gleich-
gewichtskonzentrationen der Stereoisomere und ihrer relativen Reaktivitdten bestimmt. Be-
merkenswert ist, dass das weniger stabile Minderisomer von 118 eine héhere Reaktivitat mit
H, aufweist, als das Hauptisomer. So kann das Minderisomer von 118 trotz der geringen Sta-
bilitat das Hauptenantiomer liefern 4649170
Weiterhin schlédgt eine detaillierte theoretische Studie vor, dass die oxidative Addition von H;
an 118 endergonisch und reversibel ist. Des Weiteren stellt die Olefin/Rh-H-Insertion, 120 -

121, den Turnover-limitierenden Schritt dar.'"?
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Abb. 30: Mechanismus der Rh-katalysierten enantioselektiven Hydrierungen:

coome | *

R——

O Hz

+1
(DIPAMP)—Rh~O§/
: ' [BF4] 25

o)
\© 118
p COOMe
>Rh+ / +
\\‘P \ + >0 R COOMe
D R O/ +3,'—{O
DIPAMP)(HLRH:
° 18 ( XHY

+1 o
[Rh-(DIPAMP)S]*
112 COOMe

\)\ 119 120
0
O>7< B 1+
H s
117 COOMe /
S R +3

(DIPAMP)(S)(H)Rh™ "o

S

— 121 —

S = Lésungsmittel bzw. einzéhniger Ligand

2.2.4.1 AbschlieRende Spaltung der Esterschutzgruppen

Aufgrund des sterischen Anspruchs des Pivaloats verliefen die abschlieBenden Ester-
spaltungen Uber mehrere Tage in wassriger Losung. Zur Spaltung der Ester wurden drei
Aquivalente LiOH eingesetzt (Schema 14). Die Verwendung von LiOH g ist als milde race-

129

misierungsfreie Methode bekannt. Die Reinigung der als Lithiumsalz erhaltenen

o-Hydroxycarbonsauren 77a-j, erfolgte mit-
Tabelle 7: Ausbeuten der (R)-a-Hydroxycarbon-

saure-Derivate 77a-j: tels Saulenchromatographie. Durch die Ver-
Versuch  Derivat Ausbeute wendung stark polarer Laufmittel mitge-
Nr.
1 77a 84% schlepptes Kieselgel wurde durch Aufnehmen
0, - .. -
2 77b 100% der Produkte in unpolaren Ldsungsmitteln
3 77c 86%
4 77d 29%'% und Abfiltrieren entfernt.
5 77e 71%
6 77f 56%"*
7 77h 519"
8 77i 87%
9 77j 98%
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Schema 14: Spaltung der Esterfunktionen der chiralen Hydrierungsprodukte 117a-j zu den gewinschten (R)-a-
Hydroxycarbonséuren 77a-j:

/\/U\ ~ )

R0

6_o —> R/\:)J\OH
OH

117a-j T7a-
oo O ey
N P
O\) | o /o\/\o/\o
a b c d e
SN e
f h: X=Cl .
i : X=Br J

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) LiOH, H,O/THF, Rt, 4 d.

2.2.5 Enzymatische Methoden zur enantioselektiven Reduktion von a-Oxocarbonsauren
Seit der Entwicklung von kofaktorregenerierenden, enzymatischen Redoxsystemen in konti-
nuierlichen Membranreaktoren, wurden zahlreiche Synthesen von Aminosduren und
a-Hydroxycarbonsauren entwickelt,}23124173.174.175176 Bagonders interessant ist dabei die tech-
nische Synthese von (para-Fluorophenyl)milchsaure (77n, Abbildung 31) nach J. Tao und K.
MCGee.123'124

Abb. 31: Enantioselektive enzymatische Reduktion durch Lactatdehydrogenase mit Kofaktorregenerierung:*2124

e) O
ONa D-LDH - OH

7N OH
F ° F

NADH NAD

91n 5 { 77n

COz + NHs HCO2NH;
FDH

Bei dem Verfahren handelt es sich um ein komplexes Redoxsystem, das aus zwei Enzymen

mit Kofaktorregenerierung besteht. In einem Membranreaktor wird das Salz der
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o-Ketocarbonsdure 91n in Anwesenheit von Lactatdehydrogenase (D-LDH) mit NADH ste-
reoselektiv zur entsprechenden D-a-Hydroxycarbonsaure 77n reduziert. Der Kofaktor NADH
libertragt ein Hydridion auf die Carbonylgruppe und wird dabei zu NAD oxidiert.'’” Durch
die Anwesenheit von Formiatdehydrogenase (FDH) wird NAD mit Ammoniumformiat wie-
der zu NADH reduziert. Daher ist es moglich, den teuren Kofaktor in katalytischen Mengen
einzusetzen, '

Die Synthese kann einfach, wie auch die Gbergangsmetallkatalysierte Syntheseroute, von der
o-Ketocarbonsdureester-Synthesestufe ausgehend durchgefiihrt werden. Das bedeutet, die
Syntheserouten gehen von denselben Ausgangsverbindungen aus und unterscheiden sich erst
ab der dritten Synthesestufe. Da beide Reduktionsverfahren auf der enantioselektiven Reduk-
tion von a-Oxocarbonsdurederivaten beruhen, sind diese hinsichtlich ihrer Effizienz unmittel-
bar vergleichbar. Die enzymatische Syntheseroute ist allerdings noch durch weitere Vorteile
besonders attraktiv. Sie kommt im Gegensatz zur Gbergangsmetallkatalysierten Syntheserou-
te, ohne Schutzgruppen aus und ist mit vier Synthesestufen kirzer. Weiterhin wird, mit Aus-
nahme des Zielmolekils, keine sadulenchromatographische Reinigung benétigt und die Ver-
wendung von Druckapparaturen ist ebenso wenig erforderlich, wie der Einsatz einer Glove-
box. Ein besonders wichtiger Vorteil besteht darin, dass die Enzyme durch den Einsatz eines
kontinuierlichen Membranreaktors prinzipiell mehrere Tage lang wiederverwendet werden
kénnen, da die Enzyme durch die Membran zuriickgehalten werden und so neuem Substrat

zur Reaktion zur Verfiigung stehen. 23124

Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des Verfahrens wurde eine Probe von 1 mL wissriger
Losung mit ca. 10 mg Substanz, mit Puffer, NADH und D-LDH versetzt. Durchgefiihrt wur-
den die Experimente mit den Pyruvaten 91a, 91h und 910. Die photometrische Untersuchung
der Proben erfolgte bei einem pH-Wert von 7.0. Zur Beobachtung des Abbaus von NADH zu
NAD wurde bei einer Wellenlidnge von 340 nm eingestrahlt.'”® Des Weiteren wurde zum

Vergleich, in einer Doppelbestimmung, ein Blindwert ohne Substrat gemessen (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Beobachtungen zur Oxidation von NADH zu Diagramm 1: Verlauf der Messung zur Oxidati-
NAD durch Absorptionssabnahme bei 340 nm: on von NADH zu NAD durch Absorp-
tionsabnahme bei 340 nm (Pyruvat 910):

Versuch  Derivat Extinktion bei 340 nm NADH-Abbau 3 = 340 nm
0,68 3

_ c 0,66
1 Blind Konstanter Wert 2 0,64
2 Blind Konstanter Wert £ 062 ~Q‘
3 91h Kontinuierliche Abnahme & 0,58 0046409400
4 910 Kontinuierliche Abnahme 0,56

0 200 400 600
Zeit [s]

Tabelle 8 fasst zusammen, flr welche Derivate im Vergleich zum Blindwert eine Absorpti-
onsabnahme, das heif3t ein Abbau von NADH, zu beobachten war, wahrend in Diagramm 1
der Verlauf der Messung von Derivat 910 dargestellt ist. Bei der a-Oxocarbonséure 91a
konnte aufgrund der stark gefarbten Losungen keine photometrische Untersuchung durchge-
fihrt werden.

Der Umsatz wurde bei den Pyruvaten 91a und 910 zusétzlich mittels HPLC-ESI-MS beo-
bachtet. Dabei war neben dem eingesetzten Edukt 91a bzw. 910 auch das Produkt 77a bzw.
770 zu finden. Der Enantiomereniberschuss konnte in diesem Stadium der Experimente noch
nicht untersucht werden. Allerdings sagt der aus der Literatur entnehmbare, aktuelle Stand der
Forschung aus, dass mittels LDH und NADH durchgefiihrte Reduktionen immer exzellente

Enantiomerenreinheiten aufweisen,123124178.179.180,181,182

2.2.5.1 Enantioselektive enzymatische Reduktion im Membranreaktor

Zur Entwicklung eines geeigneten Membranreaktorverfahrens fur die enantioselektive, enzy-
matische Reduktion der a-Oxocarbonsduren 91a-j wurden zwei verschiedene Versuchsauf-
bauten gewahlt. Ein Aufbau bestand aus einem kontinuierlichen Membranreaktor, der Zweite
aus einem diskontinuierlichen, bei dem die Zugabe von neuem Substrat, gemaf eines Batch-
Verfahrens, nach vollstandigem Umsatz der zuvor eingefiillten Batch-Menge und anschlie-
Render Filtration durch die Membran, erfolgte. Eine Gemeinsamkeit der beiden Reaktorsys-
teme besteht darin, dass die Enzyme durch die Membran zuriickgehalten und so in einem Re-
cyclingverfahren wiederverwendet werden kénnen.

Der kontinuierliche Membranreaktor ist sehr variabel. Je nach Flussgeschwindigkeit besteht
die Moglichkeit die Verweildauer der Reaktanden im Reaktor einzustellen. Zusatzlich kann

das System im Kreis oder als kontinuierliche Filtration betrieben werden. In eigenen Versu-
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chen wurde die Anlage als kontinuierlich filtrierendes System eingesetzt und somit das Filtrat
nicht wieder zuriickgefuhrt. Diese Vorgehensweise war moglich, da mit 60 pL/min der Fluss
so langsam gewahlt wurde, dass den Reaktanden eine Verweilzeit von etwa 90 min zur Ver-
fugung stand.

Bei der Berechnung der Ansatzgrolie muss das Reaktorvolumen einbezogen werden, denn nur
in diesem Volumen kdénnen Substrat und Enzyme in Kontakt treten. Die Zugabe der Enzyme
erfolgte Uber eine Probenschleife mittels HPLC-Pumpe. Zur Vermeidung einer Filter-
kuchenbildung auf der Membranoberflache wurde der Ansatz geriihrt, wobei auf langsame
Rihrgeschwindigkeit zu achten ist, da die Enzyme anderenfalls durch die Scherkrafte Scha-
den nehmen kdnnen. Der Reaktionsverlauf des kofaktorregulierten biotechnologischen Sys-
tems ist in Schema 15 dargestellt. Das lasst den Schluss zu, dass der pH-Wert durch die NHs-
Bildung, kontinuierlich mit dem Umsatz ansteigt. Dies wird jedoch durch den Puffer EDTA
und die stetige Zufuhr von frischem Substrat weitgehend verhindert. Tatséchlich zeigten die
experimentellen Beobachtungen, einen konstant bleibenden pH-Wert. Daher konnte eine per-
manente Kontrolle des pH-Wertes aulRer Acht gelassen werden.

Fur das Filtrationssystem wurden Membranen aus regenerierter Cellulose mit einem Cutoff
von 10 kDa eingesetzt, die zuvor durch Einlegen in unsterilem reinst Wasser von den enthal-

tenen Stabilisatoren befreit worden waren.

Schema 15: Enantioselektive enzymatische Reduktion durch Lactatdehydrogenase mit Kofaktorregenerierung:

0 o 0
R/\HJ\OH — R/\[HLOH DLDH R/\;/U\OH
OH o OH
90a-o 9la-o NADH NAD 33 ai

CO2 + NH3 HCO2NH4

R = a b c d e
SN s o8 2 o)
(0]
N
O — x @/\
) 66
f o My |
- 910

Weitere Reagenzien und Reaktionsbedingungen: pH-Wert = 7.0, EDTA, Mercaptoethanol, Rt.
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Zur Durchfiihrung der enantioselektiven Reduktion wurde der Reaktor ohne Membran zu-
néchst mit 70 %iger ethanolischer Losung sterilisiert. AnschlieRend wurde der Reaktor mit
reinst Wasser gespult. Dann erfolgte nach Einsetzen der Membran eine Spilung mit Substrat-
I0sung und letztlich der Start der Reaktion durch Zugabe der Enzyme.

In der Literatur wurde der Reaktor (iber neun Tage betrieben, wobei die Enzyme ihre Aktivitét
mit einer Rate von 1% pro Tag verloren.?**?* Dieser Befund konnte experimentell im konti-
nuierlichen Membranreaktor nicht bestatigt werden, da nach 15 h keine Enzymaktivitat mehr
vorhanden war.

Im Fall von Natriumphenylpyruvat (910) stieg der Umsatz innerhalb von 5 h auf 62%. Da der
Reaktor als kontinuierliche Filtration betrieben und das Filtrat in einem Gefal gesammelt
wurde, liel? sich lediglich der Gesamtumsatz bestimmen. Eine Messung nach 15 h Reaktions-
zeit ergab einen Gesamtumsatz von 30%, demzufolge liegt die Enzymstabilitit zwischen flnf
und funfzehn Stunden. Das heif3t, dass in diesem Zeitraum die Umsetzung von Pyruvat 910
zum Erliegen kam und somit durch die kontinuierliche Filtration nur Edukt nachgeliefert
wurde. Der Versuchsaufbau zur enantioselektiven enzymatischen Reduktion im kontinuierli-

chen Membranreaktor ist in Abbildung 32 schematisch dargestellt.

Abb. 32: Schematischer Aufbau des kontinuierlichen Membranreaktors:

—_— r Enzymmembranreaktor

\ gann '
-______/ .
HPLC- —— HPLC-Analytik

Pumpe o o \

A 4

Fraktionssammler
Magnetrihrer —— —

Thermostat
Reaktionsbedingungen: Reaktorvolumen: 5 mL, Reaktionstemperatur: Rt, Substratzufluss: 0.06 mL/min, Ver-
weilzeit: ca. 90 min, Membran: YM 10 (regenerierte Cellulose), Cutoff: 10 kDa, Substratlésung: 10 mM Nat-
riumphenylpyruvat, 40 mM Ammoniumformiat, 0.025 mM EDTA, 0.05 mM Mercaptoethanol, 0.1 mM NAD,
1 U/mL FDH (Aktivitat: Candida boidinii ca. 0.92 U/mg), 20 U/mL D-LDH (Aktivitat: Leuconostoc mesente-
roides ca.1834 U/mL).
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Die Reaktionskontrolle wurde mittels HPLC durchgefuhrt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Gradient und Eigenschaften des HPLC-Gerates:

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%)]
0 10 90
20 100 0
23 100 0

Supelco Discovery C18 (250 mm x 5 pm x 3 mm), T = 35 °C, A = 210 nm, Fluss = 0,4 ml/min, Eluent A:
MeOH + 0.1 % Ameisensdure, Eluent B: reinst Wasser + 0.1 % Ameisensaure.

Im zweiten Ansatz wurde prinzipiell derselbe Versuchsaufbau gewahlt, mit dem Unterschied,

dass die Beladung des Reaktors nicht Gber eine Pumpe, sondern direkt manuell erfolgte. So-

mit kann der Reaktor nur diskontinuierlich betrieben werden.

Zur Durchfuhrung wurde das Substratvolumen (50 mL) eingefillt, mit Enzymen versetzt und

mit einem Uberdruck von 0.1 bis 0.2 bar Hilfsgas (Argon, Stickstoff oder Luft) unter Riihren,

langsam durch die Membran (Polyethersulfon, Cutoff = 10 kDa) filtriert. Dieser Durchlauf

kann generell bis zum vollstandigen Umsatz beliebig oft durchgefiihrt werden. Der schemati-

sche Aufbau ist in Abbildung 33 dargestellt.

Abb. 33: Schematischer Aufbau des
183.

nuierlichen Membranreaktors™":

diskonti-

(gt
\
\

Nach jedem Durchlauf wurde zur Umsatz-
kontrolle eine HPLC-Probe entnommen. Be-
reits nach dem ersten Durchlauf (40 min) war
ein Umsatz von ca. 9% zu beobachten. Die-
ser konnte durch eine weitere Filtration ge-
steigert werden. Nach weiteren 90 min waren
67% des Pyruvats 910 zu Phenylmilchséure
(66) umgesetzt (Tabelle 10).

Es wurden mehrfach kleinere Substratmen-
gen zugegeben, die ebenfalls problemlos
umgesetzt wurden. Eine Verlangerung der
Reaktionszeit auf insgesamt 15 h ergab einen
Gesamtumsatz von 100%. Eine Desaktivie-
rung der Enzyme war nicht zu beobachten
(Tabelle 10).
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Tabelle 10: Abhangigkeit des Umsatzes von der Zeit und Einfluss von zugefiigtem Substratvolumen:

Zeit 0 min 40 min 80 min 120 min 172 min 15h
Konz. (910) 10.0 mM 9.1 mM 6.5 mM 4.6 mM 3.3mM 0 mM
Konz. (66) 0mM 0.9 mM 3.5mM 5.4 mM 6.7 mM 10 mM
Umsatz [%] 0 9 35 54 67 100

Zugefugtes Sub-
0mL 0 mL 0mL 2mL 2mL 10 mL

stratvolumen

Im Folgenden wurde die a-Oxocarbonsdure 91a im diskontinuierlichen Membranreaktor um-
gesetzt. Zur Verifizierung der Wiederverwertbarkeit der Enzyme, wurden zwei Ansatze (je
10 mmol Pyruvat 91a) hintereinander mit jeweils frischem Substrat, ohne weitere Enzymzu-
gabe, durchgefiihrt. Da die Umsetzung von Natriumphenylpyruvat (910) nach 15 h vollstan-
dig war, stand auch diesen Ansétzen jeweils eine Reaktionszeit von 15 h zur Verfugung. Der
Umsatz des ersten Ansatzes lag bei 99-100% und der des Zweiten bei 91-95%. Es ist somit

davon auszugehen, dass die Inaktivierung des Enzymsystems kleiner als 5-10% pro Lauf ist.

Im direkten Vergleich ist der kontinuierliche Membranreaktor weniger geeignet. Der geringe-
re Umsatz kann zwar durch Variation der Verweilzeit im Reaktor gesteigert werden, doch die
Desaktivierung der Enzyme nach ca. 5-15 h (Rlckgang des Gesamtumsatzes von 62% auf
30%) ist nicht zu vermeiden. Aus diesem Grund wurden die Derivate 91a-j im diskontinuier-

lichen Membranreaktor umgesetzt. Mit Aus-

Tabelle 11: Ausbeuten der enzymatischen, enantio- )
selektiven Reduktionen im diskontinuierlichen Mem- Nahme der a-Hydroxycarbonsauren 77b und

branreaktor: 77d, deren freie o-Ketocarbonsaure unzu-
Versuch  Derivat Ausbeute L ) )
Nr. ganglich war, sowie der Derivate 77c und
1 66 100% e .
) 172 56% 77h, deren Ausbeuten lediglich im Bereich
3 77c 37% von 40% lagen, wurden alle a-Hydroxy-
4 77e 75% } .
5 77¢ 700512 carbonsauren in guten Ausbeuten hergestellt

132
6 779 95% (Tabelle 11).
7 77h 44% _ _
8 77i 68% Die Enantiomerenuberschiisse wurden auf
1 0, . . . .

9 7 60% dieser Synthesestufe nicht bestimmt, da die

Substanzen fir eine chromatographische
Trennung auf chiralem Sdulenmaterial zu polar sind. Daher wurden die hergestellten Milch-
séurederivate 66 und 77a-j zu den jeweiligen Methyl- bzw. Benzylestern umgesetzt (Schema
16).
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2.3 Herstellung der a-Hydroxycarbonsdureester und der racemischen Verbindungen

zur Bestimmung der Enantiomerenreinheiten

2.3.1 Herstellung der a-Hydroxycarbonsaureester

Die Veresterung erfolgte mit Thionylchlorid in Methanol.*®* Mit Ausnahme von a-Hydroxy-
carbonsaure 77f lieRen sich alle Derivate 77a-j in ihre Methylester Uberfiihren (Tabelle 12,
Schema 16). Im Fall von Verbindung 77f wurde der t-Butoxyether ebenfalls gespalten, so
dass auch die racemische Verbindung 124f (Schema 17) diesen Reaktionsbedingungen ausge-
setzt werden musste. Der racemische para-Hydroxyphenylmilchsduremethylester wurde mit
einer Ausbeute von 56% erhalten.

Im Fall von Verbindung 1220 wurde der Benzylester mit Benzylalkohol in Toluol gebildet.
Das entsprechende Racemat entstand durch die Veresterung von D/L-Phenylmilchsdure in

einer Ausbeute von 66%.

Schema 16: Veresterung der enantiomerenreinen a-Hydroxycarbonsduren 66 und 77a-j:

O
0]
R/\:)LOH a% R/\_)]\O/\R
OH

OH
66 122a-: R=H
77a-j 1220: R=Ph
jog 0
(\N >N -0 \
o_J | -0
a b c d e

o o o o

77f R = t-BuO h: X=Cl _
_ ix=B 66
122f R =OH IoXA=Dbr 1220

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 122a-j: Thionylchlorid, MeOH, 0 °C, 15 h, bzw. 1220: Benzyl-
alkohol, Toluol, Wasserabscheider, p-TsOH, 112 °C, 4 h.
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Tabelle 12: Ausbeuten und Enantiomereniiberschiisse
der Methylester 122a-0:
Versuch  Derivat Ausbeute  ee

E3

Nr.

1 122a 52043 >99%

2 122¢ 87% 96%

3 122e 17% 82%

4 122f 50 >0994'%
5 1229 47%'%2 >9994'%
6 122h 67%"% >090p32
7 122i 46% 98%

8 122j 99% 88%

9 1220 68% 96%

*= Die ee-Werte wurden unter Zuhilfenahme von
HPLC mit chiralem Saulenmaterial im direkten Ver-

gleich zu racemischem Referenzmaterial ermittelt.

2.3.2 Herstellung der racemischen Verbindungen

Da fir die Bestimmung der Enantiomereniberschisse racemische Referenzsubstanzen erfor-
derlich waren, wurde fur jedes Hydrierungsprodukt 117a-j eine racemische Synthese durchge-
fuhrt. Durch die vielfaltigen Eigenschaften der Reste R mussten zwei Synthesewege entwi-
ckelt werden (Schema 17). Der naheliegendste Weg ist eine achirale Hydrierung der Alkene
115a-j mittels Pd/C bzw. Pd(OH),/C.

Bei den Derivaten 115h und 115i wurde hierbei allerdings das Halogen Pd-katalysiert durch
ein H-Atom ersetzt. Bei Verbindung 115d fand eine Hydrierung des Furanrestes zum
Tetrahydrofuranrest statt, und bei Derivat 115j wurde die Hydrierung nicht durchgefihrt, da
der para-Substituent hydrogenolytisch spaltbar ist.

Fur den alternativen Syntheseweg, bei dem die enantioselektive Reduktion mit Hilfe eines
enzymatischen Verfahrens durchgefuhrt wird (Abschnitt 1V.2.2.5, S. 49 ff), werden ebenfalls
die racemischen a-Hydroxycarbonsauremethylester 124a-j benotigt. Diese wurden aus den

a-Oxocarbonsaureestern 103a-j mittels NaBH4-Reduktion in THF hergestellt.'®® Fiir die
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Schema 17: Synthesen der racemischen Referenzsubstanzen 123a-j fiir die enantiomerenreinen Hydrierungs-
produkte 117a-j, sowie der racemischen Verbindungen 124a-o als Refezenz firr die chiralen Verbindungen
122a-o:

(@] O O
R/\HLOH R o~ a R/\HJ\O/
66 b 115a-j ¢ 123a-j
? (0]
R/\n)jxo/ d - e
o —_— R/\H]\O/\R <
OH
103a-j 124a-j: R=H
1240: R =Bn
oo ¢ o
(\N ~ \ O~
N e - o~ 0O
O\) | 0
a b c d e
R =
1O o (fog ©
0 X
¢ h: X=_Cl . 66
i:X=Br J 1240

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 123a-b, 123f: 1 atm H,, 8 mol% Pd(OH),/C (20%), MeOH, Rt, 5 h,
123e: 10 mol% Pd/C (10%), MeOH, Rt, 5h; (b) 1240: Benzylalkohol, Toluol, Wasserabscheider, p-TsOH,
112 °C, 4 h (c) 123c-d, 123h-j: Pivaloylchlorid, NaH, DCM, 0 °C bis Rt in 18 h; (d) 124a-j: NaBH,, THF, -
10 °C, 6h; (e) 124e: (1.) LiOH, H,O/THF, Rt, 4 d, (2.) Thionylchlorid, MeOH, 0 °C, 15 h.

Verwendung als racemische Referenz fur die chiralen Hydrogenolyseprodukte 117a-j, wur-
den anschlielend die Pivalinséureester 123c-d und 123h-j synthetisiert. Dazu wurden die De-
rivate 124c-d und 124h-j in DCM mit NaH deprotoniert und mit Pivaloylchlorid acyliert. Die
Ausbeuten der racemischen Derivate sind in Tabelle 13 dargestellt.

Eine Besonderheit war bei der Reduktion von Verbindung 103e mit NaBH, zu beobachten.
Das gewinschte Produkt konnte neben einer Vielzahl von nicht identifizierbaren Nebenpro-
dukten nur in Spuren gefunden werden. Daher wurde eine alternative Synthese zur Herstel-

lung von 124e verfolgt.
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Die Estergruppen der racemischen Ver-
Tabelle 13: Ausbeuten der racemischen Verbindungen 123 o
und 124: bindung 123e wurden mit LiOHq) ge-

Versuch Derivat Ausbeute Derivat Ausbeute spalten (39% Ausbeute) und der Me-
Nr.

1 123a 31%° 124a 5806° thylester unter Verwendung von Thionyl-
042 0P . )

2 123p 74/"C 124b GMb chlorid in Methanol neu gebildet (19%

3 123c 97% 124c 53%

4 123d 60%°  124d  61%>% Ausbeute).*8*

5 123e 56%° 124e <19%"

6 123f 78%%1%2  124f 9194132

7 124g  40%™'*

8 123h 65%1%2  124h 6204132

9 123i 49%° 124i 51%°

10 123j 19%° 124j 83%"

11 1240 66%"

a = Reaktion Uber Hydrierung; b = Reduktion mit NaBH,
¢ = Acylierung mit Pivaloylchlorid; Veresterung mit Ben-
zylalkohol

2.4 Methodenvergleich

Im direkten Vergleich der Methoden zur enantioselektiven Synthese substituierter
a-Hydroxycarbonsduren scheinen beide Verfahren in etwa gleich geeignet zu sein. Die (ber
die Ubergangsmetallkatalysierte Hydrierung verlaufende Synthese, liefert stabilere und leich-
ter zu reinigende Verbindungen in héheren Gesamtausbeuten (Tabelle 14). Demnach waére
diese Syntheseroute effizienter. Die geringeren Ausbeuten der enzymatischen Methode sind
auf die zur Reduktion erforderlichen, labilen o-Oxocarbonséuren zuriickzufiihren. Dennoch
kann sich die enzymatische Syntheseroute als wirtschaftlicher erweisen, da sie weniger Syn-
thesestufen und saulenchromatographische Reinigungen erfordert. Des Weiteren kénnen im
Reduktionsschritt sowohl der Kofaktor regeneriert, als auch die Enzyme recycelt werden.
Somit empfiehlt sich die Gibergangsmetallkatalysierte Syntheseroute fir den Labormalistab, da
hier sdulenchromatographische Reinigungen keinen Nachteil darstellen. Im Fall einer konti-
nuierlichen Herstellung der Substanzen ist die enzymatische Methode empfehlenwerter, da
sich in diesem Fall besonders die Kofaktorregenerierung und das Enzymrecycling auf die

Effizienz der Synthese auswirken.
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Tabelle 14: Gesamtausbeuten der enantioselektiven Synthesen von substituierten
o-Hydroxycarbonsauren 77a-j im Vergleich:

Gesamtausbeute
Gesamtausbeute h
Versuch . : * Ubergangsmetall- *
Derivat Enzymatische Syn- ee - ee
Nr. katalysierte Syn-
theseroute
theseroute

1 77a 36% >99% 42% 99%
2 77b Nicht durchfiihrbar 53% 95%
3 77¢ 22% 96% 46% 96%
4 77d Nicht durchfuhrbar 14% 96%
5 T7e 18% 82% 19% 96%
6 77f 28% >99% 20% 98%
7 779 44% >99%  Nicht durchfihrbar
8 77h 21% >99% 35% >99%
9 T7i 24% 98% 33% 96%
10 77j 20% 88% 31% 69%

*= Die ee-Werte wurden unter Zuhilfenahme von HPLC mit chiralem Saulenmaterial im
direkten Vergleich zu racemischem Referenzmaterial ermittelt.

Ausnahmen fir die Anwendbarkeit beider Methoden bilden die a-Hydroxycarbonsauren 77D,
77d und 77g. Wahrend sich die Verbindungen 77b und 77d ausschlieRlich durch Ubergangs-
metall-Katalyse herstellen lassen, ist Verbindung 779 nur tber die enzymatische Syntheserou-
te zuganglich. Das bedeutet, die ibergangsmetallkatalysierte Hydrierung reagiert empfindlich
auf Substituenten die als Katalysatorgift wirken, wie das aufgefuhrte Pyridinderivat 779 zeigt.
Im Gegenzug zeichnet sich durch die problematische Esterspaltung vor der enzymatischen
Reduktion eine grélRere Substratspezifitét ab.

Bemerkenswerterweise ist der Benzylether 77j ein weniger geeignetes Substrat fir beide Ver-
fahren, wéhrend der langkettige Aryl-Alkylether 77e besonders fur die enzymatische Methode
ein weniger geeignetes Substrat darstellt. Offensichtlich bietet die Bindungstasche der D-LDH
nicht genug Platz fur langkettige para-Substituenten, so dass eine enantioselektive Reduktion

nur in geringerem MaRe erfolgen kann.

3. Festphasensynthese von PF1022A und Analoga durch Didepsipeptidkupplungen (4x2
— Synthese)

3.1 Synthese der Didepsipeptid-Bausteine
Die als Ausgangsmaterialien fiir die Festphasensynthese eingesetzten Didepsipeptide 58, 126,

56 und 130-131 wurden ausgehend von Boc- oder Fmoc-geschiitztem N-MelLeu (52 und 76)
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und den Benzyl-geschiitzten Laktaten 53, 54 und 127, nach Standardliteraturprozeduren
(Schema 18), in guten bis exzellenten Ausbeuten, hergestellt.*?>?318187 1 das unnatiirliche
(R)-Benzyllaktat aufgrund des hohen Kaufpreises nicht zur Verfligung stand wurden die
Kupplungsprodukte 57 und 125 aus dem preisginstigen nattrlichen (S)-Benzyllaktat 54 und
den N-MeLeu 52 und 76 hergestellt. Zum Erhalt der gewiinschten R-Konfiguration wurden
Mitsunobu-Reaktionsbedingungen angewendet.”**®® Aufgrund der geringeren Kosten wurde
im Fall der Phenylmilchsdure (66) direkt das R-Enantiomer eingesetzt. Die Benzyl-
geschutzten Phenyllaktate 53 und 127 wurden daher mit 52 bzw. 76, unter Zuhilfenahme von
DCC, zu den Didepsipeptiden 55 und 128-129 umgesetzt. Die Benzylschutzgruppe wurde
hydrogenolytisch mit Pd/C, oder im Fall von Verbindung 126 mit Hilfe des Pearlman-Kata-

lysators gespalten.'®® Die korrespondierenden Sauren entstanden in exzellenten Ausbeuten.

Schema 18: Bausteinsynthesen fiir die 4x2-Festphasensynthese von Emodepsid (1) und PF1022A (2):**°

JY 2 i

OBn a b Sg o]

+ —— S o — %

Sg\N OH* HO 57:74% 0N \(MOBn 58: 100% T OH
I o 0 I o 0

125:87% 126: 72%

52 Sg = Boc 57 Sg = Boc 58 Sg = Boc
54
76 Sg = Fmoc 125 Sg = Fmoc 126 Sg = Fmoc

o

= c S [e) i d i
B oBn __ -~ o g\N oBh —> Sg. o
So.y OH+ HO™ Y 55: 93% IS 56: 100% N OH
| o 0 128:92% 130: 100% | (0]
129: 89% 131: 73%
R R

52 Sg = Boc 53R=H 55Sg=Boc; R=H 56 Sg = Boc; R=H
76 Sg = Fmoc N/ \O /N /N
127R = 128 Sg=Boc;R=N O 130Sg=Boc;R=N O
_/ 9 _/ ’ /

129 Sg = Fmoc; R=H 131 Sg = Fmoc; R=H

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) TPP, DEAD, THF, 0 °C fur 2 h, dann 1 h Rt; (b) 58: H,, Pd/C
(10%), EtOH, Rt, 4 h; 126: H,, Pd(OH),/C (20%), EtOH, Rt, 4 h; (c) DCC, HOBt, DMAP, DCM, 0 °C, 30 min,
dann Rt fur 24 h; (d) H,, Pd/C(10%), EtOH, Rt, 4 h.

Epimerisierung wurde in keinem der Syntheseschritte beobachtet, weder bei den Kupplungs-
schritten, noch bei den Hydrogenolyseschritten.**
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3.2 Festphasensynthese am Kaiser-Oxim

Die Ausbeuten bei der Immobilisierung der Bausteine 56, 58 und 130 am Kaiser-Oxim waren
stark abhangig vom jeweiligen Didepsipeptid, den Kupplungsreagenzien und den verwende-
ten Losungsmitteln (Tabelle 15).

Die besten Ausbeuten, bestimmt durch Pikrinséuretitration nach Schutzgruppenspaltung,
wurden durch Kupplung von Didepsipeptid 56 mit HATU als Kupplungsreagenz erhalten
(Tabelle 15, Versuch 6).%%'%% Das in der Kaiser-Oxim-Synthese von Lee verwendete DIC
ergab in den Experimenten mit dem Baustein 56 bzw. 58 nur méRige Ausbeuten (19%).”>7°
Allgemein wurden bei der Immobilisierung des Didepsipeptids 58 geringere Ausbeuten (Ta-

belle 15, Versuch 4), sowie bei der folgenden Kupplung zum Tetradepsipeptid, mehr Diketo-

Tabelle 15: Ausbeuten der Kupplungsschritte der Didepsipeptide 56 und 58 am Kaiser-Oxim unter ver-
schiedenen Bedingungen:

Versuch  Didepsipeptid Zahl der Reaktions-  Ldsungs- Ausbeute
(Menge [Ag.]) Kupplungen bedingungen  mittel

1 58 (2) 1 2 Ag. HATU,
2 Aq.HOBt,  DMF 65%
5 Ag. DIEA
2 58 (2) 1 3 Aqg. DIC,
3 Ag. DMAP
3 58 (3) 1 3 Ag. HATU,
3Aq. HOBt,  DMF 70%
8 Ag. DIEA
4 58 (2) 1 2 Ag. HATU
3 Ag. DIEA
5 56 (1) 2 1 Aq. TBTU,
6 Ag. NMM
6 56 (2) 1 2 Ag. HATU,
3 Ag. DIEA
7 56 (1) 2 1 Aq. TBTU,
3 Ag. NMM
8 56 (3) 1 3 Ag. HATU,
6 Ag. DIEA
9 56 (3) 1 3 Aq. DIC,
3Aq. HOBt,  DMF 19%
6 Aq. DIEA

DMF 19%

DCM 62%

DMF 53%

DCM 87%

DMF 58%

DMF 48%

morpholinbildung gefunden, als bei der Verwendung des Bausteins 56. Die Ausbeuten der
Kupplungen des Morpholin-substituierten Didepsipeptids 130 mit dem Kaiser-Oxim ahnelten
denen von Verbindung 56.

Wahrend der Kettenverldngerungsreaktion zum Tetradepsipeptid N-MeLeu-Lac-N-MeLeu-
PhLac (135) bestand die Hauptnebenreaktion in der Spaltung des Didepsipeptids N-MeLeu-

PhLac von der festen Phase zum korrespondierenden Dioxomorpholin. Zusatzlich reagierten
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Tabelle 16: Kettenverlangerung zum Tetradepsipeptid Boc-N-MeLeu-Lac-N-MeLeu-PhLac-Harz (135):'*

Versuch Boc-N-MeLeu-Lac  Kupplungs-Reagenz Base Ldsungs- Fragmente®
Aquivalente (Ag.) (Ag.) mittel
1 2 TBTU (2) NMM (6) DMF 50% B, 45% AB
2 5 TBTU (5) NMM (6.6) DMSO 100% B
3 5 TBTU (5) NMM (6.6)  Nitrobenzol  100% B
4 5 TBTU (5) NMM (6.6)  Aceton 100% B
5 2 BTFFH (5) DIEA (10) DMF 80% B, 20% AB
6 3 HATU (2) DIEA (6.5) DMF 90% AB, 10% B
7 3 HATU (2) DIEA (6.5) DCM 70% AB, 30% B

% HPLC-MS von Testabspaltungen mit Morpholin; B: Morpholid von N-Me-Leu-Lac; AB: Morpholid von
N-MeLeu-Lac-N-MeLeu-PhLac.

die durch Abspaltung des Dioxomorpholins freigewordenen Bindungsstellen am Harz mit
dem zweiten Didepsipeptidbaustein Boc-N-MeLeu-Lac-OH unter Bildung einer Fehlsequenz.
Diese Spaltungsreaktion zeigte sich ebenfalls stark abhangig von Kupplungsreagenz, L6-
sungsmittel und der eingesetzten Hilfsbase (Tabelle 16). Glicklicherweise waren die bereits
bei der Kupplung des ersten Didepsipeptidbausteins am Harz erfolgreichen Reagenzien
HATU/DIEA, auch in diesem Fall am besten fur die Kettenverlangerung zum Tetradepsipep-
tid 135 (Tabelle 16) geeignet.

Generell fiihrten die Kupplungen unter Verwendung von HATU bei der Synthese von
PF1022A (2) und Emodepsid (1) zu guten Ausbeuten im Bereich von 75-90%. Dies kann fiir
Kupplungen von N-Methyl-Aminosduren an der festen Phase als bemerkenswert angesehen
werden (Schema 19). Dennoch war es nicht mdglich die Bildung von Diketomorpholinen
vollstandig zu unterdriicken.

Ein charakteristisches Merkmal des Kaiser-Oxims ist die Oximesterbindung, die als Aktiv-
ester durch Solvolyse oder Aminolyse zu Peptidestern oder Amiden gespalten werden
kann.**1%1% Daher erlaubt die Reaktivitat des Oximesters eine zyklisierende Abspaltung.
Allerdings sollte die Beladungskapazitat 0.7 mmol/g Harz nicht sehr weit Gberschreiten, da
andernfalls, die fir die Zyklisierung notwendigen Hochverdinnungsbedingungen nicht gege-
ben sind, und die Zyklisierungsausbeute durch intermolekulare Kupplungsreaktionen deutlich
geringer ausfallt.®

Fur Cyclopeptide ist eine Vielzahl von Reaktionsbedingungen fir die zyklisierende Abspal-
tung bekannt, bei Cyclodepsipeptiden hingegen ist dies nicht der Fall 28

Nach einigen Experimenten zeigte sich, dass schwach saure Bedingungen (2.2 Aquiv. DIEA,
5.5 Aquiv. HOAc in DCM) am besten fiir die zyklisierende Abspaltung der linearen Octa-
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Schema 19: 4x2-Festphasensynthese von Emodepsid (1) und PF1022A (2) am Kaiser-Oxim bzw. am Wang-
190,191

Qs
N\/U\ A Harz — & HN\/U\ N\/U\ Harz O O
Sg~ Y O/\“/ /\ﬂ/ o/\ﬂ/ NO,
Y o \( Y . Kaiser-Oxim-Harz

R Sg Harz R Harz
132 H Boc Kaiser 135 H Kaiser
— OH

133 N 0 136 N O Kaise
Boc Kaiser iser -
' h N\ / Wang-Harz

Harz:

134y Fmoc Wang 137 H Wang

T
138 H Kaiser
c
b . HN\/U\o/\]/N\/lLo/\n/N\/”\o/\[(Harz 139 N\/:\/O Kaiser
Y \( Y 140 H Wang

o n %d

HN\/lL N\/U\ /\H/N\/U\o/\“/N\/U\ /\H/Harz _ 2:0
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 135, 136: (i) 25% TFA/DCM, Rt, 30 min; (ii) Boc-N-Me-Leu-Lac-
OH (58), HATU, DIEA, DMF, Rt, 16 h; (iii) 25% TFA/DCM, Rt, 30 min. 137: (i) 25% Piperidin/THF, Rt,
30 min; (ii) Fmoc-N-Me-Leu-Lac-OH (126), HATU, DIEA, THF, Rt, 16 h; (iii) 25% Piperidin/THF, Rt, 30 min.
(b) 138: (i) Boc-N-Me-Leu-PhLac-OH (56), HATU, DIEA, DMF, Rt, 16 h; (ii) 25% TFA/DCM, Rt, 30 min;
139: (i) Boc-N-Me-Leu-morphPhLac-OH (130), HATU, DIEA, DMF, Rt, 16 h; (ii) 25% TFA/DCM, Rt, 30 min;
140: (i) Fmoc-N-Me-Leu-PhLac-OH (131), HATU, DIEA, THF, Rt, 16 h; (ii) 25% Piperidin/THF, Rt, 30 min.
(c) 141, 142: (i) Boc-N-Me-Leu-Lac-OH (58), HATU, DIEA, DMF, Rt, 16 h; (ii) 25% TFA/DCM, Rt, 30 min;
143: (i) Fmoc-N-MelLeu-Lac-OH (126), HATU, DIEA, THF, Rt, 16 h; (ii) 25% Piperidin/THF, Rt, 30 min. (d)
Kaiser-Oxim: DIEA (2.2 Ag.), HOAc (5.5 Ag.), DCM, Rt, 16 h; Wang-Harz: (i) 50% TFA/DCM, Rt, 1 h; (ii)
BOP-CI, DIEA, Rt, 48 h.
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depsipeptide 141 und 142 zu PF1022A (2) bzw. Emodepsid (1) geeignet sind (75% Ausbeute,
bezogen auf die Beladung der linearen Vorstufe 141). Dagegen lieferten die neutralen Beding-
ungen nach Lee (Ethylacetat) und die schwach basischen Bedingungen (Pyridin) lediglich
sehr geringe Ausbeuten (10 beziehungsweise 27%).” 688

Die ungewdhnlich hohe Zyklisierungsausbeute von PF1022A (2) kann, wie bei der Zyklisie-
rungsreaktion in Losung, durch die cis-Amidbindung zwischen einem Leucin und einer
Milchsaure erklart werden.”* Das durch die zyklisierende Abspaltung erhaltene Rohprodukt
von PF1022A (2) wies eine Reinheit von nahezu 80% auf und wurde mit Hilfe von Flash-
Chromatographie gereinigt. Die Gesamtausbeute der Festphasensynthese betrug 30% und
stellt damit einen deutlich effizienteren Zugang zu PF1022A (2) dar als die Losungssynthe-
se.”

Bemerkenswerterweise wurde Emodepsid (1) durch die fur PF1022A (2) entwickelten Kupp-
lungs- und Abspaltbedingungen in einer héheren Gesamtausbeute (45%) erhalten. Die durch-
schnittliche Ausbeute pro Stufe inklusive der kritischen Makrozyklisierungsreaktion liegt da-
mit tber 90%."%*

Die entwickelte 4x2-Festphasensynthese am Kaiser-Oxim stellt somit eine effektive Methode
fiir die Synthese des Cyclooctadepsipeptids PF1022A (2) und seines kommerziellen Analogas

Emodepsid (1) dar.

3.3 Festphasensynthese am Wang-Harz

Neben den besten Bedingungen der Kaiser-Oxim-Synthese wurden auch die Bedingungen der
Valinomycin-(13)-Festphasensynthese nach O. Kuisle et al.®® in die Entwicklung mit-
einbezogen. Aufgrund schwer zu unterdriickender Dimethylaminbildung und erhéhter Race-
misierungsgefahr, wurde bei den Versuchsreihen zur Wang-Harz-Synthese von PF1022A (2),
THF verwendet.29*%" In THF zeigte das Wang-Harz ein gutes Quellverhalten. Dariiber hin-
aus waren alle Edukte und Reagenzien gut I6slich.

Im Gegensatz zur Kaiser-Oxim-Synthese wurden bei der Kupplung des ersten Didepsipeptid-
bausteins die Reagenzien DIC/DMAP/HOBL (je 3 Aqg.) verwendet, da unter diesen Bedingun-
gen die Kupplung in exzellenter Ausbeute (93%) moglich war. Fir die Amid-Kupplungen
erwiesen sich erneut HATU/DIEA als Reagenzien der Wahl. Diese Ester- und Amidkupp-
lungsbedingungen waren deutlich effizienter im Vergleich zu den Bedingungen aus der Vali-
nomycin-(13)-Synthese (3 Ag. DIC, 0.1 Agq. DMAP). Trotzdem waren die Ausbeuten der
Amidbildungsreaktionen im direkten Vergleich mit den Kupplungen am Kaiser-Oxim gene-

rell geringer. Zwar lag die Ausbeute des Tetradepsipeptids Fmoc-N-MeLeu-Lac-N-MeLeu-
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PhLac (137) im Bereich von 80%, dennoch stieg die Zahl der Fehl- und Deletionssequenzen
in den folgenden beiden Kupplungsschritten an. Einige Nebenprodukte entstanden durch Es-
terspaltungen bei den Kupplungen zum Hexadepsipeptid 140 und zum Teil auch bei der
Kupplung zum Octadepsipeptid 143, das ausgehend vom Hexadepsipeptid in einer Ausbeute
von 50% erhalten wurde. Die Spaltung des linearen Octadepsipeptids 143 von der festen Pha-
se, unter Zuhilfenahme von 50% TFA in DCM, ergab ein Rohprodukt mit einem Produktge-
halt im Bereich von 40-50%. Die folgende Makrozyklisierung des Rohproduktes in Lésung
mit BOP-Cl gemaR Literaturverfahren®®™ lieferte PF1022A (2) nach saulenchromato-
graphischer Reinigung in nahezu quantitativer Ausbeute. Dies entspricht einer Gesamtausbeu-
te der 4x2-Festphasensynthese von 20-25%.

Trotz der etwas geringeren Gesamtausbeute der 4x2-Wang-Harz-Synthese im Vergleich mit
der Synthese am Kaiser-Oxim, ist diese Methode ebenfalls sehr gut fur eine Festphasensyn-

these von Cyclooctadepsipeptiden des PF1022-Typs geeignet.

4. Festphasensynthese von PF1022A aus einzelnen a-Hydroxycarbonsduren und

N-Methylaminosauren (8x1 — Synthese)

4.1 8x1-Festphasensynthese von PF1022A am Kaiser-Oxim

Als Tragermaterial wurde zundchst das Kaiser-Oxim-Harz eingesetzt, das sich in der Festpha-
sensynthese von Emodepsid (1) und PF1022A (2) aus Didepsipeptid-Bausteinen (4x2-
Synthese) erfolgreich bewéhrt hat (siehe Abschnitt IV.3.2, S. 62 ff).

Schema 20: Festphasensynthese von PF1022A (2) am Kaiser-Oxim:

’\rr
won 2 L PO
O —_— THPO/\n’ O — df \—L<

NO,

Kaiser-Oxim-Harz 144 2: PF1022A
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) THP-PhLac 75, HATU, DIEA, DCM, Rt, 16 h; (b) p-TsOH,
DCM/MeOH 97:3, Rt, 2x1 h; (c) Boc-N-Me-Leu 52, DIC, HOBt, DMAP, DMF, Rt, 16 h; (d) 25% TFA/DCM,
Rt, 30 min; (e) THP-Lac 74 bzw. THP-PhLac 75, HATU, DIEA, DMF, Rt, 16 h; (f) DIEA (2.2 Aqg.), HOAc
(5.5 Ag.), DCM, Rt, 16 h.
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In der deutlich langeren 8x1-Synthese von PF1022A (2) traten jedoch mit jeder Stufe mehr
Deletions- und Fehlsequenzen, begleitet von vorzeitiger Abspaltung vom Harz auf, so dass
eine unseparierbare Mischung von Produkten nach der sechsten beziehungsweise siebten
Kupplung im HPLC-MS-Spektrum zu finden war.

Bei der Synthese wurde jede Kupplung zweimal durchgefiihrt. AnschlieBend wurde eine Klei-
ne Menge Harz entnommen und mit Spaltlésung (1% Morpholin in Toluol) behandelt. Eine
Analyse des Riickstands erfolgte mit Hilfe von HPLC-ESI-MS. Im Falle eines Eduktanteiles
in der Probe wurde ein dritter Kupplungszyklus hinzugefugt.

Zur Bildung der Esterbindungen wurden, mit Ausnahme der Kupplung des ersten Bausteins,
je drei Aquivalente DIC/DMAP/HOBLt verwendet. Die Immobilisierung des ersten Bausteins
sowie die Bildung der Amidbindungen erfolgte mit zwei Aquivalenten HATU und drei Aqui-
valenten DIEA. Nach Boc-Abspaltungen wurden beim ersten Kupplungszyklus vier Aquiva-
lente DIEA eingesetzt.

Die Amidkupplungsbedingungen sowie die Bedingungen zur Anbringung des ersten Bau-
steins wurden, ebenso wie die Wahl des Losungsmittels, aus der erfolgreichen 4x2-Synthese
ubernommen. Dort hatte sich DCM fur den ersten Kupplungsschritt und DMF fiir alle weite-

ren Kupplungsschritte als bestes Losungsmittel erwiesen.

4.2 8x1-Festphasensynthese von PF1022A am Wang-Harz

Bei der 8x1-Synthese wurde erneut THF als Losungsmittel eingesetzt, da es sich bereits bei
der 4x2-Synthese am Wang-Harz bewéhrt hatte. Zudem wurden alle Kupplungsreaktionen
zunachst gemall den Bedingungen der Valinomycin-(13)-Festphasensynthese mit den Rea-
genzien DIC (3 Ag.) und DMAP (0.1 Aq.) durchgefiihrt. Nach jedem Kupplungsschritt wurde
eine kleine Menge Harz entnommen, den Abspaltbedingungen unterzogen und das entstande-
ne Rohprodukt mittels HPLC-ESI-MS analysiert. Darlber hinaus wurde die Beladung des
Harzes, zur Verfolgung der Ausbeuten, bei jeder Fmoc-Abspaltung photometrisch bestimmt
(Diagramm 2).%

Wie in Diagramm 2 zu erkennen ist, nimmt die Beladung vor allem zwischen der Di- und der
Tetradepsipeptidstufe ab. Daher wurden die folgenden Optimierungsversuche besonders auf
diese Stufen ausgerichtet.

Da die Amidbindungen bei der Entwicklung der 4x2- Synthese von PF1022A (2) sowohl am
Wang-Harz, als auch am Kaiser-Oxim bereits optimiert waren (Abschnitt 1VV.3.2, S. 62 ff)
wurde der Fokus der Optimierungsversuche (Tabelle 17) verstarkt auf die Bildung von Ester-

bindungen ausgerichtet.
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THP-PhLac (75) wurde aufgrund der geringeren Neigung zur Dioxomorpholinbildung im
Vergleich zu THP-Lac (74) als erster Baustein an das Harz gebunden.®® Die geschiitzte
Phenylmilchsaure 75 wurde mit einer Ausbeute von tber 90% unter Verwendung der Rea-
genzien DIC/DMAP/HOBL in zwei Kupplungszyklen an das Wang-Harz gebunden (Versuch
1b, Tabelle 17). Ohne Verwendung von HOBt sank die Ausbeute erheblich, so dass selbst

nach drei Kupplungszyklen
Diagramm 2: Photometrische Beladungsbestimmung nach Fmoc-

Abspaltung zur Verfolgung der Festphasensynthese von PF1022A (2). lediglich eine Ausbeute von
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Harz nur eine moderate Aus-
beute.1%01%°2% 1m ersten Kettenverlangerungsschritt wurde die Esterbindung zwischen dem

festphasengebundenen PhLac und Fmoc-N-MelLeu (76) erneut unter Verwendung von

Tabelle 17: 8x1-Festphasensynthese von PF1022A (2) — Optimierung der Kupplungsschritte 1-4:

Stufe Baustein Produkt Zahl Reaktionsbedingungen Ausbeute
(Versuch) (3.0 Ag.) (gebildete der (Aquivalente) (%)
Bindung) Kuppl.

la THP-PhLac 144 (Ester) 3 DIC (3.0), DMAP (0.1) 62°
1b 2 DIC (3.0), DMAP (3.0), HOBt (3.0) 92°
1c 2 EDCI (3.0), DMAP (0.1) 17
1d 3 HATU (2.0), DIEA (3.0) 36°
2a Fmoc-N-MelLeu 134 (Ester) 3 DIC (3.0), DMAP (0.1) 91°
2b 2 DIC (3.0), DMAP (3.0), HOBt (3.0)  93°
2c 2 EDCI (3.0), DMAP (0.1) 44°
3a THP-Lac 145 (Amid) 2 HATU (2.0), DIEA (3.0) 77°
3b 2 DIC (3.0), DMAP (0.1) 54?
3c 2 DIC (3.0), DMAP (3.0), HOBt (3.0) 48?
3d 2 EDCI (3.0), DMAP (0.1) 19°
3e 1 Séaurechlorid (3.0), DMAP (1.0) 347
4a Fmoc-N-MeLeu 146 (Ester) 2 DIC (3.0), DMAP (0.1) 51°
4b 2 DIC (3.0), DMAP (3.0), HOBt (3.0) 77°
4c 1 Séaurechlorid (3.0), DMAP (1.0) 5
4d 1 (Fmoc-NMe-Leu),0 (3.0), DMAP (3.0) 38°
4e 2 TPP (3.0), DEAD (3.0) 51°

& : Gravimetrische Bestimmung der Ausbeute nach Entschiitzung und Spaltung des Produkts vom Harz,

b: UV-Bestimmung nach Fmoc-Spaltung.”® Die Ausbeutenberechnung ist bezogen auf die Beladung von
1.07 mmol/g Harz, korrigiert um den mittels HPLC-MS bestimmten Produktgehalt. In allen Experimenten
wurde THF als Losungsmittel verwendet.
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DIC/DMAP/HOBL in zwei Kupplungszyklen mit der hdchsten Ausbeute (93%) gebildet. Der
néchste Schritt, die Abspaltung der Fmoc-Gruppe vom Didepsipeptidsegment 134, ist beson-
ders anfallig fir Dioxomorpholinbildung. Umfassende Literaturstudien belegen, dass die Rol-
le der ersten und zweiten Aminosdure ebenso kritisch ist wie die Kupplungsbedingungen.
Befinden sich, wie zum Beispiel bei PF1022A (2) sterisch anspruchsvolle Aminoséauren (Val,
Leu, Phe) in der ersten und N-Methyl-Aminosduren in der zweiten Position, wird tblicher-
weise die Diketopiperazinbildung erleichtert,®104102202203204 Tqt7 aller Optimierungsversu-
che war es daher nicht moéglich, die Dioxomorpholinbildung auf dieser kritischen Stufe unter

einen Anteil von 10% in der Spaltldsung zu senken. Dass dieser Schritt besonders Kritisch ist,

Schema 21: Festphasensynthese von PF1022A (2) am Wang-Harz:
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HO—@ * rpo~ O — THPO/YO_.—C)FWC’N\;)LO/\H’O_. .\©\/OH
le) (@] '\l/ (@]
Wang-Harz

Wang-Harz 75 144 134

Q

_de | THPO/\[]’N\)LO/\ITO_. LI \)LO/\n’N\)LO/\rO—.
e SR
145 146
THPO/\rN\)LO/\n’N\)LO/\TO_‘ ebc Fmoc~ \/U\O/YN\/U\O/\H/N\/[LOWN\)LONO—.
Shae YRR

O i
4 | HN\/lLo/\rrN\/‘Lo/\rrN\)Lo/\r A /:\WOH h >—;j g Q
YUYty YT - f )&Q

2: PF1022A
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) DIC, HOBt, DMAP, THF, Rt, 16 h; (b) p-TsOH, DCM/MeQH 97:3,
Rt, 2x1 h; (c) Fmoc-N-Me-Leu 76, DIC, HOBt, DMAP, THF, Rt, 16 h; (d) 25% Piperidin/THF, Rt, 30 min; (e)
THP-Lac 74, HATU, DIEA, THF, Rt, 16 h; (f) THP-PhLac 75, HATU, DIEA, THF, Rt, 16 h; (g) 50%
TFA/DCM, Rt, 1 h; (h) BOP-CI, DIEA, DCM, Hochverdiinnung, Rt, 48 h.
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zeigten die folgenden Fmoc-Abspaltungen, bei denen der Anteil an Dioxomorpholin in der
Spaltlésung lediglich zwischen 1% und maximal 5% lag. Eine weitere Optimierung der
Fmoc-Spaltbedingungen war nicht moglich, da die Verwendung anderer Basen wie beispiels-
weise DBU, sich aufgrund schlechter Ausbeuten als unbrauchbar herausstellte.

Zur Kupplung des dritten Bausteins (THP-Lac (74)) an das Harz-gebundene N-MeLeu
(134 - 145), wurden verschiedene Methoden getestet, unter anderem das THP-Lac-
Séaurechlorid (Versuch 3e in Tabelle 17, und Schema 21). Wahrend diese Methode hauptséach-
lich durch unvollstandige Kupplung, Racemisierung und vorzeitige Abspaltungen vom Harz
niedrige Ausbeuten lieferte, konnten durch den Einsatz von HATU/DIEA und
DIC/DMAP/HOBLt gute Ausbeuten erzielt werden. Da Carbodiimide fur ein héheres Racemi-
sierungsrisiko bekannt sind, wurde fir alle weiteren Amidbildungsreaktionen HATU verwen-
det.

Es stellte sich heraus, dass die Reaktion zwischen festphasengebundenem Lac und N-MeLeu
(145 -> 146) schwieriger ist, als die vorrangegangenen Esterbildungsreaktionen zwischen
Wang-Harz und PhLac (75 - 144) sowie PhLac/N-MeLeu (144 - 134). Daher wurden zu-
séatzlich zu DIC/DMAP/HOBt weitere Verfahren, die haufig zur Generierung schwieriger Es-
terbindungen genutzt werden, eingesetzt. So wurde beispielsweise das hochreaktive Fmoc-N-
MeLeu-Saurechlorid, der Yamaguchi-Dichlorobenzoat-Aktivester (Versuch 4d, Tabelle 17)
und Kupplungsbedingungen mit (S)-Lac nach Mitsunobu (Versuch 4e, Tabelle 17) verwen-
det.”>!82%% gowohl die Reaktion mit dem Saurechlorid, als auch die Yamaguchi-Methode
ergaben unzureichende Ausbeuten, wéhrend die Mitsunobu-Reaktion deutlich bessere Ergeb-
nisse lieferte. Dennoch war das System DIC/DMAP/HOBL in diesem Kupplungsschritt allen

anderen iberlegen.

Der Erfolg der Optimierungsversuche ist in Diagramm 3 veranschaulicht. Die Messwerte auf
der Di- und der Tetradepsipeptidstufe sind am aussagekraftigsten, da in diesen Féllen deutlich
weniger Fehlsequenzen vorlagen, die eine hdhere Beladung vortauschen kdnnen.

Nach Optimierung wurde eine Verbesserung der Beladung auf der Tetradepsipeptidstufe von
96% erreicht. Des Weiteren konnten auch die Beladungen auf der Hexa- und der

Octadepsipeptidstufe deutlich gesteigert werden.
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Diagramm 3: Photometrische Beladungsbestimmung nach Fmoc-
Abspaltung zur Verfolgung der Festphasensynthese von PF1022A (2).

Ergebnisse der Synthese vor und nach der Optimierung:*®*
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Aufgrund der Symmetrie von PF1022A (2) sind alle weiteren Kettenverlangerungschritte ein-
fache Wiederholungen der ersten vier Kupplungsschritte. Daher wurden keine weiteren Opti-
mierungsversuche unternommen.

Die Spaltung der Fmoc-Gruppe fand unter Standardbedingungen statt (THF, 25% Piperidin,
30 min). Die THP-Schutzgruppe wurde mit dem von Kuisle®® beschriebenen Verfahren mit
verdunnter p-TsOH (5 mg/mL in DCM/MeOH 97:3, 2x1 h) quantitativ gespalten.

Die Gesamtausbeute des linearen Octadepsipeptids 149 betrug nach Abspaltung der N-
terminalen Fmoc-Gruppe und der Spaltung vom Harz (50% TFA in DCM, 1.5 h, quantitative
Ausbeute) 16%. Dies bedeutet, dass jede der 16 Stufen an der festen Phase mit einer durch-
schnittlichen Ausbeute von 89% abgelaufen ist.

Die Makrozyklisierungsreaktion wurde unter Hochverdinnungsbedingungen in DCM mit
BOP-CI als Kupplungsreagenz durchgefiihrt. PF1022A (2) wurde in nahezu quantitativer
Ausbeute erhalten, ungeachtet dessen, ob die Vorstufe 149 als gereinigtes oder ungereinigtes
Rohprodukt eingesetzt wurde. Darlber hinaus kann PF1022A (2) durch seine hohe Lipophilie
einfach mittels Flash-Chromatographie auf Kieselgel von den unzyklisierten Nebenprodukten
separiert werden. Die auBergewdhnlich hohe Zyklisierungsausbeute ist, wie bereits erwahnt
(Abschnitt 1.4.1, S. 16 ff), auf eine U-formige Konformation der linearen Vorstufe 149 zu-
riickzufiihren.” Das synthetische PF1022A (2) ist in allen biologischen und spektroskopi-
schen Daten identisch mit einer Probe des fermentativ gewonnenen Naturstoffs.?%

Mit dieser Synthese wurde der Weg geschaffen, zyklische Depsipeptide aus einzelnen
N-Methyl-Aminosauren und a-Hydroxycarbonsduren aufzubauen. Im Fall von PF1022A (2)

ermoglicht diese Synthese den Zugang zu dem Naturstoff mit einer Gesamtausbeute von 13-
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16% (89% durchschnittliche Ausbeute pro Stufe). Obgleich die Synthese, insbesondere bei
den Amidbildungsreaktionen, noch Raum flr Optimierungen zul&sst, ist sie den Losungssyn-

thesen (maximal 13% Ausbeute) deutlich tiberlegen.

5. Synthese von verschiedenen PF1022- und Bassianolid-Derivaten und ihrer zugrunde

liegenden Bausteine

5.1 Synthese der Monobausteine

207 \wurde

Zur Synthese von Emodepsid (1) und diverser PF1022- und Bassianolid-Derivate,
die entwickelte 8x1-Festphasensynthese am Wang-Harz verwendet. Dazu mussten zunéchst
die Grundbausteine hergestellt werden. Die hierfiir erforderlichen mehrstufigen Synthesen
sind in Schema 22 abgebildet.

Die Fmoc-geschiitzten N-Methyl-Aminoséduren 160, 163 und 166 lassen sich, ebenso wie
Fmoc-N-MeLeu (76), in guten Ausbeuten nach Standardliteratur herstellen.*® Problemati-
scher sind die Synthesen der weniger stabilen THP-Ether. Wahrend die Synthese der ge-
schutzten Glykolsdaure 151 mit einer exzellenten Ausbeute von 94% gelang, mussten die Syn-
thesen der THP-geschutzten a-Hydroxycarbonséuren 154 und 157 optimiert werden. Die zu
THP-PhLac (75) analoge Synthese nach Kuisle® fiihrte zunachst nicht zum Erfolg. Eine ge-
ringfligige Abanderung,® bei der anstelle von 1.4 Aquivalenten 3,4-Dihydro-2H-pyran (168)
nur 1.0 Aquivalente eingesetzt wurden und zu der katalytischen Menge von p-TsOH eine
gleich grolRe Stoffmenge Pyridin zugesetzt wurde, flihrte im Falle von Verbindung 157 zu
92% und im Fall von 154 sogar zu einer quantitativen Ausbeute.

Als besonders problematisch erwies sich die Herstellung der THP-geschitzten (para-
Morpholinophenyl)milchsédure (170). Durch den im Molekul enthaltenen basischen Stickstoff,
ist ein Einsatz katalytischer Mengen p-TsOH nicht moglich. Allerdings brachte auch der Ein-
satz von 1.1 Aquivalenten p-TsOH zur Umsetzung von MorphPhLac 77a'® keinen Erfolg.
Aus diesem Grund wurde der in Schema 22 aufgefiihrte Umweg Uber den Methylester ge-
waéhlt. Diese Syntheseroute ermoglicht erstmals den Zugang zu Molekdl 170.

Die Ausbeute der THP-Schiitzung ist mit 75% als gut einzustufen und liefert das gewtinschte
Molekul. Daruber hinaus sollte es durch weitere Optimierungsarbeit moglich sein, die Aus-

beute noch weiter zu steigern.



IV Ergebnisse und Diskussion

73

Schema 22: Bausteinsynthesen fiir die 8x1-Festphasensynthese von Emodepsid (1) und neun weiteren Deriva-

ten:
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 3,4-Dihydro-2H-pyran, p-TsOH, CHCl3, 4 °C, 1 h; (b) 40% NaNO,
(aqg), H,SO,4, 2 h 0 °C, 16 h Rt, dann Zugabe von 40% NaNO, in H,SO,, 6 h 0 °C, dann 16 h Rt; (c) 3,4-Dihydro-
2H-pyran, p-TsOH, DCM, Rt, 24 h; (d) Paraformaldehyd, p-TsOH, Toluol, 112 °C, 24 h; (e) AICl;, Et;SiH,
DCM, Rt, 1 h; (f) SOCI,, MeOH, Rt, 16 h; (g) p-TsOH, Acetonitril, 40 °C, 24 h; (h) 1 M LiOH (THF/Wasser,

3:5),0°C, 5 h.
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5.2 Synthese verschiedener PF1022- und Bassianolid-Derivate an der festen Phase

Zur Herstellung der in Abb. 34 dargestellten PF1022- und Bassianolid-Analoga (1 und 171-
179) wurden die in Schema 22 gezeigten Bausteine nach der in Schema 21 dargestellten Fest-
phasensynthese am Wang-Harz hergestellt.

Abb. 34: Derivate von PF1022A (2) bzw. Bassianolid (12):

Derivat R1 R, R3 R4 Rs Re R; Rs

jo/\ﬂ/ 1 iBu Me iBu MBn iBu__Me iBu MBn

—N :2 Ry 171 iBu H iBu Bn iBu H iBu Bn
2: 172 iBu iPr MSE iPr Bn iPr iBu iPr
Rg!' 173 Bnh iPr iBu iPr Bn iPr Bn iPr
j\ )K/O Rs 174 Bn iPr  iBu nBu Bn iPr  iBu iPr

175 Bn iPr iBu iPr Bn iPr iBu iPr

176 iBu iPr iBu nBu Bn iPr iBu iPr

177 iBu iPr iBu iPr Bn iPr iBu iPr

178 iBu H iBu Bn iBu Me iBu Bn

179 iBu Me iBu Bn iBu Me iPr Bn

MBn = (4-Morpholinylphenyl)methyl
MSE = Methylsulfonylethyl

Die Reaktionsbedingungen fur die Synthese wurden der Optimierung der 8x1-
Festphasensynthese von PF1022A (2) entnommen (Tabelle 17: Versuchsreihen 1b, 2b, 3a
bzw. 4b).

Bereits wahrend der Festphasensynthese wurde durch Produktabspaltung von kleinen Harz-
Proben, die mittels HPLC-ESI-MS analysiert wurden, beobachtet, dass nur die Synthesen der
PF1022-Analoga 171, 178 und 179, im Vergleich zur PF1022A-Synthese, gute Ausbeuten
liefern warden.

Dies bestatigte sich nach der Abspaltung der linearen Octadepsipeptide vom Wang-Harz.
Wahrend die Vorstufen von 171, 178 und 179 einen relativ hohen Produktanteil in dem vom
Harz gespaltenen Rohprodukt enthielten, zeigten Emodepsid (1) und die Bassianolid-Derivate
172-177 nur einen sehr geringen Produktanteil und zahlreiche Nebenprodukte. Aufgrund der
Vielzahl der Nebenprodukte in den Rohprodukten der linearen Vorstufen von 1 und 172-177,
war eine sdulenchromatographische Reinigung nicht mdglich. Im Fall der Rohprodukte der
Vorstufen von 171, 178 und 179 war die Zusammensetzung, bezogen auf die Produktreinheit,
deutlich besser. Daher wurde analog zu den Synthesen von PF1022A (2) auch in diesem Fall
auf eine mit Verlusten, sowie hohem Zeit- und Materialaufwand verbundene chromatographi-

sche Reinigung Uber praparative HPLC verzichtet. Nach der mit BOP-CI in DCM durchge-
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fuhrten Makrozyklisierung’ lieferte die saulenchromatographische Reinigung die Cycloocta-
depsipeptide 178 und 179 mit 9% (178) bzw. 4% (179) Gesamtausbeute (87% pro Stufe bei
178, bzw. 82% pro Stufe bei 179), und im Falle von 171 sogar eine Ausbeute von 21% Uber
17 Stufen. Dies entspricht einer durchschnittlichen Ausbeute von 91% pro Stufe.

Tabelle 18: 8x1-Festphasensynthese der Cyclooctadepsipeptide 1 und 171-179. Uberblick tiber die Ausbeuten:

Ausbeute )
) Ausbeute Total-Ausbeute Durchschnittl.
Derivat Festphasensynthese .
Zyklisierung 17 Stufen Ausbeute pro Stufe
16 Stufen
1 4% 51% 3% 81%
171 27% 79% 21% 91%
172 2% <1%
173 <1% <1%
174 1% <1%
175 2% <1%
176 <1% <1%
177 2% <1%
178 17% 55% 9% 87%
179 12% 28% 4% 82%

Verbindung 1 konnte lediglich mit einer geringen Gesamtausbeute von 3% hergestellt wer-
den. Dies weist ebenso auf weiteren Optimierungsbedarf hin, wie die Synthese der Bassiano-
lid-Analoga 172-177, deren chromatographische Reinigung aufgrund zahlreicher Verunreini-
gungen nicht erfolgreich war.

Die Makrozyklisierungsreaktionen liefen erwartungsgemaR, bis auf eine Ausnahme gut ab. Im
Fall von Cyclodepsipeptid 179 wurde lediglich eine Ausbeute von 28% erreicht. Dieses Er-
gebnis zeigt, dass sich ein iso-Propylrest am N-Terminus aus sterischen Grinden nachteilig
auf die Bildung der fur die Zyklisierung erforderlichen Amidbindung auswirkt.

Diese Ergebnisse zeigen, insbesondere im Hinblick auf die Synthesen von PF1022A (2) und
der Derivate 171, 178 und 179, dass die entwickelte 8x1-Synthese exakt auf PF1022A (2) und
ahnliche, sterisch weniger anspruchsvolle Derivate, optimiert ist und somit einen hdochst effi-
zienten Zugang zu den Verbindungen 2, 171, 178 und 179 darstellt. Gestarkt wird diese Be-
trachtungsweise dadurch, dass das Zyklisierungsproblem der Verbindung 179 durch eine
simple Umstellung der Depsipeptidsequenz der linearen VVorstufe geldst werden kann.

Die misslungenen Synthesen der Cyclooctadepsipeptide 1 und 172-177 fuhrten zu einem stra-
tegischen Richtungswechsel in zweifacher Hinsicht. Zum einen wurde die Reihenfolge der

Bausteine so verandert, dass fiir die Zyklisierungsreaktion N-terminal ein Leu und C-terminal,
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je nach Mdoglichkeit, PhLac (179), Hiv (172, 173, 175, 177) oder Hca (174, 176) positioniert
ist. Hierdurch wird die sterische Behinderung bei den Zyklisierungen minimiert. Zum andern

wurde die Synthesestrategie von 8x1 auf 4x2 umgestellt.

5.3 Synthese von Didepsipeptidbausteinen und 4x2-Synthese verschiedener PF1022- und
Bassianolid-Analoga

Die Synthese der Didepsipeptidbausteine zur Herstellung der PF1022- und Bassianolid-
Analoga 172-177 und 179 erfolgte gem&R Standardliteraturverfahren, in guten Ausbeuten
(Schema 23).73126128.187189 Anajog zur Umsetzung von 66 zu 53, wurden die Benzylester 182
und 183 Uber eine Veresterung der a-Hydroxycarbonséduren 154 und 157 synthetisiert. Dies
erfolgte durch Kochen unter Rickfluss in Toluol und katalytischen Mengen an p-TsOH in

guten bis exzellenten Ausbeuten.

Schema 23: Bausteinsynthesen fiir die 4x2-Festphasensynthese der PF1022- bzw. Bassianolid-Analoga 172-177
und 179:

R R (@] R (0]
Fmoc OH + HO oBn __ & _ Fmoc\N)}(O OBn _ b _ Fmoc\N&(O OH
\N&( 125: 87% | 126: 72% |
l o © 180: 70% o 181: 86% o}
76 R = iBu 54 125 R =iBu 126 R = iBu
160 R = iPr 180 R = iPr 181 R =iPr

(0]
OBn ———> Fmoc._ —— > Fmoc_ /d(\oj/lL
Fmoc\N OH + HO/\[( 129: 89% N OBn 131: 73% lil OH
(@] R

I 184: 65% | 186: 76%
185: 83% 187: 87%
53R =Bn 129 R = Bn 131 R = Bn
182 R = nBu 184 R = nBu 186 R = nBu
76 183 R = iPr 185 R = iPr 187 R = iPr
< \:/ ; R o
) L Fmoc_ — > Fmoc_ &(O
FmOC\N)\(OH ¥ HO/\[( 188: 65% OBNn 190: 76% T OH
I o 189: 87% 191: 100% o
163 R = Bn 183 188 R = Bn 190 R = Bn
166 R = MSE 189 R = MSE 191 R = MSE

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (@) TPP, DEAD, THF, 0 °C fur 2 h, dann 1 h Rt; (b) 181: H,, Pd/C
(10%), EtOH, Rt, 4 h; 126: H,, Pd(OH),/C (20%), EtOH, Rt, 4 h; (c) 129: DCC, HOBt, DMAP, DCM, 0 °C,
30 min, dann Rt fur 24 h; 184-185, 188-189: DIC, HOBt, DMAP, DCM, 0 °C, 30 min, dann Rt fur 24 h; (d) H,,
Pd/C(10%), EtOH, Rt, 4 h.
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Bei der anschlieenden 4x2-Festphasensynthese am Wang-Harz konnten allerdings nur im
Hinblick auf die Makrozyklisierung und die Immobilisierung des ersten Didepsipeptidbaus-
teins Verbesserungen erzielt werden. Nach der 8x1-Festphasensynthese wurde fir Verbin-
dung 179 bei der Makrozyklisierung lediglich eine Ausbeute von 28% erreicht. Durch die
Anderung der Sequenz der linearen Vorstufe lieR sich die Ausbeute auf 100% steigern. Der
Grund fur die niedrige Zyklisierungsausbeute im ersten Versuch kann demzufolge nur an der
sterischen Hinderung liegen, die durch den iso-Propylrest des N-terminalen N-MeVal verur-

sacht wird.

Tabelle 19: 4x2-Festphasensynthese der Cyclooctadepsipeptide 172-177 und 179. Uberblick iiber die Ausbeu-
ten:

Ausbeute ]
. Ausbeute Total-Ausbeute Durchschnittl.
Derivat Festphasensynthese o
Zyklisierung 9 Stufen Ausbeute pro Stufe
8 Stufen
172 <1% <1%
173 <1% <1%
174 1% <1%
175 <1% <1%
176 4% 94% 4% 70%
177 <1% <1%
179 16% 100% 16% 82%

Bei der Herstellung der Verbindungen 174 und 176 waren an zwei Stellen der Synthese Ver-
besserungen im Vergleich mit der zuvor durchgefiihrten 8x1-Synthese zu beobachten. Zum
einen konnte die Bindung des ersten Didepsipeptidbausteins 186 an die feste Phase mit nahe-
zu quantitativer Ausbeute (94 beziehungsweise 100%) erfolgen, zum anderen zeigte sich auch
auch bei der Makrozyklisierung eine Verbesserung. Wéhrend bei Verbindung 174 aufgrund
der groflen Zahl der Nebenprodukte bzw. des geringen Produktanteils keine chromato-
graphische Reinigung und damit keine definitive Aussage Uber die Ausbeute moglich war,
wurde Verbindung 176 mit einer Zyklisierungsausbeute (Bedingungen: BOP-CI in DCM'?)
von 94% erhalten. Auch in diesem Fall war eine vollstdndige Abtrennung aller Nebenproduk-
te nicht moglich, da dies durch zu nah beieinanderliegende Retentionszeiten und geringe UV-
Absorption von Produkt und Nebenprodukten erschwert war.

Allgemein war bei den Synthesen der Verbindungen 172-177 ein besonders starker Riickgang
der Ausbeuten bei der Immobilisierung eines N-terminal N-MePhe-tragenden Didepsi-
peptidbausteins zu beobachten. Dies setzte sich bei der Ankupplung des né&chsten Bausteins

fort. Erwartungsgemal lieferte der Baustein mit einem sterisch nicht anspruchsvollen n-Bu-
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Rest das beste Ergebnis (Verbindung 176). Ebenso wie bei der zuvor durchgefiihrten 8x1-
Synthese, muss die Darstellung der Verbindungen 172-175 und 177 aufgrund der Isolierungs-
probleme als vorerst gescheitert betrachtet werden.

Insgesamt hat lediglich die Umstellung der Synthesesequenz einen gewissen Erfolg erzielt,
wéhrend sich das Vermeiden der kritischen Esterbindungsknipfungen an der festen Phase
nicht vorteilig ausgewirkt hat. Dennoch wurde durch diese Studie einwandfrei bewiesen, dass
bei der ausschlie3lichen Verwendung sterisch anspruchsvoller Bausteine, die Festphasensyn-
these weitgehend versagt. Sogar bei der erfolgreichen Synthese von 179 wurde, nachdem der
sperrige Valin-Baustein 181 eingefuihrt worden war, ein deutlicher Riickgang der Ausbeute

verzeichnet.

5.4 Optimierung der Amidbindungsknipfungen in Lésung und an der festen Phase

Zur Optimierung der Amidbildungsreaktionen wurden zwei verschiedene Ansétze verfolgt.
Zunéchst wurde die kritischste Amidbildungsreaktion der 8x1-Festphasensynthese von Emo-
depsid (1) optimiert. Dabei handelt es sich um die Ankupplung des fiinften Bausteins

(4-Morpholinophenyl)milchsaure 77a*®

an ein festphasengebundenes N-MeLeu. Fur diesen
Kupplungsschritt wurden funf verschiedene Bedingungen ausgewéhlt. HATU/DIEA wurden
als Referenzreagenzien erneut eingesetzt, da sich diese Bedingungen in den vorhergehenden
Optimierungen als erfolgreich bewahrt hatten.

Coste beschrieb 1994, dass das Halogenphosphoniumreagenz PyBroP besonders geeignet fir
die Kupplung von N-methylierten Aminosauren ist.*>%?% BOP-CI wurde gewahlt, da es in
der L6sungssynthese von PF1022A (2) sehr erfolgreich war.” Dagegen wurden die Carbo-
diimide DIC und DCC nicht mit in die Optimierungsarbeiten aufgenommen. Diese waren
sowohl in der Entwicklung der 4x2, als auch der 8x1-Festphasensynthese stets HATU unter-
legen. Das von Wischnat eingefuhrte BMTB, das in der Kupplung von N-Methylaminosduren
effektiver als HATU sein soll, konnte nicht synthetisiert werden, da das notwendige MeBr als
Laborchemikalie nicht zur Verfiigung stand.” In der Lésungssynthese von Thiocoralin fiihrte
das konventionelle Kupplungsreagenziensystem HATU/HOALt zu guten Ausbeuten, weshalb
es auch in diese Versuchsreihe eingefiihrt wurde.®> AuBerdem wurde Triphosgen in dieser
Versuchsreihe getestet. Insbesondere bei Amidkupplungen von N-Methyl-Valin, die aufgrund
ihres sterischen Anspruchs sehr gut zur Problematik passen, hat sich dieses Kupplungsreagenz

an der festen Phase bewahrt. %%
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Bei den Kupplungsversuchen war eindeutig zu erkennen, dass HATU/DIEA ein sehr gutes
System von Kupplungsreagenzien darstellt, allerdings zeigten PyBroP und in besonderem

Male Triphosgen eine noch bessere Eignung fir dieses Kupplungsproblem (Tabelle 20).

Tabelle 20: Ausbeuten der Kupplungsversuche zur Anbringung von THP-MorphPhLac (170) an das am Wang-
Harz immobilisierte Tetradepsipeptid N-MeLeu-Lac-N-MelLeu-MorphPhLac-Harz unter verschiedenen Bedin-
gungen:

Versuch Baustein Zahl der Reaktionsbedingungen Ausbeute®
(Menge [Ag.]) Kupplungen

1 170 (3) 2 2 Aq. HATU,
3 Ag. DIEA

2 170 (3) 2 2 Aq. PyBroP,
3 Aq. DIEA

3 170 (3) 2 1.15 Aq. BTC,
10 Ag. Collidin, THF/Rt/16 h 91%
8 Aq. DIEA

4 170 (3) 2 2 Aq. BOP-CI
3 Aq. DIEA

5 170 (3) 2 2 Ag. HATU,
2 Ag. HOA, THFRU16h  21%
3 Aq. DIEA

a = Umsatz aus HPLC-ESI-MS-UV berechnet bezogen auf die Vorstufe

THF/Rt/16 h 47%

THF/RY/16 h 62%

THF/RY/16 h 35%

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dass BTC (Triphosgen) zur Knupfung von Amidbin-
dungen mit N-Methylaminosduren an der festen Phase das Reagenz der Wahl ist. Zur Sicher-
stellung dieser Aussage, missen allerdings noch andere Vergleiche angestellt werden. Zum
einen ist die Ausbeute nur aus den HPLC-ESI-MS-UV-Spektren der Edukte bzw. Produkte
berechnet und zum anderen enthalt diese Studie nur ein Kupplungsbeispiel. Demnach und
aufgrund der Ergebnisse aus den Synthesen der Verbindungen 172-177, wurden im zweiten
Ansatz die in der Emodepsidsynthese getesteten Bedingungen auf einen Fall von Amidbin-

dungsbildung der Verbindungen 172-177 lbertragen (Schema 24).

Schema 24: Versuche zur Optimierung der Amidkupplungen zur Synthese der Bassianolid-Analoga 172-177 in
Lésung und am Wang-Harz:
| o T | o T ~_

~
: R N Q H
e NI A o N HN\:/U\O/'\H/O\R _a)Fmoc/N\_/U\O/\n/N\:/U\O/\n/O‘R
(0] 2 e} :

\( \( \( o \( o
192: R=Bn 194: R =Bn

187 193: R = Wang-Harz 195: R = Wang-Harz

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 194: Kupplungsreagenzien (Tabelle 21), THF, 0 °C fur 10 min, dann
Rt flir 16 h; 195: Kupplungsreagenzien (Tabelle 21), THF, Rt, 16 h.
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Zum Aufbau einer méglichen Alternative zur Festphasensynthese der Verbindungen 172-177,
wurden die Bedingungen (Tabelle 21) auch in Ldsung durchgefiihrt. Da bei Festphasen-
synthesen zur Ausbeutesteigerung grundsétzlich mit groRen Uberschiissen gearbeitet wird,
war der Materialaufwand fur die Kupplungsversuche an der festen Phase hoher als in Lésung.
Aus diesem Grund war es effizienter, zunéchst mit den Versuchen in Lsung zu beginnen und

zusétzliche Bedingungen zu testen.

Tabelle 21: Versuche zur Optimierung der Amidkupplungen fiir die Synthese der Bassianolid-Analoga 96-101
in Losung und am Wang-Harz:

Versuch 187 Kupplungs- Base (Aq.) Ausbeute Ausbeute
Aq. Reagenz (Aq.) Losungssynthese  Festphasensynthese
1 1°/3"  HATU (17/2Y) DIEA (2°/3) 28% 19%
2 1°/3"  PyBroP (1°/2°)  DIEA (2°/3") 45% 28%
3 1°/3" BTC (1.15) Collidin (4% / 10°) 16% 79%
DIEA (3%/8"
4 1*/3" BOP-CI(1*/2°)  DIEA(2°/3") 53% 32%
5 1*/3" BEP(1*/2% DIEA (2°/3") 45% 41%
6 1° HATU (1% DIEA (2% 32%
HOA (17
7 1° HATU (19 DIEA (2% 31%
HOBt (1%)
8 1° HATU (19 DIEA (2% 23%

HOBt-Hydrat (1%
9 1*  DFET (19 NMM (0.3 15%

a = Losungssynthese, b= Festphasensynthese

Als weiteres Kupplungsreagenz empfahl sich BEP, da P. Li et al. in einer vergleichbaren Re-
aktion eine Ausbeute von 91% erreicht hatte.?® Da BEP sich in Lésung neben BOP-CI und
PyBroP am besten bewahrte, wurde es anstelle der bei der Emodepsidsynthese an der festen
Phase am wenigsten effektiven Reagentien HATU/HOAL (Tabelle 20) auch an der festen Pha-
se eingesetzt, wo es neben BTC am erfolgreichsten war. BTC lieferte erneut an der festen
Phase das beste Ergebnis (Vergleiche Tabelle 20 und 21) bei der Kupplung einer Amidbin-
dung mit N-MeLeu. In der Losungssynthese war es deutlich unterlegen. Diese Beobachtung
spiegelt den Stand der aktuellen Literatur wider, in der zahlreiche Anwendungen von BTC zur

Bildung von Peptidbindungen an der festen Phase beschrieben sind,%%%9:210

jedoch nur we-
nige in Losung.?** HATU/HOAL, das bei der Emodepsidsynthese an der festen Phase (Tabelle

20) die geringste Ausbeute lieferte, war bei der Kupplung der Didepsipeptidsdure 187 mit
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dem Didepsipeptidester 192 in Lésung ebenso effektiv wie HATU/HOBt und HATU ohne
Triazol (Ausbeuten zwischen 28 und 32%). Das Kupplungsreagenziensystem HATU/HOBt
wurde aufgrund der Erkenntnisse von Kuisle et al. sowohl mit wasserfreiem, als auch mit
wasserhaltigem HOBt eingesetzt. Kuisle beschrieb eine Beeintrachtigung der Ausbeuten
durch das Kristallwasser des eingesetzten HOBt.®* Dieser Effekt konnte in dieser Versuchs-
reihe tendenziell bestatigt werden, da die Ausbeute mit getrocknetem HOBt (31%) héher war
als mit HOBt-Hydrat (23%). Ein weiteres in Losung eingesetztes Kupplungsreagenz ist das
Triazin DFET, das kirzlich als Kupplungsreagenz fur sterisch gehinderte Substrate vertffent-
licht wurde.®” Der Einsatz von DFET lieferte jedoch nach literaturgemaBem Einsatz lediglich
Ausbeuten zwischen 15 und 20%.

Der direkte Vergleich isolierter Ausbeuten vergleichbarer Kupplungsbedingungen von L6-
sungs- und Festphasenchemie bestatigt, dass festphasengebundene Nukleophile eine geringere
Reaktivitét besitzen als in Losung. Fir die Losungssynthese hat sich einmal mehr BOP-CI als
das Reagenz der Wahl herausgestellt, wahrend BTC an der festen Phase sehr gute Ausbeuten
liefert. Nach den Untersuchungen kann, abgesehen von BOP-CI und BTC, folgende Reihen-
folge nach Hohe der Ausbeuten fur beide Synthesemethoden aufgestellt werden:

BEP > PyBroP > HATU.

Als Ergebnis dieser Optimierungsversuche lasst sich abschlieBend festhalten, dass sich in L6-
sung BOP-CIl, BEP und PyBroP zur Kupplung von sterisch gehinderten Substraten an
N-methylierte Aminoséuren empfehlen, wahrend an der festen Phase mit Hilfe von Triphos-
gen (BTC) gekuppelt werden sollte.

6. Wiederverwertbarkeit von Wang-Harz und Kaiser-Oxim sowie Entwicklung einer

Methode zur Regeneration des Kaiser Oxims

6.1 Wiederverwertbarkeit des Wang-Harzes

Aufgrund des hohen Preises, sollte das Tragermaterial fur Festphasensynthesen mehrfach
verwendbar sein. Unter diesem Aspekt wurden sowohl das Kaiser-Oxim, als auch das Wang-
Harz auf Wiederverwertbarkeit und Regenerierbarkeit untersucht.

Dazu wurde die Kapazitat des Wang-Harzes nach Abspaltung des Produktes unter Standard-
bedingungen (TFA/DCM 1:1) gemessen.



IV Ergebnisse und Diskussion 82

Entsprechend der Bedingungen der effektivsten 8x1-Festphasensynthese (Abschnitt 1V.4.2,
Tabelle 17, S. 68) wurden je drei Aquivalente Baustein (Fmoc-N-MeLeu), DIC, DMAP und
HOBt in THF zum Wang-Harz (in THF gequollen) gegeben und 16 h bei Raumtemperatur
geschiittelt. Die Beladung wurde nach einer und nach zwei Kupplungsprozeduren unter Zuhil-
fenahme eines UV-VIS-Spektralphotometers nach Literaturbedingungen bestimmt.”* Beide
Messungen ergaben eine Beladung von 0.26 mmol/g. Das Ergebnis wurde mit Hilfe von
HPLC-ESI-MS-Spektren qualitativ bestatigt. Daraus folgt, dass die Kapazitat des Wang-
Harzes auf etwa ein Viertel der urspringlichen Kapazitat gesunken ist. Dieser Riickgang ist
auf eine Zerstérung des Linkers bei der wasserfreien Abspaltung mit TFA zurickzufihren
(Schema 25).

Schema 25: Wahrscheinlicher Mechanismus der Substratspaltung vom Wang-Harz unter wasserfreien, stark
sauren Bedingungen:

o)
. )g(F
o
o) 1
+
L e S
F Kj + HO” ™R
He o F 4 D o
@ 0 Q@ U
198 199 200 201

Dies wird durch Giraud et al.?* bestatigt. Die Arbeitsgruppe fand nach Abspaltung eines Trp-
haltigen Peptides vom Wang-Harz in Position 2 des Indols einen p-Hydroxybenzy-
Isubstituenten, der nur auf Verbindung 199 zuriickgefiihrt werden kann. Zur Uberpriifung des
Einflusses von Wasser auf die Zerstérung des Linkers wurde der Versuch unter der Zugabe
mehrerer Aquivalente Wasser wiederholt, ohne jedoch eine héhere Wiederbeladbarkeit zu

erreichen.
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Demnach ist aufgrund der Zerstérung des Linkers eine Wiederverwendung ebenso wie eine

Regeneration nicht moglich.

6.2 Wiederverwertbarkeit des Kaiser-Oxims und Entwicklung einer Methode zur Rege-
neration

Das Kaiser-Oxim-Harz besitzt einen vollig anderen Spaltmechanismus. Wahrend beim Wang-
Harz der substratbindende Benzylester durch eine Fragmentierung gespalten wird, findet die
Spaltung des Oxim-Esters mit Hilfe von Nukleophilen statt. So bleibt der Linker funktionsfa-
hig und kann erneut beladen werden. Die Beladungskapazitat nimmt allerdings durch unver-
meidbare Hydrolysereaktionen zum korrespondierenden Keton 202 ebenfalls ab, so dass die
Wiederverwendbarkeit des Harzes begrenzt ist. Da die Synthese des Kaiser-Oxims nach De-

Grado und Kaiser®2t3

ebenfalls dieses Keton (202) als Synthesestufe enthalt, liegt es aller-
dings nah, den folgenden Syntheseschritt auch zur Regeneration von gebrauchtem Kaiser-
Oxim-Harz einzusetzen. Dazu wird das Keton-haltige Kaiser-Oxim-Harz in einer Lésung von
Hydroxylaminhydrochlorid und Pyridin in Ethanol fiir 8.5 h unter Rickfluss gekocht und an-

schlieRend filtriert und gewaschen (Schema 26).%

Schema 26: Reaktion zur Regeneration von gebrauchtem Kaiser-Oxim Harz:

OH
(0] N
D@ I —— U
¢ e
202 Kaiser-Oxim-Harz

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: (a) 2 M Hydroxylamin / 1.2 M Pyridin in Ethanol, 80 °C, 8.5 h.

Diese Bedingungen wurden in mehreren Experimenten sowohl auf gebrauchtes, als auch auf
mittels Kaliumpermanganat sowie Ammoniumpersulfat zerstértes Oxim-Harz angewendet
(Tabelle 22).

Die Beladungen der Kaiser-Oxim-Harz-Proben wurden nach Immobilisierung von Fmoc-Leu
mittels Fmoc-Titration, beziehungsweise nach der Beladung mit Boc-Leu mittels Pikrinsdure-

titration gemaR Literaturverfahren bestimmt.*9%2%
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Tabelle 22: Versuche zur Methodenentwicklung fiir die Regeneration von Kaiser-Oxim-Harz:***

Zustand des Kaiser-Oxims Fmoc-Titration”" Pikrinsaure-Titration™”
(UV-Bestimmung) (UV-Bestimmung)

Neu [mmol/g] 0.66 0.63
Gebraucht [mmol/g] 0.46 0.49
Gebraucht und regeneriert [mmol/g] 0.65 0.65
Spaltung mit KMnO,4 [mmol/g] 0.09 0.08
Reaktiviert nach KMnQO, [mmol/g] 0.15 0.14
Spaltung mit (NH,)»S,0g [mmol/g] 0.37 0.38
Reaktiviert nach (NH,)»S,0g [mmol/g] 0.53 0.53

Zum Vergleich der Regenerationsversuche wurde auch die Beladung von neuem und einmal
verwendetem Harz bestimmt. Wie in Tabelle 22 deutlich erkennbar ist, nimmt die Beladung
des Harzes durch die Verwendung als Synthesetrdgermaterial ab. Dartber hinaus ist aus der
Tabelle ersichtlich, dass die Beladung durch das beschriebene Regenerationsverfahren voll-
standig wiederhergestellt wird. Das Regenerationsverfahren erhoht sogar die Beladung von
Kaiser-Oxim, das zuvor mit starken Oxidationsmitteln wie Kaliumpermanganat oder Ammo-
niumpersulfat behandelt worden war. Damit stellt das entwickelte Verfahren eine effektive
und leicht durchfihrbare Methode zur Regeneration von gebrauchtem Kaiser-Oxim-Harz dar.
Durch diese Methode kann das Kaiser-Oxim-Harz nahezu unbegrenzt wiederverwendet wer-
den. Dies stellt neben der Mdglichkeit zur zyklisierenden Abspaltung des Substrates einen

weiteren groBen Vorteil dieses Harzes dar.?*

7. Biologische Aktivitat und Konformationsuntersuchungen der synthetisierten PF1022-

Analoga

7.1 Biologische Aktivitat der synthetisierten PF1022-Analoga

Die anthelmintische Aktivitat der mittels Festphasensynthese synthetisierten PF1022-Analoga
171, 178 und 179 wurde im Rahmen einer Kooperation mit der Bayer Animal Health GmbH
ermittelt. Getestet wurden die Derivate in vitro an adulten Parasiten Nippostrongylus brasi-
liensis nach literaturbekannten Verfahren (Tabelle 23).232'> Aufgrund der engen strukturellen
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Verwandtschaft zum PF1022A

Tabelle 23: Ergebnisse der in vitro Untersuchungen der Derivate . ]
(2) war bei den Derivaten 171

171, 178 und 179 am Parasiten Nippostrongylus brasiliensis:

Verbindung Aktivitat Aktivitat und 178 eine anthelmintische
bei 10 ppm [%] bei 1 ppm [%] Aktivitit zu verzeichnen. Bei
1 100 100 . . . .
Derivat 179 hingegen wirkte sich
2 100 100 ) .
die strukturelle  Verénderung
171 84 84 o
durch die Einfihrung des N-Me-
178 100 84 _
Val anstelle eines N-MelLeu, so
179 100 35

deutlich aus, dass bei einer Wirk-
stoffkonzentration von 1 ppm lediglich eine biologische Aktivitat von 35% vorlag. Insgesamt
sind sowohl PF1022A (2) als auch Emodepsid (1) wirkungsstérker. Beide Verbindungen zei-
gen bei 1 ppm noch die volle Wirkung.

7.2 Konformationsuntersuchungen der synthetisierten PF1022-Analoga

Eine seit langem diskutierte Frage ist die der ,Biologisch aktiven Konformation* des
PF1022A (2). Die Struktur von PF1022A (2) wurde ausfuhrlich mit Hilfe von Rodntgen-
Kristallstrukturanalyse™ und NMR-Spektroskopie studiert. Die Kristallstrukturen eines aus
Methanol erhaltenen PF1022A-Kristalls (monoclinisch, P 2;) sowie aus einem in Aceton ge-
ziichteten Kristall (orthorhombisch, P 2,2,2;), waren nahezu identisch. Beide zeigten eine cis-
Amidbindung zwischen N-Methyl-L-Leucin und D-Milchsdure. Die NMR-Untersuchungen
ergaben, dass PF1022A (2) in Lésung (CDCl3) in Form einer 3:1-Mischung aus zwei Kon-
formeren vorliegt. Wéhrend das Hauptisomer eine unsymmetrische Konformation besitzt,
kann dem Minderisomer eine symmetrische Konformation zugewiesen werden, bei der alle
vier Amidbindungen trans konfiguriert sind.® Bei der unsymmetrischen Konformation liegt
eine Amidbindung zwischen (R)-Lac® und (S)-MeLeu? cis konfiguriert vor (Abb. 35). Daraus
resultiert, dass die Seitenketten von MelLeu? und MeLeu® in unmittelbare Nahe zueinander
gezwungen werden. Dieser Effekt kann durch NOE’s in 2D-NOESY-NMR-Spektren verifi-
ziert werden (Abbildung 35). Die resultierenden NOE’s konnten zwischen MeLeu*H,, und
MeLeu?CHsH; beziehungsweise zwischen MeLeu®H,, und MeLeu®-CHsH;s beobachtet wer-
den. Letzterer demonstriert, dass die Seitenkette von MeLeu® in das makrozyklische Ringsys-

tem hineingefaltet ist.?
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Abb. 35: NOE’s zur Bestimmung der asymmetrischen
Konformation von PF1022A (2):
MelLeu?

Lac®

Lac’
MelLeu®

PF1022A (2)

Die NOE’s sind Abstandsabhangig und kon-
nen nur bei wechselwirkende Protonen beo-
bachtet werden, deren rédumlicher Abstand
zwischen 2 und 5 A liegt.?*#"?!® Zur Visua-
lisierung der gemessenen NOE’s ist in Abbil-
dung 36 die dreidimensionale Struktur von
PF1022V (179) in der PF1022A-(2)-analogen
unsymmetrischen Konformation abgebildet.
Die beobachteten NOE’s sind durch die abge-

bildeten Pfeile zwischen den wechselwirken-

den Protonen visualisiert. Deutlich zu erkennen ist, dass die Seitenkette von einem MelLeu-

Baustein in das makrozyklische Ringsystem hineingefaltet ist. Dadurch entsteht ein kurzer

Abstand zwischen der MelLeu-CsH3-Gruppe und dem H-o des MeVal der Verbindung 179,

der einem starken NOE entspricht. Dieser wurde im NOESY-NMR-Spektrum ebenso beo-

bachtet, wie die schwachen NOE-Signale zwischen den a-H-Atomen und den 3-H-Atomen

der Ubrigen MeLeu-Bausteine.

Abb. 36: Dreidimensionale Struktur von PF1022V (179) in der asymmetrischen Konformation (Naherung mit-
tels ChemBio3D Ultra 11.0 (Camebridge Soft) ermittelt. Lésungsmittelumgebung = Vakuum):

Die fur die unsymmetrische Konformation charakteristischen NOE’s sind mit Hilfe der abgebildeten Pfeile vi-

sualisiert.

Die dem PF1022A (2) entsprechende unsymmetrische Konformation wurde mittels NOESY -

NMR-Spektroskopie fiir die synthetischen Cyclooctadepsipeptide 171, 178 und 179 nachge-

wiesen. Diese Konformation liegt bei den Verbindungen 171 und 179 mehrheitlich vor, wéh-
rend bei Verbindung 178 gleich groRe Anteile beobachtet wurden (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Verhaltnis der Konformere der Cyclooctadepsipeptide 2, 171, 178 und 179 in Lésung (CDCl,).

Konformerengemisch

Verbindung
unsymmetrisch : symmetrisch
2 31
171 2:1
178 1:1

179 45:1
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V Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Methoden zur Festphasensynthese der Cycloocta-
depsipeptide PF1022A (2) und Emodepsid (1) entwickelt. Die Verfahren unterscheiden sich
durch das verwendete Tragermaterial und die eingesetzten Bausteine. Zum einen wurde eine
Methode entwickelt, bei der, ausgehend von einzelnen Bausteinen, eine schrittweise depsipep-
tidkettenaufbauende Festphasensynthese (8x1-Synthese) zu den linearen Vorstufen von Emo-
depsid (1) bzw. PF1022A (2) erfolgte. Diese wurden in Lésung unter Hochverdiinnung’ zyk-
lisiert. Alternativ wurde eine Festphasensynthese erarbeitet, die auf Fragmentkupplungen von
Didepsipeptidbausteinen beruht (4x2-Synthese). Eingesetzt wurde einerseits das preisglinstige
und stabile Wang-Harz und andererseits das labilere, aber auch wiederverwendbare Kaiser-
Oxim-Harz. Wéhrend sich das Kaiser-Oxim fur eine 17-stufige 8x1-Festphasensynthese von
PF1022A (2) aus einzelnen Bausteinen als zu empfindlich erwies, wurde mit Hilfe der kiirze-
ren 4x2-Methode aus Fragmentkupplungen, nach Optimierung der Amidkupplungsbedingun-
gen, eine Gesamtausbeute von 30% uber neun Stufen, einschliellich einer zyklisierenden Ab-
spaltung, erreicht. Fir Emodepsid (1) ergab sich eine Gesamtausbeute von 45%. Das Kaiser-
Oxim liel sich nach der Festphasensynthese vollstandig regenerieren.

Parallel wurde die 4x2-Synthese auch am Wang-Harz untersucht. Die Synthese wurde flr
PF1022A (2) in einer Gesamtausbeute von 20-25% und fur ein Derivat (179) mit erhohter
sterischer Hinderung bei der Kupplung des dritten Bausteins (N-Me-Leu-PhLac) an N-Me-Val
in einer Gesamtausbeute von 16% durchgefiihrt. Uber die 8x1-Synthese am Wang-Harz wur-
de PF1022A (2) nach Optimierung der Esterbindungsbedingungen in einer Gesamtausbeute
von 13-16% uber 17 Stufen erhalten. Dieses Ergebnis ist gleichbedeutend mit einer durch-
schnittlichen Ausbeute von 89% pro Stufe. Somit lieRen sich auch die problematischen Ester-
bindungsknupfungen an der festen Phase erfolgreich durchfiihren. Das fertige PF1022A (2)
wurde mittels BOP-CI unter Hochverdiinnungsbedingungen’ ausgehend vom Rohprodukt der
linearen Vorstufe 149 nach beiden Methoden der Festphasensynthese, in sehr guten Ausbeu-
ten hergestellt. Im Anschluss an die Entwicklung der 8x1-Synthese wurden zehn Derivate
nach dieser Methode synthetisiert. Abgesehen von den PF1022-Analoga 1, 171, 178 und 179
wurden mit den Verbindungen 172-177 Bassianolid-Derivate hergestellt, deren Synthese aus-
schlieBlich Kupplungen von sterisch anspruchsvollen Bausteinen enthélt. Wéhrend sich die
linearen Vorstufen der PF1022-Derivate 171, 178 und 179 in guten Gesamtausbeuten (12-
27%) herstellen lieRen, konnten die linearen Vorstufen der Derivate 1 und 172-177 lediglich
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mit einem Anteil von 2-3% Ausbeute nachgewiesen werden. Optimierungen mit einer Viel-
zahl von Kupplungsreagenzien ergaben, dass BTC (Triphosgen) fir Amidkupplungen an der
festen Phase am besten geeignet ist, wéhrend die besten Ausbeuten in Lésung mit BOP-CI
erhalten wurden. Durch diese Optimierungsarbeiten sollte es in Zukunft moglich sein, die
bisherigen Ausbeuten deutlich zu steigern.

In einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit wurden zwei breit anwendbare enantioselekti-
ve Synthesemethoden fur Arylmilchsduren entwickelt. Dabei handelt es sich zum einen um
ein biotechnologisches Redoxsystem aus zwei Enzymen (D-LDH und FDH) mit Kofaktor-
regeneration. Zum anderen wurde eine Rh-DIPAMP (112) katalysierte, enantioselektive Hyd-
rierung bei niedrigem Druck eingesetzt. Bei den enzymatischen Verfahren wurde ein kontinu-
ierliches und ein Batch-Membranreaktorverfahren untersucht. Bei der enantioselektiven Hyd-
rierung wurden die Ubergangsmetallkatalysatoren Rh-DuPhos (111), Rh-DIPAMP (112) und
Ru-BINAP (113) verwendet. Uber die enzymatische Methode lieBen sich die
o-Hydroxycarbonsdauren 77a, 77c und 77e-j in Gesamtausbeuten bis zu 44% und exzellenten
Enantiomerenuberschiissen bis zu 99% herstellen. Die bei den Synthesen von den Verbindun-
gen 77b und 77d auftretenden Probleme sind auf die Empfindlichkeit der o.-Oxocarbonséuren
zurlickzufuhren. Diese Verbindungen waren allerdings mit Hilfe der ibergangsmetallkataly-
sierten Synthesemethode zuganglich. Uber diese Syntheseroute wurden die Derivate 77a-f
und 77h-j in Gesamtausbeuten bis zu 53% und ebenfalls exzellenten Enantiomerentiberschiis-
sen bis zu 99% hergestellt. Die a-Hydroxycarbonsaure 77g war ber diese Methode nicht zu
erhalten, da der Pyridin-Rest als Katalysatorgift wirkt.***®> Abgesehen von diesen Substrat-
spezifitaten stellen beide Synthesen einen effizienten Zugang zu enantiomerenreinen Aryl-
milchsduren dar, wobei der enzymatischen Variante bei groReren Ansédtzen der Vorzug zu

geben ist.
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VI Experimenteller Teil

1. Allgemeine Angaben

1.1 Verwendete Geréate und Reagenzien

Wenn nicht anders beschrieben, wurden die eingesetzten Reagenzien k&uflich erworben und direkt eingesetzt.
Alle Reaktionen wurden, mit Ausnahme der Hydrierungen zur Benzylesterspaltung und den Reaktionen in wass-
rigen Losungen, in getrockneten Ldsungsmitteln unter Schutzgasatmosphére (Argon oder Stickstoff) durchge-
fihrt. THF und Et,O wurden tber LiAIH, getrocknet und anschlieBend destilliert. MeCN, DCM, DMF, DBU,
TEA, DIEA, Piperidin, Toluol und Pyridin wurden entweder Uber CaH, getrocknet und anschlieend destilliert
oder durch Filtrieren tber eine kurze Saule mit basischem Aluminiumoxid getrocknet. MeOH wurde mit Magne-
sium unter Riickfluss gekocht und anschlielend destilliert. Die Dlnnschichtchromatographie wurde mit Kiesel-
gelplatten (Kieselgel 60 Fjs4, 250 pm) der Firma Merck durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte entweder durch
UV-Licht (254 nm) oder/und durch Eintauchen in KMnQO,-Ldsung und anschlieBendem Erhitzen mit einer Heil3-
luftpistole. Freie Aminofunktionen wurden mit Ninhydrin-Losung und anschlieBendem Erhitzen angeférbt. Die
praparative Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm) der Firma Macherey Nagel durch-
gefiihrt. Die verwendeten Losungsmittel wurden zuvor am Rotationsverdampfer destilliert. Infrarot-Spektren
wurden entweder an einem JASCO FT/IR-4200 oder an einem Nicolet Protégé 460 Spectrometer E.S.P. gemes-
sen. Die GC-MS-Spektren wurden mit einem Shimadzu GC-17A und daran gekoppeltem Shimadzu GCMS-QP
5050 A aufgenommen. Als lonisationsmethode wurde EI verwendet. Fir die GC wurden die Kapillarsaulen FS-
OV-1-CB 0.25 (I = 25 m) und Optima-1-Accent-0.25 (I = 25 m) verwendet. HPLC-MS-Spektren wurden mit den
Geraten Varian 500 lonTrap (LC-ESI-MS System, Saule: RP18, 5 um) oder Bruker MicrOTOF (LC-ESI-MS
System) auf einer Cig-Sdule der Firma MZ Analysentechnik (PerfectSil Target ODS-3 HD 5um, 100*4.6 mm)
aufgenommen. Fir die hochauflésenden Massenspektren wurde das Bruker MicrOTOF verwendet. Die Enan-
tiomereniiberschisse wurden mittels HPLC bestimmt. Die verwendeten Sdulen (Chiracel OD-H und Chiralpak
IA) wurden mit dem Laufmittelsystem Heptan/lsopropanol bzw. Heptan/Ethanol betrieben. Die Polarimetrie
wurde mit Hilfe eines Perkin-Elmer 241 Polarimeters durchgeflhrt. Als Referenz wurde MeOH und als Licht-
quelle Na-Licht verwendet. Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance 400 (Messfrequenzen: 'H =
400.13 MHz, **C = 100.62 MHz) — Gerét bzw. einem Bruker Avance Il 600 (Messfrequenzen: 'H = 600.13
MHz, *3C = 150.90 MHz) gemessen. Die chemischen Verschiebungen sind in 8-Werten angegeben, bezogen auf
das Losemittel als internem Standard. Die Spinmultiplizitdt wird mit den folgenden Symbolen angegeben: s
(Singulett), d (Dublett), t(Triplett), q (Quartett), w-s (pseudo-Singulett), w-d (pseudo-Dublett), y-t (pseudo-
Triplett), w-q (pseudo-Quartett), dd (Dublett vom Dublett), dt (Dubletts vom Triplett) und m (Multiplett). Kopp-
lungskonstanten beziehen sich, wenn nicht anders aufgefihrt, auf zwei Protonen und sind in Hz angegeben. Die

Nummerierung der Molekiile dient der anschaulichen Zuordnung der Signale und erfolgte nicht nach IUPAC.
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1.2 Abkiirzungen

ATP, Adenosintriphosphat; BEP, 2-Brom-1-ethylpyridiniumtetrafluoroborat; BINAP, 2,2‘-Bis(diphenyl-
phosphino)-1,1°binaphthyl; Bn, Benzyl; Boc, tert-Butyloxycarbonyl; BOP, Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-
(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat; BOP-CI, Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphorsdurechlorid;
Bta, 2-Benzothiazolyl;, BTC,  Bis(trichlormethyl)carbonat; BTFFH,  Fluordipyrrolidinocarbenium-
hexafluorophosphat; CH, Cyclohexan; COD, Cyclooctadien; DBU; 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en; DCC,
Dicyclohexylcarbodiimid; DCM, Dichlormethan; DEAD, Azodicarbonsaurediethylester; DFET, 4-Di(4,6-[2,2,2-
trifluoroethoxy]-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylomorpholiniumtetrafluoroborat; DHP, 3,4-Dihydro-2H-pyran; DIC,
Diisopropylcarbodiimid; DIEA, N,N-Diisopropylethylamin; DIP-CI, (—)-B-Chlorodiisopinocampheylboran;
DIPAMP, 1,2-Ethandiyl-bis[(0-methoxyphenyl)-phenylphosphin]; DMAP, 4-Dimethylaminopyridin; DMF,
N,N-Dimethylformamid; DMPU, 1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon; DMSO, Dimethyl-
sulfoxid; Dpm, Diphenylmethyl; EDCI, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Methyliodid; EDTA,
Ethylendiamintetraessigséure; EE, Ethylacetat; Et, Ethyl; EtDuPhos, 1,2-Bis[2,5-diethylphospholano]benzal;
Et,O, Diethylether; EtOH, Ethanol; FDH, Formiatdehydrogenase; Fmoc, Fluorenylmethoxycarbonyl; HATU,
N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)uroniumhexafluorophosphat; Hca, 2-Hydroxycapronsaure;
Hiv, 2-Hydroxyisovaleriansaure; HOAc, Essigsdure; HOAt, 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole; HOBt, 1-
Hydroxybenzotriazol; iBu, iso-Butyl; IPA, Isopropylalkohol; Ipc, iso-Pinocampheyl; iPr, iso-Propyl; Lac, Milch-
sdure; LDA, Lithiumdiisopropylamid; LDH, Laktatdehydrogenase; Leu, Leucin; Me, Methyl; MeCN, Acetonit-
ril;, MEM, Methoxyethoxymethyl; MeOH, Methanol; MBn, (4-Morpholinylphenyl)methyl; Morph, Morpholin;
MorphPhLac, (4-Morpholinophenyl)milchsdure; MSE, Methylsulfonylethyl; MTBE, Methyl-tert-butylether;
NADH, Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid; nBu, n-Butyl; NMM, N-Methylmorpholin; NOE, Nuclear Overhauser
Effect; Ph, Phenyl; PhLac, Phenylmilchsdure; PyBroP, Brom-tris-pyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat;
ROE, Rotating-Frame Nuclear Overhauser Effect; Rt, Raumtemperatur; sBu, sek-Butyl; Sg, Schutzgruppe; tBu,
tert-Butyl; tBuOH, tert-Butanol; TEA, Triethylamin; TFA, Trifluoressigsaure; THF, Tetrahydrofuran; THP,
Tetrahydropyranyl; p-TsOH, para-Toluolsulfonsdure; TPP, Triphenylphosphin; Tris, Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan.

2. Verbindungen aus Kapitel 1V

2.1 Festphasensynthesen von PF1022A, Emodepsid, verschiedener PF1022-Analoga und

Synthese ihrer zugrunde liegenden Bausteine

2.1.1Herstellung der Grundbausteine fur die 8x1 Festphasensynthese

D-Phenylmilchsaure (66, SEB-061, FSM-104)

D-Phenylalanin (30.0 g, 0.18 mol) wird in 2 M Schwefelséure (202 mL) gel6st, auf 0 °C abgekuhlt und anschlie-
Rend innerhalb von 2 h tropfenweise mit Natriumnitrit (21.7 g, 0.31 mol, in 44 mL Wasser) versetzt. Danach
wird die Mischung 6 h bei 0 °C geriihrt und anschliefend tUber Nacht bei Raumtemperatur. Im néchsten Schritt

wird erneut auf 0 °C abgekihlt und die Mischung langsam mit 2 M Schwefelséure (45 mL) versetzt. Dann wird



VI Experimenteller Teil 92

eine weitere Portion Natriumnitrit-Lésung (10.9 g, 0.16 mol, in 22 mL Wasser) innerhalb von 2 h tropfenweise
zugesetzt. Darauf wird die Mischung 6 h bei 0 °C und danach (iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Im ersten
Aufarbeitungsschritt wird die Reaktionsmischung mit Diethylether versetzt bis ein weiler Niederschlag sichtbar
wird. Die organische Phase wird separiert und die waéssrige Phase wird mit NaCl geséattigt. Anschliefend wird
die wéssrige Phase flinfmal mit 100 mL Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, iber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wird in Diethylether Kkris-
tallisiert, mit Cyclohexan gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Reaktion liefert Verbindung 66 als weif3en
kristallinen Feststoff in einer Ausbeute von 62% (18.5 g, 0.11 mol).

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 1.28 (m, 1H, 3-H) 1.48 (m, 1H, 3-H), 1.71 (m, 1H, OH), 2.73 (m, 1H, 2-
H), 5.58 (m, 1H, 4-8-H), 5.66 (d, J = 4.1 Hz, 4H, 4-8H), 8.82 (s, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, Metha-
nol-ds): & = 41.6 (3-C), 72.8 (2-C), 127.5, 129.2, 130.2, 130.4, 130.5 (4-8-C), 138.8 (9-C), 177.1 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 120 (35) [M-CO,HJ, 165 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 165.0555 [M-HJ,
berechnet fir CoHoO3: 165.0551. Ri-Wert: 0.45 (CH:EE, 1:1+10% Essigsaure). IR (Film): 3448 (O-H), 1734
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 122-124 °C (lit.*?3, 123-124 °C). [a]®p: +26.6° (c = 3.80 Aceton), lit.:*?® +26.7° (c
= 3.80, Aceton).

(2R)-2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propansdure (74, SEB-028)

Eine Losung aus Methylester 95 (2.07 g, 11.00 mmol) in 1 M THF/LiOH (5:3 aqg., 50 mL) wir 5 h bei 0 °C ge-
rihrt. Dann wird die Reaktionsmischung mittels Salzsdure (10% HCI in Wasser) auf pH = 3 eingestellt und
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die kombinierten Extrakte werden mit gesattigter NaCl-Ldsung gewaschen
tber MgSQO, getrocknet und filtriert. Nach einengen und und trocknen im Vakuum wird die THP-geschitzte
D-Milchséure (74) als klare fablose Flussigkeit (1.64 g, 9.40 mmol, 85%) erhalten. Eine weitere Reinigung ist
nicht erforderlich.

'"H-NMR (400 MHz, CDCly): 6 = 1.45 (d, J = 7.1 Hz, 1H, 3-H), 1.50 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 3-H), 1.55 (m, 2H, 5-
H), 1.70 (m, 2H, 6-H), 1.83 (m, 2H, 7-H), 3.52 (dd, J = 5.1, 5.6 Hz, 1H, 4-H), 3.86 (m, 1H, 4-H), 4.25, 4.43 (2q,
J = 7.1 Hz, 1H, 2-H), 4.65, 4.73 (dd, t, J = 2.5, 3.1, 3.6 Hz, 1H, 8-H), 9.76 (s, 1H, COOH) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCly): & = 19.1 (3-C), 19.6 (5-C), 25.3 (6-C), 30.3 (7-C), 62.8 (4-C), 70.1 (2-C), 98.0 (8-C), 178.1
(1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 89 (15) [M-THP], 101 (11) [M-MeAcOH]’, 173 (100) [M-H], 174
(11) [M]. HR-ESI-MS: m/z = 197.0785 [M+Na]", berechnet fiir CgH,,NaO,": 197.0790. RWert: 0.07
(CH:EE, 1:1+0.1% TEA). IR (Film): 3103 (O-H), 1735 (C=0) cm™.
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(R)-3-Phenyl-2-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propansaure (75, SEB-037)

Zu einer Losung aus (D)-PhLac 66 (6.71 g, 40.38 mmol) in DCM (200 mL), wird 1 Ag. 3,4-Dihydro-2H-pyran
(3.43 g, 40.38 mmol) und eine Ldsung aus p-TsOH (605.16 mg, 3.15 mmol) und Pyridin (251.65 mg, 3.15
mmol) in DCM (10 mL) gegeben. Die Mischung wird 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung unter vermindertem Druck eingeengt und der Riickstand in Diethylether (100 mL) geldst.
Die Losung wird mit geséattigter NaCl-Ldsung gewaschen, lber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
Rohprodukt wird im Vakuum getrocknet und kann ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt werden. Die Reak-
tion liefert das Produkt 75 als weiRen pastdsen Feststoff in einer Ausbeute von 100% (10.11 g, 40.21 mmol).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1.48 (m, 2H, 11-H), 1.60 (m, 2H, 12-H), 1.67 (m, 2H, 13-H), 3.00 (m, 1H, 3-
H), 3.06, 3.27, 3.44, 3.95 (4m, 2H, 10-H), 3.19 (m, 1H, 3-H), 4.19, 4.79 (dd, t, J = 2.5, 4.1, 2.5 Hz, 1H, 14-H),
4.27, 452 (2dd, J = 3.6, 5.60 Hz, 1H, 2-H), 7.22-7.31 (m, 5H, 4-8-H), 10.00 (s, 1H, COOH) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCly): § = 20.4 (11-C), 24.8 (12-C), 32.0 (13-C), 38.5 (3-C), 61.0 (10-C), 74.2 (2-C), 96.5 (14-C),
126.7, 128.2, 128.3, 129.5, 129.8 (4-8-C), 137.0 (9-C), 176.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 184 (17)
[M-Ph]", 251 (4) [M+H]", 268 (100) [M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 273.1097 [M+Na]*, berechnet fir
CuHgNaO,": 273.1103. R-Wert: 0.24, 0.55 (CH:EE, 1:1+0.1% TEA). IR (Film): 3437 (O-H), 1739
(C=0) cm™.

(2R)-2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propansauremethylester (95, SEB-041)

Dihydropyran (8.98 g, 105.66 mmol) wird bei 50 °C innerhalb einer Stunde zu einer Lésung aus Methyl (D)-
laktat (10.00 g, 96.06 mmol) und p-TsOH (165.41 mg, 0.96 mmol) in Toluol (100 mL) zugetropft. Nach zwei-
stiindigem Rihren bei dieser Temperatur wird die Lésung mit gesattigter NaHCO,-L6sung gewaschen, Uber
Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Die anschlieRende Kugelrohrdestillation (8.9x10 mbar, 70 °C) liefert
den THP-Ether 95 (16.84 g, 89.47 mmol, 93%) als farblose Flissigkeit.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 8 = 1.34 (d, J = 7.1 Hz, 1H, 3-H), 1.39 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 3-H), 1.49 (m, 2H, 5-
H), 1.64 (m, 2H, 6-H), 1.79 (m, 2H, 7-H), 3.39 (m, 1H, 4-H), 3.68 (s, 3H, 9-H), 3.77 (m, 1H, 4-H), 4.15, 4.37
(20,3 = 7.1 Hz, 1 H, 2-H), 4.64 (m, 1H, 8-H), ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 18.7 (3-C), 19.1 ( 5-C),
25.3 (6-C), 30.4 (7-C), 51.7 (9-C), 62.3 (4-C), 69.9 (2-C), 97.5 (8-C), 173.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z
(%) = 206 (4) [M+NH,]*, 211 (100) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 211.0941 [M+Na]", berechnet fiir
CoH1gNaO,": 211.0946. Rr-Wert: 0.38, 0.51 (CH:EE, 1:1+0.1% TEA). IR (Film): 1754 (C=0) cm™.
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Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Oxazolidine 93, 159, 162 und 165

Die Fmoc-Aminosaure (92, 158, 161 bzw. 164) wird in Toluol (200-400 mL) vorgelegt und mit
p-Toluolsulfonsaure (4.52 g, 23.53 mmol) sowie Paraformaldehyd (45.28 g, 1.49 mol) versetzt. Die Losung wird
24 h am Wasserabscheider gekocht. AnschlieRend wird die Loésung abgekiihlt und dreimal mit geséattigter
NaHCO;-Ldsung ausgeschuttelt. Dann wird die organische Phase Uber Na,SO, getrocknet. Das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand im Vakuum getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wird

ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt.

(S)-4-1sobutyl-5-ox0-0xazolidin-3-carbonsaure-9H-fluoren-9-yl-methylester (93, SEB-091)
Edukt: Fmoc-L-Leucin (80.00 g, 0.22 mol). Die Reaktion liefert eine Ausbeute von 81.89 g (0.22 mol, 100%)
der Verbindung 93 als weiRen Feststoff.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.84 (m, 6H, 5-H), 1.33 — 1.87 (m, 3H, 3-H, 4-H), 4.25 (m, 2H, 8-H), 4.70 (m,
2H, 9-H, 2-H), 5.08 (m, 2H, 6-H), 7.21 — 7.79 (m, 8H, 11-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): § = 6.4 (5-C),
6.9, 21.0, 23.1 (3-C), 21.0, 23.1, 24.7 (4-C), 37.2 (8-C), 47.2 (9-C, 2-C), 56.4 (9-C, 2-C), 67.6 (6-C), 120.0,
124.7, 124.8, 125.0, 125.1, 127.1, 127.1, 127.7 (11-C), 141.4, 143.9 (10-C), 156.5, 157.1 (7-C), 177.6 (1-C)
ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 144 (7) [M-iPr, -9-Fluorenyl]*, 179 (100) [9-Fluorenyl]*, 366 (21) [M+H]",
388 (26) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 388.1519 [M+Na]", berechnet fiir C,,H,3sNNaO,": 388.1519. Ri-Wert:
0.52 (CH:EE, 1:1). IR (KBr): 1799 (C=0), 1721 (C=0) cm'%. Schmelzpunkt: 68-70 °C.

(S)-4-1sopropyl-5-oxo-oxazolidin-3-carbonsaure-9H-fluoren-9-yl-methylester (159, SEB-127)
Edukt: Fmoc-L-Valin (24.75 g, 72.85 mmol). Die Reaktion liefert Verbindung 159 in einer quantitativen Aus-
beute (25.63 g, 72.85 mmol) als weillen Feststoff.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): § = 0.70-1.16 (m, 6H, 4-H), 1.61-1.89, 2.20-2.45 (2m, 1H, 3-H), 3.63-3.78, 3.89-
4.19 (2m, 1H, 2-H), 4.26 (m, 1H, 8-H), 4.71 (m, 2H, 7-H), 5.04, 5.29-5.47 (2m, 2H, 5-H), 7.36, 7.44 (2m, 4H,
10-H), 7.57, 7.80 (2d, J = 7.6, 7.8 Hz, 4H, 10-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): § = 17.7 (4-C), 21.5, 30.9
(3-C), 47.2 (8-C), 59.9 (2-C), 67.4 (7-C), 78.2 (5-C), 119.0, 124.7, 124.8, 125.0, 125.1, 127.1, 127.1, 129.0 (10-
C), 141.5, 143.3 (9-C), 153.4 (6-C), 171.1 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (100) [9-Fluorenyl]®,
352 (19) [M+H]", 374 (19) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 374.1359 [M+Na]", berechnet fur CyH,»NNaO,":
374.1363. Ri-Wert: 0.50 (CH:EE, 1:1). IR (KBr): 1801 (C=0), 1716 (C=0) cm™*. Schmelzpunkt: 73-76 °C
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(S)-4-Benzyl-5-oxo0-oxazolidin-3-carbonsaure-9H-fluoren-9-yl-methylester (162, SEB-129)
Edukt: Fmoc-L-Phenylalanin (25.00 g, 63.88 mmol). Die Reaktion liefert Verbindung 162 in einer Ausbeute von
99% (25.31 g, 63.36 mmol) als hellgelben pastdsen Feststoff.

IH-NMR (600 MHz, CDCls): 5 = 2.46, 2.82 (2m, 1H, 3-H), 3.21, 3.45 (2m, 1H, 3-H), 4.05, 4.53 (2m, 1H, 2-H),
4.19, 5.17 (2m, 1H, 6-H), 4.30 (m, 1H, 9-H), 4.75, 5.00 (2m, 2H, 8-H), 6.77, 7.40-7.49, 7.55-7.73, 7.81-7.83
(4m, 8H, 11-H), 7.20-7.32 (m, 5H, 5-H) ppm. 3C-NMR (150 MHz, CDCls): & = 35.4 (3-C), 47.2 (9-C), 56.2 (2-
C), 67.4 (8-C), 77.8 (6-C), 120.1, 124.4, 125.1, 125.2, 127.2, 127.4, 127.8, 127.9, 128.0, 128.2, 128.6, 129.0,
129.5, 129.8 (5-C, 11-C), 134.3, 137.8, 141.4, 143.4 (4-C, 10-C), 152.3 (7-C), 171.7 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 179 (100) [9-Fluorenyl]*, 400 (77) [M+H]", 417 (13) [M+NH,]", 422 (40) [M+Na]*. HR-ESI-
MS: m/z = 422.1358 [M+Na]", berechnet fiir C,sH,;NNaO,": 422.1363. Ri-Wert: 0.61 (CH:EE, 1:1). IR (KBr):
1813 (C=0), 1703 (C=0) cm™.

(S)-4-Methylsulfonylethyl-5-0xo-oxazolidin-3-carbonsaure-9H-fluoren-9-yl-methylester (165, SEB-128)
Edukt: Fmoc-L-Methioninsulfon (5.00 g, 12.27 mmol). Die Reaktion liefert Verbindung 165 in einer Ausbeute
von 84% (4.29 g, 10.33 mmol) als weiflen Schaum.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 1.87-2.22, 2.25-2.49 (2m, 2H, 3-H), 2.25-2.49, 2.52-2.88 (2m, 2H, 4-H), 2.88
(m, 3H, 5-H), 3.52-3.78, 4.22-4.38 (2m, 1H, 2-H), 4.27 (m, 1H, 9-H), 4.73 (m, 2H, 8-H), 5.09, 5.32-5.47 (2m,
2H, 6-H), 7.20, 7.28, 7.35, 7.46, 7.57, 7.81 (6m, 8H, 11-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCly): 8 = 21.5 (3-C, 4-
C), 23.8 (3-C), 40.6 (5-C), 42.0 (4-C), 47.1 (2-C), 47.2 (9-C), 53.1 (2-C), 67.7 (8-C), 75.3, 79.1 (6-C), 119.7,
120.2, 124.5, 125.3, 127.3, 128.1, 127.2, 129.0 (11-C), 137.9, 1415, 143.2 (10-C), 152.9 (7-C), 171.2 (1-C)
ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (28) [9-Fluorenyl]*, 416 (10) [M+H]", 433 (100) [M+NH4]", 438 (10)
[M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 438.0982 [M+Na]", berechnet fiir C»H,;NNaOgS": 384.0982. Ri-Wert: 0.16
(CH:EE, 1:1). IR (KBr): 1800 (C=0), 1714 (C=0) cm™.

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der N-methylierten Fmoc-Aminosauren 76, 160, 163 und 166
Das Oxazolidin (93, 159, 162 bzw. 165) und AICI; (2 Ag.) werden in 250 mL trockenem DCM vorgelegt und bei

Raumtemperatur mit Triethylsilan (2 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 60 min bei Raumtemperatur



VI Experimenteller Teil 96

geriihrt. Anschlieend wird die Losung in einen Scheidetrichter Gberfihrt und dreimal mit je 100 mL 1 M HCI
ausgeschattelt. Trocknen der organischen Phase Uber Natriumsulfat, filtrieren, einengen und Trocknen im Vaku-
um liefert das Rohprodukt.

(S)-2-[(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-methyl-amino]-4-methylpentansaure (76, SEB-092)
Edukt: Oxazolidin 93 (11.44 g, 31.31 mmol). Die Umkristallisation des Rohproduktes aus Cyclohe-
xan/Dichlormethan 8:2 liefert 87% (10.01 g, 27.23 mmol) des weiBen kristallinen Feststoffs 76.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.94-1.03 (m, 6H, 5-H), 1.47-1.79 (m, 3H, 3-H, 4-H), 2.91 (s, 3H, 6-H), 4.24
(m, 1H, 9-H), 4.46 (m, 2H, 8-H), 4.62, 4.98 (2m, 1H, 2-H), 7.28-7.44 (m, 4H, 11-H), 7.57 (m, 2H, 11-H), 7.79
(m, 2H, 11-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 6.8, 21.1, 23.0 (5-C), 6.8, 37.2 (3-C), 24.6 (4-C), 30.2 (6-
C), 47.2 (9-C), 56.3 (2-C), 67.6 (8-C), 119.9, 124.7, 124.8, 125.0, 125.1, 127.1, 127.1, 127.6 (11-C), 141.3,
143.8 (10-C), 156.4, 157.1 (7-C), 177.1 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 146 (7) [M-iPr, -9-Fluorenyl]",
179 (7) [9-Fluorenyl]”, 368 (100) [M+H]", 385 (16) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 390.1681 [M+Na]", be-
rechnet fir C,,H,sNNaO,™: 390.1676. Ri-Wert: 0.16 (CH:EE, 1:1+0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3427 (O-H),
1754 (C=0), 1655 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 112-114 °C, (lit.**® 113-116 °C). [a]p: -19.5° (¢ = 1.00 DMF),
lit.:**® -19.5° (c = 1.00, DMF).

(S)-2-[(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-methyl-amino]-3-methylbutansaure (160, SEB-133)
Edukt: Oxazolidin 159 (24.80 g, 70,58 mmol). Die Reaktion liefert das Produkt 160 in einer Ausbeute von 92%

(22.93 g, 64.88 mmol) als weillen Feststoff, der ohne Reinigung weiter umgesetzt wird.

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 8 = 0.81, 0.93, 1.08 (3d, J = 6.7 Hz, 5H, 4-H), 0.98 (m, 1H, 4-H), 2.13, 2.28 (2m,
1H, 3-H), 2.93 (s, 3H, 5-H), 4.16, 4.39 (2m, 1H, 2-H), 4.29 (m, 1H, 8-H), 4.51 (m, 2H, 7-H), 7.33, 7.42, 7.63,
7.79 (4m, 8H, 10-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 6 = 19.0, 19.7, 19.9 (4-C), 27.5 (3-C), 31.6 (5-C), 47.3
(8-C), 64.0, 65.3 (2-C), 67.7, 67.9 (7-C), 120.0, 124.9, 127.1, 127.7, 127.7 (10-C), 141.4, 143.8, (9-C), 157.6 (6-
C), 174.7 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (100) [9-Fluorenyl]", 354 (90) [M+H]*, 371 (10)
[M+NH,]", 376 (37) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 376.1519 [M+Na]", berechnet fiir C,;H,sNNaO,": 376.1519.
R~Wert: 0.18 (CH:EE, 1:1). IR (KBr): 3428 (O-H), 1737 (C=0), 1651 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 183-186
°C, (lit.'*° 185-187 °C). [a]®p: -31.2° (¢ = 1.00 DCM), lit.:**® -31.2° (¢ = 1.00, DCM).
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(S)-2-[(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-methyl-amino]-3-phenylpropanséaure (163, SEB-136)

Edukt: Oxazolidin 162 (8.12 g, 20.33 mmol). Die Reaktion liefert Verbindung 163 nach sdulen-
chromatographischer Reinigung (CH:EE, 3:1) in einer Ausbeute von 92% (7.48 g, 18.63 mmol) als weillen
Schaum.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.83, 2.85 (2s, 3H, 6-H), 3.17, 3.44 (m,dd, J = 4.9, 14.3 Hz, 2H, 3-H), 4.18,
4.25 (2m, 1H, 9-H), 4.41, 4.59 (2m, 2H, 8-H), 4.65, 5.01 (2m, 1H, 2-H), 7.01 (d, J = 6.4 Hz, 1H, 11-H), 7.32 (m,
6H, 5-H, 11-H), 7.44-7.55 (m, 4H, 5-H, 11-H), 7.79 (m, 2H, 11-H), 10.06 (s-br, 1H, COOH) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCl,): & = 32.3 (6-C), 34.6, 34.8 (3-C), 47.0, 47.2 (9-C), 60.5, 60.7 (2-C), 67.4, 67.8 (8-C), 119.9,
124.6, 124.7, 124.8, 125.0, 126.3, 126.8, 127.0, 127.1, 127.6, 128.7, 128.8 (5-C, 11-C), 136.9, 141.2, 141.3,
141.7, 143.9 (4-C, 10-C), 156.0, 156.7 (7-C), 175.8, 176.0 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (59) [9-
Fluorenyl]*, 402 (100) [M+H]", 419 (21) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 424.1519 [M+Na]’, berechnet fiir
CasH2sNNaO,": 424.1519. R-Wert: 0.10 (CH:EE, 1:1). IR (KBr): 3431 (O-H), 1708 (C=0) cm™. Schmelz-
punkt: 67-71 °C. [a]%p: -39.5° (¢ = 1.00 DMF), lit.;**® -39.6° (¢ = 1.00, DMF).

(S)-2-[(9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-methyl-amino]-4-methylsulfonylbutansaure (166, SEB-134)
Edukt: Oxazolidin 165 (4.26 g, 10.25 mmol). Die Reaktion liefert Verbindung 166 in einer Ausbeute von 88%
(3.76 g, 9.00 mmol) als weilen Feststoff, der ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt wird.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.05, 2.25, 2.32, 2.49 (4m, 2H, 3-H), 2.82, 2.97 (2s, 3H, 5-H), 2.82,
2.97, 3.15 (3m, 2H, 4-H), 4.29 (m, 1H, 9-H), 4.40, 4.66 (2m, 1H, 2-H), 4.55 (m, 2H, 8-H), 7.35, 7.42, 7.65 (3m,
6H, 11-H), 7.83 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 11-H) ppm. *C-NMR (100 MHz Methanol-d,): & = 23.1 (3-C), 32.4, 40.7
(5-C, 6-C), 47.3 (9-C), 52.2 (4-C), 59.1, 59.6 (2-C), 68.8 (8-C), 119.6, 120.9, 121.0, 125.9, 126.0, 128.2, 128.3,
128.8, 128.9 (5-C, 11-C), 142.7, 145.3 (10-C), 158.5 (7-C), 178.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179
(47) [9-Fluorenyl]*, 196 (100) [M-Fmoc]*, 418 (75) [M+H]", 435 (37) [M+NH,]", 440 (46) [M+Na]*. HR-ESI-
MS: m/z = 440.1139 [M+Na]", berechnet fiir C,;H»sNNaOgS™: 440.1138. Ri-Wert: 0.10 (EE + 0.5% Essigsiu-
re). IR (KBr): 3448 (O-H), 1733 (C=0), 1647 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 176-179 °C. [a]”’p: -9.0° (¢ = 1.00
DMF).
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2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)essigsaure (151, SEB-126)

Glykolsiure 150 (5.00 g, 66 mmol) wird in 80 mL DCM gel6st. AnschlieRend wird die Lésung mit 1 Ag. 3,4-
Dihydro-2H-pyran und einer Lésung aus 0.08 Ag. p-TsOH und 0.08 Ag. Pyridin in 10 mL DCM versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Dann wird die Mischung unter reduziertem Druck
eingeengt und der Riickstand in 100 mL Diethylether geldst. Es wird mit geséattigter NaCl-Losung gewaschen,
Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wird im Vakuum getrocknet und kann ohne
weitere Reinigung weiter umgesetzt werden. Die Reaktion liefert das Produkt 151 als farblose Flussigkeit in
einer Ausbeute von 94% (9.89 g, 62 mmol).

'"H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.59 (m, 3H, 4-H, 5-H, 6-H), 1.74-1.91 (m, 3H, 4-H, 5-H, 6-H), 3.54, 3.90 (2
m, 2H, 7-H), 4.23, 4.28 (2's, 2H, 2-H), 4.72, 4.97 (2 m, 1H, 3-H), 9.38 (s, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100
MHz, CDCl,): 6 = 19.6, 25.3, 30.8 (4-C, 5-C, 6-C), 60.1, 64.8, (2-C), 62.7 (7-C), 98.8 (3-C), 176.7 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 159 (100) [M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 159.0660. [M-H]", berechnet fir C;H;,0,":
159.0663. Ri-Wert: 0.35, 0.72 (CH:EE, 1:1+0.5% TEA). IR (Film): 1747 (C=0) cm™.

(R)-2-Hydroxy-iso-valeriansaure (153, SEB-124)

D-Valin (25.0 g, 0.21 mol) wird in 2 M Schwefelséure (235 mL) geldst, auf 0 °C abgekuhlt und innerhalb von
2 h tropfenweise mit einer Natriumnitrit-Losung (40%, 52 mL) versetzt. Anschlielend wird 6 h bei 0 °C und
weiter tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird erneut auf 0 °C abgekihlt und langsam mit 60 mL
2 M Schwefelséure versetzt. Dann wird innerhalb von 2 h weitere Natriumnitrit-Losung (40%, 26 mL) zugege-
ben. AnschlieBend wird 6 h bei 0 °C und weiter (ber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmi-
schung wird mit Diethylether versetzt bis das ausgefallene Rohprodukt gerade geldst ist (ca. 200 mL). Anschlie-
RBend wird die organische Phase abgetrennt, die wéassrige Phase mit Natriumchlorid geséttigt und flinfmal mit
Ethylacetat (120 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit Natriumchlorid-Lésung gewa-
schen, tber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohpro-
dukt wird tber Nacht im Vakuum getrocknet. Dann wird das Rohprodukt mit Hexan vermischt und durch krazen
mit dem Glasstab kristallisiert. Die weiBen Kristalle werden mit wenig Hexan gewaschen und im Vakuum ge-
trocknet. Das Produkt 153, ein weif3er, bei Raumtemperatur (25 °C) schmelzender kristalliner Feststoff, wird in
einer Ausbeute von 62% (15.2 g, 128.67 mmol) erhalten.

40
M
4 1 OH

OH

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.92, 1.05 (2d, J = 6.8 Hz, 6H, 4-H), 2.15 (m, 1H, 3-H), 4.16 (d, J = 3.6 Hz,
1H, 2-H), 7.54 (s-br, 2H, OH, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 15.8, 18.7 (4-C), 31.9 (3-C), 75.2
(2-C), 179.0 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 117 (100) [M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 117.0559 [M-H],
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berechnet fiir CsHyO3". 117.0557. Ri-Wert: 0.29 (CH:EE, 1:1+0.5% Essigsaure). IR (Film): 3419 (O-H), 1716
(C=0) cm™. [0]*’p: -13.7° (c= 1.11, Chloroform), lit.:**° -13.7° (c = 1.11, Chloroform).

(2R)-3-Methyl-2-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)butansaure (154, SEB-132)

Zu einer Lésung von Carbonsaure 153 (20.0 g, 169.3 mmol) in Dichlormethan (300 mL), werden Dihydropyran
(1 Ag.) und eine Losung aus p-Toluolsulfonsaure (0.08 Ag.) und Pyridin (0.08 Ag.) in DCM zugegeben. An-
schlieBend wird bei Raumtemperatur Gber Nacht geriihrt. Dann wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in Diethylether (100 mL) gelést. Die Lésung wird mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Die Reaktion liefert Verbindung 154 in

quantitativer Ausbeute (34.3 g, 169.30 mmol) als schwach gelbe viskose Flussigkeit.

4

O
M
4 1OH

050,
| @
h
'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.91, 0.96, 0.99, 1.02, 1.05, 1.06 (6d, J = 6.8 Hz, 6H, 4-H), 1.53-1.88 (m, 6H,
6-H, 7-H, 8-H), 2.17 (m, 1H, 3-H), 3.52, 3.87 (2m, 2H, 9-H), 4.10, 4.15 (2d, J = 3.7, 4.7 Hz, 1H, 2-H), 4.56,
4.72,4.97 (3m, 1H, 5-H), 9.95 (s-br, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl): § = 15.8, 16.5, 17.4, 18.7
(4-C), 19.0, 19.2, 25.1, 25.3, 28.9, 30.4 (6-C, 7-H, 8-H), 31.4, 31.8 (3-C), 62.2, 62.4 (9-C), 74.9, 78.3 (2-C),
94.8, 97.2, 102.6 (5-C), 177.1, 178.2 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 201 (100) [M-H]. HR-ESI-MS:
m/z = 201.1131 [M-H], berechnet fur CoH;7;0,4: 201.1132. Re-Wert: 0.30, 0.55 (CH:EE, 1:1+0.1% TEA). IR
(Film): 3443 (O-H), 1732 (C=0) cm™.

(R)-2-Hydroxycapronsaure (156, SEB-125)

D-Norleucin (15.0 g, 0.11 mol) wird in 2 M Schwefelséure (127.2 mL) gel6st, auf 0 °C abgekihlt und innerhalb
von 2 h tropfenweise mit einer Natriumnitrit-Losung (40%, 27.8 mL) versetzt. Anschlieend wird 6 h bei 0 °C
und weiter Uber Nacht bei Raumtemperatur gerlihrt. Danach wird erneut auf 0 °C abgekihlt und langsam mit 2
M Schwefelsdure (28.5 mL) versetzt. Dann wird innerhalb von 2 h weitere Natriumnitrit-Losung (40%, 13.9 mL)
zugegeben. AnschlieBend wird 6 h bei 0 °C und weiter Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Daraufhin Die-
thylether zugegeben und die organische Phase wird abgetrennt. Die wassrige Phase wird mit Natriumchlorid
gesattigt und fiinfmal mit Ethylacetat (60 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit Natri-
umchlorid-Lésung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wird Gber Nacht im Vakuum getrocknet. Dann wird das Rohprodukt mit Hexan ver-
mischt und durch krazen mit dem Glasstab im Eisbad kristallisiert. Die weillen Kristalle werden mit wenig He-
xan gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Reaktion liefert das Produkt 156 als weil3en, bei Raumtempera-
tur (20 °C) schmelzenden kristallinen Feststoff mit einer Ausbeute von 68% (10.24 g, 77.48 mmol).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.92 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 6-H), 1.40 (m, 4H, 4-H, 5-H), 1.71, 1.86 (2m, 2H, 3-
H), 4.28 (dd, J = 4.3, 7.6 Hz, 1H, 2-H), 6.87 (s-br, 2H, OH, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & =
13.7 (6-C), 22.3, 26.7 (4-C, 5-C), 33.9 (3-C), 70.6 (2-C), 179.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 131
(100) [M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 131.0713 [M-H], berechnet filr CsH;;05". 131.0714. Ri-Wert: 0.42 (CH:EE,
1:1+ 1% Essigsaure). IR (Film): 3388 (O-H), 3194 (O-H), 1732 (C=0) cm™. [a]®p: -0.6° (c= 1.00, Chloro-
form), lit.:?*° -0.6° (c = 1.00, Chloroform).

(2R)-2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)hexansaure (157, SEB-131)

Zu einer Loésung von o-Hydroxycarbonsaure 156 (1.00 g, 7.57 mmol) in 80 mL getrocknetem Dichlormethan,
werden Dihydropyran (1 Ag.) und eine Lésung aus p-Toluolsulfonsiure (0.08 Ag.) und Pyridin (0.08 Ag.) in
DCM zugegeben. Anschlieend wird bei Raumtemperatur Uber Nacht gertihrt. Dann wird das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in Diethylether (100 mL) geldst. Die Lésung wird mit
geséttigter NaCl-Losung gewaschen, (ber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Die Reaktion liefert das

gewiinschte Produkt 157 in einer Ausbeute von 92% (1.50 g, 6.94 mmol) als schwach gelbes Ol.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.94 (m, 3H, 6-H), 1.33-1.64 (m, 8H, 4-H, 5-H, 9-H, 10-H), 1.75, 1.86 (2m,
4H, 3-H, 8-H), 3.55, 3.88 (2m, 2H, 11-H), 4.27, 4.37 (2m, 1H, 2-H), 4.60, 4.74, 4.98 (3m, 1H, 7-H), 8.32 (s-br,
1H, COOH) ppm. ®*C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 13.8, 13.9 (6-C), 19.1, 19.7, 22.3, 22.4, 25.3, 25.5, 26.9,
27.4 (4-C, 5-C, 9-H, 10-H), 30.4, 30.8, 31.9, 32.6, 33.9 (3-C, 8-C), 62.4, 62.9 (11-C), 70.2, 73.9 (2-C), 94.7,
97.6, 102.1 (7-C), 177.5, 179.0 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 215 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z =
215.1293 [M-H], berechnet fiir C1;H;00,7: 215.1289. Re-Wert: 0.27, 0.63 (CH:EE, 1:1+0.1% TEA). IR (Film):
3435 (O-H), 1747 (C=0) cm™.

(R)-3-(4-Morpholinophenyl)-2-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propansauremethylester (169, SEB-138)

Der Methylester 167 (2.94 g, 9.05 mmol), p-Toluolsulfonsiure (0.10 Ag.) und Pyridin (0.10 Ag.) werden in 100
mL getrocknetem ACN vorgelegt. Bei 40°C wird langsam 3,4-Dihydro-2H-pyran (1 Aq.) zugetropft. Anschlie-
Bend wird 24 h bei dieser Temperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit Ethylacetat versetzt und mit ge-
séttigter NaHCO3-Ldsung gewaschen. Die wassrige Phase wird anschlieBend mit NaCl geséattigt und mit Ethyla-
cetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt.
Sdulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 3:1 + 0.5% TEA) liefet 2.38 g (6.80 mmol, 75%) des THP-

Ethers 169 als farblose viskose Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 1.35, 1.52, 1.62, 1.74, 1.85 (5m, 6H, 10-12-H), 2.98, 3.06 (2m, 2H, 3-H), 3.09,
3.25, 3.44, 3.92 (4m, 2H, 13-H), 3.15 (m, 4H, 7-H, 8-H), 3.72, 3.73 (25, 3H, 14-H), 3.89 (m, 4H, 7-H, 8-H), 4.20,
4.47 (2m, 1H, 2-H), 4.41, 4.75 (2m, 1H, 9-H), 6.89 (m, 2H, 5-H), 7.16, (d, J = 8.4 Hz, 1H, 5-H), 7.22 (d, J = 8.4
Hz, 1H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 18.2, 19.0, 25.2, 25.3, 26.9 (10-12-C), 38.3, 38.4 (3-C),
49.6, 49.8 (7-C, 8-C), 51.8 (14-C), 60.9, 62.3 (13-C), 66.8 (7-C, 8-C), 74.5, 78.6 (2-C), 96.2, 99.8 (9-C), 115.7,
115.8, 130.2, 130.5 (5-C), 149.9 (4-C, 6-C), 172.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 350 (100) [M+H]",
372 (17) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 372.1781 [M+Na]", berechnet fir C1sH,;NNaOs*: 372.1781. Re-Wert:
0.41 (CH:EE, 1:1+0.5% TEA). IR (Film): 1750 (C=0) cm™.

(R)-3-(4-Morpholinophenyl)-2-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propansaure (170, SEB-137)

Zur Esterspaltung wird der Methylester 169 (2.38 g, 6.80 mmol) bei 0 °C in THF/ LiOH 4 gel6st. Nach 20 h
Ruhren bei langsamem Auftauen von 0 °C auf Raumtemperatur wird die wéssriger Reaktionsmischung zweimal
mit Ethylacetat extrahiert. Dann wird die wassrige Phase eingeengt und der Rickstand im Vakuum getrocknet.

Die Reaktion liefert das Produkt 170 in quantitativer Ausbeute (2.32g, 6.8 mmol) als weiflen Schaum.

1 OH
5 00

SOﬁN 7 Ul3
7 10 12
8 11
'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): 5 = 1.23, 1.46, 1.61, 1.75, 1.90 (5m, 6H, 10-12-H), 2.80, 3.01 (2m, 2H, 3-
H), 2.91, 3.05, 3.36, 3.99 (4m, 2H, 13-H), 3.07 (m, 4H, 7-H, 8-H), 3.82 (m, 4H, 7-H, 8-H), 4.03, 4.17 (2m, 1H,
2-H), 4.18, 4.73 (2m, 1H, 9-H), 6.90 (m, 2H, 5-H), 7.19, (d, J = 8.5 Hz, 1H, 5-H), 7.26 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 5-H)
ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): 5 = 18.0, 19.2, 22.8, 25.1, 25.3, 30.0, 30.1 (10-12-C), 38.8, 38.9 (3-C),
49.8,50.0 (7-C, 8-C), 60.0, 62.5 (13-C), 66.6 (7-C, 8-C), 77.4, 81.6 (2-C), 95.4, 100.7 (9-C), 115.6, 129.8, 130.1,
130.9 (5-C), 131.6, 149.9 (4-C, 6-C), 179.1 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 336 (100) [M+H]", 359
(10) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 336.1808 [M+H]", berechnet fiir C;gH,sNOs": 336.1805. R-Wert: 0.05
(CH:EE, 1:1+0.5% TEA). IR (Film): 3431 (O-H), 1612 (C=0) cm™,

2.1.2 Aufbau der Cyclooctadepsipeptide 2, 171, 178 und 179 am Wang Harz mittels 8x1 Festphasen-

synthese

Ankupplung des 1. Bausteins an die feste Phase

Wang-Harz (500 mg, 1.07 mmol/g Beladungskapazitat) wird in THF (1.0 mL/100 mg Harz) suspendiert und
zum Aufquellen 30 min bei Raumtemperatur geschittelt. AnschlieBend wird abgesaugt und das gequollene Harz
mit einer Losung aus PhLac (75) (3 Ag.), DIC (3 Ag.), HOBt (3 Ag.) und DMAP (3 Ag.) in THF
(1.0 mL/100 mg Harz) versetzt. Nach der Zugabe wird die Reaktionsmischung 16 h bei Raumtemperatur ge-
schittelt. AnschlieRend wird das Losungsmittel entfernt und das Harz jeweils dreimal (jeweils 3 min) mit 10 mL
DCM, Aceton und DCM gewaschen und dann im Vakuum bis zur Massenkonstanz getrocknet. Der Vorgang

wird einmal wiederholt.
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Spaltung der THP-Schutzgruppe

Das Harz (500 mg) wird mit 10 mL einer Lésung aus p-TsOH in DCM/MeOH 97:3 (5 mg/mL) 1 h bei Raum-
temperatur geschuttelt. AnschlieBend wird 3 min mit derselben Losung gewaschen. Der Vorgang wird wieder-
holt. Dann wird das Harz je dreimal (je 3 min) mit 10 mL DCM, Aceton und DCM gewaschen und im Vakuum

getrocknet.

Allgemeine Prozedur fur Esterkupplungen

Das Harz wird in THF (1.0 mL/100 mg Harz) suspendiert und zum Aufquellen 30 min geschittelt. AnschlieRend
wird abgesaugt und mit je 3 Aquivalenten Fmoc-L-N-Me-Aminoséure (76 bzw. 160), DIC, HOBt, und DMAP in
THF (1.0 mL/100 mg Harz) versetzt. Nach der Zugabe wird die Reaktionsmischung 16 h bei Raumtemperatur
geschuttelt. AnschlieBend wird das das Ldésungsmittel entfernt und das Harz jeweils dreimal (je 3 min) mit
10 mL DCM, Aceton und DCM gewaschen und dann im Vakuum bis zur Massenkonstanz getrocknet. Der Vor-

gang wird einmal wiederholt.

Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Das in THF gequollene Harz (500 mg) wird in eine Lésung aus 25% Piperidin in THF (10.0 mL) suspendiert.
Die Suspension wird 30 min bei Raumtemperatur geschittelt. Dann wird filtriert und jeweils sechsmal (je 3 min)
mit 10 mL DCM, MeOH und DCM gewaschen. Dann wird das Harz im Vakuum bis zur Massenkonstanz ge-
trocknet.

Amidkupplungen

Das in THF gequollene Harz wird mit einer Losung aus a-Hydroxycarbonsaure (74, 75 bzw. 151) (3 Aqg.),
HATU (2 Ag.) und DIEA (3 Ag.) in THF (1.0 mL/100 mg Harz) versetzt und bei Raumtemperatur 16 h geschiit-
telt. Dann wird das Harz filtriert und jeweils dreimal (je 3 min) mit 10 mL DCM, Aceton und DCM gewaschen

und im Vakuum getrocknet. Der Vorgang wird einmal wiederholt.

Testabspaltung zur Reaktionskontrolle

Harzproben von 5 mg werden mit 0.5 mL TFA/DCM 1:1 versetzt und 1 h geschittelt. AnschlieRend wird das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand mit 500 pL ACN versetzt. Die lberstehende Lésung wird
mittels HPLC-ESI-MS analysiert.

Farbtests zur Reaktionskontrolle
Bromphenolblau-Test

Eine Mikrospatelspitze Bromphenolblau wird in 20 mL DCM gelést. Zur Durchfiihrung des Tests wird eine
geringe Anzahl an Beads mit wenigen Tropfen der Bromphenolblauldsung versetzt. Eine auftretende Blaufér-

bung innerhalb von funf Minuten zeigt das VVorhandensein freier Aminofunktionen an.

Kaiser-Test
Eine geringe Anzahl an Beads wird in einem HPLC-Vial mit jeweils 2-3 Tropfen der Losungen 1-3 versetzt. Das

Vial wird 5 min geschuttelt und auf 100°C erhitzt. Nach 2 min erhitzen weil3t eine Blauférbung der Beads auf
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das Vorhandensein freier Aminofunktionen hin. (Lésung 1: 500 mg Ninhydrin in 10 mL EtOH, Lésung 2: 80 mg
Phenol in 20 mL EtOH, Lésung 3: 2 mL 0.001 mol/L KCN-L&sung wird mit Pyridin auf 100 mL verdiinnt).?**

Bestimmung des Beladungsgrades eines Harzes mittels Fmoc-Titration

Die Bestimmung der Beladung erfolgt nach folgenden Schritten:

a) 10-15 mg eines mit einer Fmoc-Aminosaure beladenen, im Vakuum getrockneten, Harzes werden in ein
HPLC-Vial Uberfihrt.

b) Dazu werden 3 Tropfen Piperidin und 7 Tropfen Dichlormethan gegeben und das Gemisch fiir 30 Minuten
geschiittelt.

c) AnschlieBend wird die Lésung in einen 25 ml Kolben filtriert und das Harz zweimal mit DCM nachgewa-
schen.

d) Das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt.

e) 1-2 mL t-BuOH/H,O (1:1) werden hinzugegeben, die Mischung kurz mit Ultraschall behandelt und anschlie-
Rend lyophylisiert.

f) Der erhaltene Feststoff wird in 10 mL DCM geldst, mit einer Transferpipette 1 ml in einen 10 mL Messkolben
gegeben und mit DCM aufgefullt.

g) Die Losung wird in eine UV-Kivette Uberfuhrt und die Extinktion bei 301 nm (g = 7800), 290 nm (& = 5800)
und 267 nm (e = 17500) gemessen.

h) Die Beladung wird tber folgende Gleichung berechnet:

(mmol) Extinktion * 100000

X =

9

und ergibt sich aus den Mittelwerten der drei ermittelten Beladungen x(mmol/g).

& x m(mg)
201

Allgemeine Vorschrift fir die Spaltung der linearen Octadepsipeptide vom Wang-Harz

Zur Spaltung des Produktes von der festen Phase wird das Harz mit 10 mL TFA/DCM 1:1 versetzt und 1.5 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Das Gemisch verférbt sich violett. AnschlieBend wird filtriert und achtmal mit
10 mL DCM gewaschen. Die DCM-Phase wird zweimal mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, iber Na,SO,

getrocknet und eingeengt. Die erhaltenen Rohprodukte werden sofort ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt.

Cyclooctadepsipeptid PF1022A (2, SEB-060)

Octadepsipeptid 149 (196.8 mg, Gehalt: 16%, 31.5 mg, 32.6 pmol) wird in 200 mL trockenem Dichlormethan
unter Argonatmosphére gelost, und bei 0 °C geruhrt. Anschlieend wird DIEA (65.3 mg, 86.0 pL, 504.0 pmol),
sowie BOP-CI (61.6 mg, 242.0 umol) zugesetzt. Dann wird 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend
wird weiteres BOP-CI (61.6 mg, 242.0 pumol)) und DIEA (65.3 mg, 86.0 pL, 504.0 pmol) zugesetzt und fiir
weitere 24 h bei Raumtemperatur gerithrt. Danach wird die Losung mit geséattigter NaHCO; - Lésung gewa-
schen, Uber Na,SO, getrocknet, eingeengt und tber Séulenchromatographie (Toluol/IPA 20:1) gereinigt. Die
Reaktion liefert 25.0 mg (26.3 pumol, 81%, basierend auf dem Gehalt des eingesetzten Octadepsipeptids 149) des
Cyclodepsipeptids 2 als weilRen Feststoff.
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 0.68-0.95 (m, 15H, 5-H, 9-H), 1.15-1.75 (m, 12H, 3-H, 4-H), 1.28 (d, J =
6.7 Hz, 3H, 9-H), 2.68, 2.77, 2.80, 2.85, 2.91 (5s, 12H, 6-H), 3.05 (m, 2H, 12-H), 4.41, 5.11, 5.22 (3m, 4H, 2-H),
5.01, 5.32, 5.42 (3m, 2H, 8-H), 5.52, 5.68, 5.71 (3m, 2H, 11-H), 7.20-7.35 (m, 5H, 14-H) ppm. *C-NMR (100
MHz, DMSO-dg): & = 15.5, 16.3, 16.8, (9-C), 20.4, 20.6, 20.8, 20.8, 20.9, 21.0, 23.0, 23.1, 23.2, 23.2, 23.4, 23.9,
24.2,24.3, 24.3, 24.4, 28.9, 30.1, 30.1, 30.2, 30.3, 30.6 (4-C, 5-C, 6-C), 35.7, 36.3, 36.5, 36.6, 36.7, 36.7, 36.8,
37.1, 37.3 (3-C, 12-C), 53.0, 53.2, 53.3, 56.4 (2-C), 66.7, 67.5, 67.7 (11-C), 70.1, 70.9, 71.0 (8-C), 126.7, 126.7,
126.8, 128.1, 128.2, 128.2, 129.5 (14-C), 135.1, 135.2, 135.9 (13-C), 169.0, 169.0, 169.3, 169.5, 169.7, 170.2,
170.3,170.7, 170.9 (1-C, 7-C, 10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 475 (4) [M+2H]**, 950 (1) [M+H]*, 966
(100) [M+NH,]*, 971 (23) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 971.5351 [M+Na]", berechnet fiir Cs,H;sN,NaOy,":
971.5352. Ri-Wert: 0.21 (Toluol:IPA, 20:1). IR (KBr): 1739 (C=0), 1660 (C=0) cm™.

Cyclo-((L)-MeLeu-(D)-Gly-(L)-MeLeu-(D)-PhLac-(L)-MeLeu-(D)-Gly-(L)-MeLeu-(D)-PhLac) (171, SEB-
232)

Das Rohprodukt der linearen Vorstufe von 171 (463.0 mg, Gehalt: 26.4%, 122.2 mg, 0.13 mmol) wird in 490
mL trockenem Dichlormethan geldst. Anschlieend werden der bei 0 °C rihrenden Reaktionsmischung DIEA
(156 mg, 206 pL, 1.20 mmol) und BOP-CI (148 mg, 0.58 mmol) zugesetzt. Es wird 24 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Dann wird weiteres BOP-CI (148 mg, 0.58 mmol) und DIEA (156 mg, 206 pL, 1.20 mmol) zugesetzt
und fur weitere 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird die Ldsung mit geséttigter NaHCO,-Ldsung
gewaschen, uUber Na,SO, getrocknet, eingeengt und tber Saulenchromatographie (CH:EE, 2:1) gereinigt. Die
Reaktion liefert das Produkt 171 in einer Ausbeute von 79% (94.7 mg, 0.10 mmol) als weif3en Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl): & = 0.84-1.11 (m, 24H, 5-H), 1.23-1.84 (m, 12H, 3-H, 4-H), 2.78 2.85, 2.92, 2.98
(4s, 12H, 6-H), 3.15 (m, 4H, 11-H), 4.23, 5.37 (2m, 4H, 2-H), 4.46, 4.78 (2m, 4H, 8-H), 5.54, 5.75 (2m, 2H, 10-
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H), 7.24-7.34 (m, 10H, 13-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 21.1, 21.2, 23.2, 24.5, 24.6, 24.9, 28.8,
29.7, 31.0 (4-C, 5-C, 6-C), 36.7, 37.5 (3-C, 11-C), 46.2, 54.0, 54.2, 54.5, 56.3, 61.5 (2-C, 8-C), 62.8, 71.4, 72.6
(8-C, 10-C), 126.9, 127.1, 127.2, 127.3, 128.5, 128.6, 128.6, 129.4, 129.5, 129.6 (13-C), 135.2, 135.4 (12-C),
166.8, 167.3, 169.8, 170.3 (1-C, 7-C, 10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 938 (100) [M+NH,]", 943 (3)
[M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 943.5036 [M+Na]", berechnet fiir CsoH;,N,NaOy,*: 943.5039. Rr-Wert: 0.38
(CH:EE, 2:1). IR (KBr): 1744 (C=0), 1663 (C=0) cm™.

Cyclooctadepsipeptid PF1022W (178, SEB-178)

Das Rohprodukt der linearen Vorstufe von 178 (460 mg, Gehalt: 23%, 106 mg, 0.11 mmol) wird in trockenem
DCM (480 mL) geldst und unter Argonatmosphére bei 0 °C gertihrt. Dann wird die Losung mit DIEA (206 pL,
1.20 mmol) und BOP-CI (148 mg, 0.58 mmol) versetzt und fir 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird
mehr BOP-CI (148 mg, 0.58 mmol) und DIEA (206 uL, 1.20 mmol) zugegeben und das Riihren bei Raumtempe-
ratur wurde fur weiter 24 h fortgesetzt. Anschliefend wird die Lésung mit gesattigter NaHCO;-Ldsung gewa-
schen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wird dann séulenchromatographisch
(Toluol:IPA, 40:1) gereinigt. Die Reaktion liefert reines PF1022W (57.5 mg, 61.5 pumol, 55%) als weiRRen Fest-
stoff.
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IH-NMR (600 MHz, CD,CN): 5 = 0.86-1.01 (m, 24H, 5-H, 9-H), 1.28-1.85 (m, 15H, 3-H, 4-H, 9-H), 2.75, 2.85,
2.87,2.95, 3.00 (5s, 12H, 6-H), 3.13, 3.23 (2 m, 4H, 12-H), 4.60-5.06 (m, 2H, 16-H), 5.15-5.42 (m, 5H, 2-H, 8-
H), 5.47-5.71 (m, 2H, 11-H), 7.27-7.39 (m, 10H, 14-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCly): & = 14.0, 16.0 (9-
C),21.1,21.1,21.2,21.4,22.6, 23.1, 23.2, 23.3, 24.1, 24.3, 24.5, 24.6, 25.1, 29.0, 29.3, 29.6, 30.3, 31.9 (4-C, 5-
C, 6-C), 36.2, 36.4, 36.7, 37.0, 37.4, 37.6, 38.0 (3-C, 11-C), 53.9, 54.1, 54.2, 57.2, 61.2 (2-C, 16-C), 68.7, 70.4,
715 (8-C, 10-C), 126.9, 127.0, 127.2, 128.5, 128.5, 128.6, 129.3, 129.4, 129.5 (14-C), 135.0, 135.2 (13-C),
169.7, 170.3, 170.9, 171.0, 171.3 (1-C, 7-C, 10-C, 15-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z = 468 (2) [M+2H]?*, 952
(100) [M+NH,]", 957 (8) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 957.5188 [M+Na]", berechnet fiir Cs;H;sN,NaO,":
957.5195. Re-Wert: 0.28 (CH:EE, 1:1). IR (KBr): 1743 (C=0), 1655 (C=0) cm™.

Cyclooctadepsipeptid PF1022V (179, SEB-177)

DIEA (134 mg, 1.04 mmol) und BOP-CI (127 mg, 0.50 mmol) werden bei 0 °C zu einer Lésung der linearen
Vorstufe von 179 (390.0 mg, Gehalt: 18.0%, 70.2 mg, 0.07 mmol) in DCM (400 mL) gegeben. Die Reaktion
wird flr 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. Dann wird nach erneuter Zugabe der gleichen Mengen BOPCI und
DIEA fur weitere 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Anschliefend wird die Losung mit gesattigter NaHCO;-
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Ldsung gewaschen, (ber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Saulenchromatographische (CH:EE, 7:3)
Reinigung des Riickstands liefert PF1022V (19.0 mg, 20.3 umol, 28%) als weil3en Feststoff.
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'H-NMR (600 MHz, CDCl;): & = 0.66-1.08 (m, 24H, 5-H, 18-H), 1.25-1.80 (m, 15H, 4-H, 9-H, 3-H), 2.19 (m,
1H, 17-H), 2.68, 2.78, 2.82, 2.85, 2.87, 3.01, 3.07, 3.10 (8s, 12H, 6-H), 3.11, 3.17 (2m, 4H, 12-H), 4.53, 5.28—
5.47 (2m, 4H, 2-H, 8-H), 4.98, 5.05, 5.10 (3 m, 1H, 16-H), 5.54, 5.65, 5.74 (3m, 3H, 8-H, 11-H), 7.21-7.34 (m,
10H, 14-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 14.3, 15.9, 16.4, 16.6, 17.4, 18.5, 19.5, 19.6, 19.8, 20.8,
20.8,21.2,21.3,21.4,21.6, 23.1, 23.2, 23.3, 23.5, 24.2, 245, 24.7, 25.0, 25.0, 26.9, 27.0, 28.9, 29.3, 29.7, 30.8,
31.1, 324 (4-C, 5-C, 6-C, 9-C, 17-C, 18-C), 36.6, 36.9, 37.4 (3-C, 12-C), 54.1, 55.0, 57.1, 61.0 (2-C, 16-C),
67.4, 68.5 (11-C), 70.8 (8-C), 126.1, 126.8, 127.1, 127.2, 128.3, 128.4, 128.5, 128.6, 129.5, 129.7, 129.8, 130.3
(14-C), 136.0 (13-C), 170.0, 170.6, 171.0 (1-C, 7-C, 10-C, 15-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z = 468 (1)
[M+2H]*, 952 (100) [M+NH,]*, 957 (5) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 957.5198 [M+Na]", berrechnet fiir
Cs:H7N4NaOy,": 957.5195. Ri-Wert: 0.15 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1743 (C=0), 1662 (C=0) cm™.

ol

2.1.3 Herstellung der Grundbausteine fir die 4x2 Festphasensynthese

(D)-Benzyl-3-phenyllactat (53, MOL-005)*"

D-Phenylmilchsaure (8.3 g, 50 mmol) wird in Toluol (160 mL) dispergiert und mit Benzylalkohol (1.5 Ag.)
sowie p-TsOH (0.01 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung am Wasserabscheider zum Kochen unter Riickfluss
erhitzt und 4 h bei dieser Temperatur geriihrt. Anschlieend wird die Mischung mit MTBE verdinnt und mit
gesattigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die wéssrige Phase wird mit MTBE extrahiert. Dann werden die verei-
nigten organischen Phasen mit gesattigter NaCl-Ldsung gewaschen tber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und einge-
engt. Zur Entfernung der Benzylalkohollberschusses wird der Ruckstand im Kugelrohr bei 120°C und
3.5 x107 bar destilliert. Das Rohprodukt wird mittels Saulenchromatographie (CH/EE 3:1) gereinigt. Die Reak-
tion liefert 11.31 g (0.044 mol, 88%) des Benzylesters 53 als farblose Fliissigkeit.
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IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 2.79 (s, 1H, OH), 2.99 (dd, J = 7.0, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.14 (dd, J = 4.7, 14.0
Hz, 1H, 3-H), 4.47-4.55 (m, 1H, 2-H), 5.19-5.20 (2s, 2H, 6-H), 7.13-7.44 (m, 10H, 5-H, 8-H) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCly): § = 40.5 (3-C), 67.3 (6-C), 71.2 (2-C), 126.8, 128.3, 128.5, 128.6, 128.6, 129.5 (5-C, 8-C),
136.0, 136.1 (4-C, 7-C), 173.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 257 (15) [M+H]", 279 (32) [M+Na]",
535 (9) [2M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 279.0999 [M+Na]*, berechnet fiir C;gHsNaO;": 279.0997. R-Wert:
0.16 (CH:EE, 7:1). IR (Film): 3436 (O-H), 1739 (C=0) cm™.

Boc-(L)-MeLeu-(D)-PhLac-OBn (55, MOL-007)™*

Eine Losung aus DCC (4.46 g, 21.6 mmol) in DCM (40 mL) wird innerhalb von 20 min bei 0°C zu einer Ldsung
aus (D)-Phenylmilchsaurebenzylester (5.13 g, 20.0 mmol), N-Boc-N-Methyl-(L)-Leucine (4.91 g, 20.0 mmol),
HOBt (2.92 g, 21.6 mmol) und DMAP (2.64 g, 21.6 mmol) in DCM (80 mL) zugetropft. AnschlieBend wird die
Reaktion 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt,
der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und filtriert. Das Filtrat wird zweimal mit geséttigter NaHCO;- und
NaCl-gewaschen, tber Na,SO,4 getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie
(CH:EE, 7:1) gereinigt. Die Reaktion liefert das Kupplungsprodukt 55 (9.03 g, 93%) als einen weiRen kristalli-
nen Feststoff.
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'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0.89 (d, J = 6.0 Hz, 6H, 10-H), 1.43 (s, 9H, 14-H), 1.49-1.61 (m, 3H, 9-H, 8-
H), 2.61, 2.66 (2s, 3H, 11-H), 3.07-3.24 (m, 2H, 3-H), 4.61-4.99 (2 m, 1H, 7-H), 5.04-5.19 (m, 2H, 15-H), 5.27,
5.29 (2m, 1H, 2-H), 7.12-7.39 (2 m, 10H, 5-H, 17-H) ppm. **C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 21.1, 21.3 (10-C),
23.2(9-C), 245, 24.8 (10-C), 28.3, 28.4 (14-C), 29.8, 30.0 (11-C), 37.3 (8-C), 37.6 (3-C), 55.6 (2-C), 56.7 (7-C),
67.1, 67.2 (15-C), 73.3, 73.3 (13-C), 127.0, 128.4, 128.4, 128.5, 128.6, 129.4, 129.6 (5-C, 17-C), 135.0, 135.5
(4-C, 16-C), 169.0, 171.7 (1-C, 6-C, 12-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 384 (100) [M-Boc]", 484 (43)
[M+H]",. 501 (52) [M+NH,]".HR-ESI-MS: m/z = 506.2520 [M+Na]", berechnet fiir C,gHs;NNaOg": 506.2513.
R-Wert: 0.32 (CH:EE, 7:1). IR (KBr): 1740 (C=0), 1692 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 50-51 °C.

Boc-(L)-MeLeu-(D)-PhLac-OH (56, MOL-009)***

Hydrogenolyse des Didepsipeptids 55 (3.9 g, 8.0 mmol) wird auf dieselbe Weise wie fur Verbindung 131 durch-
gefuhrt (12 h, Raumtemperatur). Das Didepsipeptid 56 wird in quantitativer Ausbeute (3.2 g, 8.0 mmol) als
farbloses Ol erhalten.



VI Experimenteller Teil 108

% \?%NYlLO/\[rOH
T

10

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 0.82-092 (d, J = 6.0 Hz, 6H, 10-H), 1.43, 1.45 (2s, 9H, 14-H), 1.48-1.70 (m,
3H, 8-H, 9-H), 2.73, 2.75 (2 s, 3H, 11-H), 3.12, 3.26 (2dd, J = 4.0, 14.0 Hz, 2H, 3-H), 4.62-4.73 (m, 1H, 7-H),
5.26, 5.31 (2m, 1H, 2-H), 7.18-7.34 (m, 5H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 21.1, 21.5 (10-C),
23.0, 23.1 (9-C), 24.5, 24.8 (10-C), 28.3, 28.3 (14-C), 30.0, 31.4 (11-C), 37.2, 37.3 (8-C), 37.5, 37.6 (3-C), 56.7
(2-C), 58.5 (7-C), 73.0 (13-C), 127.1, 128.4, 128.5, 129.3, 129.6 (5-C), 135.7 (4-C), 155.5, 155.7 (12-C), 171.6,
173.0 (1-C, 6-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 294 (100) [M-Boc]*, 338 (38) [M-tBu+H]*, 394 (20)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 416.2049 [M+Na]’, berechnet fiir C,Hy;NNaOs": 416.2044. Re-Wert: 0.10
(CH:EE, 7:2). IR (Film): 1742 (C=0), 1671 (C=0) cm™.

Boc-(L)-MeLeu-(D)-Lac-OBn (57, MOL-003)™"

(L)-Benzyllaktat (3.60 g, 20.0 mmol), N-Boc-N-Methyl-(L)-Leucin (4.91 g, 20.0 mmol) und Triphenylphosphan
(6.30 g, 24.0 mmol) werden in THF (12 mL) gel6st. Dann wird bei 0 °C eine Lésung aus DEAD (3.78 mL, 24.0
mmol) in THF (12 mL) innerhalb von 2 h tropfenweise zugegeben. Anschliefend wird die Ldsung 1h bei Raum-
temperatur geriihrt, mit Ethylacetat verdinnt und zweimal mit gesattigter NaHCOs-L6sung (jeweils 18 mL) und
0.5 M Zitronensdure (jeweils 18 mL) gewaschen. Die organische Phase wird Uber Na,SO, getrocknet, filtriert
und eingeengt. Saulenchromatographie (CH:EE, 8:2) des Rickstands liefert das geschitzte Didepsipeptid 57
(6.02 g, 14.8 mmol, 74%) als farblose viskose Flissigkeit.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.91-0.97 (m, 6H, 8-H), 1.45 (s, 9H, 12-H), 1.48-1.54 (2 m, 4H, 7-H, 3-H),
1.62-1.73 (m, 2H, 6-H), 2.69-2.81 (m, 3H, 9-H), 4.68-4.80 (m, 1H, 5-H), 4.90-5.04 (m, 1H, 2-H), 5.09-5.24 (m,
2H, 13-H), 7.29-7.39 (m, 5H, 15-H) ppm. *C-NMR (CD3CN): & = 16.9 (3-C), 23.2, 24.5, 24.8 (7-C, 8-C), 28.3
(12-C), 29.8, 30.2 (9-C), 37.3, 37.6 (6-C), 55.8, 56.8 (5-C), 67.02 (13-C), 69.1 (2-C), 79.8, 80.1 (11-C), 128.2,
128.4, 128.6 (15-C), 135.2 (14-C), 156.3 (10-C), 170.1, 171.9 (1-C, 4-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 308
(100) [M-Boc+H]", 352 (34) [M-tBu+H]", 408 (31) [M+H]", 837 (5) [2M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 430.2204
[M+Na]", berechnet fiir C,,H33NNaOg": 430.2200. Ri-Wert: 0.32 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1742 (C=0), 1693
(C=0) cm™.

Boc-(L)-MeLeu-(D)-Lac-OH (58, MOL-004)™"
Eine Suspension aus Didepsipeptid 57 (4.08 g, 10.0 mmol) und Pd/C (10%, 0.5 g) in Ethanol (60 mL) wird bei
Raumtemperatur Uber Nacht hydriert (1 bar). AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert und mit Ethanol ge-
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waschen. Boc-(L)-MeLeu-(D)-Lac-OH 58 (3.17 g, 10.0 mmol, 100%) wird nach Einengen des Filtrats als gréauli-

ches Ol erhalten. Eine Reinigung des Rohproduktes ist nicht erforderlich.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.89-0.97 (m, 6H, 8-H), 1.45 (s, 9H, 12-H), 1.52 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 3-H),
1.54-1.63 (m, 1H, 7-H), 1.62-1.79 (m, 2H, 6-H), 2.80 (s, 3H, 9-H), 4.68-4.77, 4.77-4.86 (2 m, 1H, 5-H), 5.10 (q,
J = 7.0 Hz, 1H, 2-H), 8.39 (s-br, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 16.8, 16.8 (3-C), 21.1,
21.4 (8-C), 23.1, 23.2 (9-C), 24.6, 24.8 (7-C), 28.3 (12-C), 29.9, 31.0, 37.3, 37.5 (2-C, 6-C), 68.6, 68.7 (5-C),
80.4 (11-C), 155.9, 156.3 (10-C), 171.7, 174.5, 174.7 (1-C, 4-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 244 (100)
[M-Boc]*, 317 (4) [M]’, 655 (8) [2M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 340.1733 [M+Na]’, berechnet fir
C1sHzNNaOg*: 340.1731. Rr-Wert: 0.10 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1668 (C=0), 1697 (C=0), 1742 (C=0) cm™.

Sy

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Lac-OBn (125, FSM-133)**

L-Milchsdurebenzylester (7.0 g, 38.1 mmol), N-Fmoc-N-methyl-L-leucin (14.0 g, 38.1 mmol) und Triphenyl-
phosphin (TPP) (1.2 Ag.) werden unter Argon-Atmosphére in 100 mL trockenem Tetrahydrofuran gelést. Nach
Abkiihlen auf 0 °C werden innerhalb von 2 h eine Lésung von Diethylazodicarboxylat (DEAD) (1.2 Ag.) in 50
mL trockenem THF mittels einer Spritzenpumpe zugetropft. Anschliefend wird 1 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Zur Aufarbeitung wird die Reaktionsmischung mit Ethylacetat verdinnt, zweimal mit je 50 mL geséttigter Nat-
riumhydrogencarbonat-Ldsung, 0.5 M Zitronensdure-Ldsung und Wasser gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie (CH/EE 9:1)
gereinigt. Es werden 17.6 g (33.2 mmol, 87%) der Verbindung 125 als gelbes viskoses Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 5 = 0.81, 0.91 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 8-H), 0.96 (wt, J = 6.4 Hz, 3H, 8-H), 1.47-1.74
(m, 6H, 6-H, 7-H, 3-H), 2.85, 2.87 (2s, 3H, 9-H), 4.24, 4.30 (2m, 1H, 12-H), 4.38, 4.50 (2m, 2H, 11-H), 4.66,
5.04 (2m, 1H, 5-H), 5.07, 5.14 (2m, 1H, 2-H) 5.20 (m, 2H, 15-H), 7.31 (m, 8H, 14-H, 17-H), 7.57 (m, 3H, 14-
H), 7.76 (m, 3H, 14-H), ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 16.9 (3-C), 21.4, 23.3 (8-C), 24.7 (7-C), 30.7
(9-C), 37.2 (6-C), 47.3 (12-C), 56.5 (5-C), 67.1 (15-C), 67.7 (11-C), 69.2 (2-C), 120.0, 124.8, 125.0, 125.1,
127.0, 127.7, 128.2, 128.5, 128.6 (14-C, 17-C), 141.3, 143.9, 144.1 (13-C, 16-C), 156.9 (10-C), 170.0, 171.0 (1-
C, 4-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 308 (14) [M-Fmoc]*, 530 (100) [M+H]", 547 (50) [M+NH,]*. HR-
ESI-MS: m/z = 552.2366 [M+Na]", berechnet filr C5,H3sNNaOg™: 552.2357. R-Wert: 0.30 (CH:EE, 7:3). IR
(KBr): 1745 (C=0), 1704 (C=0) cm™.
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Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Lac-OH (126, SEB-076)

Benzylester 125 (19.7 g, 37.2 mmol) wird in 200 mL getrocknetem Ethanol vorgelegt, mit Pd(OH),/C (20%,
1.1 g) versetzt und bei Raumtemperatur 4h hydriert (1 bar). AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, mit
Ethanol nachgewaschen und das Filtrat eingeengt. Séulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 8:2 und
EE:EtOH, 1:1+0.1% AcOH) liefert 11.8 g (27 mmol, 72%) der Carbonséure 126 als weil’en Schaum.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8 = 0.79 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 8-H), 0.91 (d, J = 6.6 Hz, 1H, 8-H), 0.94 (m, 4H, 8-
H), 1.51-1.78 (m, 6H, 6-H, 7-H, 3-H), 2.87, 2.89 (2s, 3H, 9-H), 4.25, 4.29 (2m, 1H, 12-H), 4.37 (m, 1H, 11-H),
451 (m, 1H, 11-H), 4.61, 4.99 (2m, 1H, 5-H), 5.02, 5.13 (2m, 1H, 2-H), 7.29 (m, 2H, 14-H), 7.40 (m, 2H, 14-H),
7.62 (m, 1H, 14-H), 7.79 (m, 2H, 14-H) 8.08 (s-br, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 21.2,
23.0 (8-C), 24.6 (3-C, 7-C), 30.4 (9-C), 37.2 (6-C), 47.2 (12-C), 56.5 (5-C), 67.7 (11-C), 68.9 (2-C), 120.0,
124.8, 125.1, 125.1, 127.1, 127.6, 127.7, 128.5 (14-C), 141.4, 143.8 (13-C), 156.4, 157.2 (10-C), 171.5, 175.1,
177.1 (1-C, 4-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (17) [9-Fluorenyl]*, 218 (34) [M-Fmoc]", 440 (100)
[M+H]", 457 (39) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 462.1888 [M+Na]", berechnet fiir C,sH,sNNaOg": 462.1887.
R~Wert: 0.11 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3160 (O-H), 1746 (C=0), 1714 (C=0), 1667 (C=0) cm™.
(R)-2-Hydroxy-3-(4-morpholinophenyl)propansaurebenzylester (127, MOL-006)'*

Eine Suspension aus (R)-3-(4-Morpholino)phenylmilchsédure (4.02 g, 16.0 mmol), Benzylalkohol (5.19 g,
48.0 mmol) und p-Toluolsulfonséure (3.31 g, 19.2 mmol) in Toluol (60 mL) wird 4 h unter Rickfluss erhitzt, bis
sich die theoretisch erzielbare Stoffmenge Wasser im Wasserabscheider abgeschieden hat. Dann wird die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gekuhlt, mit MTBE verdunnt und mit geséattigter NaHCO3-Lésung
gewaschen. Die waéssrige Phase wird dreimal mit MTBE extrahiert. Anschlielend warden die vereinigten
organischen Phasen mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Das Ldsungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand mittels Sdulenchromatographie (CH:EE, 1:1 + 0.1%
TEA) gereinigt. Die Reaktion liefert Benzylester 127 (4.22 g, 12.3 mmol, 77%) als weil3en Feststoff.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 5 = 2.69 (s, 1H, OH), 2.92 (dd, J = 6.0, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.05 (dd, J = 5.0, 14.0
Hz, 1H, 3-H), 3.09-3.17 (m, 4H, 7-H), 3.81-3.90 (m, 4H, 8-H), 4.45 (m, 1H, 2-H), 5.18 (s, 2H, 9-H), 6.79 (d, J =
9.0 Hz, 2H, 5-H), 7.06 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 5-H), 7.30-7.43 (m, 5H, 11-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl): &
= 39.6 (3-C), 49.4 (7-C), 66.9 (8-C), 67.3 (9-C), 71.4 (2-C), 115.7 (5-C), 127.4 (4-C), 128.6, 128.6, 130.3 (5-C),
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135.1, 150.2 (6-C, 9-C), 174.1 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 342 (100) [M+H]", 705 (6) [2M+Na]".
HR-ESI-MS: 342.1706 [M+H]*, berechnet fiir CooH,NO,": 342.1700. R-Wert: 0.27 (CH:EE, 1:1 + 0.1%
TEA). IR (KBr): 3526 (O-H), 1716 (C=0) cm™.

Boc-(L)-MeLeu-(D)-morphPhLac-OBn (128, MOL-008)"*
Didepsipeptid 128 wird mit Hilfe der fir 55 beschrieben Prozedur aus 127 (3.4 g, 10.0 mmol) und 52 (2.5 g,
10.0 mmol) hergestellt. Nach Saulenchromatographie (CH:EE, 1:1 + 0.1% TEA) wird eine farblose viskose

Flussigkeit in einer Ausbeute von 92% (5.2 g, 9.2 mmol) erhalten.

8
;
@)
e
5 6 Nz
4 20
oo & \j(iijzo
B 5
17 0. 5 N\lo/u\ .0
20
>ﬁ7\rr ?90/2\“/ s 20
L0 11\(13 o
12

13
IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.90 (d, J = 7.9 Hz, 6H, 13-H), 1.44 and 1.49 (2s, 9H, 17-H), 1.53-1.65 (m,
3H, 11-H, 12-H), 2.64, 2.66 (25, 3H, 14-H), 2.99-3.09 (m, 2H, 3-H), 3.08-3.13 (m, 4H, 7-H), 3.82-3.87 (m, 4H,
8-H), 4.71, 4.99 (2m, 1H, 2-H), 5.12 (m, 2H, 18-H), 5.17-5.26 (m, 1H, 10-H), 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 5-H), 7.06
(d, J = 8.0 Hz, 2H, 5-H), 7.20-7.37 (m, 5H, 20-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 21.1, 21.3 (13-C),
23.2 (12-C), 24.5, 24.7 (13-C), 28.4 (17-C), 29.8, 30.1 (14-C), 36.4 (3-H), 37.7 (L1-H), 49.4 (7-C), 60.3 (2-C),
66.9 (8-C), 67.1 (10-C), 73.6 (18-C), 79.8 (16-C), 115.6 (5-C), 126.7 (4-C), 128.4, 128.5, 130.2 (5-C, 20-C),
130.3, 135.0 (6-C, 19-C), 150.3 (15-C), 169.0, 171.7 (1-C, 9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 513 (35) [M-
tBu+H]", 569 (100) [M+H]’, 591 (2) [M+Na]®. HR-ESI-MS: m/z = 591.3052 [M+Na]*, berechnet fiir
Cs2HasN,NaO;": 591.3041. R-Wert: 0.52 (CH:EE, 1:1 + 0.1% TEA). IR (Film): 1752 (C=0), 1669 (C=0) cm'™.

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-PhLac-OBn (129, SEB-100)

(D)-3-Phenylmilchsdurebenzylester (7.3 g, 28.5 mmol) wird in 100 mL trockenem Dichlormethan vorgelegt, auf
0 °C abgekihlt und mit Carbonsdure 76 (10.5 g, 28.5 mmol) in 100 mL trockenem Dichlormethan versetzt. Dann
werden HOBt (1.1 Ag.) und DMAP (1.1 Aq.) zugegeben und 30 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieRend wird inner-
halb von 20 min eine Lésung von DCC (1.1 Ag.) in 100 mL trockenem Dichlormethan zugetropft und die L6-
sung 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wird das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck ent-
fernt, der Riickstand in 100 mL Ethylacetat suspendiert und filtriert. Danach wird die L&sung zweimal mit gesat-
tigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und mit geséttigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Gber Natrium-
sulfat getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH/EE 9:1) gereinigt. Die
Reaktion liefert 15.4 g (25.4 mmol, 89%) hellgelbes Ol.
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'H-NMR (600 MHz, CDCls): 8 = 0.75 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 10-H), 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 10-H), 0.94 (t, J = 5.7
Hz, 4H, 10-H), 1.45-1.64 (m, 3H, 8-H, 9-H), 2.76 (s, 3H, 11-H), 3.15 (m, 1H, 3-H), 3.20 (m, 1H, 3-H) 4.19, 4.31
(m, 1H, 14-H), 4.43-4.50 (m, 2H, 13-H), 4.62, 5.04 (t, dd, J = 5.3, 8.0 Hz, 1H, 7-H), 5.13-5.18 (m, 2H, 17-H),
5.23,5.31 (2m, 1H, 2-H), 7.14 (m, 2H, 5-H, 16-H, 19-H), 7.20 (m, 2H, 5-H, 16-H, 19-H), 7.29 (m, 3H, 5-H, 16-
H, 19-H), 7.36 (m, 5H, 5-H, 16-H, 19-H), 7.45 (m, 2H, 5-H, 16-H, 19-H), 7.50, 7.55 (2d, J = 7.6 Hz, 1H, 5-H,
16-H, 19-H), 7.65 (t, J = 6.6 Hz, 1H, 5-H, 16-H, 19-H), 7.78 (d, J = 7.6 Hz, 1H, 5-H, 16-H, 19-H), 7.82 (d, J =
7.6 Hz, 1H, 5-H, 16-H, 19-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 21.7, 23.0, (10-C), 24.5 (9-C), 30.1 (11-
C), 37.2 (8-C), 37.6 (3-C), 47.2 (14-C), 56.4 (7-C), 67.2, 67.7 (13-C), 73.3 (2-C), 120.0, 124.8, 125.0, 127.0,
127.6, 127.7, 128.4, 128.6, 129.0, 129.4, (5-C, 16-C, 19-C), 135.0, 135.4, 141.4, 143.9, 144.1 (4-C, 15-C, 18-C),
156.8 (12-C), 171.2, 173.7 (1-C, 6-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 384 (8) [M+H-Fmoc]*, 606 (70)
[M+H]", 623 (100) [M+NH,]*, 628 (35) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 628.2671 [M+Na]", berechnet fir
CssHasNNaOg": 628.2670. R-Wert: 0.50 (CH:EE, 8:2). IR (KBr): 1743 (C=0), 1701 (C=0) cm™.

Boc-(L)-MeLeu-(D)-morphPhLac-OH (130, MOL-010)**
Hydrogenolyse des Didepsipeptides 128 (2.8 g, 5.0 mmol) nach der Methode flir Verbindung 131 (12 h, Raum-

temperatur) liefert Verbindung 130 in quantitativer Ausbeute (2.4 g, 5.0 mmol) als dunkelrotem Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.87-0.94 (m, 6H, 13-H), 1.4 (s, 9H, 17-H), 1.47-1.77 (m, 3H, 11-H, 12-H),
2.74, 2.83 (2s, 3H, 14-H), 3.01-3.09, 3.14-3.23 (2m, 2H, 3-H), 3.10-3.15 (m, 4H, 7-H), 3.82-3.87 (m, 4H, 8-H),
4.37-4.47, 4.63-4.74 (2 m, 1H, 10-H), 5.18-5.25, 5.25-5.33 (2 m, 1H, 2-H), 6.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 5-H), 7.13
(d, J = 8.0 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 21.1, 21.3 (13-C), 23.1, 23.2 (12-C), 24.5, 24.8
(13-C), 28.3 (17-C), 30.0, 31.2 (14-C), 36.4 (11-C), 37.5, 37.6 (3-C), 49.6 (7-C), 56.6, 56.8 (2-C), 58.4 (10-C),
66.8 (8-C), 73.4 (16-C), 116.0 (5-C), 127.6 (4-C), 130.2, 130.3 (5-C), 150.1 (6-C), 156.5 (15-C), 171.6, 172.6 (1-
C, 9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 423 (88) [M-tBu]*, 479 (100) [M]*, 480 (27) [M+H]", 957 (28)
[2M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 479.2755 [M+H]", berechnet filr CysHsN,O;": 479.2752. R-Wert: 0.17
(CH:EE, 1:1 + 0.1% TEA). IR (KBr): 1783 (C=0), 1691 (C=0), 1613 (C=0) cm™.
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Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-PhLac-OH (131, SEB-075)

Benzylester 129 (18.1 g, 30.0 mmol) wird in 200 mL Ethanol vorgelegt, mit Pd/C (10%, 0.3 g) versetzt und bei
Raumtemperatur 2 h hydriert(1 bar). AnschlieBend wird der Katalysator abfiltriert, mit Ethanol nachgewaschen
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung (CH:EE,
1:1 + 0.5% Essigsdure) werden 11.2 g (73%, 22 mmol) Produkt 131 als weil3er Schaum erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 0.75 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 10-H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 1H, 10-H), 0.94 (yt, J =
7.0 Hz, 4H, 10-H), 1.45-1.64 (m, 3H, 8-H, 9-H), 2.81 (s, 3H, 11-H), 3.12 (m, 1H, 3-H), 3.25 (m, 1H, 3-H) 4.16,
4.30 (2m, 1H, 14-H), 4.48 (m, 2H, 13-H), 4.59, 4.93 (2m, 1H, 7-H), 5.20, 5.32 (2m, 1H, 2-H), 7.20-7.36 (M, 8H,
5-H, 16-H), 7.43 (m, 2H, 5-H, 16-H), 7.63 (m, 1H, 5-H, 16-H), 7.80 (m, 2H, 5-H, 16-H), 9.72 (s-br, 1H, COOH)
ppm. ®*C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 21.0, 23.0 (10-C), 24.5 (9-C), 30.3 (11-C), 37.2 (8-C), 37.5 (3-C), 47.2
(14-C), 56.4 (7-C), 67.7 (13-C), 73.0 (2-C), 120.0, 124.8, 125.1, 125.1, 127.1, 127.6, 127.7, 128.5, 128.6, 129.0,
129.4, 129.8 (5-C, 16-C), 135.5, 141.4, 143.8 (4-C, 15-C), 156.4, 157.1 (12-C), 171.2, 173.7 (1-C, 6-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): miz (%) = 179 (3) [9-Fluorenyl]*, 294 (16) [M-Fmoc]*, 516 (100) [M+H]*, 533 (35)
[M+NH,]*, 538 (1) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 538.2201 [M+Na]*, berechnet fir C5;H3;sNNaOs": 538.2200.
ReWert: 0.11 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3156 (O-H), 1732 (C=0), 1668 (C=0) cm™.

Fmoc-(L)-MeVal-(D)-Lac-OBn (180, SEB-189)

(L)-Milchsdurebenzylester (1.2 g, 6.5 mmol) und N-Fmoc-N-Methyl-(L)-Valin 160 (3.2 g, 9.0 mmol) werden
gemal der Vorschrift zur Herstellung von Verbindung 125 zum geschiitzten Didepsipeptid 180 umgesetzt.
Chromatographische Reinigung liefert das Produkt 180 als viskoses farbloses Ol in eine Ausbeute von 70%
(2.3 g, 4.6 mmol).

'H-NMR (600 MHz, CDCly): § = 0.80, 0.91, 0.95, 1.05 (4d, J = 6.7 Hz, 6H, 7-H), 1.53 (yt, J = 6.7 Hz, 3H, 3-
H), 2.18, 2.25 (2m, 1H, 6-H), 2.89, 2.90 (2s, 3H, 8-H), 4.31 (m, 1H, 11-H), 4.39, 4.47, 4.58 (3m, 2H, 10-H),
4.26, 4.65 (M, d, J = 10.4 Hz, 1H, 5-H), 5.13-5.25 (m, 3H, 2-H, 14-H), 7.31-7.44 (m, 9H, 13-H, 16-H), 7.64 (t, J
= 8.8 Hz, 2H, 13-H), 7.79 (t, J = 5.9 Hz, 2H, 13-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 16.8, 16.9 (3-C),
18.7, 19.6, 19.7, 20.4 (6-C, 7-C), 26.4, 27.4, 30.2 (8-C), 47.3 (11-C), 63.7, 64.1 (5-C), 66.8, 67.0, 67.1, 67.3,
67.6, 67.7, 68.9 (2-C, 10-C, 14-C), 119.9, 124.9, 125.0, 125.1, 127.0, 127.6, 128.1, 128.2, 128.4, 128.5, 128.6,
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128.6 (13-C, 16-C), 135.2, 141.3, 143.9, 144.1, 144.2 (12-C, 15-C), 157.0 (9-C), 169.9, 170.2 (1-C, 4-C ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 516 (100) [M+H]", 533 (61) [M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 516.2383 [M+H]",
berechnet fiir C3;H3,NOg": 516.2381. Rr-Wert: 0.25 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1743 (C=0), 1701 (C=0) cm™

Fmoc-(L)-MeVal-(D)-Lac-OH (181, SEB-190)

Hydrogenolyse des Didepsipeptides 180 (2.5 g, 4.8 mmol) nach der Methode furr Verbindung 131 (1.5 h, Raum-
temperatur) liefert Carbonsdure 181 nach saulenchromatographischer Reinigung (CH:EE, 7:3 + 0.1% Essigsau-
re) in 86% Ausbeute (1.8 g, 4.2 mmol) als hellgelbes Ol.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.76, 1.04 (2d, J = 6.6 Hz, 3H, 7-H), 0.92 (m, 3H, 7-H), 1.53 (m, 3H, 3-H),
2.16, 2.26 (2m, 1H, 6-H), 2.88, 2.91 (2 5, 3H, 8-H), 4.29 (m, 1H, 11-H), 4.40-4.62 (m, 2H, 10-H), 5.14 (m, 1H,
2-H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 13-H), 7.41 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 13-H), 7.61 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 13-H), 7.78 (d, J =
7.6 Hz, 2H, 13-H) ppm. 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 16.8, 18.6, 18.8, 19.6, 19.7 (3-C, 6-C, 7-C), 27.2,
27.4,30.2, 30.5 (8-C), 47.3 (11-C), 63.9, 64.0 (5-C), 67.7, 67.8 (10-C), 68.5 (2-C), 119.9, 125.0, 125.0, 127.0,
127.7 (13-C), 141.3, 143.8 (12-C), 157.2 (9-C), 170.2, 174.7 (1-C, 4-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 426
(100) [M+H]", 443 (25) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 426.1909 [M+H]", berechnet fir CyH;NOg":
426.1911. R-Wert: 0.46 (CH:EE, 1:1 + 0.5% Essigsaure). IR (Film): 3444 (O-H), 1751 (C=0), 1701 (C=0),
1648 (C=0) cm™.

(R)-2-Hydroxycapronsaurebenzylester (182, SEB-191)

(R)-2-Hydroxycapronsdure (1.98 g, 14.98 mmol) wird in 160 mL Toluol suspendiert und mit Benzylalkohol
(2.43 g, 22.47 mmol) und p-Toluolsulfonsdure (33 mg, 0.18 mmol) versetzt. Die Reaktions-mischung wird 4 h
am Wasserabscheider erhitzt. Nach Reaktionsende wird die Losung mit MTBE verdinnt und mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die wéssrige Phase wird mehrfach mit MTBE extrahiert, die
vereinten organischen Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iber Natrium-sulfat getrocknet
und unter vermindertem Druck vom Ldsungsmittel befreit. Das Rohprodukt 3.497 g gelbe Flussigkeit, wird
durch S&ulenchromatographie (CH:EE, 9:1) gereinigt. Es werden 1.98 g (8.91 mmol, 60%) schwach gelbe Flis-

sigkeit erhalten.

IH-NMR (600 MHz, CDCl): § = 0.91 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 6-H), 1.34, 1.45 (2m, 4H, 4-H, 5-H), 1.69, 1.82 (2m,
2H, 3-H), 2.61 (s-br, 1H, OH), 4.25 (dd, J = 4.2, 7.5 Hz, 1H, 2-H), 5.23, 5.26 (2d, J = 12.0 Hz, 2H, 7-H), 7.39
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(m, 5H, 9-H) ppm. 3C-NMR (150 MHz, CDCly): = 13.7, 13.8 (6-C), 22.1, 22.4, 26.8, 26.9 (4-C, 5-C), 34.1 (3-
C), 67.2 (7-C), 70.5 (2-C), 128.3, 128.5, 128.6, 128.6 (9-C), 135.3 (8-C), 175.2 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI):
m/z (%) = 245 (100) [M+Na]", 467 (17) [2M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 245.1147 [M+Na]", berechnet fiir
CusHigNaO;": 245.1148. R-Wert: 0.74 (CH:EE, 1:1 + 0.5% Essigsaure). IR (Film): 3448 (O-H), 1736 (C=0)

cm™.

(R)-2-Hydroxy-iso-valeriansdurebenzylester (183, SEB-188)
Verbindung 153 (16.1 g, 136.3 mmol) wird gemal der Prozedur fir Verbindung 182 umgesetzt. Die Reaktion
liefert 183 nach sdulenchromatographischer (CH:EE, 9:1) Reinigung in einer Ausbeute von 83% (23.5 g,

v

IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.86, 1.04 (2d, J = 7.1 Hz, 6H, 4-H), 2.12 (m, 1H, 3-H), 2.63 (s-br, 1H, OH),
411 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 2-H), 5.22, 5.27 (2d, J = 12.0 Hz, 2H, 5-H), 7.39 (m, 5H, 7-H) ppm. ®C-NMR
(100 MHz, CDCly): & = 15.8, 18.7 (4-C), 32.4 (3-C), 67.2 (5-C), 75.0 (2-C), 128.4, 128.5, 128.6, 129.7 (7-C),
135.2 (6-C), 174.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 117 (4) [M-Bn]", 231 (100) [M+Na]*, 439 (9)
[2M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 231.0992 [M+Na]", berechnet fiir Cy,H;gNaO;": 231.0992. R-Wert: 0.61
(CH:EE, 1:1 + 0.5% Essigsaure). IR (Film): 3451 (O-H), 1732 (C=0) cm™.

112.8 mmol) als schwach gelbe Flussigkeit.

fg €

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Hca-OBn (184, SEB-194)
Didepsipeptid 184 wird mit Hilfe der fur Verbindung 185 beschrieben Prozedur aus Benzylester 182 (3.0 g,
13.5 mmol) und Fmoc-Aminoséure 76 (5.0 g, 13.5 mmol) hergestellt. Nach Saulenchromatographie (CH:EE,

93:7) wird ein hellgelbes viskoses Ol in einer Ausbeute von 65% (5.0 g, 8.8 mmol) erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 0.80-1.00 (m, 9H, 6-H, 12-H), 1.22-1.38 (m, 4H, 4-H, 5-H), 1.56 (m, 1H, 11-
H), 1.68, 1.76 (2m, 2H, 10-H), 1.85 (m, 2H, 3-H), 2.87, 2.90 (25, 3H, 9-H), 4.24, 4.31 (2t, J = 6.9, 7.2 Hz, 1H,
15-H), 4.39-4.53 (m, 2H, 14-H), 4.75, 5.02 (2t, J = 7.7, 6.2 Hz, 8-H), 5.09 (m, 1H, 2-H), 5.14-5.26 (m, 2H, 18-
H), 7.30-7.44 (m, 9H, 17-H, 20-H), 7.59 (m, 1H, 17-H), 7.64 (m, 1H, 17-H), 7.79 (t, J = 8.1 Hz, 2H, 17-H) ppm.
BC.NMR (100 MHz, CDCly): & = 13.7, 13.7, 14.1, 14.2 (6-C, 12-C), 21.0, 21.1, 21.3, 22.0, 22.1, 22.1, 23.0,
23.2, 24.6, 24.7, 27.0 (3-C, 4-C, 5-C, 11-C), 30.0, 30.2 (9-C), 30.6, 37.1, 37.6 (10-C), 47.2 (15-C), 56.5 (8-C),
67.0 (18-C), 67.7 (14-C), 72.8 (2-C), 119.9, 124.8, 124.9, 125.0, 125.1, 127.0, 127.0, 127.6, 128.3, 128.4, 128.6
17-C, 20-C), 135.1, 135.2, 141.3, 141.3, 143.8, 144.0, 144.1 (19-C, 16-C), 156.4, 156.9 (13-C), 169.6, 169.8,
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171.1, 171.5 (1-C, 7-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 350 (8) [M-Fmoc+H]", 572 (76) [M+H]*, 589 (100)
[M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 572.3009 [M+H]*, berechnet fir CssHa,NOg": 572.3007. Re-Wert: 0.61
(CH:EE, 7:3). IR (Film): 1744 (C=0), 1704 (C=0) cm™.

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Hiv-OBn (185, SEB-187)

Eine L6sung aus DIC (1 Ag.) in DCM (100 mL) wird bei 0 °C innerhalb von 20 min zu einer Lésung aus (D)-
Hiv-OBn (14.79 g, 71.0 mmol), Fmoc-Aminosaure 76 (26.09 g, 71.0 mmol), HOBt (1 Ag.) und DMAP (1 Aqg.)
in DCM (100 mL) zugetropft. Dann wird die Reaktionsmischung 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Reak-
tionsende wird das L&sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Ethylacetat (200 ml)
geldst. Anschlieend wird die Lésung nacheinander zweimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Ldsung
und Natriumchlorid-L8sung gewaschen, (ber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wird
séulenchromatographisch (CH/EE 92:8) gereinigt. Es werden 33.05 g, (59.3 mmol, 83%) des Benzylesters 185
als hellgelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.84-1.06 (m, 12H, 4-H, 10-H), 1.57 (m, 1H, 9-H), 1.69 (t, J = 7.3 Hz, 1H, 8-
H), 1.77 (m, 1H, 8-H), 2.28 (m, 1H, 3-H), 2.89, 2.90 (2 s, 3H, 7-H), 4.25, 4.31 (2t, J = 6.4, 6.8 Hz, 1H, 13-H),
4.49 (m, 2H, 12-H), 4.75, 5.11 (2m, 1H, 6-H), 4.88, 4.95 (2d, J = 4.1 Hz, 1H, 2-H), 5.16, 5.25 (2m, 2H, 16-H),
7.30-7.45 (m, 9H, 15-H, 18-H), 7.59 (t, J = 6.7 Hz, 1H, 15-H), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 15-H), 7.79 (t, J = 8.2 Hz,
2H, 15-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 17.0, 18.7, 20.9, 21.1, 21.3, 23.0, 23.2, 24.5, 24.6, 29.9(3-C,
4-C, 9-C, 10-C), 30.0, 30.2, 32.1 (7-C), 37.1, 37.5 (8-C), 47.2, 47.2 (13-C), 56.5 (6-C), 66.9, 67.0, 67.2 (16-C),
67.7 (12-C), 77.1, 77.2 (2-C), 119.7, 119.9, 119.9, 120.9, 124.7, 124.8, 125.0, 127.0, 127.6, 128.3, 128.4, 128.4,
128.5, 128.6 (15-C, 18-C), 135.1, 135.2, 141.3, 143.8, 143.9, 144.0 (14-C, 17-C), 156.4, 156.9 (11-C), 168.9,
169.1, 171.0, 171.6 (1-C, 5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 336 (8) [M-Fmoc+H]", 558 (81) [M+H]", 575
(100) [M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 558.2855 [M+H]", berechnet fiir C5,H4NOg": 558.2850. Ri-Wert: 0.80
(CH:EE, 1:1 + 0.5% Essigséure). IR (Film): 1742 (C=0), 1704 (C=0) cm™.

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Hca-OH (186, SEB-195)

Hydrogenolyse des Didepsipeptides 184 (4.8 g, 8.4 mmol) nach der Methode fiir Verbindung 131 (3.5 h, Raum-
temperatur) liefert Verbindung 186 nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH:EE, 8:2 + 0.1% Essigsaure)
in 76% Ausbeute (3.1 g, 6.4 mmol) als gelbes viskoses Ol.
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'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 0.82-1.01 (m, 9H, 6-H, 12-H), 1.28-1.40 (m, 4H, 4-H, 5-H), 1.56 (m, 1H, 11-
H), 1.69, 1.78 (2 m, 2H, 10-H), 1.88 (m, 2H, 3-H), 2.91, 2.93 (2 s, 3H, 9-H), 4.25, 4.30 (2t, J = 6.2, 6.9 Hz, 1H,
15-H), 4.41-4.51 (m, 2H, 14-H), 4.72, 5.02 (2 m, 1H, 8-H), 4.98, 5.07 (t, m, J = 6.3 Hz, 1H, 2-H), 7.33 (m, 2H,
17-H), 7.42 (m, 2H, 17-H), 7.58 (t, J = 9.0 Hz, 1H, 17-H), 7.63 (t, J = 6.0 Hz, 1H, 17-H), 7.79 (m, 2H, 17-H)
ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCly): § = 13.7, 13.7, 14.2 (6-C, 12-), 21.0, 21.2, 21.4, 22.0, 23.0, 23.2, 24.6, 24.7,
27.0 (3-C, 4-C, 5-C, 11-C), 30.4, 30.5 (9-C), 30.6, 37.2, 37.5 (10-C), 47.2 (15-C), 56.4, 56.7 (8-C), 67.8, 67.9
(14-C), 72.3, 72.4 (2-C), 120.0, 124.8, 124.8, 125.0, 125.0, 127.0, 127.0, 127.7 (17-C), 141.3, 141.3, 143.8,
143.9, 144.0 (16-C), 156.5, 157.1 (13-C), 171.6, 174.7 (1-C, 7-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 260 (25)
[M-Fmoc+H]", 482 (100) [M+H]", 499 (30) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 482.2539 [M+H]", berechnet fiir
CasH3sNOg s 482.2537. Re-Wert: 0.20 (CH:EE, 7:3 + 0.1% Essigsaure). IR (Film): 3448 (O-H), 1750 (C=0),
1701 (C=0), 1654 (C=0) cm™.

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Hiv-OH (187, SEB-186)

Hydrogenolyse des Didepsipeptides 185 (30.0 g, 53.8 mmol) entsprechend der Vorschrift fiir Verbindung 131
(3 h, Raumtemperatur) liefert das Didepsipeptid 187 nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH:EE, 9:1 +
0.1% Essigséure) in 87% Ausbeute (22.0 g, 4.2 mmol) als orangefarbenes Ol.

'H-NMR (600 MHz, CDCly): & = 0.83 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 10-H), 0.95-1.04 (m, J = 6.5 Hz, 11H, 4-H, 10-H),
1.58 (m, 1H, 9-H), 1.72, 1.81 (2m, 2H, 8-H), 2.31 (m, 1H, 3-H), 2.93 (s, 3H, 7-H), 4.26, 4.31 (2 m, 1H, 13-H),
4.50 (m, 2H, 12-H), 4.73, 5.08 (2 m, 1H, 6-H), 4.87, 4.96 (2d, J = 3.8 Hz, 1H, 2-H), 7.34 (m, 2H, 15-H), 7.43 (m,
2H, 15-H), 7.59 (m, 1H, 15-H), 7.65 (d, J = 7.3 Hz, 1H, 15-H), 7.79 (m, 2H, 15-H), 10.57 (s-br, 1H, COOH)
ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCls): & = 16.9, 18.8, 20.7, 21.0, 21.1, 21.3, 21.4, 22.9, 23.2, 24.5, 24.7, 29.8, 29.9
(3-C, 4-C, 9-C, 10-C), 30.2, 30.3 (7-C), 37.1, 37.5 (8-C), 47.1, 47.2 (13-C), 56.5, 56.6 (6-C), 67.8, 67.8 (12-C),
76.7 (2-C), 119.9, 119.9, 119.9, 124.7, 124.8, 125.0, 125.2, 127.0, 127.0, 127.0, 127.6, 128.1, 128.9 (15-C),
137.8, 141.3, 143.7, 143.8, 143.9 (14-C), 156.6, 157.1 (11-C), 171.4, 171.6, 174.2, 174.3 (1-C, 5-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 246 (23) [M-Fmoc+H]", 468 (100) [M+H]", 485 (36) [M+NH,]". HR-ESI-MS:
m/z = 468.2381 [M+H]", berechnet fiir C,;H3,NOg": 468.2381. Ri-Wert: 0.53 (CH:EE, 1:1 + 0.5% Essigsaure).
IR (Film): 3200 (O-H), 1736 (C=0), 1702 (C=0), 1664 C=0) cm™.
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Fmoc-(L)-MePhe-(D)-Hiv-OBn (188, SEB-192)

Das Didepsipeptid 188 wird mit Hilfe der fiir Verbindung 185 beschrieben Prozedur aus Benzylester 183
(13.3 g, 64.0 mmol) und Carbonsdure 163 (25.7 g, 64.0 mmol) hergestellt. Nach S&ulenchromatographie
(CH:EE, 7:3) wird ein gelbes viskoses Ol in einer Ausbeute von 65% (24.6 g, 41.6 mmol) erhalten.

10 10
10

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.83-1.07 (m, 6H, 4-H), 2.30 (m, 1H, 3-H), 2.92, 2.93 (2 s, 3H, 7-H), 3.26,
3.35(2m, 2H, 8-H), 4.23,4.31 (2t,J = 7.1, 8.1 Hz, 1H, 13-H), 4.37-4.56 (m, 2H, 12-H), 4.84, 4.91 (2 m, 1H, 2-
H), 5.18, 5.37 (2 m, 1H, 6-H), 5.22-5.35 (m, 2H, 16-H), 7.12 (t, J = 7.4 Hz, 1H, 10-H), 7.17-7.71 (m, 15H, 10-H,
15-H, 18-H), 7.80 (m, 2H, 15-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 5 = 15.8, 16.8, 16.9, 16.9, 18.5, 18.6, 18.7,
29.9, 29.9 (3-C, 4-C), 30.0, 30.0, 30.7 (7-H), 31.1, 31.3 (8-C), 46.9, 47.0, 47.1 (13-C), 53.1, 53.7 (6-C), 66.7,
66.9, 67.0, 67.1 (16-C), 67.7, 67.9, 68.1 (12-C), 74.9, 77.2 (2-C), 119.8, 119.9, 124.7, 124.8, 124.9, 125.0, 125.0,
126.1, 126.3, 126.6, 126.7, 126.9, 126.9, 127.0, 127.5, 127.6, 128.0, 128.1, 128.2, 128.2, 128.3, 128.3, 128.4,
128.4, 128.4, 128.5, 128.5, 128.6, 128.6, 128.7 (10-C, 15-C, 18-C), 135.1, 136.8, 141.1, 141.2, 143.7, 143.9,
143.9 (9-C, 14-C, 17-C), 155.9, 156.6 (11-C), 168.7, 170.5 (1-C, 5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 370
(14) [M-Fmoc+H]", 592 (100) [M+H]*, 609 (86) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 592.2692 [M+H]", berechnet
fiir C37H3gNOg": 592.2694. Ri-Wert: 0.52 (CH:EE, 7:3 + 0.1% Essigsaure). IR (Film): 1743 (C=0), 1702 (C=0)

cm?t.

Fmoc-(L)-MeMet(O,)-(D)-Hiv-OBn (189, SEB-193)
Die Kupplungsreaktion von Benzylester 183 (1.46 g, 7.00 mmol) mit Fmoc-Aminosdure 166 (2.92 g,
7.00 mmol) nach der Prozedur von Verbindung 185 liefert das Produkt 189 nach sdulenchromatographischer

(CH:EE, 7:3) Reinigung in einer Ausbeute von 87% (3.71 g, 6.10 mmol) als hellgelben pastdsen Feststoff.

IH-NMR (400 MHz, CDCly): § = 0.89, 0.97 (2m, 6H, 4-H), 2.28 (m, 2H, 3-H, 8-H), 2.56 (m, 1H, 8-H), 2.66,
3.15 (2m, 2H, 9-H), 2.88, 2.94 (2s, 6H, 7-H, 10-H), 4.26 (m, 1H, 13-H), 4.4, 4.96 (2m, 1H, 6-H), 4.49, 4.58,
4.66 (3m, 2H, 12-H), 4.81, 4.94 (2m, 1H, 2-H), 5.15, 5.24 (2m, 2H, 16-H), 7.36 (m, 9H, 15-H, 18-H), 7.59 (m,
2H, 15-H), 7.81 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 15-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 16.9, 18.7 (4-C), 21.7, 21.8
(8-C), 30.0 (3-C), 30.9, 40.7 (7-C, 10-C), 47.2 (13-C), 50.9, 51.4 (9-C), 57.4 (6-C), 67.1, 67.3 (16-C), 68.0 (12-
C), 77.6 (2-C), 120.0, 124.5, 124.7, 124.9, 127.1, 127.2, 127.8, 128.4, 128.6, 128.6 (15-C, 18-C), 135.0, 141.3,
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143.6, 143.7 (14-C, 17-C), 156.9 (11-C), 168.8, 169.7 (1-C, 5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 386 (19)
[M-Fmoc+H]*, 608 (32) [M+H]", 625 (100) [M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 630.2133 [M+Na]", berechnet fiir
CasH37NNaOgS™: 630.2132. Re-Wert: 0.10 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1743 (C=0), 1703 (C=0), 1616 (C=0)

cm™.

Fmoc-(L)-MePhe-(D)-Hiv-OH (190, SEB-198)

Hydrogenolyse des Didepsipeptides 188 (24.4 g, 41.2 mmol) nach der Methode fir Verbindung 131 (2 h, Raum-
temperatur) liefert Verbindung 190 nach saulenchromatographischer Reinigung (CH:EE, 8:2 + 0.1% Essigsaure)
in 76% Ausbeute (15.7 g, 31.3 mmol) als gelbes viskoses Ol.

10

IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.83-1.03 (m, 6H, 4-H), 2.31 (m, 1H, 3-H), 2.90, 2.93 (2 s, 3H, 7-H), 3.26,
3.35 (2 m, 2H, 8-H), 4.22, 4.28 (2t, J = 7.1, 6.8 Hz, 1H, 13-H), 4.32-4.45 (m, 2H, 12-H), 4.78, 4.88 (2m, 1H, 2-
H), 5.10, 5.32 (2 m, 1H, 6-H), 7.10 (m, 1H, 10-H), 7.19-7.68 (m, 10H, 10-H, 15-H), 7.78 (m, 2H, 15-H), 9.32 (s-
br, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 5 = 16.8, 16.9, 18.6, 18.8, 29.8, 29.9 (3-C, 4-C), 30.0, 31.0
(7-C, 8-C), 47.0, 47.1, 47.1 (13-C), 53.4, 53.8 (6-C), 67.6, 68.0, 68.1, 68.2 (12-C), 120.0, 124.8, 125.0, 126.1,
126.2, 126.4, 126.8, 126.9, 127.0, 127.1, 127.6, 127.7, 128.1, 128.6, 128.7, 128.8, 131.4, 131.6, 132.3, 132.9
(10-C, 15-C), 136.8, 141.2, 141.3, 143.7, 143.8, 143.9 (9-C, 14-C), 155.5, 156.2, 156.9 (11-C), 170.4, 170.6,
173.8, 174.0 (1-C, 5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 280 (39) [M-Fmoc+H]*, 502 (100) [M+H]", 519 (15)
[M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 502.2221 [M+H]", berechnet fir C;H3,NOg": 502.2224. R-Wert: 0.14
(CH:EE, 8:2 + 0.5% Essigsaure). IR (Film): 3444 (O-H), 1750 (C=0), 1701 (C=0), 1648 (C=0) cm™.

Fmoc-(L)-MeMet(O,)-(D)-Hiv-OH (191, SEB-196)

Die Hydrierung von Verbindung 189 (3.5 g, 5.8 mmol) erfolgt nach der Vorschrift zur Hydrierung von Verbin-
dung 131. Sé&ulenchromatographische (CH/EE 1:1 + 0.1% Essigsaure) Reinigung des erhaltenen Rohproduktes
liefert das Produkt 191 in quantitativer Ausbeute (3.0 g, 5.8 mmol) als weif3en Schaum.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.93, 0.99 (2m, 6H, 4-H), 2.29 (m, 2H, 3-H, 8-H), 2.56 (m, 1H, 8-H), 2.69,
3.18 (2m, 2H, 9-H), 2.87, 2.94 (2s, 6H, 7-H, 10-H), 4.26 (m, 1H, 13-H), 4.43, 4.79 (2m, 1H, 6-H), 4.48, 4.60
(2m, 2H, 12-H), 4.89, 4.93 (2m, 1H, 2-H), 7.33, 7.42 (2m, 4H, 15-H), 7.55, 7.60, 7.78 (3d, J = 7.4 Hz, 4H, 15-H)
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ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 16.9, 18.9 (4-C), 21.8, 23.1 (8-C), 29.8 (3-C), 31.3, 40.6 (7-C, 10-C),
47.1 (13-C), 50.8, 51.3 (9-C), 57.2, 57.7 (6-C), 67.4, 68.1 (12-C), 77.9 (2-C), 120.0, 124.5, 124.7, 124.9, 127.1,
127.2,127.7, 128.4, 128.6 (15-C), 141.3, 143.6, 143.7 (14-C), 157.1, 158.0 (11-C), 169.5, 169.7, 176.3 (1-C, 5-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (5) [9-Fluorenyl]", 296 (54) [M-Fmoc+H]", 518 (100) [M+H]", 535
(89) [M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 540.1659 [M+Na]", berechnet fiir C,sH3;NNaOgS": 540.1663. Ri-Wert:
0.20 (CH:EE, 1:1 + 0.5% Essigsaure). IR (KBr): 3341 (O-H), 1744 (C=0), 1701 (C=0), 1617 (C=0) cm™.

2.1.4 Aufbau der Cyclooctadepsipeptide an Kaiser-Oxim und Wang Harz mittels 4x2 Festphasensynthese

4x2-Festphasensynthese am Kaiser-Oxim

Ankupplung des ersten Didepsipeptidbausteins'®*

Kaiser-Oxim-Harz (100 mg, 0.068 mmol) wird in DCM (1.0 mL) suspendiert und zum quellen 30 min bei
Raumtemperatur geschittelt. Dann werden 56 bzw. 130 (2 Ag.) und HATU (51.7 mg, 0.14 mmol) in DCM
(1 mL), sowie DIEA (29.0 uL, 0.20 mmol) zugegeben. Nach 16 h schitteln bei Raumtemperatur wird das Harz
filtriert und dreimal mit jeweils 10 mL (je 3 min) DCM und DCM/EtOH 1:1 gewaschen und anschlieBend im

Vakuum getrocknet.

End-capping™"

Essigséureanhydrid (0.064 mL, 0.68 mmol) und DIEA (58.0 pL, 0.34 mmol) werden zu einer Suspension aus
Harz (100 mg) in DCM (0.5 mL) gegeben. Die Mischung wird 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Dann wird
das Harz filtriert und jeweils dreimal mit MeOH (10 mL) und DCM (10 mL) gewaschen (je 3 min). Anschlie-

Rend wird das Harz im Vakuum getrocknet.

Vorschrift zur Spaltung der Boc-Schutzgruppe®®*

Kaiser-Oxim wird in einer Losung aus TFA/DCM (25%, 1.3 mL/100 mg Harz) suspendiert und bei Raumtempe-
ratur 30 min geschittelt. Dann wird das Harz filtriert und jeweils mit 10 mL DCM (3x), EtOH (1x), DCM (2x),
EtOH (3x), DMF (3x), und DCM (1x) gewaschen und anschliefend im Vakuum getrocknet.

Bestimmung des Beladungsgrades eines Harzes mittels Pikrinsauretitration

Nach der Boc-Spaltung wird das Harz (10 mg) in 1 mL DCM aufgequollen (15 min). Dann wird zweimal mit
DIEA (3 mL, 5% in DCM) 3 min bei Raumtemperatur geschittel. AnschlieBend wird dreimal mit DCM (10 mL)
gewaschen. Dann wird dreimal 3 min mit Pikrinsdure-Losung (3 mL, 0.1 M in DCM) geschdttelt und mit DCM
(3x10 mL) gewaschen. Danach wird das Pikrat mit 5% DIEA in DCM eluiert (3 mL, 3x 3 min) und mit DCM
(3x10 mL) gewaschen. Die Lésung wird eingeengt und im Vakuum getrocknet. Dann wird mit 10 mL DCM
versetzt. Aus dieser Lésung werden 2 mL entnommen und auf 10 mL mit Ethanol/DCM (95:5) aufgefillt. Diese
Lésung wird mittels eines Spectralphotometers bei 358 nm (g = 14500) analysiert. Die Beladung wird tber fol-

gende Gleichung berechnet:

<mmol) Extinktion * 100000
X =

g & x m(mg)
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und ergibt sich aus den Mittelwerten der drei ermittelten Beladungen x(mmol/g).*?

Amidkupplungen®*

Eine Lésung aus Didepsipeptidsaure (3 Ag.) in DMF (1.0 mL), HATU (2 Ag.) und DIEA (6.5 Aq.) wird zu einer
Suspension aus Harz (100 mg) in DMF (1.5 mL) gegeben. Nach 16 h schiitteln bei Raumtemperatur wird das
Harz filtriert und nach folgender Prozedur gewaschen: DMF (3x10 mL), DCM (3x10 mL), DMF (3x10 mL),

DCM (3x10 mL). Dann wird das Harz bis zur Massenkonstanz im Vakuum getrocknet.

Zyklisierende Abspaltung: Emodepsid (1, MOL-029)**

Die zyklisierende Abspaltung wird nach der fiir PF1022A (2) beschriebenen Methode mit 142 (36.4 mg) durch-
gefiihrt. Nach chromatographischer Reinigung mittels praparativer HPLC (ACN/H,O) wird Emodepsid (1) in
einer Gesamtausbeute von 45% (9.3 mg, 8.3 umol) als leicht gelblicher Feststoff erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.77-1.05 (m, 30H, 5-H, 9-H), 1.20-1.83 (m, 18H, 3-H, 4-H, 9-H), 2.73, 2.74,
2.80, 2.83, 3.00 (5s, 12H, 6-H), 2.85-3.07 (m, 4H, 12-H), 3.08-3.15 (m, 8H, 16-H), 3.81-3.88 (yt, 8H, 17-H),
4.47,5.08, 5.19 5.34, 5.38-5.53 (5m, 6H, 2-H, 11-H), 5.54-5.67 (m, 2H, 8-H), 6.77-6.86 (M, 4H, 14-H), 7.09-
7.17 (m, 4H, 14-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 15.8, 17.1, 20.9, 21.1, 21.2, 23.4, 23.5, 23.5, 23.6,
24.2,24.7, 24.9, 29.4 (4-C, 5-C, 9-C), 30.5, 31.2 (6-C), 36.2, 36.7, 37.2, 37.5, 38.1 (3-C, 12-C), 49.9 (16-C),
54.0, 57.1 (2-C, 11-C), 66.5 (17-C), 66.6, 66.9, 68.6 (2-C, 11-C), 70.8, 71.3 (8-C), 116.1, 116.9, 130.4, 130.6
(14-C), 141.7 (13-C, 15-C), 169.8, 170.2, 170.4, 170.6, 171.0, 171.2, 171.7 (1-C, 7-C, 10-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 374 (28) [M+3H]**, 560 (85) [M+2H]", 1119 (69) [M+H]", 1141 (100) [M+Na]*. HR-ESI-
MS: 1141.6414 [M+Na]", berechnet fiir CgoHgoNgNaO1,": 1141.6407. R-Wert: 0.42 (EE:EtOH, 9:1). IR (KBr):
1744 (C=0), 1665 (C=0), 1614 (C=0) cm™.

Zyklisierende Abspaltung: PF1022A (2, MOL-020)***

Eine Suspension aus harzgebundenem Octadepsipeptid 141 (50 mg) in DCM (0.5 mL) wird mit DIEA (2.2 Aq.)
und Essigsaure (5.0 Aq) versetzt und 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird filtriert und
achtmal mit DCM (10 mL) gewaschen. Das Filtrat wird unter vermindertem Druck eingeengt und der Riickstand
mittels préparativer HPLC (ACN/H,0O Gradient) gereinigt. Es werden 8.1 mg (8.5 pumol) PF1022A (2) in einer
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Reinheit von 99.5% als weiRRen Feststoff erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 75%, bezogen auf die Be-

ladung des Harzes mit der linearen Vorstufe 141 bzw. 30% Uber alle Schritte.
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 0.67-0.98 (m, 21H, 5-H, 9-H), 1.06-1.76 (m, 15H, 3-H, 4-H), 1.28 (d, J =
6.7 Hz, 3H, 9-H), 2.68, 2.77, 2.80, 2.85, 2.91 (55, 12H, 6-H), 3.05 (m, 2H, 12-H), 4.41, 5.11, 5.22 (3m, 4H, 2-H),
5.01, 5.32, 5.42 (3m, 2H, 8-H), 5.52, 5.68, 5.71 (3m, 2H, 11-H), 7.21-7.33 (m, 10H, 14-H) ppm. *C-NMR (100
MHz, DMSO-dg): 6 = 15.5, 16.3, 16.8, (9-C), 20.4, 20.6, 20.8, 20.8, 20.9, 21.0, 23.0, 23.1, 23.2, 23.2, 23.4, 23.9,
24.2,24.3, 24.3, 24.4, 28.9, 30.1, 30.1, 30.2, 30.3, 30.6 (4-C, 5-C, 6-C), 35.7, 36.3, 36.5, 36.6, 36.7, 36.7, 36.8,
37.1, 37.3 (3-C, 12-C), 53.0, 53.2, 53.3, 56.4 (2-C), 66.7, 67.5, 67.7 (11-C), 70.1, 70.9, 71.0 (8-C), 126.7, 126.7,
126.8, 128.1, 128.2, 128.2, 129.5 (14-C), 135.1, 135.2, 135.9 (13-C), 169.0, 169.0, 169.3, 169.5, 169.7, 170.2,
170.3, 170.7, 170.9 (1-C, 7-C, 10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 475 (4) [M+2H]?*, 949 (1) [M+H]", 966
(100) [M+NH,]", 971 (23) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 971.5351 [M+Na]", berechnet fiir Cs,H7sN,NaO;,":
971.5352. Re-Wert: 0.21 (Toluol:IPA, 20:1). IR (KBr): 1739 (C=0), 1660 (C=0) cm™™.

Prozedur zur Regeneration von Kaiser-Oxim

Zu einer unter Ruckfluss kochenden Lésung aus Hydroxylaminhydrochlorid (200 mg, 2.9 mmol) und Pyridin
(296 mg, 3.8 mmol) in Ethanol (1.5 mL) wird innerhalb von 5 min Kaiser-Oxim (100 mg) gegeben. Die Suspen-
sion wird anschlieBend 8.5 h unter Riickfluss gekocht. Danach wird das Harz filtriert und mit einer Mischung aus
Methanol und Wasser (3:1, dreimal, 3 mL), Dimethylformamid (zweimal, 3 mL) und Methanol (sechsmal,

3 mL). Dann wird das Harz im Vakuum getrocknet.

4x2-Festphasensynthese am Wang-Harz

Ankupplung des ersten Didepsipeptidbausteins an die feste Phase

Wang-Harz (500 mg) wird in THF (1.0 mL/100 mg Harz) suspendiert und zum quellen 30 min bei Raumtempe-
ratur geschittelt. Anschlieend wird das Losungsmittel entfernt und das Harz mit einer Lsung aus Didepsipep-
tid 131 (3 Ag.), DIC (3 Aqg.), HOBt (3 Ag.) und DMAP (3 Ag.) in THF (1.0 mL / 100 mg Harz) versetzt. Die
Suspension wird 16 h bei Raumtemperatur geschattelt und anschlieBend filtriert. Dann wird das Harz dreimal
mit DCM (10 mL), Aceton (10 mL) und DCM (10 mL) (je 3 min) gewaschen und Vakuum bis zur Massenkon-

stanz getrocknet. Der VVorgang wird einmal wiederholt.
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Vorschrift zur Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Das Harz (500 mg) wird 30 min in THF gequollen. Nach abtrennen des Lésungsmittels wird eine Ldsung aus
Piperidin in THF (25%, 10 mL) hinzugefiigt und das Gemisch flr 45 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Dann
wird das Harz filtriert und je dreimal mit DCM (10 mL), Aceton (10 mL) und DCM (10 mL) (je 3 min) gewa-
schen. Anschlielend wird das Harz bis zur Massenkonstanz im Vakuum getrocknet. Zur Bestimmung der Bela-
dung des Harzes wird ein Aliquot der vereinigten Waschlosungen entnommen und wie unter Punkt 2.1.2 be-
schrieben analysiert.

Amidkupplungen

Eine Losung aus Didepsipeptidsaure (3 Ag.), HATU (2 Ag.) und DIEA (3 eq) in THF (1.0 mL/100 mg Harz)
wird zum in THF gequollenen Harz gegeben. Die Suspension wird anschliefend 16 h bei Raumtemperatur ge-
schittelt. Dann wird das Lésungsmittel abfiltriert und das Harz dreimal mit DCM (10 mL), Aceton (10 mL) und

DCM (10 mL) jeweils 3 min gewaschen. Der Vorgang wird einmal wiederholt.

Vorschrift zur Spaltung der linearen Depsipeptide vom Wang-Harz

Das mit dem linearen Octadepsipeptid beladene Wang-Harz wird mit einer Losung aus TFA/DCM (1:1;
10 mL/500 mg Harz) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz filtriert und
achtmal mit DCM (jeweils 10 mL) gewaschen. Die Losung wird eingeengt und das erhaltene Rohprodukt in der

folgenden Makrozyklisierungsreaktion umgesetzt.

Cyclooctadepsipeptid PF1022A (2, SEB-060)

DIEA (65.3 mg, 0.504 mmol) und BOP-CI (61.6 mg, 0.242 mmol) werden bei 0 °C zu einer Ldsung des
ungereinigten Octadepsipeptids 149 (221.7 mg, entsprechen 0.092 mmol reiner Substanz) in DCM (200 mL).
Die Reaktion wird 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden dieselben Mengen BOP-CI und
DIEA erneut zugegeben. Danach wird die Mischung fur weitere 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. Dann wird
die Lésung mit geséttigter NaHCO3-LOsung gewaschen, ber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Die sdulen-
chromatographische Reinigung (Toluol:IPA, 20:1) des Ruckstands liefert PF1022A (2, 87.8 mg, 92.5 umol,
100%) als weillen Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5 = 0.68-0.98 (m, 21H, 5-H, 9-H), 1.15-1.75 (m, 14H, 3-H, 4-H), 1.28 (d, J =
6.8 Hz, 3H, 9-H), 2.68, 2.77, 2.80, 2.85, 2.91 (5s, 12H, 6-H), 3.05 (m, 2H, 12-H), 4.41, 5.11, 5.22 (3m, 4H, 2-H),
5.01, 5.32, 5.42 (3m, 2H, 8-H), 5.52, 5.68, 5.71 (3m, 2H, 11-H), 7.23-7.32 (m, 10H, 14-H) ppm. *C-NMR (100
MHz, DMSO-dg): & = 15.5, 16.3, 16.8, (9-C), 20.4, 20.6, 20.8, 20.8, 20.9, 21.0, 23.0, 23.1, 23.2, 23.2, 23.4, 23.9,
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24.2,24.3, 24.3, 24.4, 28.9, 30.1, 30.1, 30.2, 30.3, 30.6 (4-C, 5-C, 6-C), 35.7, 36.3, 36.5, 36.6, 36.7, 36.7, 36.8,
37.1, 37.3 (3-C, 12-C), 53.0, 53.2, 53.3, 56.4 (2-C), 66.7, 67.5, 67.7 (11-C), 70.1, 70.9, 71.0 (8-C), 126.7, 126.7,
126.8, 128.1, 128.2, 128.2, 129.5 (14-C), 135.1, 135.2, 135.9 (13-C), 169.0, 169.0, 169.3, 169.5, 169.7, 170.2,
170.3, 170.7, 170.9 (1-C, 7-C, 10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 475 (4) [M+2H]?", 950 (1) [M+H]", 966
(100) [M+NH,]", 971 (23) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 971.5351 [M+Na]", berechnet fiir Cs,H,sN4NaO;,":
971.5352. Re-Wert: 0.21 (Toluol:IPA, 20:1). IR (KBr): 1739 (C=0), 1660 (C=0) cm'™.

Cyclooctadepsipeptid PF1022V (179, SEB-177)

DIEA (2.5 Ag.) und BOP-CI (1.2 Aq.) werden bei 0 °C zu einer Lésung der linearen Vorstufe von 179 (167 mg,
Gehalt: 19%, 0.033 mmol reine Substanz) in DCM gegeben. Nach 24 h Rihren bei Raumtemperatur werden
erneut BOP-CI (1.2 Ag.) und DIEA (2.5 Ag.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir weitere 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt, mit gesattigter NaHCOs-Ldsung gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und eingeengt.
Sdulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 7:3) des Rickstands liefert PF1022V (179) (31.0 mg,
0.033 mmol, 100%) als weillen Feststoff.
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'H-NMR (600 MHz, CDCly): & = 0.66-1.08 (m, 24H, 5-H, 18-H), 1.25-1.80 (m, 15H, 4-H, 9-H, 3-H), 2.19 (m,
1H, 17-H), 2.68, 2.78, 2.82, 2.85, 2.87, 3.01, 3.07, 3.10 (8s, 12H, 6-H), 3.11, 3.17 (2m, 4H, 12-H), 4.53, 5.28—
5.47 (2m, 4H, 2-H, 8-H), 4.98, 5.05, 5.10 (3 m, 1H, 16-H), 5.54, 5.65, 5.74 (3m, 3H, 8-H, 11-H), 7.21-7.34 (m,
10H, 14-H) ppm. ®*C-NMR (150 MHz, CDCly): & = 14.3, 15.9, 16.4, 16.6, 17.4, 18.5, 19.5, 19.6, 19.8, 20.8,
20.8,21.2, 21.3, 21.4, 21.6, 23.1, 23.2, 23.3, 23.5, 24.2, 24.5, 24.7, 25.0, 25.0, 26.9, 27.0, 28.9, 29.3, 29.7, 30.8,
31.1, 32.4 (4-C, 5-C, 6-C, 9-C, 17-C, 18-C), 36.6, 36.9, 37.4 (3-C, 12-C), 54.1, 55.0, 57.1, 61.0 (2-C, 16-C),
67.4, 68.5 (11-C), 70.8 (8-C), 126.1, 126.8, 127.1, 127.2, 128.3, 128.4, 128.5, 128.6, 129.5, 129.7, 129.8, 130.3
(14-C), 136.0 (13-C), 170.0, 170.6, 171.0 (1-C, 7-C, 10-C, 15-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z = 468 (1)
[M+2H]?*, 952 (100) [M+NH,]*, 957 (5) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 957.5198 [M+Na]*, berrechnet fiir
CsiH74N4NaO;,": 957.5195. R-Wert: 0.15 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1743 (C=0), 1662 (C=0) cm™.
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2.1.5 Optimierung der Amidbindungsbildung in Lésung und an der festen Phase

(L)-MeLeu-(D)-Hiv-OBn (192, SEB-213)

Didepsipeptid 185 (200 mg, 0.36 mmol) wird in Piperidin (20% in THF) geldst und 1 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach vollstdndigem Umsatz, durch DC-Kontrolle (CH:EE, 7:3) ermittelt, wird das Gemisch eingeengt
und der Riickstand nach trocknen im Vakuum séulenchromatographisch (CH:EE, 8:2) gereinigt. Es werden
103 mg (0.31 mmol, 86%) gelbe viskose Flissigkeit erhalten.

| B 13

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 0.96 (m, 12H, 4-H, 10-H), 1.50 (m, 3H, 8-H, NH), 1.72 (m, 1H, 9-H), 2.29 (m,
1H, 3-H), 2.35 (s, 3H, 7-H), 3.29 (t, J = 7.2 Hz, 1H, 6-H), 4.92 (d, J = 4.5 Hz, 1H, 2-H), 5.16, 5.22 (2d, J = 12.2
Hz, 2H, 11-H), 7.35 (m, 5H, 13-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 5 = 17.1, 18.8, 22.4, 22.5 (4-C, 10-C),
24.9 (9-C), 30.1 (3-C), 34.6 (7-C), 42.7 (8-C), 61.6 (6-C), 66.9 (11-C), 76.9 (2-C), 128.3, 128.4, 128.5 (13-C),
135.3 (12-C), 169.4, 175.7 (1-C, 5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 336 (100) [M+H]", 358 (1) [M+Na]".
HR-ESI-MS: m/z = 336.2176 [M+H]", berechnet fir CigHzoNO,*: 336.2169. Re-Wert: 0.19 (CH:EE, 7:3). IR
(Film): 3335 (N-H), 1739 (C=0), 1680 (C=0) cm'™.

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Hiv-(L)-MeLeu-(D)-Hiv-OBn (194, SEB-223)
Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von Verbindung 194 unter Verwendung verschiedener Kupplungsreagen-

zien

Amin 192 (65.0 mg, 0.19 mmol) und Carbonséure 187 (90.6 mg, 0.19 mmol) werden in THF (6.0 mL) geldst
und anschlieBend mit Kupplungsreagenz (1 Ag.) (BEP, HATU, PyBroP, BOP-CIl, HATU/HOAt, HATU/HOBt
bzw. HATU/HOBLt xH,0) und DIEA (2 Ag.) versetzt und 10 min bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reak-
tionsmischung 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wird das Reaktionsgemisch mit DCM verdlnnt und
dreimal mit Wasser gewaschen. Danach wir die wassrige Phase mit NaCl gesattigt und mit DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden tber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das erhaltene Rohpro-
dukt wird mittels S&ulenchromatographie (CH:EE, 9:1) gereinigt. Das Produkt 194 wird als farbloses viskoses
Ol je nach eingesetztem Kupplungsreagenz in folgenden Ausbeuten erhalten: 28% (HATU), 45% (PyBroP), 53%
(BOP-CI), 45% (BEP), 32% (HATU/HOAL), 31% (HATU/HOBL), 23% (HATU/HOBtxH,0).

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von Verbindung 194 unter Verwendung von Triphosgen
Triphosgen (1.15 Aq.) wird in THF (6.0 mL) gelést. AnschlieRend wird die Fmoc-Aminosaure 187 (90.6 mg,

0.19 mmol) dazugegeben und gelést. Dann wird die Lésung mit 2,4,6-Collidin (4 Aqg.) versetzt. Diese Lésung
wird zu einer Lésung aus 192 (65.0 mg, 0.19 mmol) und DIEA (3 Ag.) gegeben, die bei 0 °C unter Argon-
atmosphare gertihrt wird. Danach wird 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss wird das Reaktionsge-
misch mit DCM verdiinnt und dreimal mit Wasser gewaschen. Die wéssrige Phase wird mit NaCl geséttigt und

mit DCM extrahiet. Dann werden die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, trocknen, filtriert und einge-
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engt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) gereinigt. Die Reaktion liefert das
Produkt in einer Ausbeute von 24 mg (30.6 umol, 16%) 194 als farbloses viskoses Ol.

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von Verbindung 194 unter Verwendung von DFET

Eine L6sung von DFET (1 Ag.) und Verbindung 187 (90.6 mg, 0.19 mmol)in THF (6.0 mL) wird bei 0 °C ge-
rihrt und mit NMM (0.3 Aq.) versetzt. Die Losung wird bei dieser Temperatur geriihrt bis kein DFET mehr
mittels DC (CHCI5) dedektiert werden kann (30 min). AnschlieBend wird 192 (65.0 mg, 0.19 mmol) zugegeben

und 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wird das Reaktionsgemisch eingeengt und der Riickstand in Ethyla-

cetat geldst. Die organische Phase wird je zweimal mit Wasser, 1 M NaHSO,, Wasser, 1 M NaHCO;, Wasser
und gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wird mit Na,SO, getrocknet, filtriert und einge-
engt. Séulenchromatogra-phische (CH:EE, 9:1) Reinigung des Rohproduktes liefert 23 mg (29.3 pmol, 15%) des
Tetradepsipeptids 194 als farbloses viskoses Ol.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 0.85-1.01 (m, 24H, 4-H, 10-H, 14-H, 20-H), 1.43, 1.57 (2m, 2H, 9-H, 19-H),
1.74 (m, 4H, 8-H, 18-H), 2.12, 2.28 (2m, 2H, 3-H, 13-H), 2.98 (s, 6H, 7-H, 17-H), 4.28 (m, 1H, 23-H), 4.45 (m,
2H, 22-H), 4.77, 5.05, 5.39 (3m, 2H, 6-H, 16-H), 4.88, 4.91, 5.10, 5.17 (4m, 2H, 2-H, 12-H), 5.13, 5.24 (2d, J =
12.1 Hz, 2H, 26-H), 7.30-7.44 (m, 9H, 25-H, 28-H), 7.58, 7.65, 7.78 (3m, 4H, 25-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
CDCly): 6 =18.6, 19.2, 19.3, 21.1, 21.2, 21.3, 23.1, 23.2, 23.3 (4-C, 10-C, 14-C, 20-C), 24.7, 24.7 (9-C, 19-C),
29.6, 29.8, 30.0, 30.2 (3-C, 13-C), 30.5, 31.2 (7-C, 17-C), 37.2, 37.2 (8-C, 18-C), 47.3 (23-H), 54.5, 56.5 (6-C,
16-C), 66.9 (26-C), 67.7 (22-C), 75.4, 75.5, 77.5 (2-C, 12-C), 119.9, 1249, 125.1, 127.0, 127.6, 128.4, 128.6
(25-C, 28-C), 135.2, 141.3, 143.9, 144.1 (24-C, 27-C), 157.0 (21-C), 169.3, 169.9, 171.4 (1-C, 5-C, 11-C, 15-C)
ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 785 (5) [M+H]", 802 (100) [M+NH,]*, 807 (3) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z
= 807.4194 [M+Na]", berechnet fiir C,sHgN,NaOg": 807.4191. Ri-Wert: 0.49 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1738
(C=0), 1664 (C=0) cm™.

Fmoc-(L)-MeLeu-(D)-Hiv-(L)-MeLeu-(D)-Hiv-OH (195, SEB144)

Vorschrift zur Herstellung von Verbindung 195 unter Verwendung von Triphosgen

Wang-Harz 193 (154 mg, 0.11 mmol, Hergestellt aus Verbindung 187 und 100 mg Wang-Harz (1.07 mmol/g,
Beladungskapazitat) unter Verwendung der fir PF1022A (2) beschriebenen Prozedur) wird in THF (2.0 mL)
suspendiert und zum Aufquellen 30 min bei Raumtemperatur geschittelt. Anschlieend wird die Suspension mit
DIEA (8 Ag.) versetzt. Dann werden die Carbonsdure 187 (150 mg, 0.32 mmol), Triphosgen (1.15 Ag.) und
2,4,6-Collidin (10 Ag.) in THF (2.5 mL) zugegeben und die Suspension bei Raumtemperatur 16 h geschuttelt.

Danach wird das Harz dreimal mit jeweils 10 mL (je 3 min) DCM, Aceton und DCM gewaschen und im Vaku-
um getrocknet. Der Vorgang wird wiederholt. Im Anschluss wird das Harz mit einem Gemisch aus DCM und
TFA (1:1, 6 mL) versetzt und 1.5 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Danach wird das Harz filtriert und achtmal
mit jeweils 10 mL DCM (je 3 min) gewaschen. Die DCM-L68sung wird mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen,
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Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Der Riickstand wird im Vakuum getrocknet und im Anschluss
mittels Saulenchromatographie (CH:EE, 1:1 + 0.1%AcOH) gereinigt. Es werden 64 mg (0.08 mmol, 79%) 195
als hellgelber pastoser Feststoff erhalten.

Vorschrift zur Herstellung von Verbindung 195 unter VVerwendung von verschiedenen Kupplungsreagenzien

Wang-Harz 193 (Hergestellt aus Verbindung 187 und 100 mg Wang-Harz (1.07 mmol/g, Beladungskapazitét)
unter Verwendung der fur 2 beschriebenen Prozedur) (154 mg, 0.11 mmol) wird in THF (2.0 mL) suspendiert
und zum Aufquellen 30 min geschuttelt. Anschlieend wird die Carbonséure 187 (150 mg, 0.32 mmol), Kupp-
lungsreagenz (2 Ag.) (BEP, HATU, PyBroP, BOP-CI) und DIEA (3 Ag.) in THF (2.0 mL) zugegeben. Nach der
Zugabe wird die Reaktionsmischung 16 h bei Raumtemperatur geschittelt. AnschlieBend wird das Harz dreimal
mit jeweils 10 mL DCM (je 3 min), Aceton und DCM gewaschen und dann im Hochvakuum bis zur Massenkon-
stanz getrocknet. Der VVorgang wird wiederholt. Zur Abspaltung wird das Harz mit 6 mL TFA (50% in DCM)
versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geschttelt. Anschliefend wird das Harz achtmal mit jeweils 10 mL DCM
(je 3 min) gewaschen und die Lésung eingengt. Die Ausbeuten nach sdulenchromatographischer (CH:EE, 1:1
+ 0.1% Essigsaure) Reinigung des hellgelben pastésen Feststoffes 195 betragen je nach verwendetem Kupp-
lungsreagenz: 19% (HATU), 28% (PyBroP), 32% (BOP-CI), 41% (BEP).

'H-NMR (400 MHz, CDCI): & = 0.81-1.06 (m, 24H, 4-H, 10-H, 14-H, 20-H), 1.46 (m, 2H, 9-H, 19-H), 1.66-
1.91 (m, 4H, 8-H, 18-H), 2.25 (m, 2H, 3-H, 13-H), 2.92, 2.98, 3.10, 3.13 (4s, 6H, 7-H, 17-H), 4.26 (m, 1H, 23-
H), 4.50 (m, 2H, 22-H), 4.92, 5.19 (2m, 2H, 2-H, 12-H), 4.98, 5.34 (2m, 2H, 6-H, 16-H), 7.32, 7.42 (2m, 4H, 25-
H), 7.63, 7.69 (2m, 2H, 25-H), 7.78 (m, 2H, 25-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 5 = 16.9, 17.4, 18.6,
18.7, 18.8, 21.0, 21.2, 22.0, 23.1 (4-C, 10-C, 14-C, 20-C), 22.5, 37.1 (8-C, 18-C), 24.8, 24.8 (9-C, 19-C), 29.9,
30.0 (3-C, 13-C), 30.2, 31.6 (7-C, 17-C), 45.1, 47.2 (23-H), 54.9, 56.8 (6-C, 16-C), 68.2 (22-C), 75.5, 77.6 (2-C,
12-C), 120.0, 124.9, 125.0, 125.1, 127.1, 127.7 (25-C), 141.3, 143.7 (24-C), 157.7 (21-C), 160.4, 170.8 (1-C, 5-
C, 11-C, 15-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 695 (26) [M+H]", 712 (100) [M+NH,]", 717 (2) [M+Na]".
HR-ESI-MS: m/z = 717.3725 [M+Na]", berechnet fiir C5oHs,N,NaOg": 717.3722. Ri-Wert: 0.22 (CH:EE, 1:1 +
0.1% Essigsaure). IR (Film): 1739 (C=0), 1667 (C=0) cm™.
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2.2 Synthese enantiomerenreiner a-Hydroxycarbonsauren

2.2.1 Synthese der Enamine 102a-m und der Enolester 104a-j

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Vebindungen 102a-m:

In einem ausgeheizten Rundkolben wird unter Argon Natriumhydrid (2 Ag.) vorgelegt und in getrocknetem Et,O
suspendiert. Unter starkem Riihren wird trockenes Methanol (0.2 Aqg.) sowie der Aldehyd 88a-m (1 Ag.) zuge-
geben. Die Suspension wird im Eishad abgekiihlt und langsam mit Dimethylaminoessigsauremethylester (3 Aq.)
versetzt. Anschliefend wird die Suspension im Eisbad unter Argon tber Nacht gertihrt. Nach ca. 18 h Rihren
wird die Suspension im Eisbad gekihlt und mit Eiswasser versetzt. Die Suspension wird dann in einen Scheide-
trichter Uberfuhrt und mit Et,O/DCM (1:1) versetzt. Nach dem abtrennen der wéssrigen Phase wird diese dreimal
mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, eingeengt und im Va-

kuum getrocknet.

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-3-(4-morpholinophenyl)acrylsduremethylester (102a, SEB-093, DAT-002)
Edukt: p-Morpholinobenzaldehyd (3.81 g, 19.31 mmol). Ausbeute: 91%, 5.11 g, 17.58 mmol eines gelben Fest-
stoffs nach der Destillation bei 220 °C, 8x10° mbar.
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'H-NMR (600 MHz, CDCly): § = 2.67, 2.72 (2s, 6H, 9-H), 3.14, 3.23 (2t, J = 4.9 Hz, 4H, 7-H), 3.72, 3.81 (2s,
3H, 10-H), 3.87 (m, J = 4.9 Hz, 4H, 8-H), 5.59, 6.93 (2s, 1H, 3-H), 6.82, 6.88 (2d, J = 8.9, 9.0 Hz, 2H, 5-H),
7.05,7.71 (2d, J = 8.8, 9.0 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 40.6, 42.4 (9-C), 48.4, 49.2 (7-
C), 51.3,52.1 (10-C), 66.7, 66.8 (8-C), 107.0, 129.3 (3-C), 114.4, 115.4 (5-C), 126.2 (4-C), 127.9, 131.6 (5-C),
137.8, 142.0 (2-C), 149.2, 151.0 (6-C), 167.3, 168.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 231 (46) [M-
C,H,0,+H]", 291 (100) [M+H]*. HR-ESI-MS: m/z = 291.1704 [M+H]", berechnet fiir C,sH»3N,04": 291.1703.
R~Wert: 0.26, 0.39 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1717 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 70 °C.

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-3-(4-dimethylaminophenyl)acrylsduremethylester (102b, SEB-094, DAT-001)
Edukt: p-N,N-Dimethylaminobenzaldehyd (4.50 g, 29.86 mmol). Destillation bei 195 °C, 2.9x102 mbar. Ausbeu-
te: 87% (6.45 g, 26.03 mmol) eines gelben Feststoffs.

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 2.68, 2.71 (2s, 6H, 9-H), 2.94, 3.01 (2s, 6H, 8-H), 3.74, 3.81 (2s, 3H, 10-H),
5.64, 7.00 (25, 1H, 3-H), 6.66, 6.71 (2d, J = 9.0, 9.1 Hz, 2H, 6-H), 7.03, 7.75 (2d, J = 8.5, 9.1 Hz, 2H, 5-H) ppm.
BC-NMR (100 MHz, CDCly): & = 40.1, 40.5 (8-C), 40.7, 42.3 (9-C), 51.1, 52.2 (10-C), 108.5, 131.3 (3-C),



VI Experimenteller Teil 129

111.5 112.5 (6-C), 123.0 (4-C), 128.0, 132.1 (5-C), 136.2 (2-C), 150.5 (7-C), 167.5 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 189 (99) [M-C,H,0,+H]", 249 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 271.1414 [M+Na]", be-
rechnet fiir Ci4HxN,NaO,"™: 271.1417. R-Wert: 0.33, 0.44 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1701 (C=0) cm™.
Schmelzpunkt: 36-38 °C.

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-3- (4-ethoxyphenyl)acrylsduremethylester (102c, SEB-233)
Edukt: p-Ethoxybenzaldehyd (3.49 g, 23.00 mmol). Destillation bei 175 °C, 8.0x10? mbar. Ausheute: 96%
(5.52 g, 22.15 mmol) einer gelben Flussigkeit.
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'H-NMR (600 MHz, CDCl5): § = 1.45 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 2.68, 2.73 (2s, 6H, 9-H), 3.71, 3.82 (2s, 3H, 10-
H), 4.08 (g, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 5.64, 6.92 (2s, 1H, 3-H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 14.6, 14.8 (8-C), 40.6, 42.4 (9-C), 51.4, 52.1 (10-C), 63.3, 63.9 (7-
C), 114.1, 114.5, 131.8, 131.9 (5-C), 127.6, 128.6 (3-C), 138.3 (4-C), 142.4 (6-C), 157.1 (2-C), 167.3 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 190 (92) [M-CO,Me+H]", 250 (100) [M+H]", 272 (2) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z
= 250.1442 [M+H]", berechnet fiir C14HNO3": 250.1438. Ri-Wert: 0.63 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1708 (C=0)
cm™.

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-3-(furan-2-yl)acrylsauremethylester und (E/Z)-2-(Furan-2-yl)-3-(methoxycarbo-
nyl)-1,1-dimethylaziridin-1-ium (102d, SEB-121, DAT-005)

Edukt: 2-Furalaldehyd (1.60 g, 16.32 mmol). Destillation bei 115 °C, 3.1x10™ mbar. Ausbeute: Gemisch aus
102d und dem korrespondierenden Aziridiniumion: 85% (2.72 g, 13.94) mmol einer gelben Flissigkeit.

IH-NMR (600 MHz, CDCly): & = 2.33, 2.45, 2.70, 2.75 (s, 6H, 8-H), 3.63, 3.76, 3.79, 3.85 (s, 3H, 9-H), 3.61,
5.05, (2dd, J = 10.5, 8.1, 10.5, 7.9 Hz, 2H, 2-,3-H), 6.28, 6.34, 6.84 (d, m, d, J = 3.3, 3.4 Hz, 1H, 5-H), 6.00,
6.34, 6.49 (d, m, dd, dd, J = 3.3, 0.8, 1.9 Hz, 1H, 6-H), 7.23 (dd, J = 0.8, 1.9 Hz, 1H, 7-H), 7.39 (2d, J = 0.8, 1.9
Hz, 1H, 7-H), 7.45 (dd, J = 0.8, 1.9 Hz, 1H, 7-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCly): 5 = 40.1, 41.6, 42.2, 42.4
(8-C), 51.1, 51.3, 51.5, 52.2 (9-C), 63.2, 66.1, 70.1, 70.6, 92.8, 117.2, 137.8 (2-, 3-C), 107.2, 108.5, 110.2, 110.3,
(5-, 6-C), 104.6, 112.1 (6-C), 107.5, 113.1 (5-C), 140.3, 142.1, 142.6, 142.7 (7-C), 150.7, 152.6, 163.9 (4-C),
166.4, 169.3, 171.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 136 (100) [M-C,H,0,+H]", 196 (68) [M+H]". HR-
ESI-MS: m/z = 196.0975 [M+H]", berechnet fir C;H,NO;s": 196.0974. Ri-Wert: 0.11, 0.17, 0.39, 0.56
(CH:EE, 7:3). IR (Film): 1733 (C=0) cm™.



VI Experimenteller Teil 130

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-3-(4-methoxyethoxymethoxyphenyl)acrylsauremethylester (102e, SEB-240)
Edukt: p-Methoxyethoxymethylbenzaldehyd (4.78 g, 22.73 mmol). Destillation bei 220 °C, 8.0x10 mbar. Aus-
beute: 74% (5.20 g, 16.81 mmol) einer gelben viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 2.67, 2.73 (2s, 6H, 11-H), 3.38 (s, 3H, 10-H), 3.58, 3.84 (2m, 4H, 8-H, 9-H),
3.71, 3.82 (2s, 3H, 12-H), 5.25, 5.31, 5.37 (3s, 2H, 7-H), 6.89 (s, 1H, 3-H), 6.96, 7.05, 7.18, 7.68, 7.85 (5d, J =
8.9 Hz, 4H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 40.5, 42.4 (11-C), 51.5, 52.1 (12-C), 59.0 (10-C),
67.6, 67.7, 68.0, 71.5, 71.6 (8-C, 9-C), 93.1, 93.3, 93.5 (7-C), 115.8, 116.1, 116.3, 127.9, 128.9, 130.9 (5-C),
128.1, 131.8 (3-C), 138.8 (4-C), 142.4 (6-C), 155.4, 157.2 (2-C), 167.2 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
250 (20) [M-CO,Me+H]*, 310 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 332.1469 [M+Na]*, berechnet fiir
C1sH2sNNaOs*: 332.1468. R-Wert: 0.32 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1710 (C=0) cm™.

(E/Z)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-dimethylaminoacrylsauremethylester (102f, SEB-103, DAT-006)
Edukt: p-tert.-Butoxybenzaldehyd (4.00 g, 21.99 mmol). Destillation bei 200 °C, 4.0x102 mbar. Ausbeute: 93%
(5.66 g, 20.39 mmol) einer hellgelben viskosen Flissigkeit.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 1.38, 1.45 (s, 9H, 9-H), 2.66, 2.72 (s, 6H, 10-H), 3.66, 3.81 (s, 3H, 11-H),
5.62, 6.89 (s, 1H, 3-H), 6.97, 7.10 (2d, J = 8.7, 8.6 Hz, 2H, 6-H), 7.63, 7.81 (2d, J = 8.9, 8.6 Hz, 2H, 5-H) ppm.
BC-NMR (150 MHz, CDCls): & = 28.9, 28.8 (9-C), 40.4, 42.5 (10-C), 51.5, 52.0 (11-C), 106.5, 123.7 (3-C),
122.4, 123.2 (6-C), 131.0, 130.0 (5-C), 127.5 (4-C), 139.0 (2-C), 155.9 (7-C), 167.2 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 162 (33) [M-C,H,0,-C4H1o+H]", 218 (37) [M-C,H,0,+H]", 278 (100) [M+H]*. HR-ESI-MS:
m/z = 278.1756 [M+H]", berechnet fiir CysH,,NO5": 278.1751. R-Wert: 0.42, 0.55 (CH:EE, 7:3). IR (Film):
1713 (C=0) cm™.

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-3-(pyridin-4-yl)acrylsduremethylester (1029, SEB-109)
Edukt: Pyridin-4-carbaldehyd (3.14 g, 28.45 mmol). Ausbeute nach Destillation bei 120 °C, 4.0x10 mbar: 65%
(3.79 g, 18.39 mmol) einer hellroten Flussigkeit.

'H-NMR (600 MHz, CDCLy): & = 2.79 (s, 6H, 7-H), 3.74 (s, 3H, 8-H), 5.24 (s, 1H, 3-H), 6.89 (dd, J = 1.9, 4.5
Hz, 2H, 5-H), 8.29 (dd, J = 1.7, 4.5 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): = 39.9 (7-C), 52.6 (8-C),
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99.7 (3-C), 120.9 (5-C), 145.4 (4-C), 149.0 (6-C), 150.3 (2-C), 167.1 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
207 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 207.1128 [M+H]", berechnet fiir C;;H;sN,0,": 207.1128. R-Wert: 0.13
(CH:EE, 1:1). IR (Film): 1732 (C=0) cm™.

(E/Z)-3-(4-Chlorophenyl)-2-dimethylaminoacrylsauremethylester (102h, SEB-110)
Edukt: p-Chlorbenzaldehyd (4.00 g, 27.89 mmol). Ausbeute nach der Destillation bei 175 °C, 5.1x10™ mbar:
84% (5.63 g, 23.48 mmol) einer gelben Flissigkeit.

IH-NMR (600 MHz, CDCly): & = 2.67, 2.76 (2s, 6H, 7-H), 3.71, 3.83 (25, 3H, 8-H): 5.51, 6.74 (2s, 1H, 3-H),
7.03,7.31 (2d, J = 8.5, 8.6 Hz, 2H, 6-H), 7.20, 7.54 (2d, J = 8.5, 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz,
CDCly): & = 40.5, 42.5 (7-C), 51.7, 52.2 (8-C), 104.4, 124.1 (3-C), 128.1, 128.3 (6-C), 128.1, 131.0 (5-C), 133.5,
133.8 (4-C), 140.7, 143.8 (9-C, 2-C), 166.9, 167.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 180 (77) [M-
C,H,0,+H]", 240 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 240.0787 [M+H]", berechnet fir Cy,H;sCINO,":
204.0786. Ri-Wert: 0.43, 0.57 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1717 (C=0) cm™.

(E/Z)-3-(4-Bromophenyl)-2-dimethylaminoacrylsauremethylester (102i, SEB-226)
Edukt: p-Brombenzaldehyd (4.28 g, 23.14 mmol). Ausbeute nach der Destillation bei 180 °C, 2.0x10™ mbar:
92% (6.03 g, 21.22 mmol) einer gelben viskosen Flissigkeit.

Br-& 43 ;7
N
5501 \ ;

/

0]
8

IH-NMR (600 MHz, CDCly): & = 2.67, 2.76 (2s, 6H, 7-H), 3.72, 3.84 (25, 3H, 8-H): 5.49, 6.71 (2s, 1H, 3-H),
6.98, 7.36 (2d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.48 (ys, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): § = 40.3, 42.5 (7-
C), 51.8, 52.3 (8-C), 104.4, 123.9 (3-C), 128.5, 128.5 (5-C), 131.1, 131.3, 131.6 (5-C), 134.3, 136.3 (4-C), 140.9,
143.8 (6-C, 2-C), 167.0, 167.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 224 (81) [M-C,H,0,+H]*, 284 (100)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 284.0280 [M+H]", berechnet fir C,,HsBrNO,": 284.0281. R-Wert: 0.40, 0.55
(CH:EE, 7:3). IR (Film): 1729 (C=0) cm™.

(E/Z)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-dimethylaminoacrylsduremethylester (102j, SEB-234)
Edukt: p-Benzyloxybenzaldehyd (4.98 g, 23.00 mmol). Destillation bei 180 °C, 2.0x10™" mbar. Ausbeute: 84%
(6.03 g, 19.37 mmol) einer gelben viskosen Flussigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.70, 2.76 (2s, 6H, 9-H), 3.72, 3.84 (2s, 3H, 10-H), 5.08, 5.12 (2s, 2H, 7-H),
5.63, 6.94 (2s, 1H, 3-H), 6.91, 7.00, 7.09 (3d, J = 8.7 Hz, 3H, 5-H), 7.37-7.49 (m, 5H, 8-H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz,
2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 40.5, 42.4 (9-C), 51.4, 52.1 (10-C), 69.9, 70.0 (7-C), 106.7,
128.5 (3-C), 114.4, 114.7, 131.6, 131.8, 131.9 (5-C), 127.4, 127.8, 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.6 (9-C),
136.7, 137.0, 138.5 (4-C, 8-C), 142.5 (6-C), 157.0, 158.9 (2-C), 167.2, 168.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z
(%) = 252 (24) [M-CO,Me+H]", 312 (100) [M+H]", 334 (1) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 334.1411 [M+H]",
berechnet fiir C;oH,;NNaO5*: 334.1414. Ri-Wert: 0.52 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1734 (C=0), 1709 (C=0) cm™.

(E/Z)-2-(Dimethylamino)-hept-2-enosauremethylester (102m, DAT-011)"*
Edukt: Pentanal (2.00 g, 22.76 mmol). Destillation bei 200 °C, 1,8x10™" mbar. Ausbeute: 32% (1.35 g,
7.30 mmol) einer gelben Flussigkeit.
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'H-NMR (600 MHz, CDCl5): & = 0.90 (m, 3H, 7-H), 1.34 (m, 4H, 5-, 6-H), 2.15, 2.26 (2m, 2H, 4-H), 2.52, 2.59
(2s, 6H, 8-H), 3.71, 3.80 (2s, 3H, 9-H), 4.75, 6.26 (2t, 1H, 3-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 13.8 (7-
C), 22.5 (6-C), 26.9 (4-C), 30.9 (5-C), 41.4, 43.8 (8-C), 51.1, 51.6 (9-C), 113.3, 136.8 (3-C), 141.1 (2-C), 166.3
(1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 126 (100) [M-C,H,0,+H]*, 186 (90) [M+H]*. HR-ESI-MS: m/z =
186.1489 [M-H]", berechnet fiir CioH,oNO,": 186.1489. Re-Wert: 0.61 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1718 (C=0)

cm?

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 104a und 104b

Das Enamin 102a bzw. 102b wird in einen Kolben unter Rilhren mit Salzsdure (ca. 100 mL, 1 M) versetzt. Die
waéssrige Phase wird mehrmals mit DCM gewaschen und anschliefend mittels Natriumhydrogencarbonat basisch
gestellt. Hierbei kristallisiert ein Niederschlag aus, der mittels Filtration isoliert wird. Der Filterkuchen wird mit
Wasser gewaschen in einen Kolben Gberfiihrt und im Vakuum getrocknet. Der gebildete Feststoff wird mittels
Umkristallisation gereinigt.

2-Hydroxy-3-(4-morpholinophenyl)acrylsduremethylester (104a, SEB-078)
Edukt: Enamin 102a (6.00 g, 20.66 mmol). Umkristallisation aus Aceton. Ausbeute: 79% (4.30 g, 16.32 mmol)

eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 3.23 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 7-H), 3.88 (t, J = 4.7 Hz, 4H, 8-H), 3.92 (s, 3H, 9-H),
6.51 (s, 1H, 3-H), 6.91 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 5-H), 7.72 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
CDCly): = 49.0 (7-C), 53.3 (9-C), 66.9 (8-C), 111.9 (3-C), 115.3 (5-C), 125.5 (4-C), 131.7 (5-C), 137.5 (2-C),
150.7 (6-C), 166.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 204 (9) [M-C,H,0,+H]", 264 (100) [M+H]*, 286
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(15) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 264.1232 [M+H]", berechnet fiir C;4HsNO,": 264.1230. R-Wert: 0.22
(CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3403 (O-H), 1685 (C=0) cm'™. Schmelzpunkt: 160-162 °C.
3-(4-Dimethylaminophenyl)-2-hydroxyacrylsauremethylester (104b, DAT-013)"*

Edukt: Enamin 102b (1.02 g, 2.64 mmol). Umkristallisation aus Aceton. Ausbeute: 88% (0.51 g, 2.31 mmol)
eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 3.02 (s, 6H, 8-H), 3.91 (s, 3H, 9-H), 5.94 (s, 1H, OH), 6.53 (s, 1H, 3-H), 6.74
(d, J = 8.2 Hz, 2H, 6-H), 7.72 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 40.4 (8-C), 52.7
(9-C), 112.0 (6-C), 112.4 (3-C), 122.3 (4-C), 131.3 (5-C), 136.3 (2-C), 150.1 (7-C), 167.1 (1-C) ppm. HPLC-
MS (ESI): miz (%) = 147 (10) [M-C,H,0,-OH+H]", 162 (20) [M-C,H,0,+H]*, 222 (100) [M+H]*, 244 (9)
[M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 222.1126 [M+H]", berechnet fiir C1,HisNO5": 222.1125. Re-Wert: 0.23 (CH:EE,
7:3). IR (KBr): 3440 (O-H), 1676 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 124-126 °C.

2-Hydroxy-3-(pyridin-4-yl)-propansauremethylester (104g, SEB-111, DAT-008)

Das Enamin 1029 (1.44 g, 6.98 mmol) wird mit Salzsdure (ca. 150 mL, 1 M) versetzt, die wassrige Losung mit
NaCl gesattigt und mit einem Gemisch aus DCM/Aceton versetzt. Die Reaktionsmischung wird mit NaHCO3;
basisch gestellt. AnschlieBend werden die Phasen separiert und die wassrige Phase mit DCM dreimal extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen werden mit Na,SO, getrocknet, eingeengt und im Vakuum getrocknet. Es
bildet sich ein signalgelber Feststoff. Der gebildete Feststoff wird aus Aceton umkristallisiert. Ausbeute: 78%

(0.97 g, 5.41 mmol) eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 3.80 (s, 3H, 7-H), 6.27 (s, 1H, 3-H), 7.80 (d, J = 6.5 Hz, 2H, 5-H), 8.39 (d,
J = 6.5 Hz, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 52.5 (7-C), 103.3 (3-C), 121.8 (5-C), 144.3 (6-C),
147.2 (4-C), 153.2 (2-C), 164.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 120 (100) [M-C,H,0,+H]", 180 (36)
[M+H]", 202 (2) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 180.0656 [M+H]", berechnet fiir CoH;(NO;": 180.0661. R¢
Wert: 0.18 (EE). IR (KBr): 3433 (O-H), 1723 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 160-163 °C.

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 104c-f und 104h-j

Das Enamin 102c-f bzw. 102h-j wird unter Rihren mit 1 M Salzséure versetzt. AnschlieRend wird Et,O zu der
Suspension gegeben. Nach vollstdndigem Umsatz, der mittels DC detektiert wird, wird die wassrige Phase mit
NaCl gesattigt und dreimal mit Et,O extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit Na,SO, getrock-
net, filtriert, eingeengt und der Riickstand im Vakuum getrocknet. Die erhaltenen Rohprodukte werden mittels
Umkristallisation gereinigt.
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3-(4-Ethoxyphenyl)-2-hydroxyacrylsauremethylester (104c, SEB-237)
Edukt: Enamin 102c (5.48 g, 19.01 mmol). Der gebildete Feststoff wird aus Et,O umkristallisiert. Ausbeute:
73% (4.58 g, 13.81 mmol) eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.44 (t, J = 7.0 Hz, 6H, 8-H), 3.80, 3.85, 3.92 (3s, 6H, 9-H), 4.05 (m, 4H, 7-
H), 4.07 (m, 2H, 3-H), 5.94 (s-br, 1H, OH), 6.53 (s, 1H, 3-H), 6.90 (m, 4H, 5-H), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H),
7.74 (d, J = 8.0 Hz, 3H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 14.7 (8-C), 44.9 (3-C), 52.9, 53.0, 53.3 (9-
C), 63.2, 63.4, 63.5 (7-C), 111.3 (3-C), 113.9, 114.0, 114.5, 114.8, 129.1, 130.8, 131.4, 132.7 (5-C), 123.2, 126.7
(4-C), 137.5 (2-C), 158.4, 158.8 (6-C), 166.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 163 (100) [M-CO,Me]",
223 (92) [M+H]", 245 (19) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 245.0780 [M+Na]*, berechnet fiir C1,H.,NaO,":
245.0784. Re-Wert: 0.46 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3414 (O-H), 1687 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 102-105 °C.

3-(Furan-2-yl)-2-hydroxyacrylsauremethylester (104d, SEB-122, DAT-010)
Edukt: Enamin 102d (2.68 g, 13.73 mmol). Der gebildete Feststoff wird aus Aceton umkristallisiert. Ausbeute:
69% (1.59 g, 9.42 mmol) eines braunen Feststoffs.
O1 3 5
8 72 RN
7
'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 3.93 (s, 3H, 8-H), 6.51 (s, 1H, OH), 6.52 (m, 1H, 6-H), 6.59 (s, 1H, 3-H), 6.87
(d, J = 3.6 Hz, 1H, 5-H), 7.47 (dd, J = 0.5, 1.8 Hz, 1H, 7-H) ppm. **C-NMR (100 MHz, CDCl): & = 53.0 (8-C),
101.2 (3-C), 112.3 (6-C), 113.0 (5-C), 137.5 (7-C), 142.5 (4-C), 149.8 (2-C), 165.9 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 109 (100) [M-C,H,0,+H]*, 169 (26) [M+H]*. HR-ESI-MS: m/z = 167.0347 [M-HJ’, berech-
net fir CgH,NO,: 167.0350. Ri-Wert: 0.42 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3404 (O-H), 1704 (C=0) cm'*. Schmelz-
punkt: 90-92 °C.

2-Hydroxy-3-(4-methoxyethoxymethoxyphenyl)acrylsduremethylester (104e, SEB-241)
Edukt: Enamin 102e (5.16 g, 14.71 mmol). Das gebildete Rohprodukt wird mittels Kugelrohrdestillation bei
200 °C und 2.0x10? mbar gereinigt. Ausbeute: 72% (4.59 g, 10.64 mmol) einer gelben viskosen Fliissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 3.38 (m, 3H, 10-H), 3.57 (m, 2H, 8-H, 9-H), 3.64, 3.78, 3.91 (3s, 3H, 11-H),
3.83 (m, 2H, 8-H, 9-H), 5.26, 5.29, 5.35 (3s, 2H, 7-H), 6.51 (s, 1H, 3-H), 6.80, 6.93, 7.06, 7.17, 7.31, 7.72, 7.84
(7m, 4H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 52.6, 53.0, 53.3 (11-C), 58.9, 59.6 (10-C), 67.5, 67.6,
67.9, 68.0, 71.4, 71.5 (8-C, 9-C), 93.0, 93.2, 93.4 (7-C), 110.9 (3-C), 115.8, 116.1, 116.3, 116.5, 116.6, 130.7,
130.8, 130.9, 131.3, 131.5, 131.8 (5-C), 124.7, 126.0, 127.9, 132.6 (4-C), 137.9 (2-C), 156.4, 156.9 (6-C), 162.2,
166.7 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 300 (116) [M+NH,]*, 305 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z =
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305.1001 [M+Na]*, berechnet fiir C14H1gNaOg": 305.0996. R-Wert: 0.13 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3434 (O-H),
1743 (C=0), 1693 (C=0) cm™.

3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-hydroxyacrylsauremethylester (104f, DAT-012)"%
Edukt: Enamin 102f (5.72 g, 17.00 mmol). Der gebildete Feststoff wird aus DCM umkristallisiert. Ausbeute:
58% (3.22 g, 9.78 mmol) eines gelben Feststoffs.
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IH-NMR (400 MHz, CDCly): 5 = 1.38 (s, 9H, 9-H), 2.17 (s, 1H, 2-H), 3.92 (s, 3H, 10-H), 6.52 (s, 1H, 3-H),
7.00 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.69 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 28.6 (9-C),
52.8 (10-C), 78.9 (8-C), 111.1 (3-C), 122.4 (4-C), 123.9 (6-C), 130.6 (5-C), 155.7 (2-C), 167.0 (7-C), 191.1 (1-

C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 192 (100) [M-C4Hs-H], 249 (43) [M-H]". R-Wert: 0.42 (CH:EE, 7:3).
IR (KBr): 3392 (O-H), 1747 (C=0), 1693 (C=0) cm™,

3-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxyacrylsauremethylester (104h, SEB-112)
Edukt: Enamin 102h (5.11 g, 21.32 mmol). Der gebildete Feststoff wird aus Et;,O umkristallisiert. Ausbeute:
90% (4.07 g, 19.12 mmol) eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 3.93 (s, 3H, 8-H), 6.13 (s, 1H, OH), 6.50 (s, 1H, 3-H), 7.34 (m, J = 8.6 Hz,
2H, 5-H), 7.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 53.3 (8-C), 109.9 (3-C), 128.6
(6-C), 131.1 (5-C), 131.8 (4-C), 133.6 (7-C), 139.4 (2-C), 166.4 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 151
(100) [M-CO,Me], 211 (48) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 211.0169 [M-H], berechnet fir CygHgClO5:
211.0167. Re-Wert: 0.43 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3403 (O-H), 1739 (C=0), 1693 (C=0) cm™. Schmelzpunkt:
148-151 °C.

3-(4-Bromophenyl)-2-hydroxyacrylsduremethylester (104i, SEB-236)
Edukt: Enamin 102i (5.99 g, 20.65 mmol). Der gebildete Feststoff wird aus Et,O umkristallisiert. Ausbeute: 73%
(5.24 g, 15.13 mmol) eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 3.52, 4.10 (2s, 2H, 3-H), 3.77, 3.87,3.93 (3s, 6H, 8-H), 6.47 (s, 1H, 3-H), 6.77

(d, J = 8.2 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.50, 7.62 (2m, 4H, 5-H, 6-H) ppm. **C-NMR

(150 MHz, CDCl3): 6 = 38.7, 45.0 (3-C), 53.1, 53.3, 53.3 (8-C), 109.9 (3-C), 127.8, 130.6, 130.9, 131.1, 131.3,

131.4, 131.6, 131.9, 132.3, 132.8, 133.0 (5-C, 6-C), 139.5, 146.6 (2-C, 4-C, 7-C), 170.6, 171.8 (1-C) ppm.
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HPLC-MS (ESI): miz (%) = 194 (100) [M-C,H,0,-H], 255 (64) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 254.9662
[M-HJ, berechnet fiir C1oHsBrO: 254.9662. R-Wert: 0.30 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3397 (O-H), 1754 (C=0),
1738 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 126-129 °C.

3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-hydroxyacrylsauremethylester (104j, SEB-242)
Edukt: Enamin 102j (5.24 g, 15.28 mmol). Der gebildete Feststoff wird aus Et,O umkristallisiert. Ausbeute: 54%
(2.35 g, 8.28 mmol) eines hellgelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 3.87, 3.94 (2s, 3H, 10-H), 5.08, 5.12 (2s, 2H, 7-H), 6.35 (s-br, 1H, OH), 6.54
(s, 1H, 3-H), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H), 7.41 (m, 5H, 9-H), 7.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCl3): & = 53.0 (10-C), 70.0, 70.2 (7-C), 111.1 (3-C), 114.5, 115.1, 115.2, 130.9, 131.5 (5-C),
127.1,127.4,128.0, 128.6, 128.7 (9-C), 129.3 (4-C, 8-C), 136.8, 137.6 (2-C, 8-C), 158.6 (6-C), 166.8 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 285 (100) [M+H]*, 307 (21) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 307.0941 [M+Na]",
berechnet fiir C,;H;sNaO,": 307.0941. R-Wert: 0.32 (CH:EE, 8:2). IR (KBr): 3403 (O-H), 1678 (C=0) cm™.
Schmelzpunkt: 112-115 °C.

2.2.2 Syntheseroute Uber enantioselektive Hydrierung
Synthese der O-acylierten Enolester 105a-b und 115a-j

(2)-2-Benzoyloxy-3-(4-morpholinophenyl)acrylsauremethylester (105a, SEB-087)

Der Enolester 104a (2.0 g, 7.6 mmol) wird in DCM geldst und 5 min unter Argon bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieBend wird er mit Benzoesaure (1.5 Ag.), DIC (1.5 Ag.) und DMAP (0.1 Aq.) versetzt. Nach beendeter
Zugabe wird 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wird die Reaktionsmischung eingeengt und der Rickstand
im Vakuum getrocknet. Sdaulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 9:1) des Rohproduktes liefert: 2.5 g
(6.7 mmol, 88%) signalgelben Schaum.

'H-NMR (400 MHz, CD;CN): § = 3.17 (t, ] = 4.8 Hz, 4H, 7-H), 3.62 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 8-H), 3.81 (s, 3H, 12-
H), 6.86 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H), 7.40 (s, 1H, 3-H), 7.50 (m, 4H, 5-H, 11-H), 7.75 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 11-H), 8.20
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(d, J = 7.5 Hz, 2H, 5-H, 11-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CD,CN): = 48.4 (7-C), 53.0 (12-C), 67.1 (8-C),
115.3 (5-C, 11-C), 118.2, 123.0 153.4 (2-C, 4-C, 6-C, 10-C), 128.2 (3-C), 128.6, 129.5, 129.7, 130.1, 130.5,
131.0, 132.7, 134.1, 135.2 (5-C, 11-C), 164.2, 165.4 (1-C, 9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 368 (100)
[M+H]", 390 (6) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 368.1492 [M+H]", berechnet fiir C,;H,NOs": 368.1492. IR
(KBr): 1718 (C=0), 1602 (C=0) cm™.

(2)-2-Benzoyloxy-3-(4-dimethylaminophenyl)acrylsaureethylester (105b, SEB-079)

Der Enolester 114b™! (500.0 mg, 2.1 mmol) wird in DCM geldst und 5 min unter Argon bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieRend wird er mit je 1.5 Aquivalenten Benzoeséure, DIC und DMAP versetzt. Nach beendeter
Zugabe wird die Mischung 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wird eingeengt und der Riickstand im Vaku-
um getrocknet. S&ulenchromatographische Reinigung (CH/EE 9:1) liefert 601.4 mg (1.8 mmol, 83%) eines hell-

gelben kristallinen Feststoffs.

'H-NMR (400 MHz, CDsCN): 6 = 1.29 (t, ] = 7.1 Hz, 3H, 12-H), 2.97 (s, 6H, 7-H), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 11-
H), 6.68 (d, J = 9.1 Hz, 2H, 5-H), 7.39 (s, 1H, 3-H), 7.55 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 5-H), 7.63 (t, J = 7.6, 8.1 Hz, 2H,
10-H), 7.76 (t, J = 7.5, 8.7 Hz, 1H, 10-H), 8.22 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 10-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CD;CN): &
=14.2 (12-C), 40.0 (7-C), 61.3 (11-C), 111.7 (5-C, 10-C), 119.8 (4-C), 128.1 (3-C), 128.6, 129.2, 130.3, 131.9,
133.5, 133.6 (5-C, 10-C), 151.1 (2-C, 6-C, 9-C), 163.1, 164.5 (1-C, 8-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 340
(100) [M+H]", 362 (9) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 340.1544 [M+H]", berechnet fir C,H,,NO,: 340.1543.
IR (KBr): 1737 (C=0), 1715 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 99-102 °C.

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 115a-j

Die Enolester 104a-j werden in DCM gel6st und 5 min bei 0 °C unter Argon geriihrt. AnschlieRend wird trop-
fenweise Pivaloylchlorid (4 Ag.) und TEA (2 Ag.) zugefiigt. Nach beendeter Zugabe wird auf Raumtemperatur
erwarmt und 16 h bei dieser Temperatur gertihrt. Dann wird Wasser zugegeben und zweimal mit DCM extra-

hiert. Anschlieend wird tiber Na,SO, getrocknet, filtriert, eingeengt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

(2)-3-(4-Morpholinophenyl)-2-pivaloyloxyacrylsduremethylester (115a, SEB-119)
Edukt: Enolester 104a (1.30 g, 4.79 mmol). Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromatographie (CH:EE, 9:1)
gereinigt. Ausbeute: 77% (1.29 g, 3.70 mmol) einer gelbgriinen viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.41 (s, 9H, 11-H), 3.25 (t, J = 4.9 Hz, 4H, 7-H), 3.82 (s, 3H, 12-H), 3.86 (t, J
= 4.9 Hz, 4H, 8-H), 6.87 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (s, 1H, 3-H), 7.53 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-
NMR (100 MHz, CDCly): § = 27.3 (11-C), 39.0 (10-C), 48.1 (7-C), 52.2 (12-C), 66.7 (8-C), 114.4 (5-C), 123.2
(4-C), 127.3 (3-C), 131.7 (5-C), 134.4 (2-C), 151.9 (6-C), 163.5 (1-C), 176.3 (9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z
(%) = 348 (100) [M+H]", 695 (20) [2M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 348.1806 [M+H]", berechnet fiir C;H,sNOs":
348.1805. Re-Wert: 0.26 (CH:EE, 7:3). IR (Film): 1754 (C=0), 1722 (C=0) cm™.

(2)-3-(4-Dimethylaminophenyl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115b, SEB-114)
Edukt: Enolester 104b (1.07 g, 4.82 mmol). Das Rohprodukt wird sulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) gerei-
nigt. Ausbeute: 87% (1.28 g, 4.18 mmol) eines gelben kristallinen Feststoffs.
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IH-NMR (600 MHz, CDCly): & = 1.45 (s, 9H, 10-H), 3.03 (s, 6H, 7-H), 3.83 (s, 3H, 11-H), 6.68 (d, J = 9.1 Hz,
2H, 5-H), 7.29 (s, 1H, 3-H), 7.52 (d, J = 9.1 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCls): & = 27.4 (10-C),
39.1 (9-C), 40.2 (7-C), 52.2 (11-C), 111.7 (5-C), 120.0 (4-C), 128.1 (3-C), 132.0 (5-C), 133.7 (2-C), 151.3 (6-C),
163.9 (1-C), 176.4 (8-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 306 (100) [M+H]", 328 (5) [M+Na]", 611 (16)
[2M+H]", 633 (6) [2M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 306.1700 [M+H]", berechnet fiir C;;H,,NO,": 306.1700. R¢-
Wert: 0.42 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1751 (C=0), 1713 (C=0) cm'®. Schmelzpunkt: 88-89 °C.

(2)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115c, SEB-231)
Edukt: Enolester 104c (2.20 g, 7.85 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (CH:EE, 20:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 97% (2.38 g, 7.65 mmol) eines weillen kristallinen Feststoffs.

7 5 5
8 —\
0-& 4.3 O—12
N2 1
5 5
0] 0]

ll%}&o
10

11
'H-NMR (600 MHz, CDCl): & = 1.41 (s, 9H, 11-H), 1.44 (t, J = 6.9 Hz, 3H, 8-H), 3.84 (s, 3H, 12-H), 4.08 (q,
J=6.9 Hz, 2H, 7-H), 6.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H), 7.31 (s, 1H, 3-H), 7.55 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H) ppm. **C-
NMR (150 MHz, CDCl,): & = 14.7 (8-C), 27.1 (11-C), 39.0 (10-C), 52.3 (12-C), 63.5 (7-C), 114.5, 131.8 (5-C),
124.6 (4-C), 127.0 (3-C), 135.5 (2-C), 160.1 (6-C), 163.3 (1-C), 176.1 (9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
307 (100) [M+H]", 324 (31) [M+NH,]", 329 (6) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 329.1359 [M+Na]", berechnet
fir C17H,NaOs": 329.1359. Ri-Wert: 0.52 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1755 (C=0), 1715 (C=0) cm™. Schmelz-
punkt: 55-56 °C.
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(2)-3-(Furan-2-yl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115d, DAT-019)"%
Edukt: Enolester 104d (0.56 g, 3.32 mmol). Der Riickstand wird saulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) gerei-
nigt. Ausbeute: 98% (0.82 g, 3.24 mmol) eines weillen Feststoffs.
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IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.42 (s, 9H, 10-H), 3.82 (s, 3H, 11-H), 6.49 (dd, J = 1.9, 3.6 Hz, 1H, 6-H),
6.73 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 5-H), 7.26 (s, 1H, 3-H), 7.50 (dd, J = 0.8, 1.9 Hz, 1H, 7-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
CDCly): & = 27.0 (10-C), 39.1 (9-C), 52.5 (11-C), 112.4 (6-C), 115.4 (5-C), 116.2 (3-C), 134.7(2-C), 144.8 (7-
C), 176.2 (8-C), 162.9 (1-C), 148.2 (4-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 253 (47) [M+H]*, 270 (21)
[M+NH,4]*, 275 (100) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 275.0892 [M+Na]", berechnet fiir C;3H;sNaOs": 275.0890.

Re-Wert: 0.20 (CH:EE, 9:1). IR (KBr): 1750 (C=0), 1717 (C=0) cm'™.. Schmelzpunkt: 48 °C.

10

(2)-3-(4-Methoxyethoxymethoxyphenyl)-2-pivaloyloxyacrylsduremethylester (115e, SEB-244)
Edukt: Enolester 104e (0.79 g, 2.80 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) gerei-
nigt. Ausbeute: 84% (0.85 g, 2.33 mmol) einer hellgelben viskosen Flussigkeit.
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'H-NMR (600 MHz, CDCly): & = 1.41 (s, 9H, 13-H), 3.40 (s, 3H, 10-H), 3.57, 3.84 (2m, 4H, 8-H, 9-H), 3.84 (s,
3H, 14-H), 5.31 (s, 2H, 7-H), 7.07 (d, J = 9.3 Hz, 2H, 5-H), 7.30 (s, 1H, 3-H), 7.56 (d, J = 9.3 Hz, 2H, 5-H) ppm.
BC-NMR (150 MHz, CDCls): & = 27.0 (13-C), 39.0 (12-C), 52.3 (14-C), 59.0 (10-C), 67.8, 71.5 (8-C, 9-C),
93.2 (7-C), 115.7, 116.2, 131.7 (5-C), 125.9 (4-C), 126.8 (3-C), 135.9 (2-C), 158.3 (6-C), 163.2 (1-C), 176.1 (11-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 367 (100) [M+H]", 384 (92) [M+NH,]", 389 (39) [M+Na]*. HR-ESI-MS:
m/z = 389.1573 [M+Na]", berechnet fiir CigH,sNaO;": 389.1571. Ri-Wert: 0.18 (CH:EE, 8:2). IR (KBr): 1756
(C=0), 1727 (C=0) cm™.
(2)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115f, DAT-020)"*
Edukt: Enolester 104f (0.94 g, 3.75 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (CH:EE, 18:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 74% (0.93 g, 2.78 mmol) eines weil3en Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.39 (s, 9H, 9-H), 1.40 (s, 9H, 12-H), 3.83 (s, 3H, 13-H), 6.99 (d, J = 8.8 Hz,
2H, 6-H), 7.30 (s, 1H, 3-H), 7.51 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): 5 = 27.2 (12-C),
29.0 (9-C), 39.0 (11-C), 52.3 (13-C), 79.4 (8-C), 123.6 (6-C), 126.8 (4-C), 127.0 (3-C), 131.1 (5-C), 136.2 (2-C),
157.3 (7-C), 163.2 (1-C), 176.2 (10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 279 (100) [M-C,Ho]", 335 (28)
[M+H]*, 352 (37) [M+NH,]", 686 (19) [2M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 357.1675 [M+Na]®, berechnet fiir
CigHasNaOs": 357.1672. R-Wert: 0.46 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1755 (C=0), 1724 (C=0) cm™. Schmelz-
punkt: 49-50 °C.

(2)-2-Pivaloyloxy-3-(pyridin-4-yl)acrylsauremethylester (115g, DAT-017)"*
Edukt: Enolester 1049 (0.74 g, 2.57 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 7:3) gerei-
nigt. Ausbeute: 78% (0.58 g, 2.00 mmol) eines rotbraunen Feststoffs.
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'H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 1.38 (s, 9H, 9-H), 3.86 (s, 3H, 10-H), 7.23 (s, 1H, 3-H), 7.40 (d, J = 6.2 Hz,
2H, 5-H), 8.64 (d, J = 6.1 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCls): & = 26.9 (9-C), 39.1 (8-C), 52.9 (10-
C), 123.8 (5-C), 124.3 (3-C), 139.5 (4-C), 141.0 (2-C), 150.1 (6-C), 162.3 (1-C), 175.9 (7-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 264 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 264.1234 [M+H]", berechnet fir Cy,Hi;gNO,":
264.1230. Ri-Wert: 0.48 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1759 (C=0), 1736 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 48-49 °C.

(2)-3-(4-Chlorophenyl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115h, DAT-015)*
Edukt: Enolester 104h (1.37 g, 6.45 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 15:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 100% (1.91 g, 6.43 mmol) eines weillen Feststoffs.

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 1.39 (s, 9H, 10-H), 3.85 (s, 3H, 11-H), 7.29 (s, 1H, 3-H), 7.36 (d, J = 8.6 Hz,
2H, 5-H), 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 26.9 (10-C), 39.0 (9-C), 52.6
(11-C), 125.9 (3-C), 128.9 (5-C), 130.6 (4-C), 131.2 (6-C), 135.7 (7-C), 137.8 (2-C), 162.9 (1-C), 176.1 (8-C)
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ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 297 (15) [M+H]", 314 (45) [M+NH,]", 319 (100) [M+Na]*. HR-ESI-MS:
m/z = 319.0707 [M+Na]", berechnet fur C;5H;,CINaO,": 319.0708. Ri-Wert: 0.49 (CH:EE, 7:3). IR (KBr):
1754 (C=0), 1719 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 89-91 °C.

(2)-3-(4-Bromophenyl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115i, SEB-239)
Edukt: Enolester 104i (1.84 g, 7.22 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 20:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 94% (2.32 g, 6.78 mmol) eines weillen kristallinen Feststoffs.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.39 (s, 9H, 9-H), 3.85 (s, 3H, 10-H), 7.27 (s, 1H, 3-H), 7.45 (d, J = 8.6 Hz,
2H, 5-H), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 26.8 (9-C), 39.0 (8-C), 52.6 (10-
C), 123.9 (4-C), 125.9 (3-C), 129.2 (6-C), 131.0, 131.4, 131.8, 132.0, 132.5 (5-C), 137.8 (2-C), 162.8 (1-C),
176.0 (7-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 341 (32) [M+H]", 358 (100) [M+NH,]", 363 (82) [M+Na]*. HR-
ESI-MS: m/z = 363.0203 [M+Na]*, berechnet fiir C,sH,;BrNaO,": 363.0202. Rr-Wert: 0.68 (CH:EE, 7:3). IR
(KBr): 1753 (C=0), 1717 (C=0) cm™’. Schmelzpunkt: 97-100 °C.

(2)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-pivaloyloxyacrylsauremethylester (115j, SEB-243)
Edukt: Enolester 104j (0.80 g, 2.81 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 10:1) ge-

reinigt. Ausbeute: 97% (1.01 g, 2.73 mmol) eines weillen kristallinen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.41 (s, 9H, 12-H), 3.84 (s, 3H, 13-H), 5.11 (s, 2H, 7-H), 6.99 (d, J = 9.1 Hz,
2H, 5-H), 7.31 (s, 1H, 3-H), 7.42 (m, 5H, 9-H), 7.56 (d, J = 9.1 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
CDCly): 8 = 27.1 (12-C), 39.0 (11-C), 52.3 (13-C), 70.0 (7-C), 114.9, 127.4, 128.1, 128.6, 131.8 (5-C), 125.1 (4-
C), 126.9 (3-C), 135.7, 136.5 (2-C, 8-C), 159.9 (6-C), 163.3 (1-C), 176.1 (10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z
(%) = 369 (100) [M+H]", 386 (83) [M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 391.1520 [M+Na]’, berechnet fiir
CxHxNaOs": 391.1516. R-Wert: 0.38 (CH:EE, 8:2). IR (KBr): 1746 (C=0), 1726 (C=0) cm™. Schmelz-
punkt: 100-103 °C.
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Ubergangsmetallkatalysierte enantioselektive Hydrierung

(R)-3-(4-Dimethylaminophenyl)-1-ethoxy-1-oxopropan-2-yl-benzoat (116b, SEB-080)

In einem Autoklavenbehélter wird 105b (118.5 mg, 0.35 mmol) in trockenem, entgastem DCM vorgelegt. An-
schlieend wird der Katalysator [(R,R)-EtDu-Phos(COD)Rh]BF4 (111) (2 mol%.) unter Stickstoffatmosphére
zugegeben und der Autoklav mit 8.0 bar Wasserstoffdruck versetzt. Die Reaktion wird 24 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Dann wird die Reaktionsmischung eingeengt und der Riickstand saulenchromatographisch (CH:EE,
10:1) gereinigt. Es werden 26.2 mg (0.08 mmol, 22%, 98% ee) hellgelbe Flussigkeit erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, CD;CN): & = 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 12-H), 2.91 (s, 6H, 7-H), 3.20 (m, 2H, 3-H), 4.18 (q,
J=7.1Hz, 2H, 11-H), 5.32 (m, 1H, 2-H), 6.73 (d, J = 9.1 Hz, 2H, 5H), 7.19 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 5-H), 7.55 (t, J =
8.1 Hz, 2H, 10-H), 7.68 (t, J = 8.1 Hz, 1H, 10-H), 8.05 (d, J = 8.1 Hz, 2H, 10-H) ppm. *C-NMR (150 MHz,
CD;CN): & = 14.4 (12-C), 37.1 (3-C), 40.8 (7-C), 62.1 (11-C), 74.9 (2-C), 112.8, 113.5 (5-C), 118.3 (4-C),
129.7,130.4, 131.1, 132.8, 134.5 (5-H, 10-H), 151.1 (6-C, 9-C), 163.1, 164.5 (1-C, 8-C) ppm. HPLC-MS (ESI):
m/z (%) = 342 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 342.1701 [M+H]", berechnet fiir C,H»sNO,*: 342.1700. IR
(Film): 1727 (C=0), 1680 (C=0) cm™. [a]®p: +2.9° (c = 0.19, MeOH).

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 117a-j

Der Acrylséureester 115a-j und der Katalysator (S,S)-(+)-1,2-bis[(o-Metoxyphenyl)-(phenyl)phosphino]-
ethane(1,5-cyclooctadiene)rhodium(l)tetrafluoroborat (112) (1 mol%) werden unter Stickstoffatmosphare in
trockenem Methanol (60 mL) geldst. Die Reaktionsmischung wird (iber 4 Tage bei Raumtemperatur unter 5 bar
Wasserstoff in einem Laborautoklaven geriihrt. Anschlieend wird das Losungsmittel entfernt und das Rohpro-
dukt sdulenchromatographisch gereinigt.
(R)-3-(4-Morpholinophenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117a, DAT-044)"

Edukt: Acrylséureester 115a (0.55 g, 1.59 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1)
gereinigt. Ausbeute: 90% (0.50 g, 1.43 mmol, 99% ee) einer farblosen, viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.20 (s, 9H, 11-H), 3.05 (dd, J = 8.3, 14.4 Hz, 1H, 3-H), 3.13 (m, 1H, 3-H),
3.15 (t, J = 4.6 Hz, 2H, 7-H), 3.73 (s, 3H, 12-H), 3.87 (t, J = 4.7 Hz, 2H, 8-H), 5.16 (m, 1H, 2-H), 6.87 (d, J =

8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): § = 27.1 (11-C), 36.6 (3-C),
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38.6 (10-C), 49.4 (7-C), 52.1 (12-C), 66.9 (8-C), 72.8 (2-C), 115.6 (5-C), 127.5 (4-C), 130.1 (5-C), 150.2 (6-C),
170.3 (1-C), 177.8 (9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 350 (100) [M+H]", 372 (23) [M+Na]*. HR-ESI-
MS: m/z = 350.1963 [M+H]", berechnet fir CygH2NOs": 350.1962. Ri-Wert: 0.22 (CH:EE, 7:3). IR (Film):
1767 (C=0), 1735 (C=0) cm™. [a]®p: +3.4° (¢ = 0.35, MeOH).

(R)-3-(4-Dimethylaminophenyl)(2-pivaloyloxy)propansduremethylester (117b, SEB-118)
Edukt: Acrylséureester 115b (0.18 g, 0.57 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1)
gereinigt. Ausbeute: 79% (0.14 g, 0.45 mmol, 95% ee) einer farblosen viskosen Flussigkeit.

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 1.22 (s, 9H, 11-H), 2.94 (s, 6H, 8-H), 3.04 (dd, J = 8.6, 14.4 Hz, 1H, 3-H),
3.12 (dd, J = 4.3, 14.3 Hz, 1H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 12-H), 5.14 (m, 1H, 2-H), 6.70 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H, 6-H),
7.12 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 27.0 (11-C), 38.5 (10-C), 40.9 (8-C),
36.4 (3-C), 52.0 (12-C), 73.1 (2-C), 112.7 (5-C, 6-C), 123.9 (4-C), 130.0 (5-C, 6-C), 149.6 (7-C), 170.4 (1-C),
177.8 (9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 308 (100) [M+H]", 330 (14) [M+Na]®. HR-ESI-MS: m/z =
308.1856 [M+H]", berechnet fiir Cy;H,NO,": 308.1856. Ri-Wert: 0.48 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1765 (C=0),
1725 (C=0) cm™. [a]®p: +2.4° (¢ = 0.17, MeOH).

(R)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117c, SEB-251)
Edukt: Acrylséureester 115¢ (1.50 g, 4.90 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1)

gereinigt. Ausbeute: 96% (1.44 g, 4.68 mmol, 96% ee) einer farblosen viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl): & = 1.20 (s, 9H, 11-H), 1.42 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 3.06, 3.14 (2dd, J = 4.3, 9.1
Hz, 2H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 12-H), 4.03 (q, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 5.16 (dd, J = 4.3, 9.1 Hz, 1H, 2-H), 6.83 (d, J =
8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): § = 14.8 (8-C), 26.9 (11-C),
36.5 (3-C), 38.6 (10-C), 52.1 (12-C), 63.4 (7-C), 72.8 (2-C), 114.3, 130.3 (5-C), 127.9 (4-C), 157.9 (6-C), 170.2
(1-C), 177.8 (9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 207 (100) [M-(CH3)sCCO,]", 309 (2) [M+H]*, 326 (20)
[M+NH,]", 331 (3) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 331.1516 [M+Na]", berechnet fiir C;;H,,;NaOs": 331.1517.
R-Wert: 0.43 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1760 (C=0), 1737 (C=0) cm™. [a]?%: +8.1° (¢ = 1.56, MeOH).
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(R)-3-(Furan-2-yl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117d, DAT-021)"*

Edukt: Acrylsaureester 115d (0.73 g, 2.91 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE,
15:1) gereinigt. Ausbeute: 81% (0.60 g, 2.36 mmol, 96% ee) einer farblosen Flussigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.21 (s, 9H, 10-H), 3.19 (dd, J = 7.8, 15.5 Hz, 1H, 3-H), 3.24 (dd, J = 5.0, 15.6
Hz, 1H, 3-H), 3.75 (s, 3H, 11-H), 5.29 (m, 1H, 2-H), 6.12 (dd, J = 0.8, 3.0 Hz, 1H, 5-H), 6.29 (dd, J = 2.0, 3.0
Hz, 1H, 6-H), 7.32 (dd, J = 0.8, 2.0 Hz, 1H, 7-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 27.0 (10-C), 30.1 (3-
C), 38.7 (9-C), 52.3 (11-C), 70.4 (2-C), 107.5 (5-C), 110.5 (6-C), 142 (7-C), 150.1 (4-C), 169.9 (1-C), 177.6 (8-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 153 (100) [M-CsHq0,]", 255 (18) [M+H]*, 272 (14) [M+NH,]*, 277 (45)
[M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 277.1046 [M+Na]’, berechnet fir C;3H;gNaOs™: 277.1046. Ri-Wert: 0.49
(CH:EE, 9:1). IR (Film): 1739 (C=0) cm™. [a]%p: +15.4° (c = 0.20, MeOH).

(R)-3-(4-Methoxyethoxymethoxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117e, SEB-258)
Edukt: Acrylséureester 115e (0.78 g, 2.12 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 8:2)

gereinigt. Ausbeute: 92% (0.71 g, 1.94 mmol, 96% ee) einer farblosen viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (600 MHz, CDCly): & = 1.19 (s, 9H, 13-H), 3.06, 3.15 (2dd, J = 4.2, 9.1 Hz, 2H, 3-H), 3.39 (s, 3H, 10-
H), 3.57, 3.83 (2m, 4H, 8-H, 9-H), 3.73 (s, 3H, 14-H), 5.16 (m, 1H, 2-H), 5.26 (s, 2H, 7-H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz,
2H, 5-H), 7.15 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H) ppm. **C-NMR (150 MHz, CDCl.): & = 26.9 (13-C), 36.5 (3-C), 38.6
(12-C), 52.1 (14-C), 58.9 (10-C), 67.9, 71.6 (8-C, 9-C), 72.7 (2-C), 93.5 (7-C), 115.2, 115.6, 116.2, 130.4, 130.5,
131.5 (5-C), 129.4 (4-C), 156.3 (6-C), 170.2 (1-C), 177.7 (11-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 386 (100)
[M+NH,]", 391 (3) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 391.1727 [M+Na]", berechnet fiir C1sH,sNaO,": 391.1724.
R~Wert: 0.12 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1759 (C=0), 1736 (C=0) cm™. [a]*’5: +7.5° (¢ = 1.10, MeOH).
(R)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117f, DAT-032)"*

Edukt: Acrylsaureester 115f (0.49 g, 1.46 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 18:1)
gereinigt. Ausbeute: 91% (0.44 g, 1.32 mmol, 98% ee) einer leichtgelblichen Fliissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.16 (s, 9H, 12-H), 1.33 (s, 9H, 9-H), 3.06 (dd, J = 9.3, 14.2 Hz, 1H, 3-H),
3.18 (dd, J = 4.2, 14.2 Hz, 1H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 13-H), 5.16 (m, 1H, 2-H), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 6-H), 7.12
(d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H) ppm. ®*C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 27.0 (12-C), 28.7 (9-C), 36.8 (3-C), 38.7 (11-
C), 52.3 (13-C), 72.7 (2-C), 78.5 (8-C), 124.2 (6-C), 129.8 (5-C), 131.1 (4-C), 154.3 (7-C), 170.4 (1-C), 177.9
(10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (74) [M-C4Hy-CsH100,]", 281 (14) [M-C,He*+H]*, 354 (100)
[M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 359.1836 [M+Na]®*, berechnet fiir C;gH,sNaOs": 359.1829. Ri-Wert: 0.50
(CH:EE, 7:3). IR (Film): 1761 (C=0), 1739 (C=0) cm™. [a]®p: +7.6° (¢ = 0.25, MeOH).
(R)-3-(4-Chlorophenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117h, DAT-026)"*

Edukt: Acrylsdureester 115h (0.63 g, 2.14 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE,
22:1) gereinigt. Ausbeute: 91% (0.58 g, 1.95 mmol, >99% ee) eines weillen kristallinen Feststoffs.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 1.19 (s, 9H, 10-H), 3.09 (dd, J = 8.8, 14.2 Hz, 1H, 3-H), 3.19 (dd, J = 4.2, 14.3
Hz, 1H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 11-H), 5.19 (m, 1H, 2-H), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 6-H)
ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 27.0 (10-C), 36.8 (3-C), 38.7 (9-C), 52.3 (11-C), 72.4 (2-C), 128.6 (6-
C), 130.9 (5-C), 133.1 (7-C), 134.8 (4-C), 170.1 (1-C), 177.6 (8-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 299 (56)
[M+H]", 316 (97) [M+NH,]’, 321 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 321.0865 [M+Na]®, berechnet fiir
CisH1eCINaO,": 321.0864. Ri-Wert: 0.52 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1760 (C=0), 1738 (C=0) cm™. Schmelz-
punkt: 34-35 °C. [a]¥p: +8.4° (c = 0.25, MeOH).

(R)-3-(4-Bromophenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117i, SEB-249)
Edukt: Acrylsdureester 115i (0.62 g, 1.80 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 20:1)
gereinigt. Ausbeute: 60% (0.37 g, 1.09 mmol, 96% ee) eines weillen kristallinen Feststoffs.

5 5 1\0
Br-& 4 3 0
2 1
5 5 e) o)



VI Experimenteller Teil 146

'H-NMR (600 MHz, CDCl): & = 1.20 (s, 9H, 9-H), 3.09 (dd, J = 4.2, 9.0 Hz, 1H, 3-H), 3.19 (dd, J = 4.2, 9.0
Hz, 1H, 3-H), 3.74 (s, 3H, 10-H), 5.20 (dd, J = 4.2, 9.0 Hz, 1H, 2-H), 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.44 (d, J =
8.4 Hz, 2H, 5-H) ppm. ¥C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 26.9 (9-C), 36.7 (3-C), 38.7 (8-C), 52.3 (10-C), 72.2
(2-C), 121.0 (4-C), 129.2, 131.1, 131.5, 132.0, 132.6 (5-C), 135.0 (6-C), 169.9 (1-C), 177.6 (7-C) ppm. HPLC-
MS (ESI): m/z (%) = 343 (66) [M+H]", 360 (96) [M+NH,]*, 365 (100) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 365.0364
[M+Na]*, berechnet fiir C;sH;0BrNaO,": 365.0359. R-Wert: 0.50 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1751 (C=0), 1738
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 33-36 °C. [a]*’p: +8.8° (c = 0.22, MeOH).

(R)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (117j, SEB-255)
Edukt: Acrylsaureester 115j (0.80 g, 2.17 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (CH:EE, 40:1)
gereinigt. Ausbeute: 73% (0.59 g, 1.59 mmol, 69% ee) eines weillen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 8 = 1.22 (s, 9H, 12-H), 3.08, 3.18 (2dd, J = 4.3, 8.8 Hz, 2H, 3-H), 3.75 (s, 3H, 13-
H), 5.08 (s, 2H, 7-H), 5.18 (m, 1H, 2-H), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H), 7.18 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H) 7.32-7.47
(m, 5H, 9-H) ppm. C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 26.9 (12-C), 36.5 (3-C), 38.5 (11-C), 52.1 (13-C), 69.9 (7-
C), 72.7 (2-C), 114.7, 114.8, 114.9, 126.9, 127.4, 127.9, 128.1, 128.4, 128.5, 128.6, 129.2, 130.4, 131.8 (5-C, 9-
C), 125.0 (4-C), 136.4 (8-C), 157.8 (6-C), 170.2 (1-C), 177.7 (10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 269
(100) [M-(CH3);CCO,]", 371 (4) [M+H]", 388 (43) [M+NH,]", 393 (6) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 393.1670
[M+Na]", berechnet fir CyH;sNaOs"™: 393.1672. Ri-Wert: 0.43 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1754 (C=0), 1732
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 58-60 °C. [a]*’p: +4.1° (c = 1.04, MeOH).

Esterhydrolyse der Verbindungen 117a-j

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 77a-j

Zur Esterspaltung werden die Verbindungen 117a-j bei Raumtemperatur in THF (5 mL) geldst und anschlieend
mit einer L6sung aus drei Aquivalenten LiOH in 30 mL Wasser versetzt. Nach 4 Tagen Rihren bei Raumtempe-
ratur wird die Losung zweimal mit DCM extrahiert. Die wéssrige Phase wurde eingeengt und im Vakuum ge-

trocknet. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt.

(R)-2-Hydroxy-3-(4-morpholinophenyl)propanséure (77a, SEB-104)

Edukt: Propansdureester 117a (1.07 g, 3.06 mmol). Nach 48 h wird die Reaktionsmischung eingeengt und der
Ruckstand im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CHCIl3:MeOH, 7:3) gerei-
nigt. Ausbeute: 84% (0.65 g, 2.57 mmol) eines hellroten Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.81 (dd, J = 8.2, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.07 (dd, J = 3.2, 14.0 Hz, 1H, 3-
H), 3.10 (t, J = 4.8 Hz, 2H, 8-H), 3.84 (t, J = 4.8 Hz, 2H, 9-H), 4.19 (m, 1H, 2-H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H,
6-H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H, 6-H) ppm. BC-NMR (100 MHz, Methanol-d,): 5 = 40.9 (3-C), 51.2 (8-C),
68.2 (9-C), 73.0 (2-C), 117.2 (5-C, 6-C), 130.6 (4-C), 131.4 (5-C, 6-C), 151.5 (7-C), 177.4 (1-C) ppm. HPLC-
MS (ESI): m/z (%) = 250 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 252.1235 [M+H]+, berechnet fir C13H18NO4+:

252.1230. R-Wert: 0.35 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3427 (O-H), 1586(C=0) cm™.
Schmelzpunkt: 115-117 °C. [0]%p: +2.9° (¢ = 0.21, MeOH).

(R)-3-(4-Dimethylaminophenyl)-2-hydroxypropanséure (77b, SEB-088)
Edukt: Propansaureester 117b (0.77 g, 2.49 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (EE:MeOH,
9:1 + 0.1% Essigsdure) gereinigt. Ausbeute: 100% (0.52 g, 2.49 mmol) eines hellgelben Schaumes.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.76 (dd, J = 8.0, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 2.88 (s, 6H, 8-H), 3.03 (dd, J = 3.5,
14.0 Hz, 1H, 3-H), 4.14 (m, 1H, 2-H), 6.74 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.16 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H, 6-H)
ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 40.9 (3-C), 41.6 (8-C), 75.1 (2-C), 114.7 (5-C, 6-C), 129.2 (4-C),
131.3 (5-C, 6-C), 151.0 (7-C), 181.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 208 (100) [M-H]". HR-ESI-MS:
m/z = 210.1129 [M+H]", berechnet fiir C;;H;gNO3": 210.1125. R-Wert: 0.37 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsau-
re). IR (KBr): 3431 (O-H), 1562 (C=0) cm™. [a]®p: +11.9° (¢ = 0.32, MeOH).

(R)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-hydroxypropansaure (77c, SEB-257)
Edukt: Propanséureester 117c (1.26 g, 4.10 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (EE:MeOH,
9:1 + 0.05% Essigséure) gereinigt. Ausbeute: 86% (0.74 g, 3.52 mmol) eines weillen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 1.37 (t, J = 6.9 Hz, 3H, 8-H), 2.84 (m, 1H, 3-H), 3.07 (m, 1H, 3-H), 4.00
(9, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 4.27 (m, 1H, 2-H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H) ppm.
BC-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 15.1 (8-C), 40.8 (3-C), 64.3 (7-C), 73.5 (2-C), 115.1, 131.0, 131.4 (5-
C), 135.9 (4-C), 158.8 (6-C), 178.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 209 (100) [M-H]. HR-ESI-MS:
m/z = 209.0813 [M-H]’, berechnet fir C;;H130,4: 209.0819. Ri-Wert: 0.42 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsaure).
IR (KBr): 3466 (O-H), 3187 (O-H), 1739 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 156-160 °C. [a]®p: +28.3° (c = 0.23,
MeOH).
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(R)-3-(Furan-2-yl)-2-hydroxypropansaure (77d, DAT-050)*%
Edukt: Propanséureester 117d (0.22 g, 0.88 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (EE:MeOH,
7:3 + 0.1% Essigséure) gereinigt. Ausbeute: 29% (40 mg, 0.26 mmol) eines hellgelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.89 (dd, J = 8.3, 15.3 Hz, 1H, 3-H), 3.15 (dd, J = 3.4, 15.4 Hz, 1H, 3-
H), 4.21 (m, 1H, 2-H), 6.15 (dd, J = 0.8, 3.1 Hz, 2H, 5-H), 6.30 (dd, J = 1.8, 3.1 Hz, 1H, 6-H), 7.36 (dd, J = 0.8,
1.8 Hz, 1H, 7-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 35.1 (3-C), 72.6 (2-C), 107.6 (5-C), 111.3 (6-C),
142.2 (7-C), 154.6 (4-C), 180.6 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 155 (100) [M-H] . HR-ESI-MS: m/z =
155.0346 [M-H]’, berechnet fir C,H;04: 155.0344. ReWert: 0.37 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigséaure). IR
(KBr): 3414 (O-H), 1579 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 140-142 °C. [a]®p: +7.2° (¢ = 0.20, MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-(4-methoxyethoxymethoxyphenyl)propansaure (77e, SEB-261)
Edukt: Propansaureester 117e (0.55 g, 1.49 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (EE:MeOH,
9:1 + 0.05% Essigsaure) gereinigt. Ausbeute: 71% (0.29 g, 1.06 mmol) eines weiRen Feststoffs.
10—0\_/0—\70 S\ s o
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.85 (m, 1H, 3-H), 3.09 (m, 1H, 3-H), 3.34 (s, 3H, 10-H), 3.55 (m, 2H,
8-H, 9-H), 3.79 (m, 2H, 8-H, 9-H), 4.24 (m, 1H, 2-H), 5.21, 5.23 (2s, 2H, 7-H), 6.72, 6.96 (2d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-
H), 7.12, 7.21 (2d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): § = 39.7 (3-C), 59.0 (10-C),
67.8, 68.6, 72.6 (8-C, 9-C), 72.8 (2-C), 94.7, 95.3 (7-C), 115.9, 116.0, 117.2, 130.4, 131.4, 131.6 (5-C), 133.1,
133.3 (4-C), 156.9, 157.3 (6-C), 175.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 181 (14) [M-MEMY]’, 269 (100)
[M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 269.1026 [M-H], berechnet fir C;3H;;06: 269.1031. R-Wert: 0.28 (EE:MeOH,
9:1 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3427 (O-H), 1713 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 52-55 °C. [a]®’p: +32.9° (c =
0.34, MeOH).

(R)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-hydroxypropansaure (77f, DAT-049)"*
Edukt: Propansdureester 117f (0.26 g, 0.86 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (EE:MeOH,
7:3 + 0.1% Essigsdure) gereinigt. Ausbeute: 56% (80 mg, 0.34 mmol) eines weillen Feststoffs.
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'"H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 1.33 (s, 9H, 9-H), 2.82 (dd, J = 8.0, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.10 (dd, J = 3.4,
14.0 Hz, 1H, 3-H), 4.17 (m, 1H, 2-H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H, 6-H)
ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 29.3 (9-C), 41.9 (3-C), 75.0 (2-C), 79.3 (8-C), 125.0 (5-C, 6-C),
131.2 (5-C, 6-C), 135.9 (4-C), 155.1 (7-C), 181.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 237 (100) [M-H]".
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HR-ESI-MS: m/z = 237.1133 [M-H], berechnet fur Cy3H;;0,: 237.1132. R-Wert: 0.42 (EE:MeOH, 7:3
+0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3420 (O-H), 1593 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 203-205 °C. [a]®p: +3.3° (¢ =
0.37, MeOH).

(R)-3-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxypropanséure (77h, DAT-048)'*
Edukt: Propansdureester 117h (0.22 g, 0.74 mmol). Das Rohprodukt wird sulenchromatographisch (EE:MeOH,
7:3 + 0.1% Essigsaure) gereinigt. Ausbeute: 51% (75 mg, 0.37 mmol) eines weillen Feststoffs.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.86 (dd, J = 7.8, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.09 (dd, J = 3.7, 13.9 Hz, 1H, 3-
H), 4.17 (m, 1H, 2-H), 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
Methanol-d,): & = 41.9 (3-C), 74.9 (2-C), 129.4 (5-C), 132.6 (6-C), 133.0 (7-C), 139.0 (4-C), 180.7 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 199 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 199.0165 [M-H]", berechnet fiir C4HgClO;:
199.0167. R-Wert: 0.55 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3510 (O-H), 1599 (C=0) cm™.
Schmelzpunkt: 154-156 °C. [a]*°p: +4.5° (¢ = 0.38, MeOH).

(R)-3-(4-Bromophenyl)-2-hydroxypropansaure (77i, SEB-260)
Edukt: Propansdureester 117i (0.21 g, 0.61 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (EE, + 0.1%
Essigsaure) gereinigt. Ausbeute: 87% (0.13 g, 0.53 mmol) eines weillen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.84 (m, 1H, 3-H), 3.10 (m, 1H, 3-H), 4.16 (m, 1H, 2-H), 7.22 (d, J = 8.3
Hz, 2H, 5-H), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 41.5 (3-C), 74.2 (2-C),
120.8, 139.4 (4-C, 6-C), 132.0, 132.6 (5-C), 171.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 198 (5) [M-CO,],
242 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 242.9662 [M-H], berechnet fiir CqHgBrOs: 242.9662. Re-Wert: 0.23
(EE:MeOH, 9:1 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3466 (O-H), 1739 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 96-100 °C.
[a]?: +23.1° (¢ = 0.26, MeOH).

(R)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-hydroxypropansaure (77j, SEB-250)
Edukt: Propansaureester 117j (0.40 g, 0.73 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (EE, +0.5%
MeOH, +0.1% Essigséure) gereinigt. Ausbeute: 98% (0.20 g, 0.72 mmol) eines weillen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 3.44 (m, 2H, 3-H), 5.02 (m, 1H, 2-H), 5.02, 5.08 (2s, 2H, 7-H), 6.88 (d,
J =8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.18 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.30, 7.36, 7.40 (3m, 5H, 9-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
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Methanol-d,): & = 44.5 (3-C), 70.4 (7-C), 70.7 (2-C), 114.3, 115.0, 127.8, 128.2, 128.8, 128.9, 129.0, 130.4,
130.5, 131.5 (5-C, 9-C), 128.4, 137.5 (4-C, 8-C), 157.5 (6-C), 161.4 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
271 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 271.0979 [M-H], berechnet fir C,sH;50,7 271.0976. R-Wert: 0.16
(EE, +0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3419 (O-H), 1610 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 200-203 °C. [a]®p: +8.5° (¢
=0.26, MeOH).

2.2.3 Syntheseroute Uber enantioselektive enzymatische Reduktion

Synthese der a-Ketocarbonsduren 91a-j

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 91a-j

Zur Esterspaltung werden die Enolester 104a-j bei 0 °C in LiOHyq) (1.11 Aq.) suspendiert. Nach 5 h Ruhren bei
langsamem Auftauen von 0 °C auf Raumtemperatur wird die wéssrige Phase zweimal mit DCM, zweimal mit
EE extrahiert und anschlieBend eingeengt. Nach Trocknung im Vakuum werden die Rohprodukte direkt weiter
umgesetzt.

3-(4-Morpholinophenyl)-2-oxopropansaure (91a, SEB-090)
Edukt: Enolester 104a (1.73 g, 6.58 mmol). Ausbeute: 75% (1.24 g, 4.95 mmol) eines gelben Feststoffs.
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'"H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 3.19 (t, J = 4.7 Hz, 1H, 8-H), 3.21, 3.40 (2m, 1H, 8-H), 3.79 (t, J = 4.9
Hz, 1H, 9-H), 3.84, 3.87 (2t, J = 4.8 Hz, 1H, 9-H), 6.75, 7.12, 7.79 (3d, J = 9.1 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.02, 7.05,
7.08 (3m, 2H, 5-H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 46.2 (3-C), 50.5 (8-H), 51.0 (8-C), 51.4
(8-C), 67.6 (9-C), 67.7 (9-C), 68.0 (9-C). 114.6 (5-C, 6-C), 115.2 (5-C, 6-C), 116.9 (5-C, 6-C), 130.9 (5-C, 6-C),
131.9 (5-C, 6-C), 133.7 (5-C, 6-C), 153.5 (7-C), 165.0 (1-C), 192.6 (2-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
248 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 250.1074 [M+H]", berechnet Cy3H;gNO,": 250.1074. Ri-Wert: 0.53
(EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigséure). IR (KBr): 3439 (O-H), 1602 (C=0) cm™.

3-(4-Ethoxyphenyl)-2-oxopropansaure (91c, SEB-246)
Edukt: Enolester 104c (0.97 g, 4.34 mmol). Ausbeute: 86% (0.78 g, 3.75 mmol) eines weiRen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 1.38 (m, 3H, 8-H), 3.40, 3.49 (2m, 2H, 3-H), 3.99, 4.13 (2m, 2H, 7-H),
6.67-7.86 (m, 4H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 12.7 (8-C), 37.9, 42.6 (3-C), 62.9 (7-C),
112.5,112.8, 113.0, 113.3, 113.9, 126.3, 126.9, 129.1, 129.9 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 207 (100)
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[M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 207.0665 [M-H]’, berechnet fir Cy;H;,0,: 207.0663. R-Wert: 0.85 (EE:MeOH,
7:3 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3426 (O-H), 1607 (C=0) cm™.

3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-oxopropanséure (91e, SEB-247)
Edukt: Enolester 104e (0.67 g, 2.38 mmol). Ausbeute: 44% (0.28 g, 1.04 mmol) eines gelben pasttsen Feststoffs
(Rohprodukt mit einem Gehalt von 27% (HPLC-ESI-MS)).
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HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 267 (100) [M-H]". R-Wert: 0.79 (EE:MeOH, 9:1 + 0.1% Essigsdure).

3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-oxopropansaure (91f, DAT-038)™*
Edukt: Enolester 104f (0.23 g, 0.93 mmol). Ausbeute: 59% (0.13 g, 0.55 mmol) eines weilien Feststoffs.

o loH

'H-NMR (600 MHz, Methanol-d,): & = 1.38 (s, 9H, 8-H), 3.76 (s, 2H, 3-H), 6.94 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 5-H), 6.97
(d, J = 8.8 Hz, 1H, 5-H), 7.17 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 5-H), 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz,
Methanol-d,): & = 29.2 (8-C), 123.7, 125.2, 131.4 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 235 (100) [M-H]J.
HR-ESI-MS: m/z = 235.0981 [M-H]’, berechnet fur C;3H;5s0,: 235.0976. Re-Wert: 0.48 (EE:MeOH, 1:1
+0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3441 (O-H), 1607 (C=0) cm™.

2-Oxo-3-(pyridin-4-yl)propansaure (91g, DAT-037)"*
Edukt: Enolester 104g (0.32 g, 1.77 mmol). Ausbeute: 91% (0.28 g, 1.61) mmol eines gelben Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 4.70 (s, 2H, 3-H), 7.44 (d, J = 6.1 Hz, 2H, 5-H), 8.49 (d, J = 6.1 Hz, 2H,
6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 63.3 (3-C), 122.8, 127.6 (5-C), 146.0 (4-C), 149.9 (6-H)
160.5 (1-C), 173.0 (2-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 164 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 164.0354
[M-HT, berechnet fiir CgHgNO3: 164.0353. R-Wert: 0.27 (EE:MeOH, 1:1). IR (KBr): 3431 (O-H), 1735 (C=0)
cm™.
3-(4-Chlorophenyl)-2-oxopropanséaure (91h, DAT-028)**
Edukt: Enolester 104h (0.62 g, 2.93 mmol). Ausbeute: 57% (0.32 g, 1.66 mmol) eines weil3en Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 3.85 (s, 2H, 3-H), 6.04 (s, 1H, 3-H), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.30 (d,
J=8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.62 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
DMSO-dg): & = 44.7 (3-C), 127.9, 128.0, 129.3, 131.6 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 197 (100) [M-
H]". HR-ESI-MS: m/z = 197.0013 [M-H]', berechnet fiir CsHCIO5": 197.0011. Re-Wert: 0.50 (EE:MeOH, 1:1).
IR (KBr): 3430 (O-H), 1713 (C=0) cm™.

3-(4-Bromophenyl)-2-oxopropanséaure (91i, SEB-245)
Edukt: Enolester 104i (0.79 g, 3.06 mmol). Ausbeute: 53% (0.39 g, 1.62 mmol) eines weiRen Feststoffs (Roh-
produkt mit einem Gehalt von 37% (HPLC-ESI-MS)).
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 3.35-3.49 (m, 2H, 3-H), 6.69-7.79 (m, 9d, J = 8.4 Hz, 4H, 5-H) ppm.
BC-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 37.7, 42.9 (3-C), 125.7, 126.4, 128.9, 129.2, 129.4, 129.7, 129.8, 129.9,
130.2, 130.6 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 240 (100) [M-H]". R-Wert: 0.55 (EE:MeOH, 9:1 + 0.1%
Essigsaure). IR (KBr): 3421 (O-H), 1706 (C=0), 1601 (C=0) cm™.

3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-oxopropansaure (91j, SEB-248)
Edukt: Enolester 104j (0.97 g, 4.34 mmol). Ausbeute: 86% (0.78 g, 3.75 mmol) eines weillen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 3.42 (s, 2H, 3-H), 5.11 (s, 2H, 7-H), 6.95 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.23
(d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.42 (m, 5H, 9-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 43.9 (3-C), 70.4 (7-C),
115.0, 127.2, 127.6, 128.1, 128.5, 130.2 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 178 (28) [M-Bn]’, 269 (100)
[M-H]". Re-Wert: 0.85 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsiure). IR (KBr): 3403 (O-H), 1603 (C=0) cm™.

Enantioselektive enzymatische Reduktion

D-Phenylmilchsaure (66, SEB-084)

In eine Ultrafiltrationsriihrzelle mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa) wird eine L&sung
aus EDTA (2.5 pmol), Mercaptoethanol (5.0 pmol) und Ammoniumformiat (4.0 mmol) in 100 mL Reinst-
Wasser gegeben. Anschliefend wird Natriumphenylpyruvat (910, 186.1 mg, 1.0 mmol) und NAD (10.0 pmol)
darin gel6st. Die Suspension wird gerihrt, bis sich alles 16st. Die Lésung wird mit 1 M HCI auf pH=7.0 einge-
stellt. AnschlieBend werden D-LDH (200 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und
FDH (5 U aus Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und 15 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Losung wird mit 0.1 bis 0.3 bar Hilfsgasdruck (Argon) filtriert. Der Umsatz wird mittels DC
(CH/EE 1:1 + 10% Essigsaure) kontrolliert. Ist der Umsatz vollstandig wird der pH auf 3 eingestellt und die
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Ldsung mit MTBE extrahiert. Nach der Extraktion wird die organische Phase liber Na,SO, getrocknet, filtriert
und eingeengt. Es werden 166 mg (1.0 mmol, 100%) eines weillen kristallinen Feststoffs erhalten, der keiner
weiteren Reinigung bedarf.

'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 1.28 (m, 1H, 3-H) 1.48 (m, 1H, 3-H), 1.71 (m, 1H, OH), 2.73 (m, 1H, 2-
H), 5.58 (m, 1H, 4-8-H), 5.66 (d, J = 4.1 Hz, 4H, 4-8H), 8.82 (s, 1H, COOH) ppm. *C-NMR (100 MHz, Metha-
nol-ds): & = 41.6 (3-C), 72.8 (2-C), 127.5, 129.2, 130.2, 130.4, 130.5 (4-8-C), 138.8 (9-C), 177.1 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 120 (35) [M-CO,H]’, 165 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 165.0555 [M-HJ,
berechnet fiir CgHoO3™: 165.0551. Re-Wert: 0.45 (CH:EE, 1:1 + 10% Essigsaure). IR (Film): 3448 (O-H), 1734
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 122-124 °C (lit.'?, 123-124 °C). [a]®p: +26.6° (c = 3.80 Aceton), lit.: 8, +26.7° (c
= 3.80, Aceton).

(R)-2-Hydroxy-3-(4-morpholinophenyl)propansaure (77a, SEB-104)

Eine Losung aus EDTA (2.5 umol), Mercaptoethanol (5.0 pumol) und Ammoniumformiat (4.0 mmol) in 100 mL
Milli-Q-Wasser wird in eine Ultrafiltrationsriihrzelle mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff
10 kDa) gegeben. Anschliefend wird Pyruvat 91a (248.3 mg, 1.0 mmol) und NAD (10.0 pmol) darin geldst. Die
Suspension wird gerihrt, bis sich alles 16st. Danach wird die Losung mit 1 M HCI auf pH=7.0 eingestellt. Wei-
terhin werden D-LDH (200 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH (5 U aus
Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und 15 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Losung wird mit 0.1 bis 0.3 bar Hilfsgasdruck (Argon) filtriert. Der Umsatz wird mittels DC (EE:MeOH, 7:3
+ 0.1% Essigsédure) kontrolliert. Nach dem Abtrennen der Enzyme wird das Wasser entfernt und der Ruckstand
sdulenchromatographisch (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsdure) gereinigt. Die Reaktion liefert eine Ausbeute von

166.4 mg (0.66 mmol, 66%) eines orangefarbenen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.81 (dd, J = 8.2, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.07 (dd, J = 3.2, 14.0 Hz, 1H, 3-
H), 3.10 (t, J = 4.8 Hz, 2H, 8-H), 3.84 (t, J = 4.8 Hz, 2H, 9-H), 4.19 (m, 1H, 3-H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H,
6-H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 40.9 (3-C), 51.2 (8-C),
68.2 (9-C), 73.0 (2-C), 117.2 (5-C, 6-C), 130.6 (4-C), 131.4 (5-C, 6-C), 151.5 (7-C), 177.4 (1-C) ppm. HPLC-
MS (ESI): m/z (%) = 250 (100) [M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 252.1230 [M+H]", berechnet fiir C;3H1sNO,":

252.1230. R-Wert: 0.35 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3427 (O-H), 1586(C=0) cm™.
Schmelzpunkt: 115-117 °C. [0]%p: +2.9° (¢ = 0.21, MeOH).

(R)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-hydroxypropanséure (77c, SEB-253)
In eine Ultrafiltrationsriihrzelle mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa) wird eine Ldsung
aus EDTA (5.3 pmol), Mercaptoethanol (10.7 pmol) und Ammoniumformiat (8.16 mmol) in 100 mL Milli-Q-
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Wasser gegeben. Anschlieend wird Pyruvat 91c (424.7 mg, 2.04 mmol) und NADH (20.4 umol) darin gelost.
Die Suspension wird geriihrt, bis sich alles I6st. Dann wird die Lésung mit 1 M HCI auf pH=7.0 eingestellt.
AnschlieRend werden D-LDH (500 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH
(25 U aus Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und 24 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Die Losung wird mit 0.1 bis 0.3 bar Hilfsgasdruck (Argon) filtriert. Der Umsatz wird mittels DC
(EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsdure) kontrolliert. Ist der Umsatz vollstandig wird der pH auf 3 eingestellt und die
Ldsung mit MTBE extrahiert. Nach der Extraktion wird die organische Phase liber Na,SO, getrocknet, filtriert
und eingeengt. Dann wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch (EE:MeOH, 9:1 + 0.05% Essigsaure) gerei-
nigt. Die Reaktion liefert 159 mg (0.75 mmol, 37%) der gewiinschten Hydroxycarbonséure als weillen Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): 8 = 1.37 (t, J = 6.9 Hz, 3H, 8-H), 2.84 (m, 1H, 3-H), 3.07 (m, 1H, 3-H), 4.00
(9, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 4.27 (m, 1H, 2-H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H) ppm.
BC-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 15.1 (8-C), 40.8 (3-C), 64.3 (7-C), 73.5 (2-C), 115.1, 131.0, 131.4 (5-
C), 135.9 (4-C), 158.8 (6-C), 178.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 209 (100) [M-H]". HR-ESI-MS:
m/z = 209.0813 [M-H], berechnet fur C;;H130,: 209.0819. Ri-Wert: 0.42 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsaure).
IR (KBr): 3466 (O-H), 3187 (O-H), 1739 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 156-160 °C. [a]%®p: +28.3° (c = 0.23,
MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-(4-methoxyethoxymethoxyphenyl)propansaure (77e, SEB-261)
Das Pyruvat 91le (142.2 mg, 0.53 mmol) und NADH (22.0 umol) werden in einer Lésung aus EDTA
(15.2 pumol), Mercaptoethanol (11.3 pmol) und Ammoniumformiat (6.07 mmol) in 100 mL Milli-Q-Wasser
gelost. Diese wird in eine Ultrafiltrationsriihrzelle mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa)
gegeben. Die Losung wird mit 1 M HCI auf pH=7.0 eingestellt. AnschlieBend werden D-LDH (150 U aus
Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH (8 U aus Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U
/mg Feststoff) hinzugegeben und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lésung wird mit 0.1 bis 0.3 bar Hilfs-
gasdruck (Argon) filtriert. Der Umsatz wird mittels DC (EE:MeOH, 9:1+0.1% Essigsaure) kontrolliert. Ist der
Umsatz vollstandig, wird der pH auf 3 eingestellt und die Lésung mit MTBE extrahiert. Weiterhin wird die or-
ganische Phase Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(EE:MeOH, 9:1 + 0.1% Essigsaure) werden 108 mg (0.40 mmol, 75%) des weilRen Feststoffs 77e erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.85 (m, 1H, 3-H), 3.09 (m, 1H, 3-H), 3.34 (s, 3H, 10-H), 3.55 (m, 2H,
8-H, 9-H), 3.79 (m, 2H, 8-H, 9-H), 4.24 (m, 1H, 2-H), 5.21, 5.23 (25, 2H, 7-H), 6.72, 6.96 (2d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-
H), 7.12, 7.21 (2d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 39.7 (3-C), 59.0 (10-C),
67.8, 68.6, 72.6 (8-C, 9-C), 72.8 (2-C), 94.7, 95.3 (7-C), 115.9, 116.0, 117.2, 130.4, 131.4, 131.6 (5-C), 133.1,
133.3 (4-C), 156.9, 157.3 (6-C), 175.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 181 (14) [M-MEM]’, 269 (100)
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[M-H]". HR-ESI-MS: m/z = 269.1026 [M-H], berechnet fur C;3H;;0¢: 269.1031. Ri-Wert: 0.28 (EE:MeOH,
9:1 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3427 (O-H), 1713 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 52-55 °C. [a]®p: +32.9° (c =
0.34, MeOH).

(R)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-hydroxypropansaure (77f, DAT-046)"%
Das Pyruvat 91f (88.0 mg, 0.37 mmol) wird mit EDTA (0.3 mg, 0.94 pmol), Mercaptoethanol (0.15 mg, 1.87
pmol), Ammoniumformiat (94.4 mg, 1.50 mmol) und NADH (3.5 mg) versetzt. Die Suspension wird geriihrt, bis
sich alles 16st (ggf. Ultraschall). Die Lésung wird mit HCI (1 mol/L) auf pH = 7.0 eingestellt. AnschlieRend
werden D-LDH (90 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH (4.5 U aus Candi-
da boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 62 h wird die
Loésung mittels Ultrafiltrationsriihrzelle, mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa), mit 0.1
bis 0.5 bar Hilfsgasdrucks (Argon), filtriert. Nach dem Abtrennen der Enzyme wird das Wasser entfernt und das
Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigséure) gereinigt. Die Reaktion liefert
das Produkt 77f in einer Ausbeute von 72% (54 mg, 0.27 mmol) als hellgelben Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d): & = 1.33 (s, 9H, 9-H), 2.82 (dd, J = 8.0, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.10 (dd, J = 3.4,
14.0 Hz, 1H, 3-H), 4.17 (m, 1H, 2-H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H, 6-H)
ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 29.3 (9-C), 41.9 (3-C), 75.0 (2-C), 79.3 (8-C), 125.0 (5-C, 6-C),
131.2 (5-C, 6-C), 135.9 (4-C), 155.1 (7-C), 181.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 237 (100) [M-H].
HR-ESI-MS: m/z = 237.1133 [M-H], berechnet fiir CysH,0, 237.1132. Ri-Wert: 0.42 (EE:MeOH, 7:3
+0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3420 (O-H), 1593 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 203-205 °C. [a]®p: +3.3° (¢ =
0.37, MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-(pyridin-4-yl)-propansaure (77g, DAT-041)"%

Das Pyruvat 91g (116.3 mg, 0.71 mmol) wird mit EDTA (0.581 mg, 1.77 umol), Mercaptoethanol (0.247 pL,
3.54 pmol), Ammoniumformiat (178.7 mg, 2.83 mmol) und NADH (6.7 mg) versetzt. Die Suspension wird
geriihrt, bis sich alles 16st (ggf. Ultraschall). Dann wird die Lésung mit HCI (1 M) auf pH = 7.0 eingestellt. An-
schlieBend werden D-LDH (173.6 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH
(8.68 U aus Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach 49 h wird die Losung mittels Ultrafiltrationsriihrzelle, mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff
10 kDa), mit 0.1 bis 0.5 bar Hilfsgasdrucks (Argon) filtriert. Nach dem Abtrennen der Enzyme wird das Wasser
entfernt und der Ruckstand sdulenchromatographisch (EE:MeOH, 7:3 + 0.1%) gereinigt. Die Reaktion liefert die

Hydroxycarbonséure 77g in einer Ausbeute von 95% (112 mg, 0.67 mmol) als roten Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d4: & = 2.94 (dd, J = 8.0, 13.9 Hz, 1H, 3-H), 3.17 (dd, J = 3.7, 13.9 Hz, 1H, 3-H),
4.24 (m, 1H, 2-H), 7.40 (d, J = 6.1 Hz, 2H, 5-C), 8.41 (d, J = 6.1 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Me-
thanol-d;): & = 41.5 (3-C), 72.1 (2-C), 126.9 (5-C), 149.5 (6-C), 151.1 (4-C), 179.9 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 166 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 168.0659 [M+H]*, berechnet CgH;oNO;": 168.0655.
ReWert: 0.17 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3427 (O-H), 1736 (C=0) cm™. [a]*°p: +1.7° (c =
0.940, MeOH).

(R)-3-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxypropanséure (77h, DAT-040)"*

Das Pyruvat 91h (201.0 mg, 1.02 mmol) wird mit EDTA (0.7 mg, 2.54 umol), Mercaptoethanol (0.355 pL, 5.09
pmol), Ammoniumformiat (256.6 mg, 4.07 mmol) und NADH (9.6 mg) versetzt. Die Suspension wird gerihrt,
bis sich alles I6st (ggf. Ultraschall). Dann wird die Lésung mit HCI (1 M) auf pH = 7.0 eingestellt. Anschlieend
werden D-LDH (249 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH (12.47 U aus
Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 50 h
wird die Losung mittels Ultrafiltrationsriihrzelle, mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa),
mit 0.1 bis 0.5 bar Hilfsgasdrucks (Argon) filtriert. Nach dem Abtrennen der Enzyme wird das Wasser entfernt.
Das Produkt 77h wird nach séulenchromatographischer (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsaure) Reinigung als hell-

gelber Feststoff in einer Ausbeute von 44% (89 mg, 0.45 mmol) erhalten.

'"H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.86 (dd, J = 7.8, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.09 (dd, J = 3.7, 13.9 Hz, 1H, 3-
H), 4.17 (m, 1H, 2-H), 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz,
Methanol-d,): & = 41.9 (3-C), 74.9 (2-C), 129.4 (5-C), 132.6 (6-C), 133.0 (7-C), 139.0 (4-C), 180.7 (1-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 199 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 199.0165 [M-H]", berechnet fiir C4HgClO;:
199.0167. R-Wert: 0.55 (EE:MeOH, 7:3 + 0.1% Essigsdure). IR (KBr): 3510 (O-H), 1599 (C=0) cm™.
Schmelzpunkt: 154-156 °C. [a]*p: +4.5° (¢ = 0.38, MeOH).

(R)-3-(4-Bromophenyl)-2-hydroxypropansaure (77i, SEB-260)

In eine Ultrafiltrationsriihrzelle mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa) wird eine Ldsung
aus EDTA (9.8 pumol), Mercaptoethanol (5.2 pmol) und Ammoniumformiat (3.95 mmol) in 100 mL Milli-Q-
Wasser gegeben. AnschlieBend wird Verbindung 91i (180 mg, 0.74 mmol) und NADH (10.3 pmol) darin gel6st.
Die Suspension wird gerthrt, bis sich alles 16st. Dann wird die Lésung mit 1 M HCI auf pH = 7.0 eingestellt.
AnschlieBend werden D-LDH (280 U aus Staphylococcus epidermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH
(15 U aus Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff) hinzugegeben und 42 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Die Lésung wird mit 0.1 bis 0.3 bar Hilfsgasdruck (Argon) filtriert. Der Umsatz wird mittels DC
(EE:MeOH, 9:1 + 0.1% Essigséure) kontrolliert. Ist der Umsatz vollstdndig wird der pH auf 3 eingestellt und die
Losung mit MTBE extrahiert. Nach der Extraktion wird die organische Phase lber Na,SO, getrocknet, filtriert
und eingeengt. Dann wird das Rohprodukt s&ulenchromatographisch (EE, + 0.1% Essigsdure) gereinigt. Die
Reaktion liefert 122 mg (0.50 mmol, 68%) der Hydroxycarbonsdure 77i als weil3en Feststoff.
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55 H0 0
'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.84 (m, 1H, 3-H), 3.10 (m, 1H, 3-H), 4.16 (m, 1H, 2-H), 7.22 (d, J = 8.3
Hz, 2H, 5-H), 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): § = 41.5 (3-C), 74.2 (2-C),
120.8, 139.4 (4-C, 6-C), 132.0, 132.6 (5-C), 171.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 198 (5) [M-CO,],
242 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 242.9662 [M-H]’, berechnet fiir CgHgBrO5: 242.9662. Ri-Wert: 0.23
(EE:MeOH, 9:1 + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3466 (O-H), 1739 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 96-100 °C.
[0]®p: +23.1° (c = 0.26, MeOH).

(R)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-hydroxypropansaure (77j, SEB-250)

Das Pyruvat 91j (250 mg, 0.93 mmol) und NADH (9.7 umol) werden in einer Lésung aus EDTA (2.4 umol),
Mercaptoethanol (4.9 pmol) und Ammoniumformiat (3.89 mmol) in 100 mL Milli-Q-Wasser geldst. Diese wird
in eine Ultrafiltrationsriihrzelle mit Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran (Cutoff 10 kDa) gegeben. Die L6-
sung wird mit 1 M HCI auf pH = 7.0 eingestellt. AnschlieBend werden D-LDH (238 U aus Staphylococcus epi-
dermis, Aktivitat: 97 U/ mg Feststoff) und FDH (12.3 U aus Candida boidinii, Aktivitat: 0.45 U /mg Feststoff)
hinzugegeben und 42 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die L6ésung wird mit 0.1 bis 0.3 bar Hilfsgasdruck (Argon)
filtriert. Der Umsatz wird mittels DC (EE, + 0.1% Essigsdure) kontrolliert. Ist der Umsatz vollstandig, wird der
pH auf 3 eingestellt und die Losung mit MTBE extrahiert. Weiterhin wird die organische Phase (iber Na,SO,
getrocknet, filtriert und eingeengt. Nach séulenchromatographischer Reinigung (EE, + 0.5% MeOH, + 0.1%
Essigsaure) werden 150 mg (0.55 mmol, 60%) der Verbindung 77j als weiler Feststoff erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 3.44 (m, 2H, 3-H), 5.02 (m, 1H, 2-H), 5.02, 5.08 (2s, 2H, 7-H), 6.88 (d,
J=8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.18 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.30, 7.36, 7.40 (3m, 5H, 9-H) ppm. “*C-NMR (100 MHz,
Methanol-d,): & = 44.5 (3-C), 70.4 (7-C), 70.7 (2-C), 114.3, 115.0, 127.8, 128.2, 128.8, 128.9, 129.0, 130.4,
130.5, 131.5 (5-C, 9-C), 128.4, 137.5 (4-C, 8-C), 157.5 (6-C), 161.4 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
271 (100) [M-H]. HR-ESI-MS: m/z = 271.0979 [M-H]", berechnet fir CigHis04: 271.0976. R-Wert: 0.16
(EE, + 0.1% Essigsaure). IR (KBr): 3419 (O-H), 1610 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 200-203 °C. [a]*°p: +8.5°
(c = 0.26, MeOH).
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2.2.4 Synthese der Ester 122a-0, sowie der racemischen Verbindungen zur Bestimmung der Enantiome-

renreinheit

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 122a-j

Die (R)-a-Hydroxycarbonsauren 77a-j werden in 15 mL trockenem MeOH suspendiert und bei 0 °C gerihrt.
Anschliefend wird Thionylchlorid (6 Ag.) langsam hinzu getropft. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur 16 h geriihrt. Der Umsatz wurde mittels DC (Laufmittel: EE:MeOH, 1:1) kontrolliert. Nach
vollstandigem Umsatz wird berschiissiges MeOH und Thionylchlorid unter vermindertem Druck abdestilliert.
Der Ruckstand wird in Ethylacetat gelést und anschliefend dreimal mit gesattigter NaHCO3-L6sung gewaschen.
Die organische Phase wird dann mit Na,SO, getrocknet, filtriert, eingeengt und das erhaltene Rohprodukt im
Vakuum getrocknet.
(R)-2-Hydroxy-3-(4-morpholinophenyl)propansauremethylester (122a, DAT-062)*

Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonséure 77a (15 mg, 0.06 mmol). Ausbeute: 52% (8 mg, 0.03 mmol, >99% ee) einer

gelben viskosen Flussigkeit. Eine Reinigung des Rohproduktes ist nicht erforderlich.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.87 (dd, J = 7.5, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 2.99 (dd, J = 5.1, 13.9 Hz, 1H, 3-
H), 3.11 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 7-H), 3.71 (s, 3H, 9-H), 3.84 (t, J = 4.9 Hz, 4H, 8-H), 4.33 (m, 1H, 2-H), 6.91 (d, J =
8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 41 (3-H), 51.0 (7-
C), 52.3 (9-C), 68.0 (8-C), 73.3 (2-C), 117.1 (5-C), 130.1 (4-C),131.2 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
266 (100) [M+H]*, 288 (41) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 266.1387 [M-H]", berechnet fiir Cy4H,NO,":
266.1387. Rr-Wert: 0.54 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigsaure). IR (Film): 3425 (O-H), 1740 (C=0) cm™. [a]%p:
+2.1° (c = 0.34, MeOH).

(R)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-hydroxypropansduremethylester (122c, SEB-263)

Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonséure 77¢ (68 mg, 0.32 mmol). Sdulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 8:2)
liefert Verbindung 122c in einer Ausbeute von 87% (63 mg, 0.28 mmol, 96% ee) als farblose viskose Flussig-
keit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): 8 = 1.42 (t J = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 2.70 (s-br, 1H, OH), 2.92 (dd, J = 6.9, 14.0 Hz,
1H, 3-H), 3.08 (dd, J = 4.1, 14.1 Hz, 1H, 3-H), 3.78 (s, 3H, 9-H), 4.02 (g, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 4.43 (m, 1H, 2-
H), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 14.8 (8-
C), 39.7 (3-C), 52.4 (9-C), 63.4 (7-C), 71.4 (2-C), 114.5 (5-C), 128.0 (4-C), 130.4 (5-C), 158.0 (6-C), 174.6 (1-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 165 (100) [M-CO,Me]", 247 (22) [M+Na]®*. HR-ESI-MS: m/z =
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247.0933 [M+Na]", berechnet fiir C;,H;sNaO,": 247.0941. R-Wert: 0.19 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3476 (O-H),
1739 (C=0) cm™. [a]®p: -5.7° (c = 0.47, MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-(4-methoxyethoxymethoxyphenyl)propansduremethylester (122e, SEB-264)
Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonséure 77e (58 mg, 0.21 mmol). Saulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 8:2)
des Rohproduktes liefert Verbindung 122e in einer Ausbeute von 17% (10 mg, 0.04 mmol, 82% ee) als farblose
viskose Flussigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & = 2.61, 2.90 (2t, J = 7.6 Hz, 4H, 8-H, 9-H), 3.05 (dd, J = 8.7, 14.3 Hz, 1H, 3-H),
3.15 (dd, J = 4.6, 14.3 Hz, 1H, 3-H), 3.68 (s, 3H, 10-H), 3.74 (s, 3H, 11-H), 4.88 (s-br, 1H, OH), 5.16 (m, 1H, 2-
H), 6.77 (m, 2H, 7-H), 6.77, 7.10 (2m, 4H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 29.7, 30.1, 35.9 (8-C,
9-C), 36.6 (3-C), 51.6 (10-C), 52.2 (11-C), 72.8 (2-C), 114.6 (7-C), 115.2, 115.3, 128.2, 129.4, 130.6 (5-C),
131.9 132.7 (4-C), 154.0, 154.6 (6-C), 173.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 302 (100) [M+NH,]". Rr-
Wert: 0.45 (CH:EE, 1:1). IR (Film): 3410 (O-H), 1735 (C=0) cm™. [a]*°p: -27.5° (c = 0.08, MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propansauremethylester (122f, DAT-059)"*
Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonsaure 77f (37 mg, 0.15 mmol). Ausbeute: 50% (15 mg, 0.08 mmol, >99% ee) einer
roten Flissigkeit. Eine Reinigung des Produktes ist nicht erforderlich.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 2.92 (dd, J = 6.4, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.08 (dd, J = 4.2, 14.1 Hz, 1H, 3-H), 3.80
(s, 3H, 8-H), 4.44 (m, 1H, 2-H), 5.54 (s, 1H, 7-H), 6.76 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 5-H), 7.08 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 5-H)
ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): § =39.7 (3-C), 52.5 (8-C), 71.4 (2-C), 115.5 (5-C), 128.1 (4-C), 130.7 (5-C),
154.8 (6-C), 174.7 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 219 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 219.0630
[M+Na]", berechnet fur C;oH;,NaO,": 219.0628. Ri-Wert: 0.83 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigsaure). IR (Film):
3386 (O-H), 1738 (C=0) cm™. [a]®p: +0.87° (¢ = 1.15, MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-(pyridin-4-yl)-propansauremethylester (122g, DAT-057)'%
Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonsaure 77g (59 mg, 0.35 mmol). Ausbeute: 47% (30 mg, 0.17 mmol, >99% ee) eines

rotbraunen Ols. Eine Reinigung des Produktes ist nicht erforderlich.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 2.97 (dd, J = 7.4, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.15 (dd, J = 4.2, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.80
(s, 3H, 7-H), 4.50 (m, 1H, 2-H), 7.20 (d, J = 5.2 Hz, 2H, 5-H), 8.50 (d, J = 5.1 Hz, 2H, 6-H) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCly): & = 39.7 (3-C), 52.7 (7-C), 70.3 (2-C), 124.9 (5-C), 146.3 (4-C), 149.3 (6-C), 174.0 (1-C)
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ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 282 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 182.0815 [M+H]", berechnet fiir
CoH1,NO;™: 182.0812. R-Wert: 0.46 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigsaure). IR (Film): 3440 (O-H), 1745 (C=0)
cm™. [a]®p: +9.6° (¢ = 0.24, MeOH).

(R)-3-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (122h, DAT-058)"*2
Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonsaure 77h (61 mg, 0.30 mmol). Ausbeute: 67% (44 mg, 0.20 mmol, >99% ee) einer
gelben Flissigkeit. Eine Reinigung des Produktes ist nicht erforderlich.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl): & = 2.95 (dd, J = 6.8, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.11 (dd, J = 4.3, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.79
(s, 3H, 7-H), 4.45 (m, 1H, 2-H), 7.17 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCls): & = 39.7 (3-C), 52.6 (7-C), 71.0 (2-C), 128.5, 130.8 (5-C), 132.8, 134.8 (4-C, 6-C), 174.4 (1-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 237 (100) [M+Na]*. R-Wert: 0.63 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigsaure).
IR (Film): 3465 (O-H), 1740 (C=0) cm™. [a]®p: +1.3° (c = 0.23, MeOH).

(R)-3-(4-Bromophenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (122i, SEB-262)
Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonséure 77i (68 mg, 0.28 mmol). S&ulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 9:1)
liefert das Produkt 122i in einer Ausbeute von 46% (33 mg, 0.13 mmol, 98% ee) als weilRen Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.83 (s-br, 1H, OH), 2.93 (dd, J = 6.9, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.11 (dd, J = 4.4,
14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.79 (s, 3H, 7-H), 4.45 (m, 1H, 2-H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.44 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl): & = 39.8 (3-C), 52.5 (7-C), 70.9 (2-C), 120.9, 135.3 (4-C, 6-C), 131.2,
131.4 (5-C), 174.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 281 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 280.9752
[M+Na]", berechnet fiir C;oH;;BrNaO;": 280.9784. R-Wert: 0.15 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3492 (O-H), 1731
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 53-56 °C. [a]*°p: +7.6° (¢ = 0.29, MeOH).

(R)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-hydroxypropansduremethylester (122j, SEB-265)
Edukt: (R)-a-Hydroxycarbonséure 77j (13 mg, 0.05 mmol). Das Rohprodukt wird mittels S&ulenchromato-
graphie (CH:EE, 8:2) gereinigt. Die Reaktion liefert das Produkt 122j in einer Ausbeute von 99% (14 mg, 0.05

mmol, 88% ee) als weillen Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 2.94 (dd, J = 6.7, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.09 (dd, J = 4.4, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.80
(s, 3H, 10-H), 4.46 (m, 1H, 2-H), 5.07 (s, 2H, 7-H), 6.94 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H),
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7.33-7.47 (m, 5H, 9-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 39.7 (3-C), 52.4 (10-C), 70.0 (7-C), 71.4 (2-C),
114.8, 130.5 (5-C), 127.4, 127.9, 128.5 (9-C), 137.1 (4-C, 8-C), 157.9 (6-C), 174.6 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 287 (22) [M+H]", 304 (32) [M+NH,]*, 309 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 309.1096
[M+Na]*, berechnet fiir C;;HsNaO,": 309.1097. R-Wert: 0.14 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3540 (O-H), 1727
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 66-69 °C. [a]*%: +11.1° (c = 0.09, MeOH).

(R)-2-Hydroxy-3-phenylpropanséaurebenzylester (1220, SEB-105)

D-Phenylmilchsaure (66,60 mg, 0.36 mmol) wird in 20 mL Toluol suspendiert und mit Benzylalkohol (1.5 Ag.)
und p-Toluolsulfonsaure (0.01 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird vier Stunden am Wasserabscheider
erhitzt. Nach Reaktionsende wird die Losung mit MTBE verdinnt und mit gesattigter Natriumhydrogencarbo-
natlésung gewaschen. Die waéssrige Phase wird mehrfach mit MTBE extrahiert, die vereinten organischen Pha-
sen mit gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen, tiber Na,SO,4 getrocknet und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Zur Entfernung des Uberschiissigen Benzylalkohols wird im Kugelrohr bei 120°C und
3.5 %10 bar destilliert. Der Riickstand wird saulenchromatographisch (CH:EE, 3:1) gereinigt. Die Reaktion
liefert 62.6 mg (0.24 mmol, 68%, 96% ee) farblose Flissigkeit.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 8 = 2.79 (s, 1H, OH), 2.99 (dd, I = 6.6, 13.9 Hz, 1H, 3-H), 3.14 (dd, J = 4.7, 14.0
Hz, 1H, 3-H), 4.47-4.55 (m, 1H, 2-H), 5.19-5.20 (2s, 2H, 6-H), 7.13-7.44 (2m, 10H, 5-H, 8-H) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCly): 8 = 40.5 (3-C), 67.3 (6-C), 71.2 (2-C), 126.8, 128.3, 128.5, 128.6, 128.6, 129.5 (5-C, 8-C),
136.0, 136.1 (4-C, 7-C), 173.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 91 (6) [C;H/]", 257 (15) [M+H]", 279
(32) [M+Na]*, 535 (9) [2M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 279.0999 [M+Na]’, berechnet fiir CisH;sNaO;":
279.0997. Rr-Wert: 0.16 (CH:EE, 7:1). IR (Film): 3436 (O-H), 1739 (C=0) cm™. [0]%p: +54.8° (c = 1.50,
DCM), lit.:?? [a]?p: +54.9° (c = 1.50, DCM).

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 124a-j

Die Enolester 104a-j werden in trockenem THF (20 mL) gel6st und bei -10°C geruhrt. Anschliefend werden
NaBH, (2 Aq.) zugegeben. Es wird 8 h bei -10°C geriihrt und der Umsatz mittels DC kontrolliert. Nach vollstan-
digem Umsatz wird die Reaktionsmischung mit gesattigter NaCl-Losung (ca. -10 °C) versetzt und dreimal mit
DCM extrahiert. Die organische Phase wird Uber Na,SO, getrocknet, filtriert, eingeengt und der Rickstand im
Vakuum getrocknet.

(R/S)-2-Hydroxy-3-(4-morpholinophenyl)propansauremethylester (124a, SEB-116)
Edukt: Enolester 104a (0.10 g, 0.38 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 7:3) gerei-
nigt. Als Ausbeute werden 58 mg (0.22 mmol, 58%) orangefarbene Flissigkeit erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 2.87 (dd, J = 7.5, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 2.99 (dd, J = 5.1, 13.9 Hz, 1H, 3-
H), 3.11 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 7-H), 3.71 (5, 3H, 9-H), 3.84 (t, J = 4.9 Hz, 4H, 8-H), 4.33 (m, 1H, 2-H), 6.91 (d, J =
8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 41 (3-H), 51.0 (7-
C), 52.3 (9-C), 68.0 (8-C), 73.3 (2-C), 117.1 (5-C), 130.1 (4-C),131.2 (5-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
266 (100) [M+H]", 288 (41) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 266.1387 [M-H]", berechnet fiir CysH,oNO,":
266.1387. Re-Wert: 0.54 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigsaure). IR (Film): 3425 (O-H), 1740 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(4-Dimethylaminophenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (124b, SEB-115)
Edukt: Enolester 104b (0.10 g, 0.45 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH/EE 7:3) gerei-
nigt. Als Ausbeute werden 63 mg (0.28 mmol, 62%) orangefarbene Flissigkeit erhalten.
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'H-NMR (600 MHz, CDsCN): & =2.81 (dd, ] = 7.1, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 2.91 (s, 6H, 7-H), 2.94 (dd, J = 4.9, 14.0
Hz, 1H, 3-H), 3.32 (s-br, 1H, OH), 3.71 (s, 3H, 8-H), 4.32 (m, 1H, 2-H), 6.71 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.07 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. ®C-NMR (100 MHz, CDsCN): & = 40.3 (3-C), 40.9 (7-C), 52.4 (8-C), 72.7 (2-C),
113.5 (5-C), 125.7 (4-C), 129.2, 131.0, 131.1 (5-C), 150.8 (6-C), 174.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) =
120 (13) [Ph-NMe,]", 134 (5) [H,CPh-NMe,]*, 224 (100) [M+H]*, 246 (53) [M+Na]", 469 (2) [2M+Na]*. HR-
ESI-MS: m/z = 224.1278 [M+H]", berechnet fiir C;,H;sNO;": 224.1281. Ri-Wert: 0.56 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1%
Essigsaure). IR (Film): 3440 (O-H), 1739 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (124c, SEB-263)
Edukt: Enolester 104c¢ (150 mg, 0.67 mmol). Sdulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 8:2) liefert 124c in

einer Ausbeute von 53% (80 mg, 0.36 mmol) als farblose viskose Flussigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.42 (t ] = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 2.70 (s-br, 1H, OH), 2.92 (dd, J = 6.9, 14.0 Hz,
1H, 3-H), 3.08 (dd, J = 4.1, 14.1 Hz, 1H, 3-H), 3.78 (s, 3H, 9-H), 4.02 (q, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 4.43 (m, 1H, 2-
H), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 14.8 (8-
C), 39.7 (3-C), 52.4 (9-C), 63.4 (7-C), 71.4 (2-C), 114.5 (5-C), 128.0 (4-C), 130.4 (5-C), 158.0 (6-C), 174.6 (1-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 165 (100) [M-CO,Me]", 247 (22) [M+Na]’. HR-ESI-MS: m/z =
247.0933 [M+Na]", berechnet fiir C,H;sNaO,": 247.0941. R-Wert: 0.19 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3476 (O-H),
1739 (C=0) cm™.
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(R/S)-3-(Furan-2-yl)-2-hydroxypropansauremethylester (124d, DAT-043)™*
Edukt: Enolester 104d (0.194 g, 1.16 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 61% (119 mg, 0.70 mmol) gelber Feststoff.
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'H-NMR (400 MHz, Methanol-d,): & = 1.52 (dd, J = 7.2, 15.2 Hz, 1H, 3-H), 1.64 (dd, J = 5.3, 15.1 Hz, 1H, 3-
H), 2.26 (s, 3H, 8-H), 2.95 (m, 1H, 2-H), 4.66 (dd, J = 0.8, 3.3 Hz, 1H, 5-H), 4.83 (dd, J = 1.9, 3.3 Hz, 1H, 6-H),
5.90 (dd, J = 0.8, 1.91 Hz, 1H, 7-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, Methanol-d,): & = 34.4 (3-C), 52.5 (8-C), 70.8
(2-C), 108.4 (5-C), 111.7 (6-C), 143.1 (7-C), 152.7 (4-C), 175.8 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 153
(100) [M-H,0+H]", 193 (80) [M+H]*. R-Wert: 0.25 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 3465 (O-H), 1739 (C=0) cm™.

(R/S)-2-Hydroxy-3-(4-methoxyethoxymethoxyphenyl)propansduremethylester (124e, SEB-264)

Edukt: Pivaloat 123e (24 mg, 0.09 mmol) wird gemé&R der Esterschutzgruppenspaltung der Pivaloate 117a-j zur
racemischen a-Hydroxycarbonsdure 77e umgesetzt, die ohne weitere Reinigung mit Thionylchlorid in Methanol
gemal der Vorschrift zur Herstellung der a-Hydroxycarbonsédure methylester 122a-j zu 124e weiter umgesetzt
wird. S&ulenchromatographische Reinigung (CH:EE, 8:2) des Rohproduktes liefert 124e in einer Ausbeute von

19% (5 mg, 0.02 mmol) als farblose viskose Flissigkeit.
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'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.61, 2.90 (2t, J = 7.6 Hz, 4H, 8-H, 9-H), 3.05 (dd, J = 8.7, 14.3 Hz, 1H, 3-H),
3.15 (dd, J = 4.6, 14.3 Hz, 1H, 3-H), 3.68 (s, 3H, 10-H), 3.74 (s, 3H, 11-H), 4.88 (s-br, 1H, OH), 5.16 (m, 1H, 2-
H), 6.77 (m, 2H, 7-H), 6.77, 7.10 (2m, 4H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 29.7, 30.1, 35.9 (8-C,
9-C), 36.6 (3-C), 51.6 (10-C), 52.2 (11-C), 72.8 (2-C), 114.6 (7-C), 115.2, 115.3, 128.2, 129.4, 130.6 (5-C),
131.9 132.7 (4-C), 154.0, 154.6 (6-C), 173.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 302 (100) [M+NH,]". R
Wert: 0.45 (CH:EE, 1:1). IR (Film): 3410 (O-H), 1735 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (124f, DAT-053)'*
Edukt: Enolester 104f (0.84 g, 0.33 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) gerei-
nigt. Ausbeute: 91% (76.7 mg, 0.30 mmol) einer gelben Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 1.34 (s, 9H, 9-H), 2.93 (dd, J = 6.9 Hz, 14.1 Hz, 1H, 3-H), 3.07 (dd, J = 4.5,
14.0 Hz, 1H, 3-H), 4.43 (dd, J = 4.5, 6.9 Hz, 1H, 2-H), 6.92 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 6-H), 7.11 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-
H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 28.8 (9-C), 39.9 (3-C), 52.3 (10-C), 71.4 (2-C), 78.3 (8-C), 124 .0
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(6-C), 129.8 (5-C), 131.1 (4-C), 154.3 (7-C), 174.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 275 (100)
[M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 275.1259 [M+Na]*, berechnet C1,H,0NaO,": 275.1254. Re-Wert: 0.23 (CH:EE,
7:3). IR (Film): 3454 (O-H), 1743 (C=0) cm™.

(R/S)-2-Hydroxy-3-(pyridin-4-yl)-propanséuremethylester (124g, DAT-052)"%
Edukt: Enolester 104g (0.11 g, 0.63 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (EE:MeOH, 9:1)
gereinigt. Ausbeute: 40% (46.2 mg, 0.25 mmol) einer gelben Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): 6 =2.94 (dd, J = 7.5, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.12 (dd, J = 4.3, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.76
(s, 3H, 7-H), 4.16 (s, 1H, OH), 4.48 (m, 1H, 2-H), 7.18 (d, J = 5.7 Hz, 2H, 5-H), 8.44 (d, 2H, 6-H) ppm. **C-
NMR (100 MHz, CDCly): 5 = 39.7 (3-C), 52.5 (7-C), 70.4 (2-C), 124.9 (5-C), 146.3 (4-C), 149.3 (6-C), 174.0
(1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 164 (11) [M-H,O+H]", 182 (100) [M+H]*. HR-ESI-MS: m/z =
182.0809 [M+H]", berechnet CqH;,NO;*: 182.0812. R-Wert: 0.63 (EE:MeOH, 1:1 + 0.1% Essigséaure). IR
(Film): 3207 (O-H), 1746 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(4-Chlorophenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (124h, DAT-036)"
Edukt: Enolester 104h (0.114 g, 0.53 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 62% (71 mg, 0.33 mmol) eines gelben Feststoffs.
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'"H-NMR (600 MHz, CDCl5): & = 2.90 (s, 1H, OH), 2.95 (dd, J = 6.8, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.11 (dd, J = 4.4, 14.1
Hz, 1H, 3-H), 3.79 (s, 3H, 8-H), 4.45 (m, 1H, 2-H), 7.17 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 6-H)
ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 39.7 (3-C), 52.5 (8-C), 71.0 (2-C), 128.5 (6-C), 130.8 (5-C), 132.8 (7-
C), 134.8 (4-C), 174.5 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 237 (100) [M+Na]". R¢-Wert: 0.23 (CH:EE,
7:3). IR (KBr): 3405 (O-H), 1749 (C=0) cm™. Schmelzpunkt: 52-54 °C.

(R/S)-3-(4-Bromophenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (124i, SEB-262)
Edukt: Enolester 104i (0.150 g, 0.43 mmol). Das Rohprodukt wird s&ulenchromatographisch (CH:EE, 8:2) ge-
reinigt. Ausbeute: 51% (57.2 mg, 0.22 mmol) eines weifen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 2.83 (s-br, 1H, OH), 2.93 (dd, J = 6.9, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.11 (dd, J = 4.4,
14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.79 (s, 3H, 7-H), 4.45 (m, 1H, 2-H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.44 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl): & = 39.8 (3-C), 52.5 (7-C), 70.9 (2-C), 120.9, 135.3 (4-C, 6-C), 131.2,
131.4 (5-C), 174.3 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 281 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 280.9752
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[M+Na]*, berechnet fir CyoH1:BrNaO;": 280.9784. Ri-Wert: 0.15 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3492 (O-H), 1731
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 53-56 °C.

(R)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-hydroxypropansauremethylester (124j, SEB-265)

Edukt: Enolester 104j (200 mg, 0.62 mmol). Das Rohprodukt wird mittels Sdulenchromato-graphie (CH:EE, 8:2)
gereinigt. Die Reaktion liefert das Produkt in einer Ausbeute von 83% (154 mg, 0.51 mmol) als weif3en Fest-
stoff.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.94 (dd, J = 6.7, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.09 (dd, J = 4.4, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.80
(s, 3H, 10-H), 4.46 (m, 1H, 2-H), 5.07 (s, 2H, 7-H), 6.94 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H),
7.33-7.47 (m, 5H, 9-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 39.7 (3-C), 52.4 (10-C), 70.0 (7-C), 71.4 (2-C),
114.8, 130.5 (5-C), 127.4, 127.9, 128.5 (9-C), 137.1 (4-C, 8-C), 157.9 (6-C), 174.6 (1-C) ppm. HPLC-MS
(ESI): m/z (%) = 287 (22) [M+H]", 304 (32) [M+NH,]*, 309 (100) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 309.1096
[M+Na]", berechnet filr Ci;H;gNaO,": 309.1097. Ri-Wert: 0.14 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 3540 (O-H), 1727
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 66-69 °C. [a]*’p: +11.1° (c = 0.09, MeOH).

(R/S)-2-Hydroxy-3-phenylpropansaurebenzylester (1240, SEB-105)

DL-Phenylmilchsiure (66, 0.50 g, 50.0 mmol) wird in 20 mL Toluol suspendiert und mit Benzylalkohol
(1.5 Ag.) und p-Toluolsulfonséure (0.01 Aq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird vier Stunden am Wasserab-
scheider erhitzt. Nach Reaktionsende wird die Losung mit MTBE verdlnnt und mit gesattigter Natriumhydro-
gencarbonatlésung gewaschen. Die wassrige Phase wird mehrfach mit MTBE extrahiert, die vereinten organi-
schen Phasen mit gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und am Rotationsver-
dampfer vom Ldésungsmittel befreit. Zur Entfernung des berschiissigen Benzylalkohols wird im Kugelrohr bei
120°C und 3.5 x107 bar destilliert. Der Riickstand wird saulenchromatographisch (CH:EE, 3:1) gereinigt. Die
Reaktion liefert 0.51 g (1.98 mmol, 66%) farblose Flussigkeit.

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.79 (s, 1H, OH), 2.9 (dd, J = 6.6, 13.9 Hz, 1H, 3-H), 3.14 (dd, J = 4.7, 14.0
Hz, 1H, 3-H), 4.47-4.55 (m, 1H, 2-H), 5.19-5.20 (25, 2H, 6-H), 7.13-7.44 (2m, 10H, 5-H, 8-H) ppm. *C-NMR
(100 MHz, CDCl,): § = 40.5 (3-C), 67.3 (6-C), 71.2 (2-C), 126.8, 128.3, 128.5, 128.6, 128.6, 129.5 (5-C, 8-C),
136.0, 136.1 (4-C, 7-C), 173.9 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 91 (6) [C/H/]", 257 (15) [M+H]", 279
(32) [M+Na]*, 535 (9) [2M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 279.0999 [M+Na]*, berechnet fir CysH;cNaO;":
279.0997. IR (Film): 3436 (O-H), 1739 (C=0) cm™.
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(R/S)-Methyl-2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propanséaureester (124f, DAT-061)"*

t-Butylether 124f (51.2 mg, 0.20 mmol), wird unter Argon in 15mL trockenen MeOH suspendiert und bei 0 °C
gertihrt. AnschlieBend wird Thionylchlorid (90 pL, 1.22 mmol) langsam hinzu getropft. Das Reaktionsgemisch
wird dann bei Raumtemperatur 16 h gerithrt. Anschlieend wird tiberschissiges MeOH und Thionylchlorid unter
vermindertem Druck abdestilliert. Der Ruckstand wird in Ethylacetat geldst und anschliefend dreimal mit gesét-
tigter NaHCO;-Ldsung gewaschen. Die organische Phase wird dann mit Na,SO, getrocknet, filtriert, eingeengt
und der Riickstand im Vakuum getrocknet. Die Reaktion liefert eine Ausbeute von 56% (22 mg, 0.11 mmol) des
Phenols 124f als gelbe Flissigkeit. Eine Reinigung ist nicht erforderlich.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 2.92 (dd, J = 6.4, 14.0 Hz, 1H, 3-H), 3.08 (dd, J = 4.2, 14.1 Hz, 1H, 3-H), 3.80
(s, 3H, 8-H), 4.44 (m, 1H, 2-H), 5.54 (s, 1H, OH-Phenol), 6.76 (d, J = 7.9 Hz, 2H, 5-H, 6-H), 7.08 (d, J = 7.9 Hz,
2H, 5-H, 6-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl5): & =39.7 (3-C), 52.5 (8-C), 71.4 (2-C), 115.5 (5-C, 6-C),
128.1 (4-C), 130.7 (5-C, 6-C), 154.8 (7-C), 174.7 (1-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 219 (100) [M+Na]".
HR-ESI-MS: m/z = 219.0630 [M-Na]’, berechnet fir C;oH;,NaO,": 219.0628. R-Wert: 0.83 (EE:MeOH,
1:1+0.1% Essigsaure). IR (Film): 3386 (O-H), 1738 (C=0) cm™.

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 123a-b und 123e-f

Die Acrylsaureester 115a-b und 115e-f werden in MeOH geldst und mit Pd(OH),/C (20%, 8 mol%) versetzt. Die
Hydrierungen werden bei Raumtemperatur unter einem Druck von 1 atm Wasserstoff durchgefiihrt. Nach 5 h
wird filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Rohprodukte werden im Vakuum

getrocknet.

(R/S)-3-(4-Morpholinophenyl)-2-pivaloyloxypropanséduremethylester (123a, SEB-120)
Edukt: Acrylsaureester 115a (52 mg, 0.15 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1)
gereinigt. Ausbeute: 31% (16 mg, 0.05 mmol) einer farblosen, viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.20 (s, 9H, 11-H), 3.05 (dd, J = 8.3, 14.4 Hz, 1H, 3-H), 3.13 (m, 1H, 3-H),
3.15 (t, J = 4.6 Hz, 2H, 7-H), 3.73 (s, 3H, 12-H), 3.87 (t, J = 4.7 Hz, 2H, 8-H), 5.16 (m, 1H, 2-H), 6.87 (d, J =
8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCls): § = 27.1 (11-C), 36.6 (3-C),
38.6 (10-C), 49.4 (7-C), 52.1 (12-C), 66.9 (8-C), 72.8 (2-C), 115.6 (5-C), 127.5 (4-C), 130.1 (5-C), 150.2 (6-C),
170.3 (1-C), 177.8 (10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 350 (100) [M+H]", 372 (23) [M+Na]". HR-ESI-
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MS: m/z = 350.1963 [M+H]", berechnet fiir C;gH,sNOs": 350.1962. Re-Wert: 0.22 (CH:EE, 7:3). IR (Film):
1767 (C=0), 1735 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(4-Dimethylaminophenyl)(2-pivaloyloxy)propansduremethylester (123b, SEB-118)
Edukt: Acrylsaureester 115b (0.20 g, 0.65 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1)

gereinigt. Ausbeute: 74% (0.15 g, 0.48 mmol) einer farblosen viskosen Flussigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.22 (s, 9H, 10-H), 2.94 (s, 6H, 7-H), 3.04 (dd, J = 8.6, 14.4 Hz, 1H, 3-H),
3.12 (dd, J = 4.3, 14.3 Hz, 1H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 11-H), 5.14 (m, 1H, 2-H), 6.70 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H), 7.12
(d, J = 8.8 Hz, 2H, 5-H) ppm. ®*C-NMR (100 MHz, CDCl): § = 27.0 (10-C), 38.5 (9-C), 40.9 (7-C), 36.4 (3-C),
52.0 (11-C), 73.1 (2-C), 112.7 (5-C), 123.9 (4-C), 130.0 (5-C), 149.6 (6-C), 170.4 (1-C), 177.8 (8-C) ppm.
HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 308 (100) [M+H]*, 330 (14) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 308.1856 [M+H]",
berechnet filr C;;H,6NO,*: 308.1856. Re-Wert: 0.48 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1765 (C=0), 1725 (C=0) cm'™.

(R/S)-3-(4-Methoxyethoxymethoxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (123e, SEB-258)
Edukt: Acrylsdureester 115e (46 mg, 0.13 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 8:2)
gereinigt. Ausbeute: 56% (26 mg, 0.07 mmol) einer farblosen viskosen Flissigkeit.
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'"H-NMR (600 MHz, CDCl5): § = 1.19 (s, 9H, 13-H), 3.06, 3.15 (2dd, J = 4.2, 9.1 Hz, 2H, 3-H), 3.39 (s, 3H, 10-
H), 3.57, 3.83 (2m, 4H, 8-H, 9-H), 3.73 (s, 3H, 14-H), 5.16 (m, 1H, 2-H), 5.26 (s, 2H, 7-H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz,
2H, 5-H), 7.15 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl5): § = 26.9 (13-C), 36.5 (3-C), 38.6
(12-C), 52.1 (14-C), 58.9 (10-C), 67.9, 71.6 (8-C, 9-C), 72.7 (2-C), 93.5 (7-C), 115.2, 115.6, 116.2, 130.4, 130.5,
131.5 (5-C), 129.4 (4-C), 156.3 (6-C), 170.2 (1-C), 177.7 (11-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 386 (100)
[M+NH,]", 391 (3) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 391.1727 [M+Na]", berechnet fiir C1sH,sNaO,": 391.1724.
R~Wert: 0.12 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1759 (C=0), 1736 (C=0) cm™.
(R/S)-3-(4-tert-Butoxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (123f, DAT-030)"*
Edukt: der Acrylsdureester 115f (0.22 g, 0.66 mmol). Das Rohprodukt wird sulenchromatographisch (DCM)
gereinigt. Ausbeute: 78% (0.18 g, 0.52 mmol) einer hellgelben Flussigkeit.
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IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.16 (s, 9H, 12-H), 1.33 (s, 9H, 9-H), 3.06 (dd, J = 9.3, 14.2 Hz, 1H, 3-H),
3.18 (dd, J = 4.2, 14.2 Hz, 1H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 13-H), 5.16 (m, 1H, 2-H), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 6-H), 7.12
(d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 27.0 (12-C), 28.7 (9-C), 36.8 (3-C), 38.7 (11-
C), 52.3 (13-C), 72.7 (2-C), 78.5 (8-C), 124.2 (6-C), 129.8 (5-C), 131.1 (4-C), 154.3 (7-C), 170.4 (1-C), 177.9
(10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 179 (74) [M-C,Hg-CsH100,]*, 281 (14) [M-C,Hg+H]", 354 (100)
[M+NH,]*. HR-ESI-MS: m/z = 359.1836 [M+Na]*, berechnet filr CioHxsNaOs": 359.1829. Ri-Wert: 0.50
(CH:EE, 7:3). IR (Film): 1761 (C=0), 1739 (C=0) cm™.
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Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 123c-d und 123-h-j

In einem ausgeheizten Rundkolben wird unter Argonatmosphére Natriumhydrid (2 Ag.) vorgelegt und mit
20 mL getrocknetem DCM suspendiert. Unter starkem Rihren wird der Enolester 104c-d bzw. 104h-j (1 Aq.)
zugegeben. Die Suspension wird im Eisbad abgekihlt und langsam mit Pivaloylchlorid (4 Ag.) versetzt. An-
schlieend wird die Suspension im Eisbad uber Nacht geruihrt. Nach 19 h Rihren wird die Suspension im Eisbad
erneut gekuhlt und mit 10 mL Eiswasser versetzt. Dann wird die Suspension in einen Scheidetrichter tGberfihrt
und mit DCM versetzt. Die wassrige Phase wird dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
werden Uber Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wird sdulenchroma-
tographisch gereinigt.

(R/S)-3-(4-Ethoxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansduremethylester (123c, SEB-251)
Edukt: Enolester 104c (64 mg, 0.29 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 9:1) gerei-

nigt. Ausbeute: 97% (85 mg, 0.28 mmol) einer farblosen viskosen Flissigkeit.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 1.20 (s, 9H, 11-H), 1.42 (t, J = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 3.06, 3.14 (2dd, J = 4.3, 9.1
Hz, 2H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 12-H), 4.03 (q, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H), 5.16 (dd, J = 4.3, 9.1 Hz, 1H, 2-H), 6.83 (d, J =
8.6 Hz, 2H, 5-H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): § = 14.8 (8-C), 26.9 (11-C),
36.5 (3-C), 38.6 (10-C), 52.1 (12-C), 63.4 (7-C), 72.8 (2-C), 114.3, 130.3 (5-C), 127.9 (4-C), 157.9 (6-C), 170.2
(1-C), 177.8 (9-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 207 (100) [M-(CH3)sCCO,]", 309 (2) [M+H]*, 326 (20)
[M+NH,]*, 331 (3) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 331.1516 [M+Na]", berechnet fiir C;;H,,NaOs": 331.1517.
R-Wert: 0.43 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1760 (C=0), 1737 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(Furan-2-yl)-2pivaloyloxypropansauremethylester (123d, DAT-060)"*
Edukt: Enolester 104d (69 mg, 0.41 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (CH:EE, 11:1)

gereinigt. Die Reaktion liefert eine Ausbeute von 60% (62 mg, 0.24 mmol) einer gelben Flissigkeit.

56

4/|

02307
1 0

u—"0 8 10

o) 9

10 19
'H-NMR (400 MHz, CDClg): & = 1.21 (s, 9H, 10-H), 3.19 (dd, J = 7.8, 15.5 Hz, 1H, 3-H), 3.24 (dd, J = 5.0, 15.6
Hz, 1H, 3-H), 3.75 (s, 3H, 11-H), 5.29 (m, 1H, 2-H), 6.12 (dd, J = 0.8, 3.0 Hz, 1H, 5-H), 6.29 (dd, J = 2.0, 3.0
Hz, 1H, 6-H), 7.32 (dd, J = 0.8, 2.0 Hz, 1H, 7-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl,): & = 27.0 (10-C), 30.1 (3-
C), 38.7 (9-C), 52.3 (11-C), 70.4 (2-C), 107.5 (5-C), 110.5 (6-C), 142 (7-C), 150.1 (4-C), 169.9 (1-C), 177.6 (8-
C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 153 (100) [M-CsHg0,]", 255 (18) [M+H]", 272 (14) [M+NH,]*, 277 (45)
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[M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 277.1046 [M+Na]®*, berechnet fiir C;3HgNaOs": 277.1046. R-Wert: 0.49
(CH:EE, 9:1). IR (Film): 1739 (C=0) cm™.

(R/S)-3-(4-Chlorophenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (123h, DAT-042)"%
Edukt: Enolester 104h (139 mg, 0.65 mmol). Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (CH:EE, 11:1)
gereinigt. Es wird eine Ausbeute von 65% (126 mg, 0.42 mmol) einer gelben Flussigkeit (123h) erhalten.

6 5 11
\
,
cl * 3 0
21
6 5
O o

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.19 (s, 9H, 10-H), 3.09 (dd, J = 8.8, 14.2 Hz, 1H, 3-H), 3.19 (dd, J = 4.2, 14.3
Hz, 1H, 3-H), 3.73 (s, 3H, 11-H), 5.19 (m, 1H, 2-H), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 6-H)
ppm. C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 27.0 (10-C), 36.8 (3-C), 38.7 (9-C), 52.3 (11-C), 72.4 (2-C), 128.6 (6-
C), 130.9 (5-C), 133.1 (7-C), 134.8 (4-C), 170.1 (1-C), 177.6 (8-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 299 (56)
[M+H]", 316 (97) [M+NH,]*, 321 (100) [M+Na]*. HR-ESI-MS: m/z = 321.0865 [M+Na]*, berechnet fiir
C1sH1CINaO,": 321.0864. R-Wert: 0.52 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1760 (C=0), 1738 (C=0) cm'™. Schmelz-
punkt: 34-35 °C.

(R/S)-3-(4-Bromophenyl)-2-pivaloyloxypropansauremethylester (123i, SEB-249)
Edukt: Enolester 104i (48 mg, 0.19 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (CH:EE, 20:1) ge-

reinigt. Ausbeute: 49% (31 mg, 0.09 mmol) eines weiflen kristallinen Feststoffs.

5 5 10

Br-2 RS
2 1

*5 0 o

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 1.20 (s, 9H, 9-H), 3.09 (dd, J = 4.2, 9.0 Hz, 1H, 3-H), 3.19 (dd, J = 4.2, 9.0
Hz, 1H, 3-H), 3.74 (s, 3H, 10-H), 5.20 (dd, J = 4.2, 9.0 Hz, 1H, 2-H), 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 5-H), 7.44 (d, J =
8.4 Hz, 2H, 5-H) ppm. *C-NMR (150 MHz, CDCl,): & = 26.9 (9-C), 36.7 (3-C), 38.7 (8-C), 52.3 (10-C), 72.2
(2-C), 121.0 (4-C), 129.2, 131.1, 131.5, 132.0, 132.6 (5-C), 135.0 (6-C), 169.9 (1-C), 177.6 (7-C) ppm. HPLC-
MS (ESI): m/z (%) = 343 (66) [M+H]", 360 (96) [M+NH,]", 365 (100) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 365.0364
[M+Na]", berechnet fiir C;sH;,BrNa0,": 365.0359. Ri-Wert: 0.50 (CH:EE, 7:3). IR (KBr): 1751 (C=0), 1738
(C=0) cm™. Schmelzpunkt: 33-36 °C.

(R/S)-3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-pivaloyloxypropansduremethylester (123j, SEB-255)
Edukt: Enolester 104j (92 mg, 0.32 mmol). Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (CH:EE, 40:1) ge-
reinigt. Ausbeute: 19% (23 mg, 0.06 mmol) eines weillen Feststoffs.
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'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.22 (s, 9H, 12-H), 3.08, 3.18 (2dd, J = 4.3, 8.8 Hz, 2H, 3-H), 3.75 (s, 3H, 13-
H), 5.08 (s, 2H, 7-H), 5.18 (m, 1H, 2-H), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H), 7.18 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 5-H) 7.32-7.47
(m, 5H, 9-H) ppm. *C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 26.9 (12-C), 36.5 (3-C), 38.5 (11-C), 52.1 (13-C), 69.9 (7-
C), 72.7 (2-C), 114.7, 114.8, 114.9, 126.9, 127.4, 127.9, 128.1, 128.4, 128.5, 128.6, 129.2, 130.4, 131.8 (5-C, 9-
C), 125.0 (4-C), 136.4 (8-C), 157.8 (6-C), 170.2 (1-C), 177.7 (10-C) ppm. HPLC-MS (ESI): m/z (%) = 269
(100) [M-(CH3);CCO,]", 371 (4) [M+H]", 388 (43) [M+NH,]*, 393 (6) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 393.1670
[M+Na]", berechnet fir CyH;NaOs": 393.1672. Ri-Wert: 0.43 (CH:EE, 8:2). IR (Film): 1754 (C=0), 1732
(C=0) cm™.
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