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Uber Jahrmillionen ist es der Natur gelungen sich im Zuge der Evolution an immer neue
Gefahren und Gegebenheiten anzupassen. Zum Schutz gegentiber Fressfeinden oder bei sich
verédndernden Kklimatischen Bedingungen, entwickelte die Pilz- und Pflanzenwelt spezifische
Strategien, um sich den jeweiligen Umstanden zur Wehr zu setzen. Ein probates Mittel hierfir
ist die Produktion sekundirer Metabolite, welche entweder die eigene Uberlebensfihigkeit
direkt begunstigen oder eine duRere Gefahrenquelle im Wachstum beeintréchtigen, moglicher-
weise sogar abtotet. Solche teils hochkomplexen chemischen Verbindungen, bspw. Cephalo-

sporin C (1)1, zeigen haufig vielversprechende Wirksamkeiten gegeniiber unterschiedlichen

Erregern.
o g
(0]
O~ "OH
Cephalosporin C (1) Jerangolid A (2)

Abbildung 1: Beispiele fur Naturstoffe verschiedenen Ursprungs und unterschiedlicher Wirksamkeit
(Cephalosporin C (1), Acremonium!?l, antibiotisch™; Jerangolid A (2), Sorangium cellulosumE!, antimykotisch®l).
Die pharmakophoren Heterozyklen sind blau hervorgehoben.

Cephalosporin C (1) ist ein aus der Familie Acrenium stammendes und leicht antibiotisch
wirkendes B-Lactam, welches strukturelle Ahnlichkeit mit den Penicillinen aufweist.
Wenngleich mit keiner sonderlich hohen Aktivitat in Verbindung gebracht, bildet der Grund-
korper dieser Verbindung die Basis einer darauf aufbauenden, umfangreichen Wirkstoffklasse.
Cephalosporine sind Derivate des urspriinglich isolierten Cephalosporin C (1) und haben im
Prozess der Entwicklung unglaubliche Verbesserungen im Einsatzgebiet und der Aktivitét

erfahren.[!]
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Abbildung 2: Uberblick verschiedener Cephalosporinderivate unterschiedlicher Generationen und ihr jeweiliger
eingetragener Handelsname. Die pharmakologisch einflussreichen Heterozyklen sind blau hervorgehoben.

Waihrend es die Verbindung 1 aufgrund der geringen Aktivitat nicht zur Verwendung als
Medikament geschafft hat, gibt es mit den in Abbildung 2 dargestellten Strukturen, eine
Vielzahl von kommerziell erhaltlichen Derivaten. Diese Verbindungen zeigen ausgezeichnete
Aktivitdten gegeniiber grampositiven (Cefapirin: ~0.3 pg/mL (Staphylococcus aureus);
Cefuroxim: 0.8 pg/mL (S. aureus), sowie —negativen (Cefotaxim: ~0.07 pg/mL (Escherichia

coli))*! Krankheitserregern.

Auch die Klasse der Jerangolide (Abbildung 1) zeigte bereits kurz nach der Entdeckung
bedeutende Aktivitaten gegendber einer Vielzahl von Pilzen (Jerangolid A (2), unter anderem:
Trichosporon terrestre, MIC = 0.13 pg/mL; Hansenula anomala, MIC = 0.07 pg/mL)El.
Wenngleich diese eine potenziell vielversprechende Leitstruktur darstellen, ist der
totalsynthetische Zugang zu dieser Substanzklasse nur mit groem Aufwand zu erreichen. Der
Einsatz chemoenzymatischer Synthesestufen konnte die Herstellung moglicherweise soweit
vereinfachen, dass potenziell hochwirksame Medikamente daraus abgeleitet werden kdnnen.
Ein besonders imposantes Beispiel hierfiir stellt die industrielle Produktion des Antibiotikums
Erythromycin (6) dar. W&hrend WOODWARD et al. in der 1981 veroffentlichte Totalsynthese
mit 50 linearen Syntheseschritten Kleinstmengen Erythromycin (6) mit einer finalen
Gesamtausbeute von 0.0064%!>1 erhielten, ist es heute moglich dieses durch Fermentation im

groRen MaRstab bereits innerhalb weniger Tage darzustellen.®!
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Ein herausstechendes Merkmal der bereits gezeigten, sowie vieler weiterer Naturstoffe ist das
Vorhandensein eines oder mehrerer heteroatomhaltiger Ringsysteme (siehe farbliche Mar-
kierung in Abbildung 1 und Abbildung 2). Durch die Polaritdt der Kohlenstoff-Hetero-
atombindung oder die Elektronendichte am Heteroatom selbst, ist dieses haufig dazu in der

Lage Uber attraktive Wechselwirkungen als Ligand an Proteine zu koordinieren.!

Durch Koordination bestimmter Botenstoffe und der dafiir bendétigten positiven Interaktion,
kommt es beispielsweise in einem Sieben-Transmembranrezeptor zur Konformationsédnderung
und in Folge dessen zur Signalweiterleitung ins Innere der Zelle, die weitere induzierte Effekte

zur Folge haben kann.t%

Heterozyklen in biologisch aktiven Verbindungen
Chemische Synthesemethoden von O-Heterozyklen

Im Laufe des 19. und 20. Jahrhunderts wurden immer neue chemische Methoden entwickelt,

um sauerstoffhaltigen Heterozyklen selektiv aufzubauen.

0 OH
z a)
7

Abbildung 3: Zyklisierung via oxa-MICHAEL-Addition aus der Totalsynthese von Jerangolid E nach HAHN et al..
Bedingungen: a) KO'Bu, CH,Cl,, 0 °C, 4 h.[14

Eine einfache Variante ist die unselektive Zyklisierung (Abbildung 3) unter Zuhilfenahme von
KO'Bu als sterisch anspruchsvolle Base, wie sie von HAHN et al. in der Totalsynthese von
Jerangolid E Verwendung fand. Hierbei wurde ausgenutzt, dass es sich in der gezeigten
Struktur 6 um ein MICHAEL-System handelt und sich im 1,7-Abstand ein potenzieller
Reaktionspartner befindet. Im protonierten Zustand zu schwach, kann das nach der
Deprotonierung vorliegende Alkoholat-Anion intramolekular an der Doppelbindung angreifen
und so den Ringschluss durchfiihren. Zur Verminderung mdoglicher 1,3-AbstoRungen im
entstandenen Ring (8), sind alle Substituenten, auch der am neu aufgebauten Stereozentrum

aquatorial ausgerichtet. Die Konfiguration der 2-Me-Gruppe kann bei dieser Syntheseroute

3
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nicht kontrolliert werden, was jedoch keinen Nachteil fiir die Jerangolidsynthese darstellte, da

dieses in den Folgeschritten zu einem Prochiralitatszentrum umgewandelt wurde.*!]

Allgemein lasst sich der Ringschluss hinsichtlich der cis/trans-Selektivitat mit Hilfe der
verwendeten Aktivierung (sauer, basisch oder metallkatalysiert), sowie Kkinetisch und
thermodynamisch kontrollieren. Eine zusatzliche Mdglichkeit bietet die Konfiguration der
Doppelbindung und die Dareichungsform des MicHAEL-Akzeptors.[*2-17]

51% ’ 072
(zwei Stufen) kf\/
1"

Abbildung 4: Zyklisierung via Epoxidéffnung aus der Totalsynthese von Phomactin A nach SARPONG et al..
Bedingungen: a) DMP, NaHCOs3;, CHCl,, RT, 5 h, dann NaOMe, MeOH, 0 °C, 30 min; b) Red-Al, CH,Cl,,
-78 °C, 1 h.[8

Eine weitere Aufbaumdoglichkeit bietet die von SARPONG et al. vorgestellte Epoxidéffnung
(Abbildung 4). Dieser Schritt in der Totalsynthese von Phomactin A zeigt zudem den Einfluss
raumlicher Nahe auf die Durchfihrbarkeit bestimmter Reaktionen. In der Verbindung 9 steht
die zentrale Hydroxygruppe axial und kann das ebenfalls pseudoaxiale Epoxid nicht angreifen,
da dies von der Rickseite geschehen misste. Erst nach einer Kaskade aus Oxidation und
anschlieBender Reduktion, bei der die Hydroxygruppe die bevorzugte daquatoriale
Konformation einnimmt, kann der nukleophile Angriff am dreigliedrigen Ring stattfinden und
der Tetrahydropyranring (THP-Ring) in 11 stereoselektiv geschlossen werden.[*]

oTBS on ¢l
W + o a)
: 63% o OH
OH OH © :
12 13 14 -

Abbildung 5: Zyklisierung via PRINS-Reaktion aus der Totalsynthese von (+)-Spirolaxin Methylether nach
NASINI et al.. Bedingungen: a)TiCls, -70 °C, 4 h, dann -20 °C, 1 h.[*¥]
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Nachdem H. J. PrRINSP®! im Jahre 1919 die intermolekulare Kondensation von Aldehyden und
Alkenen unter dem Einfluss einer S&ure gezeigt hatte, gewann diese Reaktion mit der Zeit
immer mehr an Bedeutung. Gerade die intramolekulare Variante, bekannt unter der
Bezeichnung PRINs-Zyklisierung, ist ein haufig verwendetes Werkzeug zur Erzeugung von
Sauerstoffheterozyklen.?l Abbildung 5 zeigt einen Ausschnitt aus der Totalsynthese des
Methylethers von (+)-Spirolaxin. NASINI et al. fuhrten die Reaktion am Lactol 13 durch und
konnten so den chlorierten THP-Ring 14 erhalten. Die LEwis-Saure TiCls aktiviert den im
Gleichgewicht mit dem Lactol 13 stehenden Aldehyd und ermdglicht so den Angriff der
Doppelbindung von 12. Der Ringschluss erfolgt anschliefend durch die fortbestehende
Aktivierung des gebildeten Alkoholats und den nucleophilen Angriff des ebenfalls
koordinierten Alkohols. Die vorhandene positive Ladung im THP-Ring wird durch ein

Chloridanion neutralisiert.[*¥!

.8 15
0 NJ\._/O SN _a) OJ\NJ\/O SN
{ )\ 98% O\ i

Bn( Bn

15 16

Abbildung 6: Zyklisierung via Ringschlussmetathese aus der Totalsynthese von Ambruticin S nach LEE et al..
Bedingungen: a) GRUBBS |, Pb(OAc)4, CH,Cl,, Reflux, 3 h.[24

Zum Aufbau cyclischer Strukturmovie eignet sich im Allgemeinen haufig die Ringschluss-
metathese. In Abbildung 6 ist beispielhaft ein Ausschnitt aus der Totalsynthese von Ambruticin
S nach LEE et al. gezeigt. Vom Dien 15 ausgehend wurde hierbei unter Zuhilfenahme des
rutheniumbasierten GRuUBBS I-Katalysators durch Freisetzung von Ethylen der Ring zum
Dihydropyran (DHP) 16 geschlossen. Zundchst koordiniert der Katalysator an der einfach
substituierten Doppelbindung und tauscht dabei seinen Styrolliganden aus. Nach Anlagerung
des disubstituierten Alkens kommt es zunéchst zu Bildung eines viergliedrigen Rings. Bei der
darauf folgenden Ring6ffnung wird das Ringschlussprodukt freigesetzt und der Katalysator

regeneriert.[??]
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Abbildung 7: Zyklisierung via asymmetrischer DIELS-ALDER-Reaktion aus der Totalsynthese von Ambruticin S
(28) nach JACOBSEN et al.. Bedingungen: a) 20, RT, 40 h.[%]

In einer anderen Syntheseroute zum bereits angesprochenen Ambruticin S wurde der Weg Uber
eine asymmetrische Hetero-DIELS-ALDER-Reaktion gewahlt. JACOBSEN et al. verwendeten
dabei den Aldehyd 17 und das gezeigte Dien 18 (Abbildung 7). Die Stereoselektivitat wurde
bei der durchgefuhrten Umsetzung durch einen chiralen Chromkatalysator induziert. Der
Aldehyd 17 wird zundchst vom Chrom (II1)-Zentrum koordiniert und bildet eine
Wasserstoffbriicke zum flinfring-gebundenen Sauerstoffliganden aus. Aufgrund des sterisch
anspruchsvollen Adamantylsubstituenten am tetrasubstituierten Aromaten ist es fiir das Dien
energetisch ginstiger sich mit der ebenfalls groten OTES-Gruppe von diesem abzuwenden. Im
letzten Schritt findet der Ringschluss statt und das DHP 19 entsteht.[®]

b)

91%
(zwei Stufen)

Abbildung 8: Zyklisierung via S-Elektrophil aus der Totalsynthese eines Fragments von Brevetoxin nach
NicoLAou et al.. Bedingungen: a) NCS-AgNOs, SiO2, 2,6-Lutidin, MeCN, RT, 30 min; b) mCPBA, CHCl,, 0 °C,
dann Ets:SiHBF3, 0 °C, 2 h.[24

Aus den Untersuchungen zur Synthese von Polyethern, durchgefiihrt von NicoLAou et al.,
stammt eine weitere Methodik, die zudem einen Zugang zu gréReren Ringsystemen erlaubt
(Abbildung 8). Im Rahmen des Aufbaus von Brevetoxin sollte der dargestellte achtgliedrige
Ring Uber eine S-Elektrophil-Zwischenstufe aufgebaut werden. Hierfir wird zundchst im dem
Dithioacetal 21 unter Ausbildung einer S-C-Doppelbindung ein Schwefelsubstituent eliminiert.
Das ethylaktivierte Thioketon kann dann vom erzeugten Alkoholatanion intramolekular
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angegriffen und so der Ringschluss zu 22 vollzogen werden. Durch anschliefRende Oxidation
des S-Substituenten und anschlieRender Reduktion wird die Verbindung entschwefelt und es
entsteht das Tetrahydrooxocin 23.[24

Abbildung 9: Zyklisierung via Ti-vermittelter Olefinmetathese aus der Totalsynthese eines Fragments von
Maitotoxin nach NicoLAou et al.. Bedingungen: a) TEBBE-Reagenz, THF, RT, 25 min, dann Reflux, 5 h.[252]

Eine weitere von NicoLAouU et al. entwickelte Methode zum Aufbau von Polyethern ist in
Abbildung 9 gezeigt. Es handelt sich dabei um eine Ti-vermittelte Olefinmetathese, welche in
der Totalsynthese von Brevetoxin und Maitotoxin eingesetzt werden sollte. Im ersten Schritt
findet dabei die Olefinierung der Estercarbonylgruppe in 24 via TEBBE-Reagenz statt. Die
vorliegende Titanspezies bleibt anschlieBend an der 1,1-disubstituierten Doppelbindung
koordiniert und die (Z)-Doppelbindung wird angelagert. Danach kommt es analog zur
Olefinmetathese nach GRuBBS zur Ausbildung eines viergliedrigen Rings und der

darauffolgenden Ringéffnung zum finalen Produkt 25.125.2]

Enzymatischer Aufbau von O-Heterozyklen

Einige vergleichbare Konzepte zum Aufbau sauerstoffhaltiger Ringe wurden bereits von der
Natur im Laufe der Evolution entwickelt. Wahrend die Reaktionen in organisch-chemischen
Syntheserouten durch den speziellen Aufbau der Ausgangsverbindungen oder die geschickte
Zugabe von Hilfsstoffen geschehen, werden diese im natirlichen Umfeld durch das Einwirken
katalytisch aktiver Proteine, sogenannter Enzyme oder enzymatischer Doménen, ermdglicht.
Die dabei dargestellten Heterozyklen sind in einer Vielzahl unterschiedlicher Naturstoffklassen
vorhanden und tragen maRgeblich zu deren biologische Aktivitat bei.l?’2% Sie wirken sich
zudem positiv auf die fiir die Koordination in der aktiven Tasche des Zielproteins unabdingbare

strukturelle Rigiditat aus.["]
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Abbildung 10: Ubersicht einiger polyketidischer Naturstoffe mit O-Heterozyklen (blau).B!

In Abbildung 10 ist eine Auswahl polyketidischer Naturstoffe dargestellt. Die enzymatische

Bildung des jeweiligen farblich hervorgehoben O-Heterozyklen wird nachfolgend beschrieben.

Mupirocin (26) ist das Produkt einer hochkomplexen PKS Typ | und besitzt eine Vielzahl
unterschiedlicher funktioneller Gruppen. Neben den Alkoholen, der Carbonséure und dem
a,B-ungesattigten Ester befinden sich zusatzlich zwei O-Heterozyklen im Molekil, deren

biochemischer Aufbau indirekt miteinander in Verbindung steht.[3>%

(0]
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Abbildung 11: Aufbau des THP-Rings unter Einfluss zweier Enzyme aus der Mupirocin-Biosynthese und die
kritische Rolle von MupZ.(4
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Beide Ringe basieren urspriinglich auf Epoxiden. Das in Mupirocin vorhandene Epoxid entsteht
durch die Epoxidierung des in Abbildung 11 gezeigten Alkens an entsprechender Stelle und
bleibt zudem im finalen Naturstoff erhalten. Der blau hervorgehobene THP-Ring hingegen
entsteht nach dem in Abbildung 11 abgebildeten Mechanismus. Hervorzuheben ist hierbei, dass
es theoretisch zu unterschiedlichen Ringschlissen kommen kann. In Abwesenheit von MupZ
ist das Hauptprodukt, aufgrund einer spontanen, nach BALDWIN Kinetisch beglnstigten
5-exo-tet-Zyklisierung, der dargestellte THF-Ring 30. Liegt MupZ vor, so findet in der aktiven
Tasche eine Fixierung der Struktur Gber Wasserstoffbriicken statt, sodass der nach BALDWIN
kinetisch benachteiligte 6-endo-tet-Ringschluss geschehen kann. Das hierbei entstehende
Zwischenprodukt 31 wird durch weitere tailoring-Enzyme schlussendlich zum Mupirocin (29)

prozessiert.l3

e
OH O [~ o) OH

e s —=— s
OH OH

32 33
-H,0

OH OH -

- O O
Granaticin (27) =_———
OH

34

Abbildung 12: Biochemischer Aufbau des 6stlichen THP-Rings in Granaticin (27).5

Eine weitere Mdglichkeit des Ringschlusses wird am Beispiel von Granaticin (27) (Abbildung
12) vorgestellt. Hierbei handelt es sich um ein antibiotisch wirkendes PKS Typ II-Produkt, das
unter anderem von Streptomyces olivaceus gebildet wird. In diesem Fall ist kein zu 6ffnendes
Epoxid die Triebkraft der Reaktion, sondern die Bildung des Halbacetals 33, welches im
darauffolgenden Schritt dehydratisiert wird und durch Tautomerie unter Aromatisierung das
System 34 als Zwischenprodukt ergibt. Durch weitere post-PKS-Modifikationen entsteht das

finale Granaticin.[353€]
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O OH OH o) OH
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Abbildung 13: Bildung des 6stlichen THP-Rings in der Biosynthese von Ambruticin S (28).[57%8

Die Biosynthese des antimykotisch®% wirkenden PKS Typ-I-Produkts Ambruticin S (28)
zeichnet sich durch mehrere multifunktionale enzymatische Doménen aus. Fir den Aufbau des
dargestellten THP-Rings des Ostfragments ist die bifunktionale Domé&ne AmbDH3
verantwortlich. Wahrend der Biosynthese liegt das Diol 35 als Zwischenprodukt vor. Dieses
wird im ersten Schritt zum Alken 36 dehydratisiert und im Anschluss daran durch Umlagerung
des Riickgrates zum THP-Ring 37 zykKlisiert. Da es sich im Vergleich zu den anderen Beispielen
nicht um einen post-PKS-Prozess, sondern um Umwandlungen innerhalb einer PKS Typ-I
handelt, sind die Substrate 35 und 36 sowie das Produkt 37 durchgehend an einem Acyl-Carrier-
Protein (ACP) gebunden.3738401

Einsetzbarkeit von Enzymen in der organischen Synthesechemie

Naturstoffe sind begehrte Leitstrukturen zur Entwicklung neuartiger pharmakologisch
wirksamer Verbindungen und deren totalsynthetischer Zugang ist eines der wichtigsten Felder
der organischen Synthesechemie. Fir den Aufbau solcher teils hoch komplexer Verbindungen
wurden mit der Zeit diverse Methoden entwickelt, die selektiv jene Position im Molekil adres-

sieren, welche umgewandelt werden soll.[*+431

Eine immer hdufiger aufkommende Alternative zur klassischen organisch-synthetischen
Herangehensweise stellen enzymkatalysierte Reaktionen dar. Diese biokatalytisch wirkenden

Polypeptide sind auf den Gebieten der Chemo- und vor allem Stereoselektivitat haufig nicht
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mit synthetisch erschaffenen Katalysatoren zu uUbertreffen. Zudem sind solche haufig
schwermetallbasierten Katalysatoren zumeist sehr empfindlich gegenuber Sauerstoff, Feuch-
tigkeit oder Temperatur.l*¥ Ein weiterer Aspekt, der gegen den Einsatz gerade toxikologisch
bedenklicher Metallkatalysatoren spricht, ist eine angestrebte Verwendung der finalen Substanz
als Wirkstoff. Da sich in Medikamenten keine ungewollten Metallriickstdnde befinden dirfen,

missen diese vorher aufwéndig entfernt werden.[*°!

O 0 O a) OH O O
NP ... ~ a A NN
oy 0% 0'Bu
38 39

78%
).©) (zwei Stufen)

-~ = °
-~ 0]
Cl
40

Abbildung 14: Ausschnitt aus der chemoenzymatischen Totalsynthese von (-)-Callystatin A (41) nach ENDERS et
al.. Bedingungen: a) Béackerhefe, Amberlite XAD-7, H.0, RT, 24 h, 94% ee; b) NaBH,, EtOH, 0 °C, 30 min; c)
pTSOH, Toluol, 120 °C, 2 h.[4647]

(-)-Callystatin A (41)

Im hier gezeigten Beispiel (Abbildung 14) ist die stereo- und regioselektive Reduktion eines
der beiden vorliegenden Ketone in 38 dargestellt. Dabei kdnnen unter klassischen reduktiven
Bedingungen die beiden Ketone nur schwer voneinander unterschieden werden. Durch die
Verwendung chiraler Katalysatoren (H2+Rh(BINAP)2, CBS-Reduktion) lasst sich zwar die
Seite beeinflussen, von der die Reduktion stattfindet, jedoch dndert dies nichts daran, dass aller

Voraussicht nach nicht regioselektiv reduziert wird.[*84%]

Backerhefe enthélt eine Alkoholdehydrogenase (ADH), welche je nach pH-Bereich entweder
aus Alkoholen Aldehyde/Ketone generiert oder die umgekehrte Reaktion enzymatisch
katalysiert. Durch ihre speziell geformte aktive Tasche und die Koordinierung des Substrats
kann das Reduktionséquivalent Nicotinamidadenindinucleotid (NADH) den hydridischen An-
griff nur von einer Seite des Ketons an der 2-Position in 38 durchfuihren, wohingegen das an
der 4-Position befindliche Keton durch den zu groRen Abstand zum aktiven Zentrum unberihrt
bleibt.[6:47]

11



Einleitung

a)
95%
—_—
oder
b), c)
84%
(zwei Stufen)

—>_ Pimecrolimus (44)

Ascomycin (42) 43

Abbildung 15: Chemoselektive Acetylierung von Ascomycin (42) aus der chemoenzymatischen Totalsynthese
von Pimecrolimus (44) nach GRISENTI et al.. Bedingungen: a) CAL B, Vinylacetat, Toluol, RT, 80 h; b) Ac.0,
DMAP, Pyridin, 0 °C, 90 min; ¢) CAL B, nOctanol, MTBE.F

Ein weiteres gutes Beispiel flir Enzym-induzierte Chemoselektivitat sind Lipasen. Je nach
Reaktionsbedingungen ist diese Klasse an Biokatalysatoren in der Lage, Nucleophile entweder
zu acylieren oder zu deacylieren. Das oben dargestellte Beispiel (Abbildung 15) zeigt beide
Mdglichkeiten, um aus Ascomycin (42) das Immunsuppressivum Pimecrolimus (44) (Elidel®)
herzustellen. Die erste besteht darin die selektive Acylierungsfahigkeit von Candida Antarctica
Lipase B (CAL B) auszunutzen. Hierbei wird Vinylacetat als Acetyldonor verwendet und die
angestrebte Acetylierung findet ausschlieBlich an der exponierten Hydroxygruppe statt. Die
alternative, zweistufige Sequenz verlduft uber den umgekehrten Weg. Es werden zunédchst
chemisch mit Ac20O die beiden sekundéren Hydroxygruppen acetyliert und anschlieBend die
Hydroxygruppe im Makrozyklus mittels CAL B wieder entfernt. Diese Variabilitat in der
Reihenfolge verwendeter Acetylierungsmethoden zeigt somit, dass das in der Seitenkette
befindliche sekunddre Alkohol schnell von CAL B acetyliert werden kann und auch in
acetylierter Form bestehen bleibt. Der im Makrolacton 43 vorhandene sekundére Alkohol
hingegen scheint von der Ruckreaktion stark bevorzugt zu werden. Selbst bei schon
vorhandener Acetylierung, wird dort primar die Esterspaltung katalysiert. Hervorzuheben ist
bei der selektiven Acetylierung mit CAL B die Toleranz gegenuiber organischen Ldsemitteln.
Die Reaktion wurde nicht, wie fur ein aus der Natur stammendes Enzym zu vermuten ware, in

einem wassrigen Puffer, sondern in Toluol durchgefiihrt.5%
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Abbildung 16: Kinetische Racematspaltung von 2-Heptanol (rac-45) unter der Verwendung von CAL B.
Bedingungen: a) CAL B, Bernsteinsaureanhydrid, 35 °C, 48 h, 99.4% ee.[

Lipasen zeigen neben der Chemo- zusatzlich eine stark ausgepragte Stereoselektivitat. Diese
Eigenschaft kann sich fur die Spaltung racemischer Eduktgemische zu Nutze gemacht werden.
In Abbildung 16 ist die kinetische Racematspaltung von 2-Heptanol (rac-45) zu sehen. Das
Prinzip &hnelt dem vorherigen Beispiel. Durch die unterschiedliche Geschwindigkeit der Hin-
und Ruckreaktion, reichert sich mit der Zeit ein Stereoisomer an. In diesem Fall ist die
Acylierung des (S)-Alkohols deutlich schneller als die des (R)-Alkohols (R)-45, bei dem die
Deacylierung vorrangig stattfindet. Daraus resultiert, dass sich der acylierte (S)-Alkohol 46
bevorzugt bildet und der (R)-Alkohol (R)-45 zurlickbleibt. Dieser kann anschliefend aus dem
Gemisch abgetrennt und so das optisch reine Produkt erhalten werden.[® Einen Nachteil hat
eine solche kinetische Racematspaltung jedoch. Ihre Ausbeute ist per Definition auf maximal
50% limitiert, da eines der vorliegenden Stereoisomere vom Enzym stark bevorzugt umgesetzt
wird. Abhilfe verschafft eine nachgeschaltete oder simultan stattfindende Racemisierung des
Eduktes.

0
OH
ok a)
+ _—
\‘) 98%
47 48

Abbildung 17: Dynamisch kinetische Racematspaltung von 1-Phenylethanol 47 nach BACKVALL et al.
Bedingungen: a) 50, CAL B, KO'Bu, Na,CO3, Toluol, RT, 3 h, >99% ee.[52

In Abbildung 17 ist eine solche dynamisch kinetische Racematspaltung beispielhaft dargestellt.
Die Arbeitsgruppe um BACKVALL strebte hierbei die Anreicherung der enantiomerenreinen

Verbindung 49 Uber einen chemoenzymatischen Ansatz an. (R)-1-Phenylethanol wird von der
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bereits erwahnten Lipase CAL B deutlich schneller verestert als das (S)-Enantiomer. Das
vorliegende Alkoholgemisch 47 wird vom rutheniumbasierten Transferhydrierkatalysator 50
durchgehend zum Keton oxidiert und danach unspezifisch wieder zum Alkohol 47 reduziert.
Dadurch wird der umzusetzende (R)-Alkohol stetig nachgeliefert und verestert, bis kein Alko-

hol 47 mehr vorhanden ist.[%2

Nicht nur die hervorragenden Selektivitdten sind ein hervorstechendes Merkmal vieler
enzymkatalysierter Reaktionen, auch die hdufige Verwendung von Wasser, bzw. wéssrigen
Puffern als Reaktionsmedium ist nicht von der Hand zu weisen. Dies bedeutet fir einen
potentiellen industriellen Einsatz die Vermeidung grolRer Mengen brennbarer und/oder
gesundheitsschadlicher organischer Losemittelabfélle, die andernfalls kostenintensiv entsorgt
werden missten. Fir unpolare Substrate, bei denen die begrenzte Loslichkeit in Wasser ein
Problem darstellen wiirde, kénnen bestimmte Enzyme auch in organischen Losemitteln oder

wassrig-organische Losemittelgemischen eingesetzt werden.[*4]

Polyketide

Polyketide bilden eine der umfangreichsten Naturstoffklassen und beinhalten Verbindungen

mit hochst unterschiedlichen biologischen Aktivitaten.

Ambruticin S (28)

Erythromycm A (6)

OH O
HO\H///
" O OH
IS990
‘O 0O O
OH O .
”)J\OH
O OH 1,3-D|hydroxy-N-methyIacrldon (52)
Actinorhodin (51)

Abbildung 18: Beispiele fiir die Naturstoffklasse der Polyketide.[315
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In Abbildung 18 sind einige beispielhaft ausgewahlte Vertreter der Polyketide dargestellt. Auf
den ersten Blick ist bereits klar ersichtlich, dass es sich bei den Substanzen um teils sehr
komplexe Molekile handelt, deren Verbindung untereinander moglicherweise nicht sofort ins
Auge springt. Die hohe Dichte an Sauerstofffunktionalitaten lasst jedoch bereits eine mogliche

Verwandtschaft vermuten.

Polyketidsynthasen (PKS)

Die Vertreter der Substanzklasse der Polyketide werden von Polyketidsynthasen (PKS)
biosynthetisiert und bestehen im Wesentlichen aus der Aneinanderreihung unterschiedlich

prozessierter C,-Einheiten. Diese PKS kénnen in drei Typen unterteilt werden. 545!

Typ |

Alle Polyketidsynthasen sind allgemein gleich aufgebaut. Bei Typ | PKS handelt es sich um
Multienzymkomplexe, die in sich aus verschiedenen Modulen und enzymatischen Doménen
aufgebaut sind. Diese Doméanen werden der Reihe nach, wie ein FlieBband einzeln durchlaufen
und am Ende wird das Produkt abgespalten. Ein Modul muss wenigstens aus drei Doménen
bestehen. Durch das Zusammenspiel aus Acyltransferase (AT) und Ketosynthase (KS) wird das
Acyl-Carrier-Protein-(ACP)-gebundene Substrat durch eine decarboxylative CLAISEN-
Kondensation um eine gegebenenfalls substituierte C>-Einheit verlédngert und es entsteht ein 3-
Ketothioester. Dieser kann im Anschluss entweder weiter verléangert oder in der reduktiven
Schleife weiter prozessiert werden. Diese Kaskade aus Reduktionsschritten beginnt zunachst
mit der Reaktion vom Keton zum Alkohol. Nach dem Wirken der Ketoreduktase (KR) findet
die Abspaltung von Wasser, katalysiert durch eine Dehydratase (DH), unter Bildung einer
Doppelbindung statt. Im letzten Schritt wird diese von einer Enoylreduktase (ER) zur
gesattigten Kette umgewandelt. Diese reduktive Schleife kann je nach zu durchlaufendem
Modul entweder vollstandig oder nur teilweise vorhanden sein, worauf sich die strukturelle
Diversitat zuriickfuhren l&sst. Nach vollstindigem Aufbau des Ruckgrats wird die
Polyketidkette von einer Thioesterase (TE) von der ACP abgespalten. Dieses PKS-Produkt
wird im Anschluss durch post-PKS-Prozesse (bspw. Cyclase, Methyltransferase, Glycosylase)

weiter modifiziert, bis der fertige und wirksame Naturstoff vorliegt.[>’]

15



Einleitung

DEBS1 DEBS2 DEBS3
Lademodul Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6
DH ER
AT KR AT KR AT AT KR AT (KR AT KR
AT ACP KS ACP KS ACP | KS ACP KS ACP (KS ACP KS ACP TE

$ $
S S

EryBi-BVII, EryCI-CVI
EryF, EryG, EryK

6-Deoxyerythronolid B (53)

Erythromycin A (6)

Abbildung 19: Biosynthese des Antiobiotikums Erythromycin A (6).55]

Beispielhaft fur einen Polyketid Naturstoff aus einer Typ | PKS ist in Abbildung 19 die
Biosynthese von Erythromycin A (6) dargestellt. Bei diesem Wirkstoff handelt es sich um ein
Makrolid-Antibiotikum, welches Aktivitdt gegenuber einiger grampositiver Bakterien,
beispielsweise Staphylokokken und Streptokokken, zeigt.[5*%% Im Lademodul findet zunachst
die Beladung der ACP mit Propionylrest statt. Dieser wird anschlieend in den Modulen 1 und
2 jeweils mit Methylmalonyl-Einheiten um insgesamt vier C-Atome verlangert. Die reduktive
Schleife besteht hierbei lediglich aus zwei unterschiedlichen KR-Domanen, wodurch es zur
Ausbildung der Alkohole mit verschiedener stereochemischer Ausrichtung kommt. Das Enzym
DEBS2 beinhaltet zwei Module deren Umfang das gesamte Reduktionsspektrum einer PKS
umfassen. Modul 3 katalysiert dabei keinen Reduktionsschritt und die neu gebildete Funk-
tionalitat bleibt als Keton im Produkt enthalten. Das darauffolgende Modul 4 fihrt die
komplette Reduktion bis hin zur geséttigten Kette durch. Die Module 5 und 6 verlangern das
Rickgrat erneut um zwei Methylmalonyleinheiten und reduzieren die entstehenden Ketone
jeweils zum korrespondierenden Alkohol, bevor die final agierende TE die Polyketidkette unter

Zyklisierung zum Zwischenprodukt 6-Deoxyerythronolind B (53) von der ACP abspaltet.
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Mehrere tailoring-Enzyme fiihren danach letzte Modifikationen an der Kernstruktur durch und
Erythromycin A (6) wird freigesetzt. Neben der Glycosylierung mit stark prozessierten Zucker-
bausteinen, katalysiert durch EryBVII und EryCVI, sind die beiden Hydroxylierungen an C6
und C12 von besonderer Bedeutung. Diese nicht aktivierten Positionen werden von EryF und

EryK oxidativ adressiert.[5l

Typ I

Im Vergleich zu Typ | PKS, ist der Typ Il einfacher aufgebaut. Anstatt der beschriebenen
modularen Prozessierung der PKS Typ 1, geschieht der Aufbau des Rickgrats iterativ und
beinhalten h&ufig nur den Verlangerungsschritt. Das zu verarbeitende Substrat ist auch hier an
ein ACP gebunden.[5

OH O

RESCEE i
o POSP:
OH O ',,,)J\OH

O OH
Actinorhodin (51) Chlortetracyclin (54)

OH O OHO

0O O

Abbildung 20: Beispiele fiir Polyketide des Typs 11.[6263]

Beispielhafte Typ I1-Produkte sind in Abbildung 20 dargestellt. Ein Strukturmotiv ist eindeutig
zu erkennen, welches in den allermeisten PKS-Naturstoffen des Typs I vergeblich gesucht wird,
sind aromatische Ringe. Grund dafr ist, dass diese PKSs aufgrund der fehlenden reduktiven
Schritte Oligoketone produzieren, welche anschliefend zu (Poly-)Aromaten kondensiert

werden.
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Typ I

Polyketidsynthasen des Typs Il lassen sich vor allem in Pflanzen finden und sind am ehesten

mit dem Typ Il vergleichbar.

o O OH
o
N
| OH
1,3-Dihydroxy-N-methylacridon (52) Resveratrol (55)

Abbildung 21: Beispiele fiir Polyketide des Typs 111.[646%

Ahnlich wie dort werden minimalistische, jedoch als Homodimer aufgebaute Module iterativ
durchlaufen und die Produkte anschlielend zu kleinen aromatischen Systemen kondensiert
(Abbildung 21). Den grofiten Unterschied bildet die Art, wie der Verldngerungsbaustein zur
Rickgratverlangerung angereicht wird. Im Gegensatz zu den Typen | und I, bei denen
beispielsweise Coenzym A (CoA)-aktivierte Malonylbausteine zunachst auf eine ACP geladen
werden missen, verwendet der Typ 111 CoA-gebundene Einheiten direkt fur die Ruckgratver-

langerung.l®

Dehydratasen

Ein wichtiger Teil der reduktiven Schleife von Typ I-PKS sind die Dehydratasen. Wie der
Name bereits vermuten lasst, sind sie fur die Entfernung von Wasser zustéandig und erzeugen

dabei eine ungesattigte Struktur.
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Abbildung 22: Bandermodelle verschiedener Dehydratasen a) CurFDHI®®! (orange), b) RifDH10®7 (braun), c)
CurHDHI® (blau), d) EryDHA4EE! (griin).

Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, zeichnet sich die Klasse der Dehydratasen durch ihre typische
Proteinfaltung aus, bei der zwei a-Helices in ein Konstrukt aus parallelen g-Faltbléttern
eingebettet sind. Aufgrund dieses an ein Brotchen erinnernde Aussehen wird die Tertidrstruktur
als Doppelhotdog-Faltung bezeichnet. Ein Blick in das aktive Zentrum dieser Dehydratasen

zeigt die an der Umsetzung beteiligten Aminosauren.[66-68l
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Abbildung 23: Blick in die aktive Tasche von RifDH10®"! (Oberflache und Zugangstunnel (links), katalytische
Diade (rechts); Asparaginsaure: griin, Histidin: blau).

Charakteristisch fir die aktive Tasche von DH-Doménen ist die grof’e Anzahl unpolarer
Aminosdaurereste (Abbildung 23). Die einzige Ausnahme bildet die an der Reaktion beteiligte,
katalytische Diade, die aus polaren Aminosauren aufgebaut ist. Diese besteht aus je einer

konserviert vorliegenden Aspartat-, sowie Histidinseitenkette.[6]

Aspa1s Aspa1s
CI) (@] e eXe)
H
O OH OH o) OH
_ : RifDH10 o~ :
ACPS” g R "m0 ~ ACP~S R
! 56 |_I| 57
N NO®
¢ ¢
HN / HN /
Hi351 HiS51

Abbildung 24: Allgemeiner Reaktionsmechanismus einer Dehydratase am Beispiel der RifDH10.[67]

Der Mechanismus der Dehydratisierung ist in Abbildung 24 am Beispiel der RifDH10
dargestellt. Das von der ACP angereichte Substrat 56 kommt in der aktiven Tasche so zu liegen,
dass Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden. Die Carboxylgruppe der Asparagin-

sdure an Position 215 fiihrt dabei zunéchst die saure Aktivierung der 3-Hydroxygruppe durch.
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Zeitgleich koordiniert das Histidin mit seiner basischen Seitenkette an das a-Proton. Durch
Abstraktion dieses Protons wird ein Wassermolekil unter Bildung des Olefins 57 aus der
Verbindung eliminiert.[®”]

Biosynthese der Ambruticine

Im Allgemeinen liegt die aktive Tasche von Dehydratasen sehr konserviert vor, es gibt keine
grol’en Unterschiede in der Verteilung und Art der vorhandenen Aminosauren. Eine kirzlich
von BERKHANE" entdeckte Dehydratase aus der Biosynthese des antimykotisch wirkenden
Ambruticinst>® zeigte ein ungewohnliches Verhalten und wurde deshalb einer tiefergehenden

Untersuchung unterzogen.

Ambruticin S (28)

Abbildung 25: Struktur von Ambruticin S (28). In blau hervorgehoben ist der biosynthetisch ungewdhnlich
geschlossene Dihydropyranring des Ostfragments.[’]

Im Zusammenhang mit den Studien zur Aufklarung der Biosynthese dieses Naturstoffs
erweckte die Bildung des Ringsystems im Ostfragment (Abbildung 25) der Verbindung 28
besondere Aufmerksamkeit. Laut Genclusteranalyse von JULIEN befindet sich keine Cyclase in
der PKS, die Zyklisierung musste demnach durch eine andere enzymatische Domane

hervorgerufen werden.["!!
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AmbA AmbB AmbC
Lademodul Modul 1 Modul 2 Modul 3
DH ER DH
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Abbildung 26: Ausschnitt aus der Biosynthese der Ambruticine. In blau hervorgehoben ist der von AmbDH3
geschlossene Tetrahydropyranring des Ostfragments. 7.6

In Abbildung 26 ist ein Ausschnitt aus der Biosynthese der Ambruticine dargestellt. Wie bereits
im Kapitel tber Polyketidsynthasen erwahnt, sind mehrere, voneinander unterscheidbare
Module vorhanden, die das Riickgrat schrittweise aufbauen und je nach Umfang der reduktiven
Schleife ein bestimmtes Substitutionsmuster erzeugen. Die Module 1 und 2 fuhren jeweils die
angezeigten Verlangerungsschritte, sowie Reduktionen durch, wodurch zunachst das Triketid
entstent. Im nachfolgenden Modul 3 hingegen ist mit der Bildung des THP-Rings eine
Besonderheit zu erkennen. Der Fokus weiterer Forschungsvorhaben fiel daher auf die Dehy-
dratase in Modul 3, deren Aminosauresequenz sehr ahnlich zu der von Pyran-Synthasen ist. Bei
der Umsetzung verschiedener VVorlaufermolekiile konnte gezeigt werden, dass eben diese in der

Lage ist, den zunachst als THP vorliegenden Ring zu bilden.F”]

Intramolekulare oxa-MIcHAEL-Addition

Eng verwandt mit der Klasse der Dehydratasen sind (Pyran-)Zyklasedomanen, deren

Mechanismus auf intramolekularen oxa-MICHAEL-Additionen (IMOMA) basieren.
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PedF (Ausschnitt)
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Pederin (58)

Abbildung 27: Ausschnitt aus der Biosynthese von Pederin (58).[4

Solche Domanen besitzen eine hohe Sequenzidentitat gegentiber den Dehydratasen und zudem
eine sehr &hnlich geformte aktive Tasche, in der die vergleichbare katalytische Diade
konserviert vorliegt. Ein Vertreter dieser Zyklasen ist PedPS7 aus der Biosynthese des
antiproliferativ wirkenden NRPS/Polyketidnaturstoffs Pederin (58) (Abbildung 27). Die
Analyse des Genclusters hat gezeigt, dass in Modul 7 zwei unterschiedliche DH-Domanen
kodiert sind. Spatere Untersuchungen haben ergeben, dass eine dieser Doménen ausschliel3lich
fiir die Zyklisierung des Intermediats zum korrespondierenden THP-Ring zustandig ist. Diese
Ringschlussreaktion findet mit Hilfe der bereits fir DH-Domanen diskutierten katalytischen
Diade, bestehend aus Histidin und Asparaginsdure statt. Durch umgekehrte S&ure-Base-
Katalyse werden der Alkohol in 6-Position und das MICHAEL-System aktiviert, wodurch es zur
Reaktion kommt.[’273l

Ein weiteres Beispiel fur solche IMOMA-katalysierende Doménen stellt die Zyklase SorPS9
aus der Biosynthese des antibiotisch wirksamen Sorangicin dar.’4 In Modul 9 der PKS findet
dabei eine Zyklisierung, analog zu der in Abbildung 27 statt.
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Abbildung 28: Blick in die aktive Tasche von SorPS9 (katalytische Diade in Oberfldchen- (links) und Bénder-
darstellung (rechts); Asparaginsaure: griin, Histidin: blau).[™

Im Jahr 2018 ist es KEATINGE-CLAY et al. gelungen, diese Pyransynthase (PS) zu kristallisieren.
Im Zuge dessen konnte gezeigt werden, dass diese PS-Doméne vergleichbar zu DH-Domaénen
ebenfalls in einer Doppel-Hotdog-Faltung vorliegt und sich der gleichen katalytischen Diade
bedient (Abbildung 28).U"!

(-)-Centrolobin

Ein bekanntes Beispiel fir THP-haltige Naturstoffe ist das in Abbildung 29 dargestellte
(-)-Centrolobin (59).

(7T
HO o~

(-)-Centrolobin (59)

Abbildung 29: Struktur des Diarylheptanoids (-)-Centrolobin (59).

Das Diarylheptanoid (-)-Centrolobin (59) wurde von MARINI-BETTOLO et al.[® erstmals im
Jahr 1964 aus dem Kernholz des in Brasilien vorkommenden Centrolobium robustum extrahiert
und tiber 30 Jahre spéter von PILO-VELOSO et al.l""l ebenfalls im Stamm des Regenwaldbaums
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Brosinum potabile nachgewiesen. Vertreter dieser Wirkstoffklasse konnten bereits bedeutende

Wirksamkeiten gegen die Tropenkrankheit Leishmaniose nachgewiesen werden.[’"78l

Aufgrund des vergleichsweise einfachen Aufbaus ist (-)-Centrolobin (59) eine gern gewéhlte
Beispielverbindung zur Anwendung von THP-bildenden Methoden. Aufgrund dessen wurden
bereits unterschiedlichste Herangehensweisen publiziert, um dieses Molekul racemisch, sowie

in beiden optisch reinen Formen darzustellen.[7®-%!

o)
oH &
o” a) | b)-e)
o 9% o) 74% (o)
(vier Stufen)
60 61 o~ 62 o~
40% fg) 8%
(neun Stufen) J * 9! (zwei Stufen)
. OH 0
i) h) |
O (0 O 73% O o O 95% (0
HO o~ HO o~ o~
(-)-Centrolobin (59) 64 63

Abbildung 30: Totalsynthese von (-)-Centrolobin (59) nach CHALADAJ et al.. Bedingungen: a) DANISHEFSKY-
Dien, [Cr], RT, 24 h, 93% ee; b) CeCl;+7 H,0, NaBH4, MeOH, CH,ClIy, -30 °C, 30 min; ¢) TEA, Ac,0, DMAP,
CH.ClIy, RT, 4 h; d) LIHMDS, TBSCI, HMPA, THF, -78 °C->70 °C, 2 h; e) LiAlH4, THF, 65 °C, 3 h; f) Hy, Pd/C,
EtOAc, RT, 2 h; g) TEMPO, Phl(OAc),, CH:Cl,, RT, 12 h; h) 4-THPOPhMgBr, THF, RT, 3 h, dann Salzséure,
RT, 90 min; i) NaBH4, TFA, THF, 60 min.[84

CHALADAJ et al. verfolgten zum Aufbau des linksdrehenden Isomers eine Strategie Uber
insgesamt neun Synthesestufen (Abbildung 30), beginnend mit einem der beiden
Schlusselschritte zur Kontrolle der Stereozentren. Von Anisaldehyd 60 ausgehend wurde eine
Cr(Salen)-Komplex katalysierte Hetero-DiELS-ALDER-Cycloaddition am DANISHEFSKY-Dien
durchgefuhrt und anschlieBend nach saurer Aufarbeitung das Dihydro-4-pyranon 61 erhalten.
Nach Reduktion unter LucHe-Bedingungen und anschlieBender Acetylierung des entstandenen
Alkohols, wurde ein System erhalten, welches nach Fixierung als Silylenolether die Kontrolle
des zweiten Stereozentrums ermdglichte. Mit Hilfe einer IRELAND-CLAISEN-Umlagerung und
nachfolgender Reduktion des Esters konnte so das cis-konfigurierte Dihydropyran 62
dargestellt werden. Eine Pd/C-katalysierte Hydrierung und TEMPO-Oxidation fuhrte danach
zu Freisetzung des Aldehyds 63, welcher in einer Sequenz aus GRIGNARD-Reaktion und

anschliefender reduktiver Entfernung des sekundéren Alkohols 64 erfolgreich zu
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(-)-Centrolobin (59) umgesetzt werden konnte. Die Gesamtausbeute betrug dabei 40% Uber

neun lineare Stufen.[84

O
| a), b)
34%
OTBS (zwei Stufen)

65 TBSO

20% ,
(finf Stufen) HJ C)JGO %

O

T e °
_ quant.
HO 0 (zwei Stufen) TBSO o~
(-)-Centrolobin (59) 67

Abbildung 31: Totalsynthese von (-)-Centrolobin (59) nach CLARKE et al.. Bedingungen: a) CHAN-Dien,
Ti(O'Pr)s, (R)-Binol, LiCl, CH:Cl,, RT, 16 h; b) Yb(OTf);, Anisaldehyd, CH,Clz, RT, 18 h; ¢) LiOH, Hz0,,
THF/H,0, 100 °C; d) (CH2SH),, BFs: OEt,, Et,0; €) H, Ra-Ni, Et,0.[081

Die Gruppe um CLARKE verfolgte eine deutlich kiirzere Synthesestrategie mit lediglich funf
Stufen (Abbildung 31). Gleich im ersten Schritt fand hierbei der Aufbau beider im Produkt
auftauchender Stereozentren statt. Durch eine asymmetrischen MAITLAND-JAPP Reaktion des
Aldehyds 65 am CHAN Dien wurde selektiv das cis-4-Pyranonger(st 66 erhalten. Zur Steuerung
der Stereokonfiguration wurde (R)-Binol als chiraler Ligand im ersten, Ti(O'Pr)s-katalysierten
Zwischenschritt verwendet. Der dabei entstandene Ester wurde nachfolgend verseift und
decarboxyliert. Das Keton 67 konnte anschlieend zum Dithian umgesetzt werden, welches im
letzten Schritt hydridisch mit RANEY-Ni quantitativ entschwefelt wurde. Die Gesamtausbeute

dieser Synthesesequenz betrug dabei 20% (iber fiinf Stufen.[02el
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Abbildung 32: Totalsynthese von (+)-Centrolobin (ent-59) nach MOHAPATRA et al.. Bedingungen: a)
Allylmagnesiumbromid, Cul, THF, -10 °C, 3 h; b) PS-C (,Amano‘ II), Vinylacetat, MTBE, RT, 4 d; c¢) K,COs3,
MeOH, RT, 4 h; d) Acrolein, HG I, CH2Cly, RT, 12 h; e) Allyltrimethylsilan, I,, THF, RT, 45 min; f) 2,6-Lutidin,
0s0s, NalOs, Dioxan/H20, RT, 3 h; g) 4-THPOPhMgBr, THF, -78 °C, 2 h, dann Salzsaure, RT, 2 h; h) DMP,
CH.Cl,, 0 °C, 4 h; i) Benzoeséure, CHCI3, RT, 2 d; j) H, Pd/C, HCI, EtOH/EtOAc/H,0, 10 h.[#2

Mit einer vergleichsweise langen, zehnstufigen Strategie war es MOHAPATRA et al. gelungen
das rechtsdrehende Isomer von Centrolobin herzustellen (Abbildung 32). Nach einer Allyl-
GRIGNARD-Reaktion wurde das entstandene racemische Alkoholgemisch einer kinetischen
Racematspaltung mit der Esterase PS-C Il unterworfen. Der entstandene optisch reine Ester 68
konnte danach entschiitzt und das Alken in einer Metathesereaktion mit Acrolein zum Aldehyd
69 umgesetzt werden. Die anschlieBende Zyklisierungs-Allylierungskaskade stellt den zweiten
Schltsselschritt der Route dar. Zunéchst bildet sich durch intramolekularen Ringschluss ein
Lactol aus, welches nachfolgend durch elementares lod aktiviert und mit Allyltrimethylsilan
zur Reaktion gebracht wird. Das so entstandene Alken 70 unterlduft eine Dihydroxilierung mit
nachgeschalteter Periodatspaltung. Der Aldehyd wird in einer GRIGNARD-Reaktion verlangert,
entschiitzt und mit DMP zum Keton oxidiert. Das trans-Dihydropyran 71 konnte durch
Behandlung mit Benzoesaure zum cis-Isomer epimerisiert und durch finale Reduktion mit
Wasserstoff an Pd/C erfolgreich zum anvisierten (+)-Centrolobin (ent-59) umgesetzt werden.

Die lineare Gesamtausbeute {iber alle zehn Synthesestufen betrug hier 12%.[82
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Abbildung 33: Chemoenzymatische Totalsynthese von (+)-Centrolobin (ent-59) nach SHIINA et al.. Bedingungen:
a) Piv,0, (R)-NMBG, Et;0, RT, 24 h, 90% ee; b) TiCls, Zn, PbCl,, CH3CHBr,, TMEDA, CH.Cl,, 65 °C, 2 h;
¢) Ha, Pd/C, THF, RT, 48 h.18ll

In der von SHINA et al. vorgestellten, deutlich kiirzer gestalteten Synthese wurde (+)-Centro-
lobin (ent-59) in lediglich drei Stufen zuganglich gemacht (Abbildung 33). Im ersten Schritt
wird unter der Verwendung des Katalysators (R)-N-Methylbenzoguanidin ((R)-NMBG)
stereoselektiv die Umsetzung zum Ester 73 durchgeflhrt. Dieses esterhaltige Alken wird dann
einer TeBBE-artigen Olefinierung mit anschlieBender titanvermittelter Ringschlussmetathese
unterzogen was das Dihydropyran 74 erzeugte. Durch Hydrierung an Pd/C wurde sowohl die
Benzylgruppe, als auch das Keton entfernt und (+)-Centrolobin (ent-59) in einer

Gesamtausbeute von 28% iiber drei Stufen erhalten. [
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Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war zundchst die Vervollstandigung der biochemischen
Charakterisierung der enzymatischen Domane AmbDH3. Im Zuge dessen sollten in einem
Kooperationsprojekt strukturbiologische Untersuchungen sowie Studien zur Auswirkung von
Punktmutationen auf die Zyklisierungsaktivitdt durchgefiihrt werden. Zusétzlich sollten

kinetische Parameter aufgenommen und die Zyklisierung zeitaufgeldst verfolgt werden.

AnschlieRend sollten die synthetisch relevanten Eigenschaften von AmbDH3 untersuchen
werden. Hierfur sollten zundchst die von BERKHAN begonnenen Studien deutlich erweitert
werden. Die Skalierbarkeit der Reaktion sollte untersucht werden, um die Nutzbarkeit fir die

praparative Synthese chiraler Heterozyklen bewerten zu kdénnen.

Abbildung 34: Allgemeine Struktur der anvisierten Substratbibliothek (R = H, Alk, Ar; R° = H, Alk; R*“ = H,
Alk; R““ = Alk, Thiolat; X = O, N; X* = CHy, O).

Zusétzlich zur Skalierbarkeit der Reaktion ist die tiefgehende Kenntnis der Substrattoleranz von
groRter Bedeutung. Hierfur wurde die Planung und Durchfiihrung diverser Synthesestrategien
zum Aufbau einer umfangreichen Substratbibliothek angestrebt (Abbildung 34). Die
angestrebten Substratsurrogate sollten sich dabei in den Positionen C2, C6 und C7 durch
Alkylketten verschiedener Lange und sterisch anspruchsvolleren Aromaten unterscheiden um
einen breiten Bereich unterschiedlicher Substitutionsmuster abzudecken. Zudem sollten durch
Variation des Nukleophils an C7 sowie der Art des Rulckgrates weitere Heterozyklen
zuganglich gemacht werden. Ebenfalls sollte die Einsetzbarkeit unterschiedlicher
Carbonylfunktionen beleuchtet werden. Zuséatzlich zur Umsetzbarkeit dieser Vorlaufer-

verbindungen sollte auch die Substratabh&ngigkeit der Stereoselektivitat untersucht werden.

29



Zielsetzung

OH
o OH
> 2, 70
HO O
o OH
(-)-Centrolobin (59) Tubulexin B (75)

Abbildung 35: Potenzielle Zielverbindungen fiir einen mdglichen Einsatz von AmbDH3 in einer chemo-
enzymatischen Totalsynthese.

Sollten die Ergebnisse dieser Studie vielversprechend ausfallen, soll AmbDH3 in
weiterflhrende Syntheseprojekte eingebunden werden. Denkbar ware dabei der Einsatz in
kinetischen Racematspaltungen oder der chemoenzymatischen Totalsynthese eines Naturstoffs.
Dafiir stellen die Diarylheptanoide (-)-Centrolobin (59) und Tubulexin B (75) potenziell
geeignete Zielverbindungen dar (Abbildung 35).
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Ergebnisdiskussion

Struktur-Aktivitats-Beziehungen von AmbDH3

Im Rahmen eines Kooperationsprojekts mit BLANKENFELD, SUNG und WAGNER wurden
zunachst Untersuchungen zur strukturellen Ursache der doppelten Aktivitdt von AmbDH3

angestelit.

Abbildung 36: Raumliche Struktur der bifunktionellen enzymatischen Doméne AmbDH3 (Oberflache und
Zugangstunnel (links), Banderdarstellung (rechts); Asparaginsaure: grin, Histidin: blau, Valin: rot).[l

Dier erfolgreiche Kristallisation von AmbDH3 erlaubte einen tiefgehenden Einblick in die
allgemeine Proteinstruktur und die aktive Tasche (Abbildung 36). Dabei fiel auf, dass sich
neben der fur Dehydratasen tblichen katalytischen Diade, bestehend aus H51 und D215, eine
Mutation in der aktiven Tasche befindet. An Position 173 befindet sich haufig eine sterisch
anspruchsvolle, polare Aminoséure (meist Tryptophan oder Histidin), wohingegen in AmbDH3
ein sterisch wenig anspruchsvolles, unpolares Valin vorliegt. Hierdurch wird das Volumen der
aktiven Tasche erhoht und die Hydrophilie herabgesetzt. Desweiteren ist aufgefallen, dass die

aktive Tasche zusétzlich durch eine abgewinkelte a-Helix vergroRert wird.
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Abbildung 37: Modellierung des Mechanismus der Dehydratisierung von 76 nach 77 mit anschlieBender
Zyklisierung zu 78 in der aktiven Tasche von AmbDH3 WT.E!

Die Dehydratisierung des Diols 76 findet Sdure-Base-katalysiert an den Aminosédure-
seitenketten von Asparaginsaure (Asp215) und Histidin (His51) statt. Der daraus entstehende
a,B-ungesattigte Thioester 77 ist aufgrund der gezeigten Riickgradorientierung in der Lage den
Ringschluss zum Tetrahydropyran 78 durchzufiihren (Abbildung 37).

Val173 Val173

“His51 W

2 IM “T I

Val173Tyr

spz1

Val173Tyr

Hiss1 W His51 %

Abbildung 38: Vergleich der modellierten Substratsurrogate 76 und 77 in die aktive Tasche von AmbDH3 (a, b)
sowie AmbDH3 V173Y (c, d).l8

Die Abbildung 38 ist die Relevanz der Aminosaureseitenkette an Position 173 zu sehen. Das
Rickgrat der modellierten Substratsurrogate 76 (a) und 77 (b) liegt in der aktiven Tasche von
AmbDH3 WT gekrimmt vor, was durch die resultierende N&he zwischen 7-OH und C3 die
Moglichkeit zur Zyklisierung bietet. Die Modellierung der Substrate 76 (c) und 77 (d) in die
aktive Tasche der Punktmutante AmbDH3 VV173Y zeigt hingegen ein anderes Bild. Hier ist das
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Rickgrat jeweils deutlich linearer orientiert und der resultierende grofle Abstand zwischen

7-OH und C3 verhindert eine Zyklisierung.

Zur weiterfihrenden Untersuchung der Zyklase AmbDH3 wurden die Substratsurrogate 76 und

77 stereoselektiv hergestellt.

ON ,, Cab) O\\S/\/O O ?TBS 0. d) ?TBS
9% N 58% TSO/W
(zwei Stufen) (zwei Stufen)

89

85%

11.5% e),
OTBS (zwei Stufen)

(acht Stufen) 0

Abbildung 39: Synthese des Substratsurrogats 77. Bedingungen: a) TMSOTf, DIPEA, CH.Cl,, RT, .N., dann
TiCly, Propanal, CHxCl,, -78 °C, 1 h; b) TBSOTf, 2,6-Lutidin, CH.Cl,, -78 °C>RT, (i.N.; ¢) LiBHa, Et,0/MeOH,
0 °C>RT, U.N.; d) TsCl, Pyridin, DMAP, CH:Cl,, RT, 72 h; e) Allylmagnesiumbromid, Et,0, Reflux, 3 h; f) Os,
CH.Cly, -78 °C, dann PPhs, RT, U.N.; g) 82, DBU, THF, 0 °C>RT, 48 h; h) PPTS, MeOH, 50 °C, i.N..

Zur Darstellung von 77, konnte eine in der Forschungsgruppe etablierte achtstufige
Syntheseroute verwendet werden (Abbildung 39).E71 Zunachst wurde dabei das fiir die spétere
Umsetzung mit AmbDH3 unverzichtbare Strukturmotiv (Abbildung 39, griin markiert) durch
eine anti-selektive MukAlYAMA-Aldolreaktion unter Verwendung des propionierten
OppoLzER-Auxiliars 85 erfolgreich aufgebaut. Nach Schiitzung des entstandenen (R)-konfigu-
rierten Alkohols 86, konnte der Silylether 87 mit einer Ausbeute von 79% (ber zwei Stufen
erhalten werden. Das Auxiliar wurde reduktiv abgespalten und der priméare Alkohol 88
freigesetzt. Die Uberfiihrung des Alkohols in eine gute Fluchtgruppe erfolgte via Tosylierung
in einer Ausbeute von 58% uber zwei Stufen. In einer Reaktionssequenz aus nukleophiler
Substitution des Tosylats 89 mittels Allylmagnesiumbromid und daran anschlieRender reduktiv
aufgearbeiteter Ozonolyse war es moglich den Aldehyd 91 in sehr guter Ausbeute von 85%
iber zwei Stufen darzustellen. Der Einbau des a,B-ungesattigten Thioesterfragments geschah
danach durch eine HWE-Olefinierung, gefolgt von der mild-sauren Abspaltung der TBS-
Schutzgruppe mit einer Ausbeute von 30% uber zwei Stufen. Das Substratsurrogat 77 wurde

so mit einer Gesamtausbeute von 11.5% Uber acht lineare Stufen erhalten.
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Abbildung 40: Synthese des Substratsurrogats 76. Bedingungen: a) 85, TMSOTT, DIPEA, CH,Cl,, RT, 0.N., dann
91, TiCls, -78 °C->0 °C, 1 h; b) TBSOTf, 2,6-Lutidin, CH.Cl,, -78 °C>RT, 0.N.; c¢) LiOH, H,0,, THF/H:0,
0 °C->RT, U.N.; d) HSNAC, EDC-HCI, CH.Cl;, 0 °C>RT, .N.; e) PPTS, MeOH, 50 °C, 48 h.

Die Synthese des Diols 76 wurde analog zu BERKHAN ausgehend vom bereits gezeigten
Aldehyd 91 durchgefiihrt.Bl Von dieser Zwischenstufe ausgehend wurde abweichend zur
Darstellung des Alkens eine weitere anti-selektive MukAlYAMA-Aldolreaktion mit dem
OppoLzER-Auxiliar durchgefiihrt. Nach erfolgreicher TBS-Schutzung wurde die TBS-
geschutzte Verbindung 94 in 41% Ausbeute Uber beide Stufen erhalten. Das Auxiliar wurde
danach LIOOH zur Carbonsaure umgesetzt. Diese wurde anschliefend in einer Sequenz aus
STEGLICH-Veresterung mit HSNAC und finaler Entschiitzung weiterreagiert und das Diol 76
wurde in 55% Ausbeute Uber drei und daraus resultierend 8.8% Ausbeute Uber elf Stufen

erhalten.

Eine Mutationsstudie bezliglich der Position 173 hat die Wichtigkeit des VVorhandenseins einer
sterisch wenig anspruchsvollen, unpolaren Aminoséureseitenkette bestatigt. Im Rahmen dieser
Studie wurden unterschiedliche Punktmutanten (V173A, V173L, V173Y und V173H)
hergestellt und jeweils mit dem Substratsurrogat 77 inkubiert. Zusétzlich wurde die
Dehydratisierungsaktivitat durch die Inkubation mit dem Diol 76 Uberprift. Dabei stellte sich
heraus, dass die Zyklisierungsaktivitat der Alanin- sowie Leucinmutante vergleichbar zum
Wildtyp ist und nur kleine Anteile des Startmaterials im Reaktionsgemisch zurtickblieb.
Sowohl Alanin als auch das sterisch anspruchsvollere Leucin bieten demnach gentigend Platz
in der aktiven Tasche um die Zyklisierung zu erlauben. Im Gegensatz dazu kam die
Zyklisierungsaktivitat bei der Tyrosin- und Histidinmutante beinahe vollstandig zum Erliegen.
Die sterisch anspruchsvollen, polaren Seitenketten dieser beiden Aminoséuren haben dazu

gefiihrt, dass die aktive Tasche soweit verkleinert wurde, dass das Substrat eine eher lineare
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Orientierung (vgl. Abbildung 38, d) eingenommen hat und die Mdglichkeit der Zyklisierung
damit stark eingeschrankt wurde. Die Dehydrataseaktivitét blieb hingegen in allen untersuchten
Punktmutanten erhalten. Eine detaillierte Aufstellung der aufgenommenen UPLC-MS-

Chromatogramme ist der Literatur zu entnehmen. 3!

In einer anschlielenden sequenzbasierten Suche wurde AmbDH3 mit anderen DH-Doménen
beziiglich ebenfalls an dieser, bisher nicht beachteten Position vorliegenden Mutation
verglichen Eine solche Mutation kdnnte auf eine versteckte Zyklaseaktivitat hindeuten, die

aufgrund des zur Zyklisierung unfahigen biosynthetische Vorlaufer bislang unerkannt

geblieben ist.
160 170 ‘ 0 190 200 210 220

AmbDH3 PPAGA[EPVDVTRWVERALDAW.]. iaﬂnveks.,.. YADLALPE|GVSERAQDF|GLEEAMIEAALQALLRA . EL|cRle
EryDH4 PPEDAVRIPLDDHYDGLAEQGYE AR 11!(D|D5. .. VYAEVSIAAD. . .EEG.YAFEsVHLPIAVAQTLSLG . ALGEP
RifDH10 PPPEAKPVD|LTGAYDVLADV|GYG AVWRRGSGNTTETFAEIALPEDARAEAGREFGIEIAALMAALHSTMVS . AAADT
CurHDH CEQ.LRPLDTDTLTEIYASISL OA IGE'E'J!. .. .SLLEIEVPKALAFQOLAGEPIELVIAIPACTRLTP. . .DLFDF
CurKDH QRECSIQV|IDIQOHYQQFKSRGIDO QLWKG !GK. .. .ALGKIALPEEIAGQOATDYQLENAMLMAALOILG. H. AIGNT
CurFDH QAECSQAIEIEEHYREYRSKGI [Y QLWKG GK. . . .LGEMAFPEELTA LADYQLESJRAALMARAFOQOIVS . Y. AIPHT
CurJDH QARCS|QK/IDSAEIYQHLWDRIQT oV LGEIGE. .. .LCQMKVPKTILN TK.|[Y|QLESITIAVBISCFQSIIAL. VLDQS
MasDH LAAHPNRVDGDELRAGFGTV[GIG @AYVATP‘AEP.T VAAVALPGPLRSGQRGY|T| ALACFQSVIAHPEKQNI
AmbDHZ PPPGAVPVDVTOWLEIVDAW.|. LWRVGRT. .. .IYADVALPDGVAGTAQDFGLEVJAIMLMVALRAFLRA . ELSAD

Abbildung 41: Ausschnitt aus dem Sequenzvergleich verschiedener Dehydratasen, unterschiedlicher
Biosynthesewege. Die in AmbDH3 mutierte Position 174 ist blau hervorgehoben. [l

In Abbildung 41 ist zu erkennen, dass in fast allen der untersuchten Dehydratasen an Position
174 eine sterisch anspruchsvolle, eher polare Aminosaure (Tryptophan/Histidin) befindet.
CurJDH (Leucin) und AmbDH2 (Valin), in der Amb-PKS ein Modul vor AmbDH3 befindlich,
zeigen Mutation zu einer hydrophoben, flexiblen Einheit.

ACP ACP
$ $
(o) DH2 (o) DH2
“10OH
1OH \IOH
97 98

Abbildung 42: Theoretisch von AmbDH2 katalysierbare Zyklisierung.
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Dass AmbDH2 in der Natur keine Zyklisierung durchfiihrt, liegt an der Beschaffenheit des im
betreffenden Modul prozessierten biosynthetischen Vorlaufers 97. Dieses ist als Triketid nicht
in der Lage, in den dargestellten Heterozyklus 99 Uberflihrt zu werden (Abbildung 42). Um
dennoch eine mogliche doppelte Funktionalitdt ausfindig zu machen, wurden
Enzymaktivitatsassays durchgefiihrt. Neben dem bereits vorgestellten Enthioat 77, wurde
ebenfalls, um zusatzlich die Dehydrataseaktivitdt zu zeigen, das Diol 76 einzeln in die
Enzymreaktion eingesetzt.

Beide Substrate wurden mit analog zu AmbDH3 heterolog exprimiertem AmbDH2 nach

Reinigung fir 16 h inkubiert und die Experimente via UPLC-MS analysiert.

Umsetzungen mit AmbDH2

SNACW + AmbDH2 (Y (A) ()
A 77
O OH OH
SNACM + AmbDH2 F\ k
76
B ) \
o
SNAC (6)
78
C L
o) OH
77
D O OH OH —
E 76 <__J
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Zeit [min]

Abbildung 43: UPLC-MS Chromatogramme der Reaktionsgemischs nach Inkubation mit AmbDH2 (A:
Umsetzung des Enthioats 77; B: Umsetzung des Diols 76), sowie relevanter Referenzverbindungen (C: THP 78
m/z = 324 [M+Na]*, D: Enthioat 77 m/z = 324 [M+Na]*, E: Diol 76 m/z = 342 [M+Na]").

In Abbildung 43 sind die UPLC-Chromatogramme der Inkubationen der Substratsurrogate 76
und 77 mit AmbDH2, sowie relevanter Referenzverbindungen zusammenfassend dargestellt.
Hierbei sind eindeutige Trends zu erkennen. In beiden Umsetzungen sind ein (A: Reaktion mit
Alken 77), respektive zwei (B: Reaktion mit Diol 76) neue Signale zu erkennen. Diese deuten
in Ubereinstimmung mit den angegebenen Referenzen auf stattgefundene Reaktionen in beiden
untersuchten Fallen hin. Sowohl die Zyklisierung als auch die Kaskade aus Dehydratisierung
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und anschlieBender Zyklisierung wurden von AmbDH2 durchgefiihrt. Ein Vergleich
zwischendiesen Reaktionen mit denen von AmbDH3 zeigen deutlich unterschiedliche
Umséatze. AmbDH3 setzte die Substrate beinahe vollstandig umB”, wohingegen AmbDH2 nur
eine begrenzte Reaktivitat aufwies. Ein Blick in die Biosynthese der Ambruticine (Abbildung
13) gibt jedoch einen Hinweis darauf, warum die Substratsurrogate 76 und 77 nicht so gut
akzeptiert werden, wie in den analogen Experimenten mit AmbDH3. Aufgrund der friheren
Position des Moduls 2 ist die Dehydratisierung ausgelegt auf ein a-unverzweigtes Triketid.
Dieses ist kurzer sterisch weniger anspruchsvoll als die a-verzweigten Tetraketide 76 und 77,
weshalb auch aktive Tasche und Zugangstunnel Kleiner ausgefallen sein kénnten. Daraus lief3e
sich ableiten, dass es auch bei den kinetischen Parametern (Affinitdt und Wechselzahl)
signifikante Unterschiede geben konnte, die die Umsetzbarkeit der Tetraketide negativ

beeinflusst.

Enzymologische Charakterisierung von AmbDH3

Die Bestimmung kinetischer Parameter und zeitaufgeloster Reaktionsprofile sind wichtig fir
die Bewertung der katalytischen Effizienz eines Enzyms. Analog zur Arbeit von FIERS et al.[®"]
wurde eine steady-state Kinetik, basierend auf UPLC-MS-Messungen aufgenommen. Im
Gegensatz zu anderen Ansétzen der Kinetikuntersuchung!®8%, konnten hierbei alle wichtigen
Daten aus jeweils lediglich zwei Werten abgeleitet werden, ohne die Aufnahme vieler
Datenpunkte Uber einen langeren Zeitraum hinweg. Die angewandte Variante ist moglich, da
in einem vorangeschalteten Versuch die linear ablaufende Umsetzung von 77 zum zyklisierten
Produkt 78 UV-spektroskopisch gezeigt werden konnte (Abbildung 213). Die einzelnen
Experimente wurden im Kleinstmal3stab mit Substratkonzentrationen zwischen 0.1 mm und
2.25 mm im Triplikat durchgefihrt. Hierfr wurde die jeweilige Menge des Substratsurrogats
77 in DMSO (finale Konzentration 4%) vorgelegt. Der verwendete Anteil DMSO stellte einen
Kompromiss zwischen verbesserter Substratloslichkeit bei ungestorter Enzymaktivitat dar.
Durch Zugabe der Proteinlésung wurde die enzymatische Reaktion begonnen und nach
achtminttiger Inkubation durch Verdinnung mit MeCN beendet. Die daraus resultierenden
Gemische aus 77 und 78 wurden via UPLC-MS analysiert und die beobachteten Signale in den
aufgenommenen Chromatogrammen auf Basis der Integrale miteinander verglichen. Zur

Umrechnung der Integrale in Stoffmengen und davon abgeleiteten Konzentrationen unter
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Einbezug unterschiedlicher lonisierbarkeit der verschiedenen Komponenten, wurde jeweils
eine Kalibriergerade fur das Substratsurrogat 77, sowie das Produkt 78 erstellt. Daftir wurden
zundchst die entsprechenden Stofflésungen mit definierter Konzentration hergestellt und
anschlieend mit unterschiedlichen Injektionsvolumina aufgetragen. Die daraus resultierende
Kalibriergerade (Abbildung 214) konnte direkt fur die Umrechung der Integrale herangezogen

werden.

km =8.2+3.1 mm
Keat = 230483 s1
Keat/km = 28.2+14.8 stmm?

o [mh .fs_]

S [mM]

Abbildung 44: Ableitung der kinetischen Daten aus der Umsetzung von 77 mit AmbDH3 bei verschiedenen
Substratkonzentrationen.

Die aufgenommenen Daten sind mit Fehlerbalken (bezogen auf die Reaktionsgeschwindigkeit
V) in Abbildung 44 zusammengefasst. Zur Berechnung der Substrataffinitat (km), der Wechsel-
zahl (Kcat), sowie der katalytischen Effizienz (kca/km) wurden die aufgenommenen Daten

(Abbildung 215 - Abbildung 218) via nichtlinearer Regression analysiert.

Der Wert km von AmbDH3 betragt 8.2+3.1 mm (Muramidase: 0.32x10mm[), was einer
vergleichweise geringen Affinitat zum Substrat entspricht. Auch Kkea ist mit 230+83 st
(Carbonanhydrase: Keat = 9.4+2.4x10° s gering und ein Indikator fiir eine langsam
ablaufende Reaktion. Die daraus resultierende katalytische Effizienz liegt mit 28.2+14.8 s"*mm-
! (Carboanhydrase: Keat/km = 7.620.3x107 s'*mm°) somit folgerichtig am unteren Ende der
Skala. Da es sich bei AmbDH3 jedoch um eine enzymatische Domndne aus dem
Multienzymkomplex einer PKS-Typ 1 handelt, sind diese niedrig erscheinenden kinetischen
Parameter nicht ungewohnlich  (PikDH2:  km=5.7+1.4mM, Keat = 0.021+0.0032s%,
Keat/km = PikDH2:  0.0037+0.0014s'mm % CurKDH: km = 12.0+4.7 mM, Keat = 722157,
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Keat/km = 6.00+1.41 sTmm ™M) und konnen fir den Einsatz in einer chemoenzymatischen
Synthese sogar von Vorteil sein. Durch die isolierte Position innerhalb des
Multienzymkomplexes war es evolutiondr beispielsweise nicht notwendig, die Affinitat zum
Substrat zu optimieren, da dieses ACP-gebunden herangereicht wird und somit die Gefahr der
Umsetzung einer nicht vorgesehenen Verbindung &uRerst geringt ist. Im synthetischen Kontext
fihrt das dazu, dass auch unnatirliche Substrate gebunden und umgesetzt werden koénnen.
Weitere Beispiele fiir ahnliche Daten PKS integrierter, enzymatischer Doménen wurden bereits
publiziert.[87:94-%]

zeitaufgeldste Umsetzung von 77
100

80
60

40

Umsatz [%]

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Reaktionszeit [h]

Abbildung 45: Zeitaufgeldstes Experiment zur Umsetzung von 77 mit AmbDH3.

Basierend auf diesen kinetischen Daten zur Affinitat und Umsatzrate von AmbDH3 wurde die
Untersuchung der effektiven Reaktionszeit bis zu hohen Substratumsétzen angestrebt. Zur
Uberpriifung wurden vier bis auf die Laufzeit identische Experimente durchgefiihrt (Abbildung
45). Es wurden jeweils 10 mg des Substratsurrogats 77 parallel mit AmbDHS3 inkubiert und die
entsprechenden Experimente bei Erreichen der angegebenen Reaktionszeit abgebrochen. Zu
erkennen ist ein relativ geradliniger Anstieg der Umsatzzahlen (*H-NMR-Spektren siehe
Abbildung 221 -Abbildung 224), bis diese sich dem theoretischen Maximum anndhern und die
Kurve deutlich abflacht. Besonders hervorzuheben ist, dass der beobachtete Umsatz zwar nach
16 h sein Maximum (96%) erreicht hatte, sich die Reaktion jedoch bereits nach knapp der Halfte
der Zeit diesem sehr stark angenéhert hatte (9 h, 89%). Es lasst sich demnach ableiten, dass die
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Umsetzung potenzieller, gut akzeptierter Substratsurrogate bereits innerhalb 9 h beendet
werden kann und es nicht zwingend notwendig ist, die Inkubation tiber Nacht durchzufihren.
Dieses Aktivitatsprofil kann durchaus als Vorteil angesehen werden. In dynamischen
kinetischen Racematspaltung ist es glnstig, wenn die stereodifferenzierende Reaktion
erkennbar langsamer als der epimerisierende Hintergrundprozess ablauft, da sich hierdurch
prinzipiell hohere Stereoisomerentiberschiisse erzielen lassen. Aus Grinden der
Vergleichbarkeit wurden die in dieser Arbeit durchgefiihrten Zyklisierungen zur Untersuchung
der Substratspezifitat sowie der Skalierbarkeit unter den zeitlich nicht optimierten Bedingungen
(16 h) durchgefihrt.

Aufbau der Substratbibliothek

Fur die eingehende Untersuchung der Substrattoleranz der Zyklase AmbDH3 wurden

verschiedene Substratsurrogate in Mengen von 20.0 mg — 1.25 g bendtigt.

Abbildung 46: Ubersicht der anvisierten Zyklisierungsprodukte 100-110. In Farbe hervorgehoben sind die
jeweiligen Unterschiede zur Verbindung 78.
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Neben dem in der Forschungsgruppel®”®1 bereits untersuchten Substratsurrogat 77 wurden
weitere Surrogate zur Studie der Substratspezifitdt dargestellt. In Abbildung 46 sind die
jeweiligen Teile der Struktur farblich hervorgehoben, welche sich vom Produkt 78 unter-

scheiden.

Da Enzyme h&ufig dazu tendieren nur spezifische Substitutionsmuster umzusetzen, wurde eine
Auswahl representativer Substituenten getroffen, die einen grofRen Bereich funktioneller
Gruppen abdecken sollte. Die Substituenten an den Positionen C2, C6 und C7 sollten dabei in
ihrem sterischen Anspruch variiert werden um die Auswirkung auf Umsatz und
Stereoselektivitat zu beleuchten. Zudem sollte durch den Einbau des Phenylsubstituenten der
Einfluss potenzieller m-m-Wechselwirkungen untersucht werden. Die unterschiedlichen
Carbonylfunktionen, sowie der Bromidsubstituent kénnten auBerdem flr Folgereaktionen von
grolRem Interesse sein. Die Veranderung des Riickgrates, sowie des Nukleophils sollte eine

groRere Auswahl herstellbarer Heterozyklen ermdglichen.

O\\ L0 @) O\\ ,0 (0] OTBS OTBS
8 __ab s’ o ad :
N R = Ph 72% N R "R=Ph42% TSO/Y\R
85 R = Pent 87% R = Pent 52% R=Ph 114
(zwei Stufen) R=Ph M2 (zwei Stufen) R = Pent 122
R = Pent 120
R =Ph 6.6% R = Ph 68%
R = Pent 16.1% e), )| R =Pent 74%
(acht Stufen) o OH oTBS (zwei Stufen)
- g), h) :
- 9N
SNAC)H/\/Y\R R=Ph32% O R
_ R = Pent 48% _
R=Ph 118 (zwei Stufen) R=Ph 116
R = Pent 126 R = Pent 124

Abbildung 47: Synthese der Substratsurrogate 118 und 126. Bedingungen: a) TMSOTf, DIPEA, CH.Cl,, RT,
U.N., dann TiCls, Benzaldehyd oder Hexanal, CH.Cl,, -78 °C, 1 h; b) TBSOTHT, 2,6-Lutidin, CH2Cly, -78 °C>RT,
U.N.; ¢) LiBH4, Et;O/MeOH, 0°C->RT, u.N.; d) TsCl, Pyridin, DMAP, CH:Cl,, RT, 72h; e) Allyl-
magnesiumbromid, Et,O, Reflux, 3 h; f) O3, CH.Cly, -78 °C, dann PPhs, RT, .N.; g) 82, DBU, THF, 0 °C>RT,
48 h; h) PPTS, MeOH, 50 °C, Ui.N..

Die Darstellung von 118 erfolgte in analoger Synthesesequenz, wie sie bereits fur das
Substratsurrogat 77 beschrieben wurde (Abbildung 47). Die Gesamtausbeute lag hierbei mit
6.6% Uber acht Stufen, um ungefahr 5% unterhalb der Ausbeute von 77. Das Substratsurrogat
118 zeigte in seiner Herstellung sowohl wéhrend der Tosylierung, als auch der Entschiitzung
im Vergleich zu 77 deutlich niedrigere Ausbeuten. Ein Grund fiir die schlechter ablaufende

Tosylierung kénnte sein, dass der aromatische Ring des Tosylchlorids moglicherweise mit dem
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Phenyl-Substituenten interagiert und somit zwischenzeitig nicht fur die Reaktion mit dem
primaren Alkohol zur Verfligung steht. Bei der abschlieBenden sauren Entschiitzungsreaktion
konnte es durch die elektronisch aktivierte benzylischen Position zur teilweisen,
saurekatalysierten Dehydratisierung und dem damit verbundenen Verlust der wichtigen

Alkoholfunktion gekommen sein.

Die Darstellung von 126 erfolgte in analoger Synthesesequenz, wie diese bereits flr die
Substratsurrogate 77 und 118 beschrieben wurde (Abbildung 39 und Abbildung 47). Die
Gesamtausbeute lag dabei mit 16.1%, Uber acht Stufen um ungefahr 5% oberhalb der Ausbeute

von 77.

0] 0]
A a), b) H
H,N — 2.0 N
2 \/\)J\OH quant. \m \/\)J\O/
127 (zwei Stufen) o) 129
H o 9
B YN\/\)J\/(FI;\O/ ‘%
© 130 ~ c)
o 9 0
I:I)\O/ + H2N\/\)J\O/ P ——
132 131
B o d), e) ? 9
2T
Br\/\)J\O/ 84% N3\/\)J\/FI’\O/
133 (zwei Stufen) 135 O
12.6% f-h 51%
(sieben Stufen) (drei Stufen)

. [\
DY) B o_ 0%
F’\ - 29% HoN Pso”
(zwei Stufen) 138 O

Abbildung 48: Synthese des Phosphonats 140. Bedingungen: A: a) Thionylchlorid, MeOH, 0 °C>RT, {.N.;
b) K2COs, CH,Cly, 0 °C, 30 min, dann AcCl, 0 °C, 3 h; ¢) DMMP, "BuLi, Toluol, -78 °C, 30 min, dann 129,
-78 °C, 1 h; B: d) NaN3z, DMSO, 50 °C, 5 h; ) DMMP, "BuL.i, THF, -78 °C, 30 min, dann 134, -78 °C; f) Mel,
K2CQs, Aceton, 0 °C>RT, 66 h; g) Ethylenglykol, pTSA, Toluol, Reflux, 12 h; h) PPhs, THF, 0 °C, 2 h, dann
H20, RT, 20 h; i) AcCl, Pyridin, CH.Cl,, 0 °C, 2 h; j) 1M HCI, RT, 24 h.

Die zundchst geplante vierstufige Syntheseroute zum Phosphonat 140 startete mit der Bildung
des Methylesters aus y-Aminobutterséure (127) und der anschlieBenden Amidierung des Amins

(Abbildung 48). Die Umsetzungen zur Verbindung 129 verliefen mit quantitativer Ausbeute.
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Beim Versuch der Uberfilhrung des Methylesters 129 in das Keton 130 mithilfe von Lithium-
dimethylmethylphosphonat konnte lediglich ein Gemisch aus dem Amin 131 und dem

Phosphonat 132 erhalten werden.

Die Synthesestrategie wurde daraufhin umgestellt, um diese unerwiinschte Transacylierung zu
vermeiden. Ausgehend von 4-Brombuttersdauremethylester (133) wurde Bromid mit einem
Azidsubstituenten in quantitativer Ausbeute substituiert. Nach erfolgreicher Préparation des
Phosphonats 135 analog zur bereits beschriebenen Methodik (Ausbeute 84%), konnte die
a-Position mit einer Ausbeute von 61% einfach methyliert und die Verbindung 136 erhalten
werden. Das vorliegende Keton wurde als néchstes in Form eines 1,3-Dioxolans in sehr guter
Ausbeute von 89% geschitzt. Der folgende Abbau des Azids zum Amin nach STAUDINGER
wurde ebenfalls mit einer sehr guten Ausbeute von 94% realisiert. Das Amin 138 wurde
anschlieBend mit AcCl und Pyridin zum korrespondierenden Amid umgesetzt. Nach finaler
saurer Entschiitzung wurde das Phosphonat 140 erfolgreich in einer Gesamtausbeute von 12.6%

Uber sieben Stufen erhalten.

H o) OH
a)a b) = N = :
= T \/\)M
0 00 (zwei Stufen) 142 21%
\\S// 0 OH (acht Stufen)
;% _/‘N)H c), d) :
85 5% SNAC = -
\ (zwei Stufen) Br 147 (acht Stufen)
39% o) OH
(sechs Stufen)J e), b) z
OTBS 12% SNAC™ >~ . 5%

(zwei Stufen) (acht Stufen)

91 f), d) :
- /\
26% OMYW 0%
153

O O (zwei Stufen) (acht Stufen)
-0 g\oj\ O OH
9), d) -
143 > =
\( D SNACW 55,
6 o (zwei Stufen) 158 (acht Stufen)
SNACJ\/E\OJ\ 0 OH
145 h), d) g pZ -
50% 20%
161

(zwei Stufen) (acht Stufen)

Abbildung 49: Synthese der vom Aldehyd 85 abgeleiteten Substratsurrogate. Bedingungen: a) 140, DBU, THF,
0 °C->RT, 48 h; b) HF/Pyridin, THF, RT, 3 h; c) 145, NaH, NBS, THF, 0 °C>RT, 21 h; d) PPTS, MeOH, 50 °C,
U.N.; e) 147, THF, 50 °C, 64 h; f) 143, DBU, THF, 0 °C->RT, 48 h; g) 156, DBU, THF, 0 °C>RT, 48 h; h) 159,
DBU, THF, 0 °C>RT, 48 h.
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Die Substratsurrogate (Abbildung 49) konnten jeweils basierend auf dem Aldehyd 91 aufgebaut
werden. Die Reaktionsbedingungen der fur die Rickgratverlangerung angewandten HWE-
Olefinierung ahneln sich bei den vier betreffenden Beispielen. Ausnahme bildet lediglich die
bromierte Spezies. Zur Darstellung wurde in diesem Fall zunachst eine in situ-Bromierung des
HWE-Reagenzes vorgenommen, dieses wurde danach direkt weiter umgesetzt. Zusatzlich

wurde fiir die Verbindung 151 die WiTTIG-Olefinierung, analog zu BERKHANE™ herangezogen.

Die Entschitzungsbedingungen sind an denen der Syntheseroute in Abbildung 39 angelehnt.
Bei Durchfiihrung der Entschitzungsreaktion zum Substratsurrogat 142 fiel auf, dass sich
bereits im Rohprodukt ausschlie3lich zyklisiertes Produkt befand. Scheinbar waren die
gewahlten Bedingungen flr das o,B-ungeséttigte Keton bereits zu sauer, weshalb nach einer
milderen Abspaltungsmethodik fur den Silylsubstituenten gesucht wurde. Das Augenmerk fiel
dabei auf ein gepuffertes System, bestehend aus HF in Pyridint®, bei welchem die Verfolgung
der Reaktion via DC zundchst die Bildung einer einzigen neuen Verbindung anzeigte, welche
anschlieBend mit der Zeit in eine zweite, unpolarere Komponente weiterreagierte. Nach
Anpassung der Reaktionszeit auf drei Stunden konnte ein fast vollstandiger Umsatz zum
entschiitzten Substratsurrogat 142 unter nur minimaler Zyklisierung erhalten werden. Zu
beachten ist die hohe Elektrophilie des vorliegenden MICHAEL-Akzeptors. Aufgrund dessen
musste 142 stets frisch hergestellt werden und besal? selbst bei tiefen Temperaturen nur eine
sehr begrenzte Lagerfahigkeit. Bereits nach kurzer Zeit unter diesen Bedingungen waren

grolere Anteile der spontan zyklisierten Verbindung enthalten.

Ahnliche Beobachtungen wurden fiir die Bildung von 151 gemacht, wobei die Lagerfahigkeit
bedeutend besser war als beim beschriebenen Keton 142. Die geringe Ausbeute der
Entschiitzung lasst sich hierbei auf den vorzeitigen Abbruch der Reaktion und daraus folgenden
unvollstdndigen Umsatz des Edukts 152 zuriickfiihren, da zu diesem Zeitpunkt bereits die

einsetzende Bildung der zyklisierten Spezies detektiert wurde.
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Abbildung 50: Synthese des Oxepanvorlaufers 165. Bedingungen: a) 3-Buten-1-ylmagnesiumbromid, LiCuCla,
Et,O, Reflux, 3 h; b) O3, CHCl,, -78 °C, dann PPhs, -78 °C>RT, .N.; ¢) 82, DBU, THF, 0 °C>RT, 48 h;
d) PPTS, MeOH, 50 °C, 48 h.

Um neben einfacher Variation des Substitutionsmusters auch die Art des anvisierten
Heterozyklus zu verandern, wurde zunachst auf Basis der in Abbildung 39 gezeigten
Syntheseroute ein Substrat dargestellt, welches potentiell zum siebengliedrigen Oxepanring
zyklisiert werden kann. Dabei wurde die Synthesesequenz bis zur Stufe des Tosylats 89
beibehalten und durch eine Cu(ll)-katalysierte Substitutionsreaktion mit 3-Butenyl-1-
ylmagnesiumbromid das, um eine CH>-Gruppe verldngerte, Rilckgrat aufgebaut. Die
nachfolgenden Ozonolyse fiihrte zum Aldehyd 163 mit einer Ausbeute von 68% Uber zwei
Stufen. Nach abschlieBender HWE-Olefinierung (Ausbeute 53%) und finaler Entschutzung
(Ausbeute 60%) wurde das Substratsurrogat 165 mit einer Gesamtausbeute von 9.8% Uber acht

Stufen erhalten.

o) OH OH
HO a), b) BnO c), d) BnO -
OMe =729 70% h
168 (zwei Stufen) 170 (zwei Stufen) 172
e), f) 66%
(zwei Stufen)
3.2%
(zehn Stufen) o OH OTBS
o~ - 9-) Ho
7~
178 (V|er Stufen) 174

Abbildung 51: Synthese des Substratsurrogats 178. Bedingungen: a) NaH, THF, 0 °C->RT, 20 min, dann BnBr,
RT, 23 h; b) LiAlH4, Et;0, -78 °C>0 °C, 40 min; ¢) DMSO, (COCIl),, CHCl,, -78 °C, 3 h, dann DIPEA,
-78 °C>RT, 30 min; d) MgBr»-Et,0, EtMgBr, CHyCly, -78 °C>RT, 5 h, 92%, d.r. 19:1; e) TBSOTT, 2,6-Lutidin,
CHCly, -78 °C->RT, 30 min; f) Hz, Pd/C, EtOAc, RT, 4 h; g) NaH, THF, 0 °C, 30 min, dann Allylbromid,
0 °C->RT, 18 h; h) O3, CH.Cly, -78 °C, dann PPhs, -78 °C>RT, 6 h; i) 167, CH.Cl,, RT, 24 h; j) PPTS, MeOH,
50 °C, u.N..
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Im Rahmen seiner Masterarbeit hat KoL die Synthese des Dioxans 102 durchgefiihrt. Der
dabei verwendete lineare Vorlaufer basierte auf D-Milchséauremethylester, wodurch der Aufbau
eines Stereozentrums eingespart werden konnte. Zundchst wurde der Alkohol mit einer Bn-
Schutzgruppe (72%) versehen. Nach der darauffolgenden Reduktion des Esters mit LiAlH4
wurde der primare Alkohol 170 in quantitativer Ausbeute erhalten. Die Umsetzung via SWERN-
Oxidation lieferte den Aldehyd (76%), welcher danach in einer GRIGNARD-Reaktion den
sekundaren Alkohol 172 lieferte. Dieser wurde anschlieBend mit einer Silyl-Schutzgruppe
versehen. In Folge dessen wurde die Benzyl-Schutzgruppe hydridisch abgespalten und der
sekundare Alkohol 174 erfolgreich mit 66% Ausbeute tber zwei Stufen erhalten. Aufgrund der
Instabilitat einzelner Zwischenstufen wurden die nachfolgenden vier Reaktionen ohne
Reinigungsschritte durchgefuhrt. Durch Allylierung und anschliefende Ozonolyse wurde
zunachst der Aldehyd gebildet. Dieser konnte danach in einer Kaskade aus HWE-Olefinierung
und sauer katalysierte Abspaltung des Silylrests erfolgreich mit einer Ausbeute von 12% Uber
vier Stufen und einer daraus resultierenden Gesamtausbeute von 3.2% uber zehn Stufen zum

Substratsurrogat 178 umgesetzt werden.

\_ /Br
Mg,
H 6’1 O\Br
o — H O
o™ = H 0\ &
| Br \ g r
Bn Bn

Abbildung 52: GRIGNARD-Reaktion via CRAM-Chelat-Ubergangszustand.[®!

Schlisselschritt dieser Reaktionssequenz ist die diastereoselektive GRIGNARD-Reaktion am
Aldehyd 171. Der Grund fir den hohen Grad an Selektivitat liegt in der chelatisierten
Komplexierung des zusétzlich eingesetzten Magnesiumsalzes (Abbildung 52). Dieses fixiert
zunachst die Konformation im CRAM-Chelat-Ubergangszustand, wodurch nach Koordination
des GRIGNARD-Reagenzes der nukleophile Angriff der Ethylgruppe hauptsachlich von der
sterisch weniger anspruchsvollen Seite geschehen kann und sich so das Hauptprodukt 172
bildet.[%]
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Abbildung 53: Synthese des Substratsurrogats 187. Bedingungen: a) NaBHs, I, THF, Reflux, 4 h, dann MeOH,
RT, 30 min, dann KOH, RT, 4 h; b) Boc,O, MeCN, 0°C->RT, 3h; c¢) TsCl, KOH, Reflux, 4h; d)
3-Buten-1-ylmagnesiumbromid, Cul, THF, -78 °C>RT, .N.; e) "BuLi, THF, -78 °C, 30 min, dann Boc;0,
-78 °C>RT, 0.N.; f) Os, CH2Cly, -78 °C, dann PPhs, -78 °C>RT, U.N.; g) 167, CH.Cl,, RT, 48 h; h) HCI (1M in
Et,0, 0 °C>RT, 20 h.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von ScHRECK wurde eine Syntheseroute zu dem
Substratsurrogat 187 erarbeitet, welches den Vorlaufer fir das Piperidinderivat 108 darstellt
(Abbildung 53). Von D-Valin ausgehend wurde zundchst Uber eine Reaktionskaskade aus
Reduktion und Boc-Schiitzung der Alkohol 181 mit einer Ausbeute von 29% Uber zwei Stufen
erhalten. Die geringe Ausbeute ist zum Grofteil der Reduktion zuzuschreiben, da diese
lediglich mit 33% ablief. Mdoglicherweise kam es bei der Reaktion durch Lichteinfall zu
Verlusten oder es wurde bei der durchgefiihrten destillativen Reinigung keine vollstdndige
Rickgewinnung erzielt. Als nédchstes wurde ein Ringschluss durchgefiihrt. Durch die
Tosylierung des Alkohols wurde eine gute Fluchtgruppe generiert, welche unter basischen
Bedingungen vom Carbamat unter Bildung eines Azeridins angegriffen werden konnte. Dieses
Azeridin wurde anschliefend von Homoallylmagnesiumbromid nukleophil gedffnet. Aufgrund
des in situ generierten NORMANT-Cuprats konnte dabei dirigiert werden, dass der Angriff
ausschlielRlich von der sterisch weniger gehinderten Seite geschieht. Das dabei generierte Alken
183 wurde danach ein zweites Mal mit einer Boc-Schutzgruppe versehen und anschlieRend
einer Ozonolyse unterzogen. Die doppelte Schitzung war notwendig, da andernfalls die
N,O-Acetalbildung mit darauf folgender Dehydratisierung zum Enamin beobachtet werden
konnte. Der Aldehyd 185 wurde schlief3lich in einer WITTIG-Olefinierung mit dem Thioester

versehen und war damit bereit fiir die Entschutzungsreaktion.

Die Entfernung der Boc-Schutzgruppen stellte zu Beginn eine Herausforderung dar. Die
anfanglich gewahlten, sauren Entschiitzungsbedingungen (TFA in CH2CI!*®) erwiesen sich

als zu harsch. Die beiden Schutzgruppen wurden dabei zwar innerhalb von zwei Stunden
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vollstandig entfernt, jedoch flihrten die stark saure Umgebung in Kombination mit der
Loslichkeit im verwendeten Losungsmittel zur Instabilitdét des Ammoniumsalzes und der daraus
folgenden vollstdndigen spontanen Zyklisierung zum Epimerengemisch des Piperidins 108.
Deutlich mildere Methoden (HCI in H,0"% oder Nal in Aceton!°?) lieRen die Boc-Gruppen
hingegen unberihrt. Erst durch den Einsatz von HCI (1M in abs. Et,O1%) fiinrte Giber Nacht
zur volligen Umschitzung des di-Boc-geschiitzten Amins zum Ammoniumsalz 187 mit einer
Ausbeute von 89% und der daraus resultierenden Gesamtausbeute von 3.1% Uber zehn lineare
Stufen. Durch die geringe Loslichkeit des Ammoniumsalzes 187 in Et>O fiel dieses wahrend
der Entschitzung aus der Reaktionslésung aus und zeigte als ungeldster Feststoff eine hohere
Stabilitat gegeniiber der geldsten Variante. Aufgrund der hohen Nukleophilie des freien Amins
konnte diese Verbindung lediglich als Hydrochlorid bei tiefen Temperaturen aufbewahrt
werden, wobei selbst unter diesen Lagerungsbedingungen aufgrund des vorherrschenden

Saure-Base-Gleichgewichts ein grof3er Teil binnen weniger Wochen spontan zyklisiert war.

O OTBS 0
__ b))
quant R = H 95% /\O)W Ao PP
p R=H192 190

R Me 49%
(zwei Stufen) R =Me 197
R=H11.4% d). e) R=H12% e}
R =Me 4.9% (0] OH »€)|R =Me 10% PPh
(finf Stufen) (zwei Stufen)|~ >0 3
SNAC = 195
R=H 194
R = Me 199

Abbildung 54: Synthese der Substratsurrogate 194 und 199. Bedingungen: a) DIBAL-H, CH,Cl;, 78 °C, 1 h;
b) 187 oder 192, CH.Cl,, RT, i.N.; ¢) TBSCI, Imidazol, CH,Cl,, RT, 1 h; d) LiOH, MeOH/H;0, 0 °C>RT, ii.N.;
e) DIC, HSNAC, DMAP, CHCl, 0 °C>RT, i.N..

Zur Untersuchung von Substrate ohne Substitution an der 6- und 7-Position wurde die Synthese
der beiden priméren Alkohole 194 und 199 durchgefihrt (Abbildung 54). Zunédchst wurde dafur
o-Valerolacton (188) mit DIBAL-H mit quantitativer Ausbeute zum Lactol 189 reduziert.
Dieses wurde anschlieBend unter Einsatz der beiden unterschiedlichen, freundlicherweise von
LINDNER bereitgestellten WiITTIG-Reagenzien 190 und 195 gedffnet und der freiwerdende
primare Alkohol danach einer TBS-Schitzung unterzogen. Hierbei konnten méliige (Ausbeute
49%, R = Me) bis sehr gute (Ausbeute 95%, R = H) Ausbeuten, jeweils tiber zwei Stufen erzielt

48




Ergebnisdiskussion

werden. In einer Reaktionskaskade aus basischer Verseifung und anschliefender STEGLICH-
Veresterung konnte der Ethylester in beiden Fallen erfolgreich gegen den SNAC-Substituenten
ausgetauscht werden. Nach vollstandiger Charakterisierung der isolierten Verbindungen stellte
sich heraus, dass auf die geplante Entschutzung verzichtet werden kann, da diese bereits
geschehen war. Vermutlich waren die TBS-Schutzgruppen der primaren Alkohole gegenuber
der sauren Aufarbeitung zur Isolation der Carbonsduren im Zuge der durchgefihrten
Verseifung nicht stabil genug. Dies wirde zudem die durchweg schlechten Ausbeuten von 12%
(R =H) und 10% (R = Me) plausibel erklaren, da sich somit aufgrund der bereits entschiitzten
Alkohole wahrend der STEGLICH-Veresterung zusétzlich zum HSNAC intramolekular ein
Konkurrenznukleophil befand. Die beiden Substrate konnten dennoch mit Ausbeuten von
11.4% (194, R = H), sowie 4.9% (199, R = Me), jeweils tber funf lineare Stufen erhalten

werden.

O OH

77
B o OH
118 199 H
) Q )O\H o) 165
SNAC)H/\/Y\/\/\ SNAC)W H
126 H 194 0 OH
o) OH 0
158 H 153 0 NH;ClI
0 or ’ : W
- H -
Br 147 o 142

Abbildung 55: Ubersicht der aufgebauten Substanzbibliothek bisher ungetesteter Substratsurrogate. In Farb
hervorgehoben sind die jeweiligen Unterschiede zur oben dargestellten Verbindung 77.

In Abbildung 55 ist eine Ubersicht iiber die erfolgreich hergestellten und zum Umsatz mit
AmbDH3 bereitstehenden Substrate dargestellt. Vor Beginn der Experimente mit AmbDH3,

musste dieses zundchst in aktiver Form dargestellt werden. Hierfir wurde das Gen ambDH3 in
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transformierten Escherichia coli (E. coli BL12) exprimiert und das dabei gebildete Protein im

Anschluss via Ni-Affinitdtschromatographie an einer AKTA™ start gereinigt.

Zyklisierungen und Bestimmung der absoluten Produktkonfiguration

Fur die enzymatische Umsetzung im Kontext der Substrattoleranzstudie wurde frisch
gereinigtes AmbDH3 verwendet. Es wurden jeweils 10 mg (Abweichungen siehe Tabelle 1)
der entsprechenden Substrate fir 16 h bei 37 °C mit der enzymatischen Doméne in wassrigem
HEPES-Puffer inkubiert. Zur Analyse der Reaktionen wurden von den Rohprodukten direkt
nach Extraktion der enzymatischen Umsetzung ein *H-NMR-Spektrum vermessen. Die
jeweiligen Zyklisierungsprodukte wurden chromatographisch gereinigt und erneut via
!H-NMR-Spektroskopie untersucht. Aus den so gewonnenen Daten konnten sowohl Umsatz

der Reaktion als auch Identitat und Konfiguration der entstandenen Heterozyklen bestimmt

werden.
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Abbildung 56: Konfigurationsbestimmung von C2 und C3 in 78 via Analyse der chemischen Verschiebung und
Kopplungskonstanten im *H-NMR-Spektrum.
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Zur Validierung der Methode fur die Konfigurationsbestimmung neu entstandener Hetero-
zyklen, wurde diese fur die literaturbekannte Verbindung 78 angewandt und dabei die
raumliche Ausrichtung der Substituenten bestatigt. Die absolute Konfiguration dieser
Verbindung wurde bereits in einer friheren Verdffentlichung anhand einer Kombination aus
'H-NMR-Spektroskopie und Réntgenkristallstrukturanalyse bewiesen.™] Die zur Bestimmung

verwendeten Signale und Kopplungskonstanten sind in Abbildung 56 dargestellt.

Die chemischen Verschiebungen der relevanten Protonen im gezeigten Beispiel eines
2,6-cis-THP-Rings liegen bei 2.72 ppm (2-H), 3.47 ppm (3-H) und 2.77 ppm (7-H),
wohingegen die dquivalenten Signale in 2,6-trans-THP-Ringen tendenziell ins Tieffeld
verschoben sind. Konstitutionell vergleichbare trans-THP-Naturstoffe zeigen Verschiebungen
von 3-H und 7-H von 3.6-3.7 ppm (Zincophorin)*®+1%1 3.8-4.0 ppm (Nigericin)io7,
beziehungsweise 3.9-4.2 ppm (Salinomycin)*%l. Die blau hervorgehobene 3J;-n3-1-Kopplung
(Abbildung 56) betragt hier ungefédhr 9.0 Hz, wohingegen BERKHAN fur das C2-Epimer
(2S,3R,6S,7R)-78 eine 3J;-13-1-Kopplungskonstante von ungefahr 7.2 HzB™ beschrieb. Mit
diesen Daten und der aus der Synthese bereits bekannten Konfiguration an C6 und C7 lief sich
die Konfigurationsbestimmung der Produkte der Enzymexperimente durchfiihren. Um den
Grad spontaner, unselektiver Zyklisierung unter den verwendeten Reaktionsbedingungen zu

bestimmen, wurden zu jeder Enzymumsetzung enzymfreie Kontrollexperimente durchgefiihrt.

Die nachfolgenden Bestimmungen der absoluten Konfigurationen der neu aufgebauten

Stereozentren wurden analog der hier beschriebenen Methodik durchgefuhrt.
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Abbildung 57: a) *H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) der Umsetzung von 100 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum
(CDCls, 500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In Abbildung 57 sind sowohl die enzymatische Umsetzung des Substratsurrogats 118 mit
AmbDH3 (a), als auch das enzymfreie Kontrollexperiment (b) dargestellt. Durch die Inkubation
mit AmbDH3 konnte die Reaktion zum THP-Ring 100 erfolgreich durchgefiihrt werden. Der
erzielte Umsatz betrug dabei 89% und liegt damit nah an dem der Reaktion mit dem
Substratsurrogat 77. Im abgebildeten enzymfreien Kontrollexperiment ist hingegen keine
nennenswerte Verdnderung zu erkennen, woraus abzuleiten ist, dass die gesamte beobachtete
Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurde. Das VVolumen der aktiven Tasche der enzymatischen
Domane, sowie der Zugangstunnel scheinen also ausreichend grof3 zu sein, sodass selbst der

sterisch deutlich anspruchsvollere 7-Ph-Substituent Platz findet und in sehr gutem Mal}
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umgesetzt werden kann. Durch die rdumliche Néahe der aktiven Tasche zur Oberflache des
Proteins, konnte es auch sein, dass der Substituent aus dem Protein herausschaut. In der
Kristallstruktur mit hineinmodellierten Substratsurrogaten (Abbildung 212) ist zu erkennen,
dass der Substituent an der 7-Position stets oberhalb von Val173 und His51 in Richtung des
Loops (Gly227-Gly235) zum Liegen kommt. Dieser Loop kodnnte sterisch anspruchsvollen
Substituenten prinzipell ausweichen und zusatzlich den Raum zur AuRenseite freimachen.
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Abbildung 58: 'H-NMR-Spektrum (CDCl;, 500 MHz) des gereinigten Produkts 100 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (ddd, links) und
2-Me (d, rechts) zugeordnet.

In Abbildung 58 sind die essenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
des Produkts 100 dargestellt. Die Signale von 7-H und 3-H sind deutlich weiter im Tieffeld zu
sehen als im Vergleichsspektrum. Dies liegt jedoch nicht an einer anderen Konfiguration der
Stereozentren, sondern am Anisotropieeffekt, der vom induzierten Ringstrom des
Phenylsubstituenten hervorgerufen wird. Aufgrund der postullierten Ausrichtung (siehe Sessel-

Darstellung) befinden sich Protonen der OCHR2 Gruppen in der Ringebene des Aromaten,
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wodurch sie entschirmt werden und somit eine Verschiebung ins Tieffeld erfahren. Im
Gegensatz dazu ist die 6-Me-Gruppe orthogonal zur Ringebene lokalisiert, wird dadurch
abgeschirmt und erfahrt folglich eine Hochfeldverschiebung. Dies ist im *H-NMR-Spektrum
klar zu erkennen, da sich das Signal dieser Methylgruppe mit 0.65 ppm im deutlich héheren
chemischen Verschiebungsbereich befindet als das dquivalente Signal im Vergleichsspektrum
mit 0.79 ppm. Die ermittelte Kopplungskonstante 3Jo-+3-+ = 8.7 Hz liegt sehr nah an den in der

Referenzverbindung 78 gezeigten 9.3 Hz und bestéatigt daher die dargestellte absolute
Konfiguration des zyklisierten Produkts 100.
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Abbildung 59: a) *H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) der Umsetzung von 126 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum
(CDCl3, 500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.
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In der Reaktion mit dem Substratsurrogat 126 zeigte sich ein Umsatz von 13% (Abbildung 59)
Dieser liegt deutlich unterhalb dem der Reaktion mit 77 sowie dem bereits beschriebenen
Substratsurrogat 118. Begrindet werden kann dieses Verhalten mit der sehr geringen
Loslichkeit des Substrats im Reaktionspuffer. Selbst nach langerem Vorlosen bei der
Reaktionstemperatur von 37 °C war noch immer ein deutlicher Bodensatz zu erkennen.
Aufgrund des permanent vorhandenen Bodensatzes kann es zur friihzeitigen Préazipitation des
eingesetzten Proteins gekommen sein, weshalb die effektive Proteinkonzentration verringert
worden. Ein weiteres Indiz, dass es sich allgemein um ein Loslichkeitsproblem handelt, ist das
durchgefuhrte Experiment mit substratgeséttigtem Puffer ohne Bodensatz. Hierbei wurde via
UPLC-MS (Abbildung 219) ein ungefahrer Umsatz von 49% ermittelt. Im abgebildeten
enzymfreien Kontrollexperiment ist hingegen keine nennenswerte Veranderung zu erkennen,
woraus abzuleiten ist, dass die gesamte beobachtete Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurde.
Das Volumen der aktiven Tasche der enzymatischen Domane, sowie der Zugangstunnel
scheinen also ausreichend grof? zu sein, dass auch ein langerer, linearer 7-Substituent Platz

findet und zumindest teilweise umgesetzt werden kann.
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Abbildung 60: H-NMR-Spektrum (CDCls;, 500 MHz) des gereinigten Produkts 103 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (ddd, links), 2-H (dq,
mitte) und 2-Me (d, rechts) zugeordnet.
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In Abbildung 60 sind die essenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
des Produkts 103 dargestellt. Die aufgenommenen chemischen Verschiebungen der beiden
OCHR2-Gruppen liegen mit 3.47 ppm (3-H) und 2.84 ppm (7-H) genau im charakteristischen
Bereich fiir einen 2,6-cis-THP-Ring. Die ermittelte Kopplungskonstante 3Jz-n 3.4 = 9.1 Hz liegt
sehr nah an den in der Referenzverbindung 78 gezeigten 9.3 Hz und bestatigt daher die

dargestellte absolute Konfiguration des zyklisierten Produkts 103.
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Abbildung 61: a) 'H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) der Umsetzung von 158 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum
(CDCls, 500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktion von 158 zeigte sich ein Umsatz von 17% (Abbildung 61). Dieser liegt im
Bereich des Umsatzes des Substratsurrogats 126. Grund fur den geringen Wert war analog zur

Umsetzung von 126 die geringe Loslichkeit des Substratsurrogats 158 im Reaktionspuffer. Fir
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dieses Substratsurrogat wurde daher analog zu 126 ein Experiment mit substratgesattigtem
Puffer durchgefuhrt. Hierbei wurde via UPLC-MS (Abbildung 220) ein Umsatz von 50%
ermittelt. Das Kontrollexperiment zeigte keinen spontanen Umsatz. Die enzymatische Doméne

ist demnach auch gegendber Variationen in der 2-Position tolerant.

mmmmm
=====

A
NNNNN

£

44

6.

- 1735,

33
1310.96

130552

54Hz 9.1Hz 9.1Hz

1301.89
129646
12928
~ 128740

I

2.63

s\\\

0 106

————
5.0 7.5 7.0

-\
T
o
[=]
T T T g T

5.5 5.0 4.5

T

6.5 6.0 4.0

M@LLULMLM{J b -J

2.59

|

2.34+]

i
o~
M~
m m

T T T

1.0

—

1321~

T

0.5

Abbildung 62: 'H-NMR-Spektrum (CDCl;, 500 MHz) des gereinigten Produkts 106 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (ddd, links) und 2-H
(ddd, rechts) zugeordnet.

Die aufgenommenen chemischen Verschiebungen der beiden OCHR2-Gruppen liegen mit
3.47 ppm (3-H) und 2.76 ppm (7-H) genau im charakteristischen Bereich fir einen 2,6-cis-
THP-Ring (Abbildung 62). Die ermittelte Kopplungskonstante 3Jz-p 3.+ = 9.2 Hz liegt sehr nah
an den in der Referenzverbindung 78 gezeigten 9.3 Hz und bestatigt daher die dargestellte

absolute Konfiguration des zyklisierten Produkts 106.
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Abbildung 63: a) *H-NMR-Spektrum (CsDg, 500 MHz) der Umsetzung von 151 mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum (CgDs,

500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktion von 151 zeigte sich ein Umsatz von 90% (Abbildung 63). Dieser liegt im
Bereich des Umsatzes des Substratsurrogats 77. Das enzymfreie Kontrollexperiment ergab

jedoch eine spontane Zyklisierung von 32%. Begriindet werden kann dies dadurch, dass das
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Doppelbindungssystem bei fehlender Methylverzweigung an der 2-Position insgesamt
elektronenarmer ist als mit der sonst vorherschenden Hyperkonjugation, ausgelbt von der
Methylgruppe. Aufgrund dessen ist das MICHAEL-System deutlich aktivierter und die
Nukleophilie der Hydroxygruppe reicht aus, um den Ringschluss auch ohne vorliegendes
AmbDH3 durchzufihren. Zu beobachten ist, dass sich scheinbar ein weiteres zyklisches
Stereoisomer gebildet hat. Das Signal bei 4.35 ppm lasst vermuten, dass es sich hierbei um
einen bei der spontanen Zyklisierung entstandenen trans-THP-Ring handelt. Die beobachtete
chemische Verschiebung liegt im Bereich des dquivalenten THP-Protons in Salinomycin.[%]
VVom spontanen Prozess abgesehen konnte gezeigt werden, dass auch das Substratsurrogat 151

von AmbDH3 akzeptiert und in hohem MafRe umgesetzt wird.
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Abbildung 64: H-NMR-Spektrum (CsDs, 500 MHz) des gereinigten Produkts 200 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (dddd, links) und
2-H (2xdd, rechts) zugeordnet.

In Abbildung 64 sind die essenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten

des Produkts 200 dargestellt. Die aufgenommenen chemischen Verschiebungen der beiden
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OCHR2-Gruppen liegen mit 3.71 ppm (3-H) und 2.71 ppm (7-H) genau im charakteristischen
Bereich fur einen 2,6-cis-THP-Ring. Die ermittelte Kopplungskonstante 3Jo-1 3.+ = 8.6 Hz liegt
nah an den in der Referenzverbindung 78 gezeigten 9.3 Hz und bestétigt daher die dargestellte
absolute Konfiguration des zyklisierten Produkts 200. Der fehlende 2-Substituent scheint
demnach keinen negativen Einfluss auf die Koordination des Substrats in der aktiven Tasche

und der daraus resultierenden Stereochemie zu haben.
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Abbildung 65: a) *H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) der Umsetzung von 199 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum
(CDCls, 500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktion von 199 zeigte sich ein Umsatz von 37% (Abbildung 65). Dieser liegt damit
zwischen den Umsétzen der Substratsurrogate 126 und 118. Grund hierfir war, dass das
Rickgrat des Substrats aufgrund fehlender Verzweigungen, sowie 7-Substitution deutlich
beweglicher und somit keine fir die Zyklisierung ideale Substratkonformation in der aktiven
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Tasche maglich ist. Diese Theorie wird von Modellierungsstudien gestitzt, bei denen fir dieses
Substrat zwar ein &hnlicher Abstand zwischen 7-OH und C3 (3.5 A vs. 3.6 A (77)) berechnet
wurde, die Distanz zwischen D215 und 7-OH (2.9 A vs. 2.1 A (77)) jedoch signifikant gréRer
ist (Abbildung 212). Zudem ist die Nukleophelie von 7-OH verglichen mit 7-substituierten
Substratsurrogaten geringer, da aufgrund der fehlenden Substitution die zusatzliche Hyper-
konjugation ausbleibt und die daraus folgende Elektronendichte am Sauerstoff geringer ausféllt.
Ein weiterer Grund fir den geringeren Umsatz konnte die Lage des Substratsurrogats 199 in
der aktiven Tasche sein. Wenngleich der grélRere Abstand zu D215 eine deutlich geringere

Aktivierung der 7-OH-Gruppe mit sich brachte, wurde das Substrat zumindest teilweise

umgesetzt.
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Abbildung 66: 'H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) des gereinigten Produkts ent-101 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 2-H (dg, links) und 2-Me
(d, rechts) zugeordnet.
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In Abbildung 66 sind die essenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
des Produkts ent-101 dargestellt. Die aufgenommene chemische Verschiebung von 3-H liegt
mit 3.71 ppm genau im charakteristischen Bereich fir ein axial ausgerichtetes Proton an dieser
Position. Die ermittelte Kopplungskonstante 3J,.43+ = 8.7 Hz liegt nah an den in der
Referenzverbindung 78 gezeigten 9.3 Hz und bestatigt daher die dargestellte relative
Konfiguration des zyklisierten Produkts ent-101. In der Modellierung (Abbildung 212) ist
allerdings ein Unterschied zu allen anderen akzeptierten Substraten zu erkennen. Aufgrund der
fehlenden 7-Substitution liegt der MICHAEL-Akzeptor um 90° gedreht in der aktiven Tasche,
wodurch laut Berechnung sowohl nukleophiler Angriff, als auch Protonierung der C2-Position
vermutlich von der umgekehrten Seite stattfinden. Das entstehende Produkt ware damit auf 2-
Me und 3-O bezogen zwar immernoch anti-konfiguriert, jedoch handelt es sich hierbei mit
(2S,3S) sehr wahrscheinlich um das Enantiomer zur urspriinglich erwarteten (2R,3R)-

Konfiguration.
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Abbildung 67: a) *H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) der Umsetzung von 194 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum
(CDCls, 500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktion von 194 zeigte sich ein Umsatz von 73% (Abbildung 67). Das Rilckgrat von ist
analog zum Substratsurrogat 199 aufgrund fehlender Verzweigungen, sowie 7-Substitution
deutlich beweglicher und es ist somit scheinbar keine fir die Zyklisierung ideale Orientierung
in der aktiven Tasche mdglich. Im Vergleich zur Umsetzung von 199, konnte jedoch ein
deutlich htherer Umsatz beobachtet werden. Dies liegt daran, dass das MICHAEL-System, wie
bereits am Beispiel 151 gezeigt wurde, aufgrund fehlender Hyperkonjugation deutlich reaktiver

ist. Im abgebildeten enzymfreien Kontrollexperiment ist entgegen der Literaturl’? eine geringe
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spontane Zyklisierung von <6% zu erkennen. Daraus l&sst sich ableiten, dass der groRte Teil
der beobachteten Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurde. Wenngleich die Aktivierung der
7-OH-Gruppe deutlich geringer als bei anderen Substraten ausfallt, wurde das Substrat

aufgrund der reaktiveren Doppelbindung dennoch zum Grof3teil umgesetzt.
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Abbildung 68: H-NMR-Spektrum (CDCl;, 500 MHz) des gereinigten Produkts ent-104 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (dddd, links) und 2-H
(2xdd, rechts) zugeordnet.

In Abbildung 68 sind die essenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
des Zyklisierungsprodukts ent-104 dargestellt. Die aufgenommene chemische Verschiebung
von 3-H liegt mit 3.78 ppm genau im charakteristischen Bereich fir ein axial ausgerichtetes
Proton an dieser Position. Analog zu 199 kdnnte es auch hier zur Bildung des (3S)- anstelle des

(3R)-1somers gekommen sein. Um diese Hypothese zu stiitzen wurden die Drehwerte von
ent-104 ([o]7 =-3.0 °, CH2Cly, ¢ = 0.10) und der Referenzverbindung ([a]’ = -0.45 °, CHCls,
¢ = 0.52)1%1 miteinander verglichen. Da beide Drehwerte ein negatives VVorzeichen besitzen,

wurde ent-104 als das Hauptprodukt bestatigt. Durch die verwendeten Analysemethoden
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konnte die zusatzliche Bildung des Enantiomers nicht ausgeschlossen werden. Um das
Enantiomerenverhaltnis zu tberprifen, wurde daher die Derivatisierung mit einem chiralen

Reagenz zur Bildung von Diastereomeren durchgefihrt.
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Abbildung 69: *H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) der Derivatisierung von 202, aus dem Rohprodukt der
enzymatischen Umsetzung (a) und der basisch induzierten Zyklisierung von 191 (b). Die eingebetteten Signale
wurden 7-H (dt, links) und 3-H (ddt, rechts) zugeordnet. Bedingungen: a) DIBAL-H, CHCl,, -78 °C,
b) (S)-MTPA-CI, DMAP, CHCl..

Fur die Darstellung von 203 wurde zunéchst eine Reduktion des Thioesters 104 bzw. Esters
201 mit DIBAL-H durchgefiihrt. Bei der Aufarbeitung, insbesondere beim Entfernen des
Losemittels, war besonders auf die Flichtigkeit des entstandenen Alkohols zu achten. Ein
Druck <400 mbar bei einer Temperatur von 40 °C hatte den vollstandigen Verlust des Produkts
zur Folge. Aufgrund der Flichtigkeit wurde bei dieser Stufe zudem auf eine Reinigung
verzichtet. Das erhaltene Rohprodukt wurde danach zum (R)-MTPA-Ester 203 umgesetzt und
via 'H-NMR analysiert. In Abbildung 69 sind die H-NMR-Spektren der veresterten
Verbindungen 203 abgebildet. Das untere Spektrum (b) zeigt dabei den racemischen (3S;3R)-

(R)-MTPA-Ester als Referenz. Es ist klar zu erkennen, dass sich in der Referenz zwei

65



Ergebnisdiskussion

Signalsatze befinden, wohingegen das obere Spektrum (a) der veresterten, enzymatisch
erzeugten Verbindung 104 lediglich aus einem Signalsatz besteht. Daraus lasst sich ableiten,
dass bei der Umsetzung des Substratsurrogats 194 zu 104 nur ein einziges Enantiomer

entstanden ist.
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Abbildung 70: a) *H-NMR-Spektrum (C¢Dg, 500 MHz) der Umsetzung von 161 mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der in blau und grin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum (CgDs,
500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen. 2!

In der Reaktion von 161 zeigte sich ein Umsatz von 43% (Abbildung 70). Dieser fiel damit
geringer aus, als beim Substratsurrogat 77 und liegt im gleichen Bereich, wie bereits zuvor
gezeigt werden konnte.[®”! Grund hierfir war analog zu anderen Substraten die mit bloRem

Auge sichtbare, geringe Loslichkeit des Substrats im Reaktionspuffer. Hervorzuheben ist
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zudem, dass fur die Durchfuhrung der Reaktion vom etablierten Protokoll abgewichen werden
musste. Das Enzymexperiment der Vorlduferverbindung 161 zeigte bei einer Substrat-
konzentration von 8 mm keinen Umsatz. Erst nach Reduktion der Substratkonzentration auf
2mmM konnte der beschriebenen Umsatz von 43% erreicht werden. Im abgebildeten
enzymfreien Kontrollexperiment ist keine nennenswerte Veranderung zu erkennen, woraus

abzuleiten ist, dass die gesamte beobachtete Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurde.
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Abbildung 71: 'H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz) des gereinigten Produkts 204 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (ddd, links), 2-H (dq,
mitte) und 2-Me (d, rechts) zugeordnet.

Abbildung 71 zeigt das *H-NMR-Spektrum des Produkts 204. Die chemische Verschiebung
von 3-H liegt mit 3.48 ppm genau im charakteristischen Bereich fir einen
2,6-cis-THP-Ring. Die ermittelte Kopplungskonstante 3Jo-+ 3.+ = 8.9 Hz liegt sehr nah an den
in der Referenzverbindung 78 gezeigten 9.3 Hz und bestatigt daher die dargestellte absolute
Konfiguration des zyklisierten Produkts 204. In diesem Fall wurde abweichend vom fir das
Substrat verwendete Losemittel CsDs wieder auf das bisher benutzte CDCl3 zuriickgegriffen.
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Die Vergleichbarkeit zwischen Substrat- und Produktspektrum ist damit zwar nicht mehr

gegeben, jedoch wurde unter Verwendung von CeDs im chemischen Verschiebungsbereich

zwischen 3.0 ppm und 2.5 ppm keine ausreichende Signalaufldsung erreicht. Die korrekte
Bestimmung der chemischen Verschiebungen, sowie der Kopplungskonstanten war erst nach

dem Wechsel auf CDClz mdglich. Die Abwesenheit des Acetamids und der damit verbundenen

fehlenden, potentiellen Koordinationsstelle scheint keinen negativen Einfluss auf die
Ausrichtung des Substrats in der aktiven Tasche und der daraus resultierenden Stereochemie zu

haben.
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Abbildung 72: a) *H-NMR-Spektrum (CsDs, 500 MHz) der Umsetzung von 142 mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der in blau hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum (CsDs, 500 MHz) der

enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.
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In der Reaktion von 142 zeigte sich ein quantitativer Umsatz (Abbildung 72), jedoch war im
enzymfreien Kontrollexperiment eine spontane Zyklisierung mit vergleichbarem Umsatz zu
beobachten. Das dabei entstandene Produkt 110 wurde als 2-Me-Epimerengemisch erhalten.
Grund hierfir war, dass das Doppelbindungssystem beim Wechsel vom Thioester zum Keton,
aufgrund geringerer Hyperkonjugation und damit verbundener Stabilisierung durch Mesomerie
elektronenarmer ist, als beim vergleichbaren Thioester 77. Aufgrund dessen ist das MICHAEL-
System aktivierter und die Nukleophilie der Hydroxygruppe reicht aus, um den Ringschluss
bereits unter proteinfreien Assaybedingungen durchzufiihren. Aufgrund des vollstandigen
spontan ablaufenden Prozesses im semipréparativen Malstab ist daher keine Aussage Uber die
Akzeptanz des Substratsurrogats 142 von AmbDH3 treffbar.
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Abbildung 73: UPLC-MS-Analyse der enzymatischen (a), sowie enzymfreien (b) Inkubation von 142 im analyti-
schen Malistab (tr = 2.88 min Substrat 142; tg = 3.31 min Produkt 110; tr = 4.7 — 5.3 min Verunreinigung im
Laufmittel).

Die in Abbildung 73 dargestellten UPLC-MS-Chromatogramme zeigen die Analyse der zu
Abbildung 72 analogen Experimente mit jeweils 0.1 mg eingesetztem Substratsurrogats 142,
Es ist klar zu erkennen, dass es beim enzymfreien Kontrollexperiment auch nach 16 h
Inkubation zu keinerlei spontanem Umsatz gekommen ist. Im Fall des zugesetzten Proteins ist
hingegen ein Umsatz von 39% zu erkennen. Da eine intramolekulare Reaktion bei niedrigeren
Konzentrationen besser als bei hheren ablaufen sollte, kann es sich dabei nicht um den Grund
fur dieses Ergebnis handeln. Ein weiterer Unterschied zum vorher durchgefuhrten Experiment
im semipréparativen Malstab war die Art der Inkubation. Hier wurde aufgrund des geringen
Reaktionsvolumens auf EPPENDORF-Reaktionsgefale (2 mL Volumen) zuriickgegriffen und
nicht mit einem Magnetriihrkern geriihrt, sondern lediglich im Thermomixer geschwenkt.
Maoglicherweise kam es dabei aufgrund der schlechteren Durchmischung zu einem sehr

langsamen Ubergang des Substrats in die wassrige Phase und einer damit verbundenen
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niedrigen effektiven Konzentration im Reaktionsmedium. Das Substrat wirde damit
hauptsachlich im stabilisierenden festen Bodensatz verweilen und nur die kleine, tatsachlich
geloste Menge wére von der enzymatischen Umsetzung betroffen. Dadurch k&me es zur
Abreicherung innerhalb des Reaktionsgemisches und anschlieender erneuten Lésung frischen
Substrats. Es konnte damit gezeigt werden, dass der im natirlichen Kontext wichtige Thioester
im Fall der Umsetzung mit AmbDH3 nicht unbedingt notwendig ist, wodurch die
Produktpalette um eine weitere Substanzklasse erweitert werden und erstmals ein Keton

umgesetzt werden konnte.
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Abbildung 74: 'H-NMR-Spektrum (CDCls;, 500 MHz) des gereinigten Produkts 110 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (ddd, links), 2-H (dq,

mitte) und 2-Me (d, rechts) zugeordnet.

Nach chromatographischer Reinigung des in Abbildung 72 abgebildeten Rohprodukts wurde
lediglich ein einziges Diastereomer erhalten. Dies legt den Schluss nah, dass es wéhrend der
Prozedur zur Aquilibrierung gekommen ist. In Abbildung 74 ist das *H-NMR-Spektrum des
Produkts 110 dargestellt. Die aufgenommene chemische Verschiebung von 3-H liegt mit
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3.35 ppm genau im charakteristischen Bereich fur einen 2,6-cis-THP-Ring. Die ermittelte
Kopplungskonstante 3J2-43+ = 9.1 Hz stimmt fast mit den in der Referenzverbindung 77
ermittelten 9.3 Hz Uberein und bestétigt daher die dargestellte absolute Konfiguration des
zyklisierten Produkts 110. In diesem Fall wurde abweichend vom fiir das Substrat verwendete
Losemittel CeDs erneut auf CDCls zriickgegriffen. Die Vergleichbarkeit zwischen Substrat- und
Produktspektrum ist damit zwar nicht mehr gegeben, jedoch wurde unter Verwendung von
CeDe im Verschiebungsbereich zwischen 3.0 ppm und 2.5 ppm keine ausreichende
Signalauflésung erreicht. Die korrekte Bestimmung der chemischen Verschiebungen, sowie der

Kopplungskonstanten war erst nach dem Wechsel auf CDCl3 mdglich.
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Abbildung 75: a) *H-NMR-Spektrum (CsDs, 500 MHz) der Umsetzung von 178 mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der in blau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. b) *H-NMR-Spektrum (CgDs,
500 MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.
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In der Reaktion von 178 zeigte sich ein Umsatz von 29% (Abbildung 75). Dieser fiel damit
geringer aus, als beim Substratsurrogat 77. Eine mdgliche Begriindung hierfur liegt in der
Bildung von Nebenprodukten. Im abgebildeten enzymfreien Kontrollexperiment ist ein
spontaner Umsatz von maximal 12% zu erkennen, jedoch wird das betrachtete Signal von einer
Verunreinigung Uberlagert, die das Integral kinstlich erhoht. Der eigentliche spontane Anteil
ist demnach geringer einzuschétzen. Die zusatzliche beobachtete Produktbildung wurde von
AmbDH3 katalysiert.

—1929 89
1927 40
191087

—1908.36
127877
127166

3.87 3.85 3.83 3.81 2.61 2.56
(@] N
D G A
(@) 105 (
W‘ \
| |
A‘J [
o o il ,r)hix PRI AL
Sa S8RAN 3
o 'ci -NO — O m

o
3.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Abbildung 76: 'H-NMR-Spektrum (C¢Ds, 500 MHz) des gereinigten Produkts 105 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wurden 3-H (ddd, links) und 2-H
(dq, rechts) zugeordnet.

Die aufgenommene chemische Verschiebung von 3-H befindet sich mit 3.84 ppm
vergleichsweise weit im Tieffeld. Da dieser Wert nicht eindeutig dem charakteristischen
Bereich fir trans-Dioxan-Ring oder cis-Dioxan-Ring zuordenbar ist, wurde auf ein anderes
Signal zuriickgegriffen. In Abbildung 165 ist das *H-NMR-Spektrum des Dioxans 105 in

CDCIs abgebildet. Die chemischen Verschiebungen der Protonen an der 4-Position liegen bei
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3.83-3.75 und 3.32 ppm. BAGNoOLI et al. bestimmten fir ein &hnlich substituiertes Dioxan
ebenfalls die entsprechenden chemischen Verschiebungen der betrachteten Position und kamen
dabei auf 3.75 und 3.29 ppm (cis-Dioxan), respektive 3.81 und 3.63 ppm (trans-Dioxan).[**!
Die ermittelte Kopplungskonstante 3J,.43+ = 8.6 Hz liegt nah an den in Verbindung 77

ermittelten 9.3 Hz und bestétigt damit zusatzlich die syn-Konfiguration zwischen der 2- und

O
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Abbildung 77: 1D-NOE-Kaorrelationsspektrum (CsDs, 300 MHZz) des gereinigten Produkts 105 zur Bestatigung
der cis-Konfiguration.

Zusétzlich zu den chemischen Verschiebungen wurde die relative Konfiguration des Dioxans
105 anhand eines 1D-NOE-Experiments bestimmt. Mit dieser Methode lassen sich Kerne
abbilden, die sich in rdumlicher Néhe zueinander befinden. Das kann in der dargestellten
Verbindung nur dann geschehen, wenn sich die beiden hervorgehobenen Protonen auf der
gleichen Seite des Rings befinden, sie also cis zueinanderstehen. In Abbildung 77 ist der
relevante Ausschnitt eines solchen 1D-NOE-Spektrums zu sehen. Es wurde dabei auf das 7-H
eingestrahlt und das einzige sichtbare Antwortsignal wurde 3-H zugeordnet. Mit der
Kombination aus passender Kopplungskonstante, chemischer Verschiebung und der positiven
Antwort im 1D-NOE-Experiment wurde die dargestellte Konfiguration des Dioxans 105
bestétigt.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Substratumsetzungen mit AmbDH3.

# Substrat
1
2
3

o) OH
4 SNAC)M

Br
147

(0] OH
7 /\O)M
H
153
H (0] QH
o
142

OH
9 SNAC\W/L§/»\V/A\T/\W
O
165
o OH
10 SNAC)H/\/ oh
178

NH,CI

O
11 SNAC)H/\/\/\(
187

Produkt Umsatz? [%0]
89
13
17
0
SNAC o 100 (100)°
Br
109
fIX
SNAC” Y 07 TH 37
en;101
o)
b
SNACWH 72 (<6)
H
ent-104
0
o o 0
H
107
M % (95
(o)
D 39 (0)°
110
o)
0
SNAC)\@
102

o) a
)H): jﬁ <29 (<12)°
SNAC (o)
105
O
)H)fl( 100 (100)
SNAC H

108

Ausbeute [%0]

52d

59

68

n.b.

24°

58°

n.b.

12d

n.b.

a: 'H-NMR; b: spontane Zyklisierung in Klammern; c: UPLC-MS aufgrund geringerer Substanzmenge; d: nach
Saulenchromatographie; e: nach semipréparativer HPLC.
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Zusammenfassend sind in Tabelle 1 die aufgebaute Substratbibliothek, nebst anvisiertem
Produkt und den im jeweiligen Enzymexperiment beobachteten Umsétzen, sowie Ausbeuten
dargestellt. Es ist dabei klar zu erkennen, dass ein breites Spektrum von Verbindungen
teilweise, bis nahezu vollstédndig, zu unterschiedlich substituierten O-Heterozyklen umgesetzt
werden konnte. Der Umfang betrug dabei einfach, bis hin zu dreifach substituierten Hetero-
zyklen, wobei unterschiedliche Grade von Komplexitat und sterischem Anspruch an verschie-
denen Positionen der Verbindungen adressiert wurden. Wahrend einige Substrate zu einem
hohen Anteil umgesetzt wurden (Eintrdge 1, 6), lieBen sich bei weiteren lediglich geringe
(Eintrége 2, 3, 5, 8, 10) oder gar keine Produktausbeuten (Eintrdge 7, 9) beobachten. Zwei
Vertreter waren hingegen so reaktiv, dass sie bereits im Puffersystem spontan zyklisierten
(Eintrage 4, 11).

Die vermeintlich schlechtere Akzeptanz einiger Substrate lasst sich hierbei im Wesentlichen
auf die begrenzte Loslichkeit zurtickfihren, was besonders bei 126 (Eintrag 2) und 158 (Eintrag
3) zu beobachten war. Begiinstigt wird diese Theorie dadurch, dass bei Experimenten mit
substratgesattigtem Puffer ohne Bodensatz eine deutliche Steigerung der Umsétze erzielt
werden konnte. Die fehlende Akzeptanz von 153 (Eintrag 7) ist auf die andere elektronische
Situation des MICHAEL-Akzeptors zuruckfuhrbar. Dieser ist aufgrund der ausgeprégten
Mesomerie im Oxoester, verglichen mit den Thioestern, bzw. dem Keton weniger reaktiv. Die
ausgebliebene Zyklisierung von 165 (Eintrag 9) kann mit dem Aufbau der aktiven Tasche von
AmbDH3 begrundet werden. Wie in der Modellrechnung (Abbildung 212) zu erkennen ist,
passt das Substrat zwar in den katalytisch aktiven Bereich hinein, jedoch ist der Abstand
zwischen 7-OH und dem Aspartat der katalytischen Diade mit 6.5 A, verglichen mit den 2.1 A
bei 77 deutlich erhéht. Dadurch bleibt die basische Aktivierung der 7-OH-Gruppe aus und es

findet keine Reaktion statt.

Bei den Verbindungen 147 und 187 konnte ein hoher Grad spontane Zyklisierung beobachtet
werden. Aufgrund der hohen Nukleophilie des Stickstoffs, beziehungsweise der starkeren
Aktivierung des MICHAEL-Akzeptorsystems, bedingt durch den Bromid-Substituenten, fanden

hier die Reaktionen bereits ohne zutun von AmbDH3 statt.
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Untersuchungen zur Skalierung der Enzymreaktion

Eine essentielle Eigenschaft technisch anwendbarer Biokatalysatoren ist die Skalierbarkeit

derer Umsetzungen in praparative Reaktionsmalistébe.

Die von BERKHAN durchgefiihrte Untersuchung zeigte die Anwendbarkeit von AmbDH3 bis zu
250 mg (0.83 mmol)®"1 und sollte im Rahmen dieser Arbeit auf das vierfache erweitert werden
und somit zeigen, dass diese Zyklisierung auch im Grammmalf3stab (1.00 g = 3.33 mmol) unter

der Verwendung eines einzigen Reaktionsgeféales durchgefiihrt werden kann.

0] OH

2 DH3
SNACW ————> SNAC

77

Skalierungsstudie

95 93
84
78 75 83
71
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100
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Abbildung 78: Zusammenfassung der Vorarbeiten von BERKHAN (50 — 250 mg)®’l, sowie Ergebnisse der
aktuellen Studie (500 — 1000 mg). Alle Experimente wurden im angegebenen Malstab unter ansonsten gleichen
Bedingungen durchgefiihrt. Die zur Umsetzung verwendeten 'H-NMR-Spektren sind der Abbildung 210 zu
entnehmen. (Umsatz: blau, Ausbeute: orange)

Mit steigender AnsatzgroRe nehmen sowohl Umsatz als auch isolierte Ausbeute immer weiter
ab (Abbildung 78). Dieser Trend wurde bereits von BERKHAN erkannt und setzte sich in den
Ergebnissen dieser Arbeit weiter fort. Bei Erhohung des Reaktionsvolumens kann es zur
Ausbildung von Temperaturgradienten oder hot bzw. cool spots kommen. Die dabei
entstehenden lokalen Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit kdnnen zur Verminderung
der Produktbildung fuhren. Durch solchen Temperaturstress konnen Enzyme zudem infolge
von Verdnderungen in ihrer Faltung an Aktivitat einbiiBen. Desweiteren kdnnte es wegen
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schlechterer Durchmischung zur Ausbildung substratabgereicherter Bereiche gekommen sein,
in denen ebenfalls eine verringerte Produktbildung zu erwarten ist. Ein weiterer Grund fur den
geringeren Umsatz ist die starkere Prezipitation des Proteins bei groRer werdender
Gesamtmenge. Dadurch kommt es zum einen zu Einschlissen (inclusion bodies) von Substrat,
das nicht mehr zur Reaktion mit AmbDH3 zur Verfligung steht. Zum anderen wird die Isolation
der Komponenten bei der Extration verhindert, was zur Verminderung der Gesamtausbeute des
Produkts und Reisolation nicht umgesetzten Substrats fihrt. Um letzterem Effekt
entgegenzuwirken, werden dem Reaktionsgemisch nach Beendigung der 16-stlindigen
Inkubation CaCl. und Proteinase K zugefiihrt. Dieses baut die inclusion bodies ab und setzte
dabei Substrat und Produkt wieder frei. Durch einmalige Behandlung mit Proteinase K konnten
so 60% isolierte Ausbeute erreicht werden. Die weiterhin vorhandene Tribung des
Reaktionsgemischs legt den Schluss nah, dass eine langere Nachbehandlung die Ausbeute
durchaus weiter erhéhen konnte. Nichtsdestotrotz ist es erfolgreich gelungen, den MaRstab der

Zyklisierung bis auf 1.0 g eingesetzten Substrats zu erhéhen.

Kinetische Racematspaltung

Um die Untersuchungen zur kinetischen Racematspaltung mit AmbDH3 durchfiihren zu

kénnen, wurden zunéchst definierte Substratgemische zur Inkubation hergestellt.

a)-c) OTBS

0
k/ 29%

205  (drei Stufen)

6.2% u O O
funf Stufen 5
(finf Stufen) l 21% SNACJ\(F-’\OJ\
) o)
g2 |

o’
0 208

d). e) (zwei Stufen
0] OH

SNAC)Y\/\)\/
210

Abbildung 79: Synthese des Vorlaufergemischs 210. Bedingungen: a) Pent-4-en-1-ylmagnesiumbromid, Et,0,
45 °C, 3 h; b) 2,6-Lutidin, TBSOTT, CH2Cly, -78 °C>RT, 0. N.; ¢) O3, PPhs, CH,Cl,, -78 °C, 15 min; d) 82, DBU,
THF, 0 °C > RT, 48 h; e) PPTS, MeOH, 50 °C, 0. N.
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Zum Aufbau der racemischen Verbindung 210 (Abbildung 79) wurde zunachst mit Pent-4-en-
1-ylmagnesiumbromid eine GRIGNARD-Reaktion an Propionaldehyd (205) durchgefiihrt. Der
daraus entstandene sekundére Alkohol 206 wurde ohne vorherige Reinigung mit einer TBS-
Schutzgruppe versehen. Das Olefin 207 wurde im Anschluss in einer Ozonolyse mit reduktiver
Aufarbeitung via PPhz mit einer Ausbeute von 29% (ber drei Stufen erfolgreich zum Aldehyd
208 umgesetzt. Durch eine HWE-Reaktion mit dem Phosphonat 82 konnte das Alken 209
aufgebaut werden und die abschlieBende Entschiitzung mit PPTS setzte das Substrat 210 mit

einer Gesamtausheute von 6.2% Uber finf Stufen frei.

j\ O )0]\ OTBS OTBS
O N 77% 36% TsO
/ 211 (zwei Stufen) \—/ (zwei Stufen) 215
SNAC IF-;\OJ\
3.7% o e), ) 4}6%
(acht Stufen) 0 OH 82 OTBS (zwei Stufen)
_ 9), h) o7
SNAC 29%
219 (zwei Stufen) 217

Abbildung 80: Synthese des Substrats 219. Bedingungen: a) nBu,BOTf, DIPEA, CHCl,, 0 °C, 30 min, dann
Propionaldehyd, -78 °C, 2 h; b) TBSOTf, 2,6-Lutidin, CH:Cl,, -78 °C>RT, U.N.; c) LiBH4, Et;O/MeOH,
0 °C->RT, U.N.; d) TsClI, Pyridin, DMAP, CH.Cl,, RT, 72 h; €) Allylmagnesiumbromid, Et,O, Reflux, 3 h; f) Os,
CHCly, -78 °C, dann PPhs, RT, ii.N.; g) 82, DBU, THF, 0 °C>RT, 48 h; h) PPTS, MeOH, 50 °C, U.N..

Die Darstellung des racemischen Substratgemischs 219 wurde Uber eine Reaktionssequenz
analog zur bereits diskutierten Synthese zum Aufbau von 77 realisiert (Abbildung 80). Der
wesentliche Unterschied der beiden Routen besteht in der Installation der stereochemischen

Information an den Positionen 6 und 7.
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Abbildung 81: Vorzugskonfiguration des gebildeten Borenolats. a) DIPEA, B("Bu),OTf.[112113]

Waéhrend in Abbildung 39 eine anti-selektive MukAlYAMA-Aldolreaktion unter Verwendung
des OppoLzER-Auxiliars durchgefiihrt wurde, begann die Synthese in Abbildung 80 mit einer
syn-selektiven Aldolreaktion nach EvVANS. Daflr wird zunéchst ein Borenolat gebildet
(Abbildung 81). Es kénnen hierbei die beiden unterschiedlichen Ubergangszustande A und B
eingenommen werden. Da die anschlieBende anti-Deprotonierung in B zum Z-Enolat D
kinetisch guinstiger ist, wenn eine sterisch anspruchsvolle Base verwendet wird, findet diese
bevorzugt statt. Zudem weicht die Base hierbei dem Oxazolidinon und den Substituenten des

Borans aus.[112113]

Abbildung 82: Mdgliche ZIMMERMANN-TRAXLER-Ubergangszustande zur syn-Selektivitat der EVANS-
Aldolreaktion.['12

In Abbildung 82 ist der Ubergangszustand der EvANs-Aldolreaktion am bevorzugt gebildeten
Z-Enolat dargestellt. Wegen der 1,3-diaxiale AbstoRung zwischen dem Oxazolidinon und dem
axial positionierten Et-Substituenten des Aldehyds in A kommt es hauptsachlich zur
Ausbildung des Ubergangszustands B mit dem Et-Substituenten des Aldehyds in aquatorialer

Position.'*?l Nach erfolgter Reaktion entsteht im gezeigten Beispiel das syn-Aldolprodukt.
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Aufgrund des fehlenden Substituenten an der 2-Position im propionierten Oxazolidinon 211
wird beim nukleophilen Angriff keine Molekilseite sterisch bevorzugt, wodurch es zur
Ausbildung des Racemats kommt. Nach Durchfuhrung der gezeigten Synthesesequenz
(Abbildung 80), wurde das Substratgemisch 219 mit einer Gesamtausbeute von 3.7% Uber acht

Stufen erhalten.

Wahrend das Substratgemisch 210 bereits als Racemat vorlag, mussten im Fall der hergestellten
Isomere von 77 zunéchst definierte Isomerenverhaltnisse eingestellt werden. Die Methode, die
dafiir verfolgt wurde, basierte auf der Mischung der Verbindungen, bis ein bestimmtes
Isomerenverhaltnis erreicht wurde. Die Verbindung (6R,7S)-77 wurde freundlicherweise von
BERKHAN zur Verfigung gestellt. Es wurden mehrere Gemische mit erkennbar

unterschiedlichen Anteilen der vier Stereoisomere hergestellt.

Die aufsummierte Gesamtkonzentration aller Isomere betrug dabei im Fall von 110 2 mm und
bei den 77-enthaltenen Versuchen jeweils 4 mm. Die aus den entsprechenden Racemat-
spaltungen erhaltenen Substanzgemische wurden zunachst via chiraler HPLC, sowie *H-NMR
analysiert, um die entstandenen Produktverhaltnisse zu bestimmen und in Relation zu den

eingesetzten Substratverhaltnissen zu setzen.

Die Untersuchungen via chiraler HPLC konnte mit den Verbindungen 77 lediglich qualitativ
angewandt werden, da die Uberlagerung der Signale zweier Isomere zu beobachten war,
weshalb eine Quantifizierung nicht moglich war. Die Aufspaltung der Signale des an C6 nicht
verzweigten Substrats 210 waren hingegen vollstdndig und wurden daher zur Bestimmung des

Isomerenverhaltnisses verwendet.
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Tabelle 2: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse zur kinetischen Racematspaltung der beiden Substrat-
gemische 210 (R = H) und 77 (R = Me).

0 OH 0 R 0 OH
SNAC)M SNAC o™ SNACW
R R
Stereoisomere 210 [%] Umsatz zu 220 [%]°  Produktverhaltnis®
4 7R 7S Y[(7R) + (79)] (TR)I(7S)
1 50 50 47 >05:<5
Stereoisomere 77 [%0] Umsatz zu 78 [%]°  ProduktverhaltnisP

#2 6STR 6R7R 6S7S BR7S X[(6S7R)+(6R,7R)]  (6S,7R)/(6R,7TR)  prisr®

2 50 0 0 50 41 >95:<5 n.b.
3 13 37 37 13 15 73:27 8.1
4 30 30 30 10 32 90:10 9.1
5 10 30 30 30 12 74:26 8.4
6 26 24 24 26 23 90:10 8.5

a: Die aufsummierten Konzentrationen der jeweils eingesetzten Stereoisomere ergaben eine Gesamtkonzentration
von 2 mM (210) und 4 mM (77). b: Der Umsatz der einzelnen Stereoisomere in der Umsetzung nach 78 wurde via
chiraler HPLC qualitativ abgeschétzt. Der Gesamtumsatz und die Verhdltnisse der zyklischen Stereoisomere von
78 und 220 wurden via *H-NMR bestimmt. ¢: n.b.: nicht bestimmt; pr: product ratio, Produktverhéltnis (6S,7R)-
77/(6R,7R)-77 im Rohprodukt; sr: substrate ratio, Substratverhéltnis (6S,7R)-77/(6R,7R)-77 im Startmaterial.

Nach Umsetzung von 210 mit AmbDHS3 zeigte sich eine beinahe vollstdndige Umsetzung des
(7R)-1somers unter praktisch ausschlieBlicher Bildung eines einzigen Stereoisomers (Tabelle 2,
Eintrag 1).

Die Ubertragung dieses vereinfachten Systems auf das komplexere Substrat 77, erforderte zur
aussagekraftigen Bestimmung der Einsetzbarkeit mehrere, voneinander unterschiedliche
Isomerengemische (Eintrdge 2-6). Neben beinahe racemischen Gemischen (Eintrége 2, 6)
wurden zusatzlich isomerenangereicherte Vierkomponentenmischungen (Eintrdge 3-5)
getestet. Die in Spalte ,,pr/sr* in Tabelle 2 gezeigten Werte stellen ein MaR fur die Selektivitét
der Reaktion dar. Je héher dieser Wert ist, desto selektiver wurde ein Stereoisomer gebildet. Es

ist eindeutig zu erkennen, dass bei jedem eingesetzten Isomerenverhéltnis, analog zu den
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Ergebnissen der Substratspezifitatsstudie, das Hauptprodukt (6S,7R)-78 war und nur relativ
geringe Mengen des Stereoisomers (6R,7R)-78 erhalten wurde. Das Verhéltnis zwischen
Produkten und Edukten lag durchgehend im sehr guten Bereich zwischen 8.1 und 9.1, was
anzeigt, wieviel besser das hauptsédchlich umgesetzte Stereoisomer gegeniber des
nebenproduktbildenden Isomers akzeptiert und umgesetzt wurde. Hierbei spielte es keine Rolle,
ob das hauptséchlich umgesetzte Stereoisomer (6S,7R)-77 aquimolar eingesetzt wurde oder ob
es das Uberschuss- oder lediglich das Unterschussisomer darstellte. Im Fall der Verbindung
rac-anti-77 konnte analog zum Experiment mit der Verbindung 210 eine praktisch vollstandige

Bevorzugung des (7R)-Isomers beobachtet werden (Eintrag 2).

Die gezeigten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Substratsurrogate mit (7S)-Konfiguration
absolut und mit (6R,7R)-Konfiguration teilweise diskriminiert werden. Gestltzt wird dies
zusétzlich von den in Abbildung 212 dargestellten Modellierungen. Aufgrund verschiedener
Orientierungen der Substratsurrogate kommt es zu signifikanten Unterschieden in den fir die
katalytische Aktivitat wichtigen Distanzen im Substrat sowie zwischen Substrat und
Aminosdureseitenketten (Tabelle 6). Bei Verbindung (6R,7R)-77 fiihrt der hohere Abstand
D215-7-OH (2.6 A) zur verringerten Aktivierung des Nukleophils im Vergleich zu (6S,7R)-77
(2.1 A). Zusétzlich hierzu ist das Nukleophil deutlich weiter vom Elektrophil entfernt (7-OH-
C3: (6R,7R)-77 4.9 A, (6S,7R)-77 3.6 A), wodurch die Moglichkeit zur Zyklisierung zusétzlich
vermindert wird. Im Kontrast dazu ist das Nukleophil bei (6S,7S)-77 zwar wieder etwas naher
am Elektrophil (7-OH-C3: 3.9 A), jedoch verhindert der Abstand D215-7-OH (6.2 A) die
notwendige Aktivierung des Nukleophils und die Zyklisierung bleibt aus.

Die ausfihrliche Darstellung aller fir die Auswertung der Racematspaltungen aufgenommener
UPLC-MS-Chromatogramme und *H-NMR-Spektren sind der Literatur zu entnehmen. ]

Totalsynthese (-)-Centrolobin

Basierend auf der breiten Substrattolleranz von AmbDH3 und der erfolgreich durchgefihrten
kinetischen Racematspaltungen wurde abschlielend die chemoenzymatischen Totalsynthese
des Diarylheptanoids (-)-Centrolobin (59) angestrebt. AmbDH3 sollte dabei den Ringschluss
unter zeitgleicher kinetischer Racematspaltung durchfiihren. Dadurch sollte der zusétzliche
Einsatz stereoselektiver organisch-chemischer Syntheseschritte zum Aufbau der Stereozentren

umgangen und eine kurze Syntheseroute gewahrleistet werden.
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Abbildung 83: Retrosynthetische Planung der chemoenzymatischen Totalsynthese von (-)-Centrolobin (59).

(-)-Centrolobin (59) sollte nach S-Ar-Substitution und reduktiver Deoxygenierung aus 223
dargestellt werden. Die Synthese von 223 sollte durch den Einsatz von AmbDH3 unter
kinetischer Racematspaltung stattfinden. Das Riickgrad des Vorlaufer 222 sollte durch
nukleophile Addition mit anschlielender Olefinierung zugénglich gemacht werden (Abbildung

83).
OH
o)
- Sy - O
O)\/\/'V'QBr 82%
~
224 221 o 225 o

Abbildung 84: Synthese des Lactols 225 via GRIGNARD-Reaktion. Bedingungen: a) THF, 2 h, rt, dann Salzsaure
(1.5 ™), 3.5 h, dann neutralisieren.

Im ersten Reaktionsschritt wurde kommerziell erhaltlicher Anisaldehyd (221) in einer
Additionsreaktion mit (3-(1,3-Dioxan-2-yl)propyl)magnesiumbromid (224) als Nukleophil
umgesetzt (Abbildung 84). Dabei entstand zunéchst das dioxangeschiutzten sekundare
Alkoholat. Bei der sauren wassrigen Aufarbeitung dieses Zwischenprodukts wurde die
Acetalschutzgruppe abgespalten und das Lactol freigesetzt. Die genaue Einhaltung der

Prozedur war hierbei von duf3erster Wichtigkeit, da sowohl bei zu langer Laufzeit als auch zu
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geringem pH-Wert bei Aufarbeitung und Extration teilweise, bis hin zu vollstandige Zersetzung

beobachtet wurde.

0]

OH
OH 0 OH R')J\,//PPh3
(6] a) R
— 57 —— » R 2
9-18% i R=H;R =SNAC 149
o~ 0~ |R=Me; R =SNAC167

o~ 225 R=H;R =SEt 229
L _ R=Me; R = SEt 231

Abbildung 85: Ring6ffnung des Lactols 225 via WITTIG-Olefinierung. Bedingungen: a) 149/167/229/231, Toluol,
100 °C, 24 h; R = H, Me, R‘ = SEt, SNAC.

Die Offnung des Lactols via WiTTIG-Olefinierung gestaltete sich schwieriger, als zunachst
erwartet (Abbildung 85). Fir analoge Reaktionen mit esterhaltigen Ylenen wurden bereits
einige Vorschriften publiziert, welche sich jedoch in den ersten Versuchen als nicht zielfiihrend
herausgestellt haben.[**4-11€] Sowohl der Einsatz des SNAC-, als auch SEt-haltigen Ylens ergab
bei Raumtemperatur in CH2Cl> keine merkliche Umsetzung. Auch die Erhoéhung der
Temperatur, sowie die Verwendung von THF als koordinierendes Losemittel brachten keine
besseren Ergebnisse. Erst der Wechsel des L&semittels auf Toluol und der damit
einhergehenden Temperaturerhéhung auf 100 °C ergab die gewilinschte Reaktivitat der
eingesetzten Edukte. Grund hierfir kann sein, dass sich das Lactol aufgrund seines sechs-
gliedrigen Rings stabilisisert und nur ein sehr geringer Anteil in der aldehydischen Form
befindet.

Die Entfernung des als Nebenprodukt entstandenen Triphenylphosphinoxids stellte nach
erfolgter Reaktion eine weitere Herausforderung dar. Sowohl Flashchromatographie, als auch
Féallungsmethoden erzielten keine zufriedenstellende Trennung. Erst die Kombination aus
sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel und anschlielender, mehrfacher
semipraparativer HPLC, wunter Verwendung stoffspezifischer Gradientenprogramme
ermoglichte die Isolierung der jeweiligen Substrate mit ausgezeichneten E/Z-Verhéltnissen
(>13.5:1), wenngleich in geringen Ausbeuten von 3-9%. Madglicherweise kam es durch die
notigen erhdhten Temperaturen zu ungewinschten Zersetzungsreaktionen, fur die die deutlich
als Mehrkomponentengemisch definierbaren *H-NMR-Spektren der jeweiligen Rohprodukte

ein Hinweis sein konnen.
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Abbildung 86: Ubersicht der dargestellten Substratsurrogate fiir die Umsetzung mit AmbDH3.

Die aus dieser variabel einsetzbaren Reaktionssequenz erhaltenen racemischen
Substratsurrogate sind zusammenfassend in Abbildung 86 dargestellt. Zur Untersuchung
verschiedener Derivate, wurden neben dem (-)-Centrolobinvorlaufer 222 das 2-Me-Derivat
226, sowie die jeweiligen SEt-Derivate 232 und 233 dargestellt. Letztere brdchten bei
erfolgreicher Umsetzung mit AmbDH3 mehrere Vorteile mit sich. Zum einen war die
Herstellung, sowie Reinigung deutlich einfacher, da sowohl die WiTTIG-Olefinierung mit
hoherem Umsatz ablief als auch die Retentionszeit starker vom Koppelprodukt Triphenyl-
phosphinoxid abwich. Zum anderen ging auch der Zugang der jeweiligen SEt-haltigen WITTIG-
Reagenzien mit deutlich hoherer Ausbeute und einfacherer Reaktionsfiihrung, verglichen mit
den SNAC-Analoga, einher.

R
O/ R O/

Abbildung 87: Allgemeine Darstellung der AmbDH3-katalysierten O-MICHAEL-Addition. Bedingungen:
AmbDH3 (5.0 mg/mL in HEPES-Puffer), 10 mg Substrat (4 mm Endkonzentration), 37 °C, 16 h; R = H, Me;
R* = SEt, SNAC.

Die so erhaltenen vier unterschiedlichen Substrate wurden anschlieend in der Inkubation mit
AmbDH3 eingesetzt (Abbildung 87). Hierbei wurde zunéchst das jeweilige Substrat vorgelegt,
mit AmbDH3-haltigem HEPES-Puffer versetzt und anschlieBend bei 37 °C fir 16 h inkubiert.
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Die AnsatzgroRe des ersten Tests betrug dabei 10 mg. Zur Umsatzbestimmung wurden nach

dem Assay H-NMR-Spektren der Rohprodukte aufgenommen.
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Abbildung 88: *H-NMR-Spektrum (C¢Ds, 500 MHz) der Umsetzung von 222 (a, oben) mit AmbDH3 und (b,
unten) ohne AmbDH3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwendete chemische
Verschiebungsbereich. Fiir das vollstandige *H-NMR-Spektrum siehe Abbildung 206.

Der Vergleich der enzymatischen Umsetzung von 222 und der proteinfreien Inkubation
(Abbildung 88) zeigt, dass das Substrat erfolgreich in hohem MalRe von AmbDH3 akzeptiert
wurde. Der Umsatz betrug mit 44%, da es neben der reinen Umsetzung auch eine kinetische
Racematspaltung durchgefiihrt wurde, beinahe das theoretische Maximum von 50%. Die
isolierte Ausbeute betrug 33%. Mit 7% ist lediglich ein geringer Anteil unter den gewéhlten
Assaybedingungen spontan zyklisiert. Dies wirde bezogen auf die 44% Umsatz und unter
Voraussetzung, dass der thioesterhaltige Substituent die energetisch bevorzugte aquatoriale
Ausrichtung einnimmt, einem maximalen Isomerenverhaltnis von 96.5:3.5 (3R,7S:3S,7R)
entsprechen. Dieses erfolgreich durchgefiihrte Experiment machte den Weg frei fiir die letzten
beiden notwendigen Reaktionsschritte hin zum angestrebten (-)-Centrolobin (59). Bevor diese
letzten Stufen in Angriff genommen wurden, lag der Fokus jedoch zundchst auf der
Ubertragung dieses Ergebnisses hinsichtlich weiterer (-)-Centrolobinderivate, alternativer und
tendenziell besser herstellbarer Substrate, sowie Verbesserungsversuche der enzymatischen

Umsetzungen.
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Abbildung 89: 'H-NMR-Spektrum (Ce¢Ds, 500 MHz) der Umsetzung von 226 (A) mit AmbDH3 und (B) ohne
AmbDHS3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwendete chemische Verschiebungsbereich. Fir das
vollstandige *H-NMR-Spektrum siehe Abbildung 207.

Fur einen ersten Derivatisierungsversuch wurde die Verbindung 226 mit AmbDH3 inkubiert
und parallel ein mogliche sponane Zyklisierung via enzymfreiem Kontrollexperiment
uberprift. Anhand der in Abbildung 89 dargestellten *H-NMR-Spektren ist zu erkennen, dass
es weder wahrend der Enzymumsetzung noch bei der Negativkontrolle zur Produktbildung

gekommen ist.

Auf den ersten Blick scheinen sich die Verbindung 226 und das von AmbDH3 in ausgezeich-
netem Mall umgesetzte Substratsurrogat 118 nur in geringem Malle voneinander zu
unterscheiden und doch wird eines umgesetzt und das andere nicht. Grund hierfur kdnnte sein,
dass es sich bei den aromatischen Substituenten um sterisch anspruchsvolle, rigide Strukturen
handelt, die sich im Gegensatz zu Alkylketten (siehe Modellierung von 126 in der aktiven
Tasche von AmbDH3 in Abbildung 212) nicht frei im Raum umorientieren kénnen. Wéhrend
der Phenylring des Substrats 118 eine zyklisierbare Ausrichtung des Ruckgrats zuldsst, konnte
der zusatzliche 4-OMe-Substituent in 226 zur Kollision mit einem Aminosaurerest fuhren,
woraufhin sich die Konformation des Substrats in der aktiven Tasche dahingehend &ndert, dass
eine Zyklisierung nicht mehr moglich ist. Zudem ist auch eine geringere Reaktivitat des

Doppelbindungssystems aufgrund erhohter Elektronendichte durch die Methylgruppe denkbar.
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Dass 222 trotz des identischen 7-Substituenten dennoch umgesetzt wurde folgt einem Trend,
der bereits an anderer Stelle gezeigt werden konnte. Die Ausrichtung des Substrats in der
aktiven Tasche héngt ndmlich nicht nur vom Substituenten an Position 7 ab, sondern kann
zusétzlich signifikant von der 2-Position beeinflusst werden. Wie bereits beschrieben wurde,
konnte bei der Inkubation von 194 ein sehr guter Umsatz (72%) bei nur minimaler spontaner
Zyklisierung (<6%) beobachtet werden. Die analoge, methylierte Verbindung 199 konnte
jedoch lediglich zu 32% umgesetzt werden. Hier fuhrte die Substitution in 2-Position dazu, dass
sich das Rickgrat des Substrats umgelagert hat und sich somit die fir die erfolgreiche
Umsetzung wichtigen Wasserstoffbriicken in ihrer Lange teilweise zum negativen verandert
haben. Zusatzlich zur sich unterscheidenden Orientierung in der aktiven Tasche ist die
elektronische Situation innerhalb des MicHAEL-Akzeptors zu betrachten. Durch die
Methylsubstitution ist die Elektronendichte in der Doppelbindung erhéht und diese damit
weniger elektrophil, was zu geringeren Umsatzen fiihren kann. Ein dhnliches Verhalten kénnte

im Fall 222 vs. 226 zum vollstandigen Einbruch der Aktivitét gefiihrt haben.
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Abbildung 90: *H-NMR-Spektrum (CsDs, 500 MHz) der Umsetzung von 232 (a, oben) mit AmbDH3 und (b,
unten) ohne AmbDH3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwendete Verschiebungsbereich. Das
vollstandige *H-NMR-Spektrum ist der Abbildung 208 zu entnehmen. Das Signal bei 4.37 ppm wurde dem
Z-1somer zugeordnet.
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Die Ubertragung auf das dargestellten Substratsurrogat 232 gestaltete sich als schwierig. Im
'H-NMR-Spektrum des Negativexperiments ist zwar zu erkennen, dass das Substratsurrogat zu
keinerlei spontaner Zyklisierung neigt, allerdings ist auch nach der enzymatischen Umsetzung
keine Verdnderung zu sehen, die auf den gezielten Aufbau des THP-Rings hindeutet
(Abbildung 90). Die signifikant herabgesetzte Ldslichkeit von 232 ist der ausschlaggebende
Punkt fur die fehlende Zyklisierungsaktivitat. Aufgrund des kleinen Et-Substituenten in 161
lasst sich diese Verbindung zu einem geringen Teil in die wéssrige Phase Uberfihren,
wohingegen der groe aromatische Rest bei gleichzeitiger Abwesenheit des
I6slichkeitsverbessernden SNAC-Thioesters zur extremen Konzentrationsverminderung im
wassrigen Puffer gefuhrt hat. Dies war bereits wéhrend der Durchfiihrung des Experiments
durch die permanente Anwesenheit kleiner Oltropfchen auf der Oberflache des Puffers

ersichtlich.
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Abbildung 91: *H-NMR-Spektrum (C¢Ds, 500 MHz) der Umsetzung des Substratsurrogats 233 (a, oben) mit
AmbDH3 und (b, unten) ohne AmbDH3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwendete
Verschiebungsbereich. Das vollstandige *H-NMR-Spektrum ist der Abbildung 209 zu entnehmen. Das Signal bei
4.40 ppm wurde dem Z-lsomer zugeordnet.
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Analog zu 232 konnte auch bei 233 kein Umsatz beobachtet werden. Sowohl das *H-NMR-
Spektrum des Negativexperiments, als auch der Inkubation mit AmbDH3 zeigten nach
Extraktion mit EtOAc lediglich das eingesetzte Substrat (Abbildung 91). Auch in diesem
Beispiel spielt die &uRerst begrenzte Loslichkeit im verwendeten Puffersystem die

ausschlaggebende Rolle fur die fehlende Umsetzung zum THP-Ring.

In Anlehnung an die beschriebene Skalierungsstudie wurde der Versuch unternommen, den
Umsatz und die daran gekoppelte Ausbeute zu erhéhen. Beim Wechsel der Dareichungsform
der katalytischen Doméne von gereinigtem Protein zum Zelllysat sank der Umsatz jedoch
signifikant auf 34%. Maoglicherweise befand sich im nicht gereinigten Lysat ein geringerer
Anteil AmbDH3, was zur Erniedrigung der Katalysatorbeladung gefiihrt haben konnte.
Alternativ konnte es auch im erhéhten Grad ausgefallener Proteine beim Einsatz des Zelllysats
begriindet sein. Dies wirde zum Einschluss des Substrats fihren und dieses somit fiir den

Zugang des Proteins unzugénglich machen.

Die unter identischen Bedingungen durchgefuhrten Versuche mit den Substratsurrogaten

zeigten analog zu den Experimenten mit gereinigtem Protein keine nennenswerten Umsatze.

Zur Installation des zweiten aromatischen Substituenten wurde aufgrund der hohen
Verflgbarkeit zundchst auf 78 als Beispielsystem flr Testreaktionen zurlickgegriffen.

Zusatzlich wurde Phenylmagnesiumbromid statt eines Phenolderivats verwendet.

235

Abbildung 92: Substitution des SNAC- durch einen aromatischen Substituenten. Bedingungen: a) PhMgBr,
Fe(acac)s, THF, 0 °C, 2 h.

Zunachst wurde eine Reaktion, basierend auf Arbeiten von OppOLZER et al. durchgefiinrt.[**"]
Sie hatten gezeigt, dass sich Substitutionsreaktionen von Magnesiumorganylen an Thioester bei
niedrigen Temperaturen unter Fe(ll1)-Katalyse selektiv auf Stufe des Ketons beenden lassen
koénnen. Basierend darauf wurde die in Abbildung 92 dargestellte Synthese untersucht. Die

angegebenen Reaktionsbedingungen flhrten mit 10% Ausbeute unter Reisolierung des nicht
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reagierten Edukts zum ersten Erfolg. Wahrend der Reaktion wurde jedoch zusétzlich die

Bildung des Homodimers 235 beobachtet.

MgBr O
‘S

236 235

Abbildung 93: Beobachtete Reaktion, die zum rapiden Abbau des eingesetzten Phenylmagnesiumbromids 236
fuhrte.

Dabei fiihrt die Behandlung von Phenylmagnesiumbromid mit Fe(acac)z binnen kiirzester Zeit
zur Ausbildung des Biphenyls 235 (Abbildung 93). Diese Homodimerisierung wurde bereits
von LereVRE et al.l**® peschrieben. Aufgrund dieser hauptséchlich ablaufenden Reaktion

wurde der Ansatz verworfen.

Eine alternative, ebenfalls auf Magnesiumorganyle basierende Synthesemethode fuir Ketone ist

der Weg uber ein korrespondierendes Weinrebamid.

\‘\\ \\\\ \\\\

a) O. b),.
SNAC (@) ZTao ~ N (@) (@)
58% |
78 237 THPO 238
Abbildung 94: Zweite untersuchte Route zum Keton 238, hier unter Verwendung des Weinrebamids 237 als

Zwischenstufe. Bedingungen: a) (MeO)MeNH.CI, 'PrMgCl, THF, -78 °C, 1 h, dann 0 °C, 5 h; b) (4-((Tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)oxy)phenyl)magnesiumbromid, THF, 50 °C, 2 h.

Der Aufbau des Weinrebamids 237 verlief ohne Probleme unter Verwendung eines Systems
aus (MeO)MeNHCl und 'PrMgCI in THF mit einer Ausbeute von 58%. Der zweite Schritt
dieser Sequenz stellte sich jedoch als weniger erfolgreich heraus. Der Versuch das
Weinrebamid 237 via Substitution mit (4-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)phenyl)-
magnesiumbromid in das Keton 238 zu Uberfuhren fiihrte lediglich zur Reisolierung des
Eduktes.

Durch die sterisch anspruchsvollen Substituenten beider Reaktionspartner koénnte die

Aktivierungsenergie der Reaktion zu hoch gewesen sein, sodass 50 °C nicht ausgereicht haben
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kdnnten. Zudem kdnnte es zu unerwiinschter Komplexierung durch die THP-Ringe gekommen

sein. Aufgrunddessen wurde auch diese Reaktionssequenz zum Erhalt des Ketons 238
verworfen.

a)

35%
Umsatz HO

Abbildung 95: Kreuzkupplung nach LIEBSEKIND-SROGL am Testsystem zum Aufbau von 239. Bedingungen:

a) (4-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)phenyl)boronsaure (240), CuTC, Pd.dbas« CHCI3, P(o-Furyl)s, THF, 50 °C,
18 h.

Die Losung der Reaktivitatsproblematik war die LIEBESKIND-SROGL-Kreuzkupplung.
Schwefelhaltige Substituenten komplexieren sehr haufig metallbasierte Komponenten eines
Systems aufgrund ihrer Thiophilie und diese verlieren daraufhin stark an Aktivitat oder werden
gar unbrauchbar gemacht. Der in Abbildung 95 gezeigten Reaktion wird daher ein Kupfersalz

zugesetzt, welches als Abfangreagenz fur die freiwerdende Schwefelspezies fungiert.

92



Ergebnisdiskussion

ﬁ\ SN 0
_R!
R2 S + CU/O AN —_ R2JJ\ ,R1
0 78 o) ¢ S \
211\ 3 c _0 =~
R® R Pd(0)L, u
238 241 L | o ]
o) | o |
R3 Cu\o =
R? "Pd o | S/
U L
2”\ <R
v R2" “Pd
/ \
I
CuSR'
o) + _ _
_B(OH 2 L _B(OH
\S’ o~ B(OH): R OR1O/‘\H\\ = (OH),
/ e
o i G
L " \‘\o \
OH //

Abbildung 96: Katalysezyklus der Kreuzkupplung nach LIEBESKIND-SROGL (R! = (CH2);:NHAc, R? = 2-THP,
R® = 4-THPOPh).[118]

Der Mechanismus dieser Kreuzkupplung ist in Abbildung 96 dargestellt. Der Schwefel des
Thioesters 78 koordiniert zunachst an der eingesetzten Cu(l)-Spezies und bildet den Komplex
I aus. Durch die so induzierte Aktivierung der C-S-Bindung ist es dem Pd(0)-Prakatalysator
241 moglich im Rahmen einer oxidativen Addition in diese Bindung zu insertieren und den
intermedidrem Pd(I1)-Komplex 11 auszubilden. Nach zusétzlicher Koordination der
eingesetzten Boronsdure 240, wird der pseudo-sechsgliedrige Ubergangszustand 111
eingenommen, welcher schlielich durch konzertierte Elektronenverschiebung zerfallt und es
dabei zur Ubertragung des urspriinglich B-gebundenen Aromaten auf das Pd(I1)-Zentrum, der
Ausbildung eines Kompexes aus S-Substituenten und Cu(l)-Kation, sowie der Bindung des
Thiophencarboxylatsubstituenten an die Borspezies kommt. Der gebildete Pd(11)-Komplex 1V
reagiert in Folge dessen in einer reduktiven Eliminierung weiter und setzt dabei unter
Regeneration des Prakatalysators 241 das Keton 238 frei und der Katalysezyklus beginnt von

neuem. 118l
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Der erste darauf basierende Darstellungsversuch am etablierten Testsystem 78 zeigte bereits
einen Umsatz von 35%, zudem wurde beobachtet, dass die sdurelabile THP-Schutzgruppe,
welche uber die verwendete Boronsdure in die Reaktion eingebracht wurde und im finalen
Produkt nicht auftauchen soll, wahrend der waéssrig sauren Aufarbeitung groftenteils
abgespalten wurde und nur noch Spuren der THP-geschiutzten Verbindung 238 identifiziert
werden konnten. Erwahnenswert ist zudem, dass lediglich ein Stereoisomer erhalten wurde. Als
Indiz dafiir dient, dass das nah an der Reaktionsstelle befindliche Stereozentrum im Zuge der

durchgefuhrten Synthese unberiihrt und auch der THP-Ring konfigurationsstabil blieb.

SNAC O
78

Tabelle 3: Zusammenfassung der Optimierung der Kreuzkupplung nach LIEBESKIND-SROGL.
# CuTC Pdzdbas P(o-Furyl)s 240 Laufzeit HCI Umsatz Anmerkung

[Ag] [mol%] [mol%] [Ag.] [h] [min]  [%]

1 15 0.6 4.8 11 18 10 35 -
2 15 15 12 1.1 18 10 35 -
3 2.0 0.6 4.8 1.5 18 10 57 -
4 5.0 0.6 4.8 1.5 14 5 58 unvollstandig
entschiitzt
5 7.5 0.6 4.8 1.5 24 25 56 24% 2-Me-
Epimer

VVom ersten Erfolg ausgehend wurde an diesem System eine Umsatzoptimierung angestrebt.
Das im Zuge der Reaktion freiwerdende HSNAC ist eine potenziell zur Chelatisierung fahige
Verbindung. Somit konnte diese durch Koordination am Pd deaktivierend auf das
Katalysatorsystem wirken. Um dies zu umgehen, wurde im ersten Schritt die Menge des
Prakatalysators von 0.6 auf 1.5mol% und damit die effektive Katalysatorbeladung von 1.2 auf
3.0mol% erhoht. Trotz der Verdnderung der eingesetzten Katalysatormenge, konnte mit 35%
Umsatz keine Verbesserung der Reaktion beobachtet werden (Tabelle 3, Eintrag 1).
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Bei den bis dahin durchgefiihrten Kreuzkupplungen war stets zu beobachten, dass sich das rote
CuTC mit der Zeit auBerhalb der griinen Reaktionsldsung an der Glaswand abgesetzt hatte. Im
zweiten Schritt wurde daher mehr vom schwefelbindenden CuTC (Farbwechsel rot = griin)
eingesetzt, um die effektive Oberflache und somit Verfiigbarkeit dieser schlechtléslichen
Komponente zu verbessern. Zeitgleich wurde die Menge der eingesetzten Boronsaure ebenfalls
etwas erhoht. Bereits durch die Anpassung von CuTC (1.5 = 2.0 Aquiv.) und Boronséure
(1.1 = 1.5 Aquiv.) konnte nach 24 h Reaktionszeit eine Umsatzsteigerung auf 56% beobachtet
werden (Tabelle 3, Eintrag 2).

Aufgrund mdoglicher Photolabilitat der eingesetzten Kupferspezies wurde die Reaktion darauf-
hin durch Alufolie verdunkelt durchgefiinrt. Gleichzeitig wurde die Menge auf 5.0 Aquiv
erhoht, um die verfugbare Oberflache weiter zu vergréfRern. Wenngleich dieses Experiment
bereits nach verkirzter Reaktionszeit von 14 h abgebrochen wurde, konnte ein Umsatz von
58% identifiziert werden. Da zudem die Zeit zur Behandlung mit Salzsaure auf lediglich 5 min
verkirzt wurde, konnte im Rohprodukt ein erhéhter Anteil geschitzten Produkts nachgewiesen
(Tabelle 3, Eintrag 3). Die daraufhin getestete, auf 25 min verlangerte Behandlung mit
Salzsaure flihrte zwar zur vollstandigen Entschiitzung, jedoch zusétzlich zur Epimerisierung
der Methylgruppe in 2-Position mit einem finalen Diastereomerenverhéltnis von 24:76 (2S:2R)
(Tabelle 3, Eintrag 4). Die weitere Erhohung der eingesetzten Menge CuTC (Tabelle 3, Eintrag
5) stellte sich als nicht zielfuhrend heraus, weshalb die in Tabelle 3 fett hervorgehobenen

Bedingungen als optimal angenommen wurden.

SNAC o) rre O o) O
223 ~ HO 243 o

Abbildung 97: Kreuzkupplung nach LIEBSEKIND-SROGL zum Aufbau des (-)-Centrolobinvorlaufers 243.
Bedingungen: a) 240, CuTC, Pd.dbas+ CHCls, P(o-Furyl)s, THF, 50 °C, 24 h.

Unter Verwendung der optimierten Bedingungen wurde die Umsetzung des Zyklisierungs-
produkts 223 angestrebt (Abbildung 97). Die Ergebnisse aus der Optimierungsstudie konnten
problemlos auf das neue System Ubertragen werden und es wurde ein beinahe vollstandiger

Umsatz und 71% isolierte Ausbeute erreicht.
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o _a) o
® (L [ ®
HO 243 o~ HO 59 o~

Abbildung 98: Reduktive Deoxigenierung zum finalen Naturstoff (-)-Centrolobin (59). Bedingungen: a) LiBHa,
Et,0, 0 °C, 90 min, dann Et3SiH, TFA, 5 min 0>RT, 55 min rt.

Die reduktive Entfernung wurde ebenfalls zunachst am Testsystem 239 durchgefihrt. Die
analog zu AIDHEN et al. gewéhlten Bedingungen erzielten bereits im ersten Durchgang beinahe
vollstandigen Umsatz, weshalb diese anschlieBend auf das Centrolobinsystem tibernommen
wurden (Abbildung 98). Hier konnte der vollstandige Umsatz reproduziert und (-)-Centrolobin

(59) mit 70% Ausbeute, vergleichbar mit der Literatur, isoliert werden.?l

O o OH
a), b)
_—
=
K(>\ 7% SNAC)‘\/\/\)\Q\
294 o~ (zwei Stufen) 222 o~
1.2% l ,
(finf Stufen) j l C)\33 %

d), e)
O o) O ~g5,  SNAC o)
HO 59 o~  (zwei Stufen) 223 o~

Abbildung 99: Zusammenfassung der Chemoenzymatischen Totalsynthese von (-)-Centrolobin (59).
Bedingungen: a) (3-(1,3-Dioxan-2-yl)propyl)magnesiumbromid, THF, RT, 2 h, dann HCI (1.5m in H20), RT,
3.5 h, danach neutralisieren; b) 149, Toluol, 100 °C, 24 h; ¢) AmbDH3 (5.0 mg/mL), HEPES-Puffer, 37 °C, 16 h;
d) 240, CuTC, Pd.dbas* CHCIs, P(o-Furyl)s, THF, 50 °C, 24 h, dann HCI (1.5M in H20), RT, 10 min; €) LiBHy,
Et,O, RT, 90 min, dann EtsSiH, TFA, RT, 60 min, e.e. 78%.

In Abbildung 99 ist die chemoenzymatische Totalsynthese des Diarylheptanoid-Naturstoffs
(-)-Centrolobin mit der Bildung des THP-Rings mittels AmbDH3 dargestellt. Innerhalb
lediglich zweier Stufen konnte der als Substratsurrogat verwendbaren sekundaren Alkohol 222
aufgebaut werden. In der anschlieenden Umsetzung mit AmbDH3 wurde erneut die
Effektivitdt im Rahmen einer kinetischen Racematspaltung gezeigt. Es konnten hierbei die
Ergebnisse der Tabelle 2 erfolgreich auf das neue System tibertragen werden. Der erreichte ee

von 78% zeigt an, dass das (S)-Isomer des Vorlaufers bevorzugt umgesetzt wurde. Aufgrund
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der teilweisen spontanen Zyklisierung wére hier ein maximaler ee von 93% mdglich gewesen.
Nach Austausch des Schwefelsubstituenten mit dem Phenolderivat und finaler reduktiver
Entfernung der Sauerstofffunktionalitdt konnte (-)-Centrolobin (59) erfolgreich in einer
Gesamtausbeute von 1.2% Uber finf Stufen erhalten werden. Aufgrund der Wahl einfach
variierbarer Edukte steht zudem der Weg flir potenzielle Derivatisierungen vor, sowie nach der

Zyklisierung offen.
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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das organisch-synthetische Potenzial der neuartigen
Zyklase AmbDH3 umfangreich erforscht und erfolgreich in unterschiedlichen Zusammen-

hangen nutzbar gemacht.

BLANKENFELD et al. gelang es die dreidimensionale Struktur durch Einkristallrontgenanalyse
aufzuklaren, sodass im Rahmen eines Kooperationsprojekts Hinweise auf die strukturelle
Ursache der ungewdhnlichen doppelten Aktivitdt von AmbDH3 gewonnen werden konnten.
Eine im Vergleich zu kanonischen DH-Doménen charakteristische Y173V-Mutation in der
Néhe des aktiven Zentrums ermdglicht eine Umlagerung des Substratriickgrates nach erfolgter

Dehydratisierung, sodass ein Angriff des 7-OH am MICHAEL-System mdglich wird.

Im Rahmen einer sequenzbasierten Suche konnten weitere DH-Domanen identifiziert werden,
die die gleiche Y-V-Mutation zeigten. Am Beispiel der ebenfalls aus der Ambruticin-PKS
stammenden Domane AmbDH2 konnte durch in vitro-biochemische Charakterisierung des
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Proteins ebenfalls eine Zyklaseaktivitdt nachgewiesen werden. Diese Struktur-Aktivitats-
Beziehung ebnet den Weg um durch metagenomische Suche weitere versteckte Zyklasen
ausfindig zu machen. Zusétzlich besteht die Mdoglichkeit, dass DH-Doménen durch gezielte

Punktmutation in Zyklasen fiir den in vitro- oder in vivo-Einsatz umgewandelt werden kénnen.

X' _wR
o « N bus Q l
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Zur Untersuchung der Substratspezifitit wurde eine breit gefacherte Substanzbibliothek
stereoselektiv aufgebaut und mit der Zyklase AmbDH3 umgesetzt. Dabei zeigte sich eine breite
Substrattoleranz des Enzyms unter Erzeugung enantiomerenreiner Produkte, wobei die
Umsétze stark durch strukturelle Eigenschaften der einzelnen Vorlaufer beeinflusst wurden.
Das Substratsurrogat mit 7-Phenylsubstitution wurde problemlos umgesetzt, wohingegen die
Substratsurrogate mit 7-Pentyl- oder 2-Ethylsubstitution geringere Umsétze zeigten. Dies
wurde ebenfalls beim Einsatz des Ethylthioesters beobachtet. Diese Ergebnisse lassen sich auf
die sehr geringe Wasserloslichkeit dieser Verbindungen zurtckfihren.

Besonders hervorzuheben sind die 6,7-unsubstituierten Substratsurrogate, bei denen aufgrund
der veranderten Orientierung in der aktiven Tasche die Konfiguration der 3-Position im Produkt
invertiert vorlag. Bei der Umsetzung zum Dioxan kam es zur teilweisen spontanen Zyklisierung
aufgrund der erhohten Reaktivitdt des Systems. Zusétzlich fiel ein hoher Grad an
Nebenreaktionen auf. Im semipraparativen MaRstab zeigte das Keton zwar vollstandige
spontane Zyklisierung, jedoch liell sich diese durch die Verringerung der AnsatzgroRe
umgehen. Die Substratsurrogate mit 2-Bromidsubstitution oder 7-Aminogruppe zyklisierten
ebenfalls vollstdndig im verwendeten Puffer.

Der Oxoester zeigte mit AmbDH3 keinen Umsatz, was in elektronischen Effekten begriindet
liegt. Das Substratsurrogat mit verlangertem Rickgrat wurde nicht akzeptiert, da dieses in einer
ungunstigen Orientierung in der aktiven Tasche zu liegen kommt. Die in Kooperation erstellten
Modellierungen von Substratsurrogaten in die aktive Tasche von AmbDH3 bestétigten
zusatzlich die Ergebnisse dieser Studie.

Unter der Verwendung der von BERKHAN optimierten Reaktionsbedingungen war es moglich

den ReaktionsmaRstab bis auf eine Stoffmenge von 1.0 g zu erhdhen. Dabei konnte ein Umsatz
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von 83% und eine isolierte Ausbeute von 60% des enantiomerenreinen Produktes erhalten

werden.

Zusétzlich wurde der Einfluss der Vorlduferkonfiguration an C6 und C7 sowie die daraus
abgeleitet potenzielle Einsatzbarkeit in (dynamisch) kinetischen Racematspaltungen
beleuchtet. Bei der Umsetzung definierter Stereoisomerengemische mit dem Enzym viel auf,
dass das (6S,7R)-Isomer durchgehend fast vollstdndig zyklisiert wurde, wohingegen nur ein
geringer Anteil des (6R,7R)-Isomers diese Reaktion einging. Die Verbindungen mit
(7S)-Konfiguration wurden von AmbDH3 nicht umgesetzt. Die deutlichen Reaktivitats-
unterschiede der verschiedenen Stereoisomere machten damit den Weg frei fur den Einsatz von

AmbDH3 in (dynamisch) kinetischen Racematspaltungen.

WITTIG-

Olefinierun GRIGNARD-
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HO enzymatische
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Final wurden die Erkenntnisse aus den Substrat- und Racematspaltungsstudien kombiniert und
die chemoenzymatische Totalsynthese eines Diarylheptanoids entwickelt. Dabei gelang es
(-)-Centrolobin in 1.2% Ausbeute mit einem e.e. von 78% Uber insgesamt flinf lineare Stufen
darzustellen. Der Schlusselschritt war dabei die enzymatische Zyklisierung bei zeitgleicher
kinetischer Racematspaltung, bei welcher der THP-Ring mit 40% Umsatz und 33% isolierter
Ausbeute im 20 mg-Malstab aufgebaut wurde. Da AmbDH3 ein breites Spektrum an
Substratsurrogaten umsetzt und dabei hochselektiv arbeitet sind die VVoraussetzungen gegeben

diese Domane auch in anderen chemoenzymatischen Totalsynthesen einzusetzen.
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Abstract

Within this study, the potential of the novel cyclase AmbDH3 regarding its application in

different organic-synthetic contexts was succesfully elucidated.

BLANKENFELD et al. were able to solve the three-dimensional structure of AmbDH3 via X-ray
crystal structure. Thereby we were able to further elucidate the unconventional bifunctionality
as part of a cooperation. The naturally occuring Y173V mutation compared to canonic DH
domains near the active centre allows the backbone tearrangement of the substrate after
dehydration so that an attack oft he 7-OH at the MICHAEL system is possible.

As consequence of a sequence based search an other DH domain with the same Y-V mutation
was identified. AmbDH2, which as well originates from the ambruticin PKS showed a similar
in vitro cyclisation activity with the shown substrate surrogate. This structure-activity relation
paves the way to search for further hidden cyclases. Furthermore it might be possible to

101



Abstract

reprogram DH domains via specific point mutations to achieve an in vitro or in vivo cyclisation

activity.
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To investigate the acceptance of naturally unrelated substrate surrogates a wide array of
substances with diverse substitution patterns was established via multistep synthesis in an
enantio pure way and converted with AmbDH3. The sucessfully generated heterocyclic
compounds showed high enantio purities. However different conversionrates were observed
depending on the substitution pattern. Whereas the 7-phenyl substituted compound was
converted in an excelent way, the 7-Pent, 2-Et, as well as the SEt thioester containing
compounds suffered from low water solubility. The conversions of the 6,7-unsubstituted
surrogates have to be highlighted. The corresponding heterocycles showed inverted
stereochemistry due to a different orientation in the active site of AmbDH3. Some of the tested
surrogates showed a certain degree of spontaneous cyclisation due to higher reactivity.

The oxoester was not converted at all, mainly because of electronic effects. The surrogate with
elongated backbone was not converted as well. In this case the reason was the orientation in the
active site, leading to a too long distance between C3 and 8-OH. The model studies that were
obtained during the cooperation confirms the gained results of this work as well.

Utilizing the optimised reaction conditions of BERKHAN it was possible to expand the reaction
scale up to 1.0 g of starting material, while maintaining high conversion rates and yields oft he

enantiopure product.

Additionally, the configuration of the starting material at C6 and C7 was investigated to identify
the potential versatility of AmbDH3 in (dynamic) kinetic resolutions. After different treatments
of well defined isomeric mixtures with AmbDH3 one highly dominant product configuration

(6S,7S) was observed. Beside only minor amounts of a second stereoisomer (6R,7S) could be
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detected, whereas the remaining two isomers (6R,7R/6S,7R) were not converted at all. This

paves the way to use AmbDH3 in (dynamic) kinetic resolutions.

WITTIG-
addition
/@ o
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Finally, the results from the substrate investigations, as well as the racemic resolution were
combined in the chemoenzymatic total synthesis of the diarylheptanoid (-)-centrolobine.
Utilizing the AmbDH3 catalyzed THP-formation and the kinetic resolution as key step (20 mg,
40% conversion, 33% isolated yield) the promising drug candidate (-)-centrolobine was
succesfully synthesized in 1.2% yield (78% ee) over five linear steps. Because oft he broad
substrate tolerance, whilst working highly selective, AmbDH3 might be suitable for beeing

applied in further chemoenzymatic total syntheses.
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Allgemeine Methoden

Chemikalien und Losemittel

Alle kommerziell verfugbaren Chemikalien wurden von SIGMA-ALDRICH, MERCK, ACROS
ORGANICS, ALFA AESAR, CARBOLUTION, ABCR oder TCI bezogen und ohne weitere Reinigung
direkt verwendet. Losemittel wurden von VWR CHEMICALS oder FISHER CHEMICALS, in den

Reinheitsgraden technisch, p.A. oder HPLC grade bezogen.

Feuchtigkeits- oder sauerstoffempfindliche Reaktionen wurden in kommerziell erhéltlichen
wasserfreien Losemitteln von AcrRos ORGANICs oder TCI, gelagert iiber 3A Molsieb, unter
Schutzgasatmosphére (N2 5.0 oder Ar 5.0) in ausgeheizten Glasgeraten durchgefihrt. Auf diese
Art durchgefiihrte Reaktionen sind nachfolgend durch den Zusatz absolutiert (abs.)

gekennzeichnet.
MiLLIPORE Wasser (MPW)

Das zur Herstellung einiger Puffer und Laufmittel verwendete MPW (G <0.055 uS,
TOC < 2 ppb) wurde einer B30 Trace Reinstwasseranlage (Auslassfilter: 0.2 pm) von ADRONA

entnommen.
Dunnschichtchromatographie

Analysen via Diinnschichtchromatographie wurden auf Polyester-Fertigfolien (Polygram Sil
G/UVass4; Kieselgel 60, Schichtdicke 0.2 mm) von MACHEREY-NAGEL durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte entweder durch Fluoreszenzléschung bei 254 nm oder durch Anférben der
DC-Karte. Hierfiir verwendete Anfarbereagenzien waren 1> oder verdunnte (verd.) KMnOgy-
Losung (1.50 g KMnOQg4, 10.0 g K2COg, 2.5 mL Natronlauge (5% in H20), 200 mL H.0).

Saulenchromatographie

Fur saulenchromatographische Reinigungen wurde Kieselgel 60 (Partikelgrofie 63-200 pum)
von MACHEREY-NAGEL als stationdre Phase verwendet. Zum Packen wurde das Kieselgel
zunachst im verwendeten Laufmittelgemisch aufgeschlemmt, in die Saule gefillt und
anschlieBend unter Druck komprimiert. Die Zusammensetzung der Laufmittelgemische ist in

Vol.-% angegeben und der jeweiligen Versuchsvorschrift zu entnehmen.
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Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Strukturanalysen via NMR-Spektroskopie erfolgte bei Raumtemperatur (298 K) in NMR-
Probenrshrchen mit 5 mm Durchmesser und einer Lange von 178 mm. Fiir Aufnahme der *H-,
13C- und *P-NMR-, sowie 2D-Korrelationsspektren wurde ein Avance 111 HD 500 von BRUKER
verwendet. 1D NOE Differenz-Experimente wurden am Avance 300 von BRUKER
aufgenommen. Die erhaltenen NMR-Spektren wurden in deuterierten Losemitteln durchgefuhrt
und anhand des Restlésemittelsignals normiert (CDCls, *H: 7.26 ppm, **C: 77.2 ppm; CsDs, H:
7.16 ppm, 3C: 128.1 ppm).1*?2 Die Verschiebungen der aufgenommenen 3'P-Spektren wurden
aufgrund fehlenden Referenzsignals ohne Normierung angegeben. Die chemische
Verschiebung wird auf der -Skala in parts per million [ppm], Kopplungskonstanten (J) werden
in [Hz] angegeben. Zur Beschreibung der Signalformen werden folgende Abkiirzungen, sowie
Kombinationen dieser verwendet: breit (br), Singulett (s), Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q),
Multiplett (m). Die genaue Zuordnung der Protonen, sowie Kohlenstoffsignale wurde via 2D-
Korrelationsspektren durchgefuhrt. Die dafur verwendeten Experimente umfassten HMQC,
HMBC und H,H-COSY. Zusétzlich kamen zur niheren Bestimmung der *3C-Signale 135DEPT
und JMOD-Experimente zum Einsatz. Zur Beschreibung der *C-Signale werden folgende
Abkirzungen verwendet: primar (p, Methyl), sekundar (s, Methylen), tertiar (t, Methin) und
quartér (q). Alle eindeutigen Zuordnungen der Protonen-, sowie Kohlenstoffsignale sind in

Fragmentschreibweise angegeben.
(Chiral) High Performance Liquid Chromatography ((chirale)-HPLC)

Zur Reinigung wurde eine semipraparativer HPLC (600 Controller, 2487 Dual 1 Absorbance
Detector (235 nm, 265 nm)) von WATERS, unter der Verwendung einer RP-Séule (Kinetex®,
PorengréRe 5 um, Cis, PartikelgroRe 100A, 50x30 mm) verwendet. Zur Probenvorbereitung
wurde das Rohprodukt zunéchst in HPLC-grade MeOH (<1.5 mL) aufgenommen und mittels
Spritzenfilter (PTFE, 0.2 um) von Schwebteilchen befreit. Die Auftragung auf die Séule wurde
durch einen Injektions-Loop (2 mL) realisiert. Die verwendeten Laufmittel (MPW, HPLC-
grade MeCN) wurden vor dem Einsatz via Ultraschallbehandlung unter vermindertem Druck
fur mindestens 15 min (MPW: 300 mbar, MeCN: 600 mbar) entgast und danach direkt
verwendet. Die Laufmittelzusammensetzung ist in Vol.-% angegeben. Das verwendete
Gradientenprogramm entsprach (H20:CH3CN = 95:5 {5 min}, Gradient H,O:CH3CN 95:5 -
5:95 {20 min}, H>O:CHsCN = 5:95 {5 min}, 20 mL/min). Abweichende Gradienten sind der

betreffenden Versuchsvorschrift zu entnehmen.

105



Experimenteller Teil

Untersuchungen via chiraler HPLC wurden an einer Alliance HPLC (2695 separation module,
2487 1 Absorbance Detector (215nm)) von WATERS, unter Verwendung einer
Normalphasensdule (OJ-H, 4.5%x250 mm, CHIRALCEL) durchgefiihrt. Das verwendete

Laufmittelgemisch bestand aus n-Hexan:'Propanol (95:5, 0.8 mL/min).
Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MYS)

Fur Umsatzbestimmungen von Enzymexperimenten im Kleinstmalistab (<1 mg Substrat),
sowie ldentifikation isolierter Fraktionen aus der Reinigung via HPLC, wurde eine Acquity
Ultra Perfomance LC (RP-S&ule: BEH Cis, 1.7 um, 1x50 mm; Detektion: PDA, SQ) von
WATERS verwendet. Die lonisierung wurde mittels ESI im Positivmodus realisiert. Zur
Umrechnung der Integrale in Konzentrationen wurde eine Kalibriergerade fur den zu
erwartenden Intensitatsbereich erstellt. Die verwendeten Laufmittel wurden in der Qualitat
UPLC grade (MeOH, A) von HONEYWELL gekauft oder aus der Reinstwasseranlage (MPW, B)
entnommen und ohne weitere Behandlung eingesetzt. Es wurde ausschlieflich das
Gradientenprogramm (MeOH:H20 = 10:90 — 90:10 {4 min}, MeOH:H20 = 90:10 {2 min},

0.5 mL/min) verwendet.
High Resolution Mass spectrometry (HRMS)

Hochaufgeldste massenspektrometrische Untersuchungen wurden an einem Q Exactive
Massenspektrometer von THERMO SCIENTIFIC mit Direkteinlass durchgefiihrt. Die lonisierung
wurde mittels ESI im Positivmodus realisiert. Zur Probenvorbereitung wurde aus der
Reinsubstanz zunachst mit HPLC grade MeOH oder MeCN eine Stammldsung hergestellt.
Diese wurde anschlieRend auf eine finale Konzentration von 0.1 pg/mL eingestellt und mittels
Spritzenfilter (PTFE, 0.2 um) von Schwebteilchen befreit.

Transformation von E. coli-Zellen

Chemisch kompetente Zellen (E. coli BL21(DE3), 50 uL) von NovAGEN™ werden mit dem
Plasmid pET28a_ambDH3 (1 pL) versetzt und fir 10 min bei 0 °C inkubiert. Anschliefend
wird fur 50 s bei 42 °C ein Hitzeschock durchgefiihrt. Danach wird die Suspension fir weitere
5 min bei 0 °C inkubiert. Im Anschluss daran wird dYT-Medium (500 pL, 16 g/L Trypton,
10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl) hinzugegeben und die Suspension fir 1 h bei 37 °C inkubiert.
Nach Zentrifugation (30 s, 5000 rpm) wird der Uberstand verworfen, der Riickstand auf einer
Agarplatte ausplattiert und ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Es wird eine einzelne Kolonie

gepickt und damit eine Vorkultur (10 mL dYT-Medium, 0.1 mM Kanamycin) inokuliert und
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erneut Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aus dieser Vorkultur wird eine Hauptkultur (100 mL
dYT-Medium, 0.1 mM Kanamycin) auf ODeoo = 0.05 inokuliert und tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Aus 500 puL Hauptkultur und 500 pL Glycerin (50% in MPW) werden Kryokulturen
hergestellt und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Genexpression

Zur Genexpression wird zundchst Wachstumsmedium (25 mL dYT-Medium, 0.1 mM
Kanamycin) mit einer kleinen Menge der Kryokultur inokuliert und tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Aus der Vorkultur werden Hauptkulturen (je 200 mL dYT-Medium, 0.1 mM
Kanamycin) auf ODegoo = 0.05 inokuliert und bei 37 °C inkubiert, bis eine ODsoo = 0.40-0.80
erreicht ist. Die Expression wird durch Zugabe von IPTG (finale Konzentration 0.1 mM)
induziert und die Inkubation fir 22 h bei 15 °C fortgefiihrt. Die Suspension wird zentrifugiert
(15 min, 5000 g, 4 °C) und der Uberstand verworfen und das resultierende Zellpellet bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Proteingewinnung

Zur Proteingewinnung wird die entsprechende Menge des Zellpellets in HEPES-Puffer (25 mM
HEPES, 100 mM NaCl, pH 6.8) suspendiert und bei 0 °C mittels Ultraschall (45% Intensitét,
10 min, 30 s Ultraschall, 30 s Pause) mit einer Sonoplus HD3100 (Sonde: MS-73 oder KE-76)
von BANDELIN aufgeschlossen. Die Suspension wird zentrifugiert (30 min, 10000 g, 4 °C) und
das Zelllysat entweder direkt verwendet oder mit einem Spritzenfilter (CA, 0.45 um) von
Schwebteilchen befreit und via Affinitdtschromatographie gereinigt. Die Reinigung wird mit
einer AKTA start von FISHER SCIENTIFIC an einer Ni-NTA-Saule (Bettvolumen 5 mL) von
NOVAGEN durchgefihrt. Das System wird zundchst mit Laufpuffer (40 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7.5) aquilibriert und die Séule durch Zugabe des Zelllysats zum
Laufpuffer beladen. Durch Spulen der Séaule mit 75 mL Laufpuffer, werden alle unspezifisch
bindenen Proteine eluiert. Das Zielprotein wird mit Elutionspuffer (40 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 500 mM Imidazol, pH 7.5) eluiert und die Fraktion via UV-Absorption detektiert. Die
Proteinlosung wird mittels GrolRenausschlusschromatographie an einer PD10-Sdule auf
HEPES-Puffer umgepuffert und anschlieRend mittels Konzentrator (MWCO 10000 Da) an der
Zentrifuge (5000 g, 4 °C) auf eine Proteinkonzentration von 5.0 mg/mL eingestellt. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde ein Mikroplattenlesegerdt (VarioScanLux) von THERMO

SCIENTIFIC verwendet.
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Allgemeine Arbeitsvorschriften

Allgemeine Arbeitsvorschrift fr OppoLzeR-Aldolreaktionen (AAV A)

Propioniertes OppoLzER-Auxiliar (1.0 Aquiv.) wird in abs. CH2Cl, (0.1 M) vorgelegt und
DIPEA (1.5 Aquiv.) und TMSOTf (1.8 Aquiv.) langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt und anschliefend auf -78 °C gekihlt. In einem
zusatzlichen Kolben wird der Aldehyd (1.5 Aquiv.) in abs. CH2Cl. vorgelegt und ebenfalls auf
-78 °C gekdihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von TiCls (1 M in CH2Cl,, 1.5 Aquiv.) wird die
enolathaltige Losung langsam via cannula zur aldehydhaltigen Losung gegeben. Die Reaktion
wird fr 1 h bei -78 °C gerlhrt und im Anschluss durch die Zugabe gesattigter (ges.) NH4ClI-
Losung beendet. Das Gemisch wird auf 0 °C erwéarmt und fiir eine weitere Stunde gerihrt. Die
Phasen werden getrennt und die wassrige mit CH2Cl. extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wird uber MgSOa4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel
befreit. Das erhaltene Aldolprodukt wird ohne weitere Reinigung direkt in der néchsten

Reaktion eingesetzt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fur TBS-Schitzungen sekundarer Alkohole (AAV B)

Das Aldolprodukt (1.0 Aquiv.) wird in abs. CH,Cl (0.1 M) vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt.
Nach tropfenweiser Zugabe von 2,6-Lutidin (1.5 Aquiv.) und TBSOTf (1.5 Aquiv.) wird das
Reaktionsgemisch fir 30 min bei -78 °C gerlhrt. Die Reaktion wird auf Raumtemperatur
erwarmt und tber Nacht weitergeruhrt. Durch Zugabe ges. NH4CI-Losung wird die Reaktion
beendet. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase mit CH2Cl, extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wird mit ges. NaCl-Ldsung gewaschen, ber MgSO4 getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wird

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fir reduktive Abspaltung der Auxiliare (AAV C)

Das geschutzte Aldolprodukt wird in Et,0:MeOH (0.1 m, 20:1) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt.
Nach Zugabe von LiBH4 (1.5 Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch tiber Nacht geriihrt und
langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Durch Zugabe von Salzséure (1 m) wird die Reaktion
beendet und die Phasen werden getrennt. Die wassrige Phase wird mit Et.O extrahiert. Die

vereinigte organische Phase wird tber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem
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Druck vom Loésemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fir Tosylierungen priméarer Alkohole (AAV D)

Der primare Alkohol (1.0 Aquiv.) wird in abs. CH,Cl, vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nach
Zugabe von Pyridin (1.5-2.2 Aquiv.) und Tosylchlorid (1.1-2.0 Aquiv.), wird das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und fur 96 h geruhrt. Durch Zugabe ges.
NaHCOz-L6sung wird die Reaktion beendet und das Gemisch fur 1 h weitergeruhrt. Die Phasen
werden getrennt und die wassrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert. Die vereinigte organische Phase
wird tiber Mg2SO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit.

Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fliir GRIGNARD-Reaktionen an Tosylaten (AAV E)

Magnesium (4.8 Aquiv.) und eine katalytische Menge lod werden in abs. Et,O (1 M, beziiglich
Allylbromid) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt. Allylbromid (4.0 Aquiv.) wird zu der Suspension
getropft und das Reaktionsgemisch fur 1 h bei 0 °C geriihrt. Die Suspension wird mit abs. Et,O
(0.1 ™, beziiglich Tosylat) verdiinnt und das Tosylat (1.0 Aquiv.) zugetropft. Die Reaktions
wird fur 3 h refluxiert, anschlieBend auf Raumtemperatur abgekihlt, durch Zugabe verd.
NH4Cl-Losung beendet und fiir 1 h weitergerthrt. Die Phasen werden getrennt und die wassrige
Phase wird mit Et,O extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird uber MgSOa getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulen-

chromatographisch an Kieselgel gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fur Ozonolysen (AAV F)

Das Alken (1.0 Aquiv.) wird in CH,Cl (0.1 m) vorgelegt und auf -78 °C gekihlt. Ozon wird
durch das Reaktionsgemisch geleitet, bis eine persistente blaue Farbung zu erkennen ist.
Uberschiissiges Ozon wird anschlieRend durch Einleiten von Sauerstoff ausgetrieben. PPhs
(1.5 Aquiv.) wird zugegeben, die Suspension auf Raumtemperatur erwarmt und (ber Nacht
geruhrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand

séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fur WiTTiG-Reaktionen (AAV G)

Das Phosphoniumylid (1.5 Aquiv.) wird in abs. Toluol (0.1 M) vorgelegt und das Lactol
(1.0 Aquiv.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir 24 h bei 100 °C geriihrt und danach
auf Raumtemperatur abgekihlt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und
der Rickstand zundchst sdulenchromatographisch an Kieselgel und anschlielend via

semipraparativer HPLC gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fir HORNER-WADSWORTH-EMMONSs-Reaktionen (AAV H)

Der Aldehyd (1.0 Aquiv.) wird in abs. THF (0.1 M) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nach
Zugabe des Phosphonats (1.2 Aquiv.) und DBU (3.0 Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch
zundchst fir 30 min bei 0 °C und dann fir 48 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losemittel
wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in EtOAc und ges. NH4CI-L6sung
aufgenommen. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase wird mit EtOAc extrahiert.
Die vereinigte organische Phase wird uber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fur Verseifungen (AAV 1)

Der Ester (1.0 Aquiv.) wird in MeOH:H20 (0.1 m, 3:1) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nach
Zugabe von LiOH (5.0 Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und
uber Nacht geruihrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
in H20 aufgenommen. Die wassrige Phase wird mit EtO extrahiert, mit Salzsaure (1 m) auf
pH 1 angesduert und erneut mit Et,O extrahiert. Die vereinigte organische Phase der sauren
Extraktion wird Uber MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Die Carbonsdure wird ohne weitere Reinigung direkt in der ndchsten

Reaktion eingesetzt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fir Veresterungen (AAV J)

Die Carbonsaure (1.0 Aquiv.) und der Alkohol oder das Thiol (1.1 Aquiv.) werden in abs.
CH2Cl> (0.1 m) vorgelegt und auf 0 °C gekuhlt. Nach Zugabe von EDC-HCI, DCC oder DIC
(1.1 Aquiv.) und DMAP (0.1 Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt
und Gber Nacht geruhrt. Durch Zugabe von Salzsaure (1 M, Verwendung von EDC-HCI) oder
ges. NH4CI-Losung wird die Reaktion beendet. Die Phasen werden getrennt und die wassrige

Phase wird mit CH.Cl; extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird mit ges. NaHCO3- und
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ges. NaCl-Ldsung gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck

vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fur Entfernungen von TBS-Gruppen (AAV K)

Der geschiitzte Ether (1.0 Aquiv.) wird in MeOH (0.1 m) vorgelegt. Nach Zugabe von PPTS
(5.0-10.0 Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch fiir 24 h bei 50 °C geriihrt und anschlieRend auf
Raumtemperatur abgekihlt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in verd. NH4Cl-Ldsung und EtOAc aufgenommen. Die Phasen werden getrennt und
die waéssrige Phase wird mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird tber
MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel oder via semipraparativer HPLC

gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fir Enzymumsetzungen im Mal3stab bis 20 mg (AAV L)
Das Substrat (1.0 Aquiv.) wird vorgelegt. Nach Zugabe von gereinigtem AmbDH3 in HEPES-
Puffer (5.0 mg/mL) wird das Reaktionsgemisch fir 16 h bei 37 °C gertihrt. Durch Zugabe von
EtOAc wird die Reaktion beendet. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird Uber MgSQO4 getrocknet, filtriert
und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wird sdulen-
chromatographisch an Kieselgel oder via semipréparativer HPLC gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fur Enzymumsetzungen im MaRstab 50-1000 mg (AAV M)
Das Substrat (1.0 Aquiv.) wird in Toluol (1Vol.-%) vorgelegt. Nach Zugabe des AmbDH3-
haltigen Zelllysats (aus 2.0 g Zellpellet pro 50 mg Substrat) wird das Reaktionsgemisch fur 16 h
bei 30 °C geriihrt. CaCl, (finale Konzentration 1 mM) und Proteinase K (4 mg pro 50 mg
Substrat) werden hinzugegeben und fur 2 h bei 37 °C geruhrt. Durch Zugabe von EtOAc wird
die Reaktion beendet. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird Gber MgSQOa getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

an Kieselgel gereinigt.
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Synthese der Substratsurrogate
N-Acetylcysteamin (HSNAC) (79)

H

WNV\SH
o)

Cysteamin-Hydrochlorid (30.0 g, 264 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in H20 (300 mL) vorgelegt
und auf 0 °C gekiihlt. NaOH (84.5 g, 2.11 mol, 8.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben und unter
Ruhren vollstandig in der wassrigen Phase gelost. AcoO (74.4 mL, 792 mmol, 3.0 Aquiv.)
wurde langsam zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 90 min bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach Neutralisation der Losung mit konz. Salzsdure, wurde die wassrige Phase mit CH2Cl.
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tiber MgSOa4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das HSNAC (28.9 g, 242 mmol, 92%) wurde als
farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 5.92 (brs, 1H, NHCH;), 2.68 (g, J = 6.2 Hz, 2H,
NHCH), 2.68 (dt, J = 8.5, 6.4 Hz, 2H, CH2SH), 2.02 (s, 3H, OCCHs), 1.35 (t, J = 8.5 Hz, 1H,
CH,SH).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.[*?3]

Ethyl 2-(diisopropoxyphosphoryl)propanoat (80)
O O
||
/\O)H/ FI)\OJ\
O\(

Ethyl-2-brompropanoat (10.8 mL, 82.2 mmol, 1.0 Aquiv.) und Triisopropylphosphit (20.4 mL,
82.2 mmol, 1.0 Aquiv.) wurden fiir 6 h refluxiert. Alle fliichtigen Verbindungen wurden unter
vermindertem Druck entfernt und der Ester 80 wurde ohne weitere Reinigung direkt in der

néchsten Reaktion eingesetzt.
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2-(Diisopropoxyphosphoryl)propionsaure (81)
O O
1]
HOJYZ\O*

Der Ester 80 (20.9 g, 82.8 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in THF (160 mL) vorgelegt. Nach Zugabe
von NaOH-Ldsung (1™ in H20, 140 mL) wurde das Reaktionsgemisch fir 5 h refluxiert.
AnschlieBend wurde mit Salzséure (1 M) auf pH 1 angeséuert. Die Phasen wurden getrennt und
die wassrige Phase mit CH2Cl» extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tiber MgSO4
getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Die Carbonséure 81
wurde als gelbliches Ol erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in der nachsten Reaktion

eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl)-2-(diisopropoxyphosphoryl)propanthioat (82)
O O
H I
WN \/\S)H/(Fl;\oj\
0 Y

GemaR AAV J wurde aus der Carbonsaure 81 (7.40 g, 31.1 mmol, 1.0 Aquiv.) und HSNAC
(3.71 g, 31.1 mmol, 1.0 Aquiv.), DCC (7.06 g, 34.2 mmol, 1.1 Aquiv.) und DMAP (380 mg,
3.11 mmol, 0.1 Aquiv.) das Phosphonat 82 (10.2 g, 30.1 mmol, 37% tiber drei Stufen) als
gelbliches Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 6.35 (brs, 1H, NHCH,), 4.76-4.67 (m, 2H, OCH),
3.56-3.48 (M, 1H, 1xNHCH,), 3.44-3.37 (m, 1H, 1xNHCH,), 3.29-3.14 (m, 2H, PCH,
1xCH,S), 3.02-2.96 (m, 1H, 1xCH,S), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.43 (dd, J = 17.7, 7.2 Hz, 3H,
PCHCHs), 1.36-1.31 (m, 12H, OCHCH).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.7]
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(3aR,6S)-8,8-Dimethyl-4,5,6,7-tetrahydro-3H-3a,6-methanbenzo|c]isothiazol-2,2-dioxid
(83)

9 o
%\
—N

(R)-(-)-Camphersulfonsaure (1759, 753 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde vorgelegt und
Thionylchlorid (109 mL, 1.51 mol) Uber 1 h langsam hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde refluxiert, bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Das Gemisch wurde unter
vermindertem Druck von leicht flichtigen Komponenten befreit und anschlieRend mit Toluol
(280 mL) codestilliert. Der Riickstand wurde in Dioxan (280 mL) aufgenommen und mit konz.
Ammoniak-Losung (2.8 L) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fir 2 h refluxiert und danach
auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Suspension wurde filtriert und der Filterkuchen mit kaltem
Wasser gewaschen. Das Isothiazoldioxid 83 wurde als farbloser Feststoff erhalten und ohne

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.

(3aR,6S)-8,8-Dimethylhexahydro-3H-3a,6-methanbenzo[c]isothiazol-2,2-dioxid (84)

(0]
w_0O

S/

\
%NH

Isothiazoldioxid 83 (161 g, 753 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in MeOH:H20 (3:1, 1.0 L) vorgelegt
und auf 0 °C gekiihlt. NaBH. (28.5 g, 753 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde portionsweise zugegeben
und das Reaktionsgemisch fir 2 h bei 0 °C gerihrt. Das Lésemittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in CH2Cl> aufgenommen. Die organische Phase wurde in
verd. Schwefelsdure (1 M, 1.0 L) gegeben und die Phasen wurden getrennt. Die wassrige Phase
wurde mit CH.Cl extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit ges. NaCl-L6sung
gewaschen, Gber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel
befreit. Das Sultam 84 (137 g, 637 mmol, 85% Uber zwei Stufen) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): d [ppm] = 4.22 (d, J = 6.4 Hz, 1H, CHNH), 3.41 (td, J = 7.9,
4.9 Hz, 1H, CHNH), 3.12 (d, J = 13.8 Hz, 1H, 1xCH;S), 3.08 (d, J = 13.7 Hz, 1H, 1xCH2S),
1.99-1.82 (m, 5H, CH,CHNH, CH2CH,CH, CH2CHCH?), 1.47-1.41 (m, 1H, 1xCH,CH2CH),
1.33-1.27 (m, 1H, 1xCH2CH,CH), 1.12 (s, 3H, CCHs), 0.92 (s, 3H, CCH).
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Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.*?4

1-((3aR,6S)-8,8-Dimethyl-2,2-dioxidotetrahydro-3H-3a,6-methanbenzo[c]isothiazol-1(4H)-
yl)propan-1-on (85)

Das Sultam 84 (30.0 g, 139 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Toluol (600 mL) vorgelegt und NaH
(60% in Mineraldl, 8.36 g, 209 mmol, 1.5 Aquiv.) portionsweise zugegeben. Das Reaktions-
gemisch wurde fir 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Propionylchlorid (18.3 mL, 209 mmol,
1.5 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde fiir weitere 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Uberfiihren in ges. NaCl-Losung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde mit CH.Cl, extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde Uber MgSOa getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Losemittel befreit. Das propionierte OppoLzeR-Sultam 85 (36.1 g, 133 mmol, 95%)

wurde nach Umbkristallisation aus Toluol als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.84 (dd, J = 7.7, 5.0 Hz, 1H, CHN), 3.47 (d, J =
13.8 Hz, 1H, 1xCH5S), 3.41 (d, J = 13.8 Hz, 1H, 1xCH,S), 2.78-2.66 (m, 2H, CH,CHs), 2.14-
2.08 (m, 1H, 1xCH,CHN), 2.05 (dd, J = 13.9, 7.8 Hz, 1H, 1xCH,CHN), 1.92-1.84 (m, 3H,
CH2CH2CH, CH;CHCH;), 1.41-1.30 (m, 2H, CH2CH2CH), 1.15-1.12 (m, 6H, CH2CHs, CCHs),
0.95 (s, 3H, CCHa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.}?]
(2R,3R)-1-((3aR,6S)-8,8-Dimethyl-2,2-dioxidotetrahydro-3H-3a,6-methanbenzo[c]iso-
thiazol-1(4H)-yl)-3-hydroxy-2-methylpentan-1-on (86)

Qo
S\/ o)
N4§_€i

GemaR AAV A wurde aus Sultam 85 (10.0 g, 36.8 mmol, 1.0 Aquiv.), DIPEA (9.4 mL,
55.3 mmol, 1.5 Aquiv.), TMSOTf (12.0 mL, 66.3 mmol, 1.8 Aquiv.) und Propionaldehyd
(4.0 mL, 55.3 mmol, 1.5 Aquiv.) das Aldolprodukt 86 als gelbes Ol erhalten und ohne weitere
Reinigung direkt in der n&chsten Reaktion eingesetzt.
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(2R,3R)-3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-((3aR,6S)-8,8-dimethyl-2,2-dioxidotetrahydro-
3H-3a,6-methanbenzo[c]isothiazol-1(4H)-yl)-2-methylpentan-1-on (87)

Q.0
S\/ o)

GemalR AAV B wurde aus dem Aldolprodukt 86 (12.1 g, 36.8 mmol, 1.0 Aquiv.), 2,6-Lutidin
(6.4 mL, 55.3 mmol. 1.5 Aquiv.) und TBSOTf (13.0 mL, 55.3 mmol, 1.5 Aquiv.) das TBS-
geschutzte Produkt 87 (13.8 g, 31.0 mmol, 84% lber zwei Stufen) nach sdulenchromato-

graphischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc / 9:1) als gelblicher Feststoff erhalten.

Rr (PE:EtOAC / 9:1): 0.32; H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.04 (ddd, J = 7.4, 6.2,
3.0 Hz, 1H, OCHCH), 3.86 (dd, J = 7.5, 5.1 Hz, 1H, CHN), 3.47 (d, J = 13.8 Hz, 1H, 1XCH,S),
341 (d, J = 13.8Hz, 1H, 1xCH,S), 2.05-1.96 (m, 2H, CH2CHN), 1.92-1.83 (m, 3H,
CH2CHCH,, CH2CH,CH), 1.51-1.25 (m, 4H, CH2CHs, CH,CH2CH), 1.13 (s, 3H, CCHa), 1.09
(d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 0.95 (s, 3H, CCH3), 0.87-0.84 (m, 12H, CH,CHs, SiC(CHs)), 0.07
(s, 3H, SiCH3), 0.05 (s, 3H, SiCHa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.7]

(2S,3R)-3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-methylpentan-1-ol (88)

OTBS
HO/\‘/\/

GemalR AAV C wurde aus dem TBS-geschitzten Aldolprodukt 87 (13.8 g, 31.0 mmol,
1.0 Aquiv.) und LiBHa (1.00 g, 46.5 mmol. 1.5 Aquiv.) der Alkohol 88 (5.67 g, 24.4 mmol,
79%) nach séulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc / 9:1) als farbloses
Ol erhalten.

Rr (PE:EtOAC / 9:1): 0.39; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 3.78 (dt, J = 10.8, 3.9 Hz,
1H, 1xHOCH>), 3.63 (dt, J = 6.3, 5.1 Hz, 1H, OCHCH), 3.54 (dt, J = 11.1, 5.6 Hz, 1H,
1xHOCHy), 2.76 (t, = 5.3 Hz, 1H, HOCH,), 1.81-1.74 (m, 1H, OCHCH), 1.63-1.57 (m, 2H,
CH2CHs), 0.99 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CHCHs), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
CH,CHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs3), 0.08 (s, 3H, SiCHsa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.7]
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(2S,3R)-3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-methylpentyl 4-methylbenzolsulfonat (89)

OTBS
Tso/\r\/

GemalR AAV D wurde aus dem Alkohol 88 (4.73 g, 20.3 mmol, 1.0 Aquiv.), TsCl (4.26 g,
22.4 mmol. 1.1 Aquiv.) und Pyridin (2.5 mL, 30.5 mmol, 1.5 Aquiv.) das Tosylat 89 (3.48 g,
13.5 mmol, 67%) nach sédulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc /
39:1) als farbloses Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 39:1): 0.32; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.79-7.77 (m, 2H, m-
CHarMe), 7.35-7.33 (m, 2H, 0-CHarMe), 4.07 (dd, J = 9.4, 5.1 Hz, 1H, 1xOCH), 3.85 (dd,
J=9.4,7.3Hz, 1H, 1xOCH), 3.49 (g, J = 5.5 Hz, 1H, OCHCH), 2.45 (s, 3H, CH3Cq,ar), 1.98-
1.90 (m, 1H, OCHCH), 1.47-1.33 (m, 2H, CH2CH3), 0.86 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCH3), 0.82-
0.79 (m, 12H, SiC(CHs)3, CH2CHz), 0.00 (s, 3H, SiCHs3), -0.04 (s, 3H, SiCHa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.F7]

tert-Butyldimethyl(((3R,4S)-4-methyloct-7-en-3-yl)oxy)silan (90)
OTBS
/\/\r\/
Gemak AAV E wurde aus dem Tosylat 89 (10.5g, 26.9 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Allylmagnesiumbromid (1 M in Et,0, 87 mL, 86.9 mmol, 4.0 Aquiv.) das Alken 90 nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan) als farbloses Ol erhalten und

direkt in die ndchste Reaktion eingesetzt.

(4S,5R)-5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-4-methylheptanal (91)

oTBS

OA/YV
GemaR AAV F wurde aus dem Alken 90 (3.74 g, 14.6 mmol, 1.0 Aquiv.) und PPhs (5.73 g,
21.9 mmol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 91 nach saulenchromatographischer Reinigung an

Kieselgel (Hexan:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol erhalten und direkt in die nachste Reaktion

eingesetzt.
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S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,6-dimethylnon-2-enthioat
(92)

H 0 OTBS
\H/N\/\S = '
0]
GemaR AAV H wurde aus dem Aldehyd 91 (3.77 g, 14.6 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonat 82
(5.93 g, 17.5 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (6.5 mL, 43.7 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester 92
(2.05 g, 4.94 mmol, 34% uber drei Stufen) nach saulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc/1:1): 0.21; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.76 (tq, J = 8.6, 1.2 Hz,
1H, CHCCHs3), 6.86 (brs, 1H, NHCH>), 3.47-3.41 (m, 3H, NHCH,, OCHCH), 3.08-3.05 (m,
2H, CHS), 2.32-2.25 (m, 1H, 1xCCHCH>), 2.19-2.11 (m, 1H, 1XCCHCH>), 1.96 (s, 3H,
OCCHg), 1.88 (d, J = 1.0 Hz, 3H, CHCCHz), 1.62-1.50 (m, 2H, 1xCH2CHCH3, CHCHa),
1.44-1.38 (m, 2H, CH2CH3s), 1.29-1.22 (m, 1H, 1xCH>CHCHj3), 0.89-0.88 (m, 12H, CHCHs,
SiC(CHs3)3), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHs), 0.04 (s, 3H, SiCHs3), 0.03 (s, 3H, SiCHj).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.F7]

S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,E)-7-hydroxy-2,6-dimethylnon-2-enthioat (77)
H 0 OH
NN
0
GemaR AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Thioester 92 (2.05 g, 4.94 mmol, 1.0 Aquiv.)
und PPTS (18.6 g, 74.0 mmol, 15.0 Aquiv.) das Substrat 77 (1.19 g, 3.95 mmol, 80%) nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloser Feststoff erhalten.

R (EtOAC): 0.16; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.76 (tq, J = 7.1, 1.3 Hz, 1H,
CHCCHs), 5.96 (brs, 1H, NHCH.), 3.46-3.42 (m, 2H, NHCH>), 3.36 (ddd, J = 8.8, 5.4, 3.5 Hz,
1H, HOCHCH), 3.07-3.04 (m, 2H, CH,S), 2.35-2.27 (m, 1H, 1XCCHCHy), 2.22-2.14 (m, 1H,
1xCCHCHy), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.87 (d, J = 1.0 Hz, 3H, CHCCHsa), 1.71-1.64 (m, 1H,
1xCH;CHCH3), 1.58-1.50 (m, 2H, 1xCH,CHs, CHCH3), 1.44-1.35 (m, 1H, 1xCH2CHs),
1.34-1.24 (m, 1H, 1xCH2CHCHs), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
CHCHa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.7]
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S-(2-Acetamidoethyl) (R)-2-((2R,5S,6R)-6-ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)propan-
thioat (78)

\
\\\

o)
Produkt 78 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 77 mit AmbDH3 nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloser Feststoff erhalten.

Rf (EtOAC): 0.35; 'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 5.89 (brs, 1H, NHCHy), 3.49-3.42
(m, 3H, OCHCH,CHz2, NHCH2), 3.06-2.96 (m, 2H, CH,S), 2.78 (td, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H,
OCHCH2CH3), 2.72 (dg, J = 9.0, 7.0 Hz, 1H, CCHCHs), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.81-1.77 (m,
1H, 1xCH2CHCH3), 1.69-1.60 (m, 2H, 1xCH,CHs, 1xOCHCH:CHy), 1.34-1.15 (m, 4H,
CH2CHCHs, 1XOCHCH2CHj,, 1XCH,CHCHs, 1xCH,CHs), 1.10 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CCHCHa),
0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHs), 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH,CHCHa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.F7]
(2R,3R,6S,7R)-7-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-((3aR,6S)-8,8-dimethyl-2,2-dioxidotetra-

hydro-3H-3a,6-methanbenzo[c]isothiazol-1(4H)-yl)-3-hydroxy-2,6-dimethylnonan-1-on
(93)

GemaR AAV A wurde aus Sultam 85 (303 mg, 1.12 mmol, 1.0 Aquiv.), DIPEA (0.29 mL,
2.68 mmol, 1.5 Aquiv.), TMSOTf (0.36 mL, 2.01 mmol, 1.8 Aquiv.) und 91 (433 mg,
1.68 mmol, 1.5 Aquiv.) das Aldolprodukt 93 als gelbes Ol erhalten und ohne weitere Reinigung
direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.
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(2R,3R,6S,7R)-3,7-bis((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-((3aR,6S)-8,8-dimethyl-2,2-dioxido-
tetrahydro-3H-3a,6-methanbenzolc]isothiazol-1(4H)-yl)-2,6-dimethylnonan-1-on (94)

o

\.O

GemaR AAV B wurde aus dem Aldolprodukt 93 (592 mg, 1.12 mmol, 1.0 Aquiv.), 2,6-Lutidin
(0.20 mL, 1.68 mmol. 1.5 Aquiv.) und TBSOTf (0.38 mL, 1.68 mmol, 1.5 Aquiv.) das TBS-
geschutzte Produkt 94 (262 mg, 0.41 mmol, 37% Uber zwei Stufen) als farbloser Feststoff

erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 4.12-4.09 (m, 1H, CCHCHOTBS), 3.88 (dd, 1H, J =
7.6, 4.9 Hz, CHN), 3.49 (d, 1H, J = 14.3 Hz, 1XCH;S), 3.44-3.39 (m, 2H, 1xCH,S, CHOTBS),
3.31-3.26 (m, 1H, NCCHCHs), 2.05 (dd, 1H, J = 13.5, 7.8 Hz, 1XCHCH,CH), 1.53-1.28 (m,
8H, OCHCHCHz, CH;CHCHs, CHCHOTBS, CH2CHs, CCH2CHy), 1.14 (s, 3H, CCHs), 1.11
(d, 3H, J = 6.4Hz, NCCHCHs3), 0.96 (s, 3H, CCH3), 0.88 (s, 9H, SiC(CH3)s), 0.88 (s, 9H,
SiC(CHs)s), 0.84 (t, 3H, J = 7.8 Hz, CH2CHz), 0.81 (d, 3H, J = 6.4 Hz, CH2CHCHs3), 0.09 (s,
3H, SiCHs), 0.07 (s, 3H, SiCHs), 0.02 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.8l

(2R,3R,6S,7R)-3,7-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,6-dimethylnonansaure (95)
O 0oTBS  OTBS

HO

Das Sultam 94 wurde in THF/H20 (3:1, 3.2 mL) vorgelegt und das Gemisch auf 0 °C gekdihlt.
LiOH (23 mg, 0.40 mmol, 1.25 Aquiv.) wurde hinzugegeben und anschlieBend H20, (30%,.
0.18 mL, 2.00 mmol, 5.0 Aquiv.) langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf
Raumtemperatur erwérmt und Gber Nacht riihren gelassen. Durch Zugabe ges. Na>S>03-Ldsung
und HCI (1 m in H20) wurde die Reaktion beendet. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde uber MgSOa getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Die Carbonsdure 95 wurde als farbloses Ol

erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in die nachste Reaktion eingesetzt.
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S-(2-Acetamidoethyl)-(2R,3R,6S,7R)-3,7-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,6-dimethyl-
nonanthioat (96)

O OTBS OTBS

\H/N\/\S

o

GemaR AAV J wurde aus der Carbonséure 95 (179 mg, 0.40 mmol, 1.0 Aquiv.) und HSNAC
(53 mg, 0.44 mmol, 1.1 Aquiv.), DCC (91 mg, 0.44 mmol, 1.1 Aquiv.) und DMAP (11 mg,
88.0 umol, 0.2 Aquiv.) das Produkt 96 als gelbliches Ol erhalten und direkt in die nichste
Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl)-(2R,3R,6S,7R)-3,7-dihydroxy-2,6-dimethylnonanthioat (76)
H

s

O

O OH OH

GemaR AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Thioester 96 (50 mg, 91.0 umol, 1.0 Aquiv.)
und PPTS (343 mg, 1.37 mmol, 15.0 Aquiv.) das Substrat 76 (24 mg, 74.0 umol, 81%) nach
Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloser Feststoff erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 6.06 (brs, 1H, NH), 3.71-3.68 (m, 1H, CCHCH), 3.49-
3.39 (m, 2H, NHCH,), 3.33 (ddd, 1H, J = 9.1, 6.1, 3.3 Hz, CHCH2CHs), 3.10-2.97 (m, 2H,
CH;,S), 2.81-2.75 (m, 1H, CCHCHs), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.72-1.50 (m, 4H, .1xCH,CHCHs,
CHCHs, CH>CHs), 1.43-1.32 (M, 2H, CH,CH}), 1.27-1.19 (m, 4H, CH,CHCHs, CHCHs), 0.96
(t, 3H, J = 7.4 Hz, CH2CHs), 0.89 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CHCHa).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.8l

(2R,3S)-1-[(3aR,6S)-8,8-Dimethyl-2,2-dioxidotetrahydro-3H-3a,6-methanbenzo-
[clisothiazol-1(4H)-yl]-3-hydroxy-2-methyl-3-phenylpropan-1-on (111)

.0
S\/ 0
N OH

GemaR AAV A wurde aus Sultam 85 (1.00 g, 3.69 mmol, 1.0 Aquiv.), DIPEA (0.96 mL,
5.53 mmol. 1.5 Aquiv.), TMSOTf (1.2mL, 6.63 mmol, 1.8 Aquiv.) und Benzaldehyd
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(0.56 mL, 5.53 mmol, 1.5 Aquiv.) das Aldolprodukt 111 als gelbes Ol erhalten und ohne
weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.
(2R,3S)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-1-[(3aR,6S)-8,8-dimethyl-2,2-dioxidotetrahydro-
3H-3a,6-methanbenzo[c]isothiazol-1(4H)-yl]-2-methyl-3-phenyl-propan-1-on (112)

0

O
\S\/ o)
N OTBS

Gemak AAV B wurde aus dem Aldolprodukt 111 (1.39 g, 3.69 mmol, 1.0 Aquiv.), 2,6-Lutidin
(0.64 mL, 5.53 mmol. 1.5 Aquiv.) und TBSOTf (1.3 mL, 5.53 mmol, 1.5 Aquiv.) das TBS-
geschutzte Produkt 112 (1.30g, 2.65mmol, 72% (Uber zwei Stufen) nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als farbloser Feststoff

erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.33; [a]3=-28.8°; 1H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 7.33-7.23
(m, 5H, CHa), 4.82 (d, J = 8.9 Hz, 1H, OCHCH), 3.91 (dd, J = 7.8, 5.0 Hz, 1H, CHN), 3.52
(d, J =13.7 Hz, 1H, 1xCH,S), 3.42 (d, J = 13.7 Hz, 1H, 1xCHS), 3.40-3.35 (m, 1H, CHCHj),
2.25-2.20 (m, 1H, 1XxCCH2CHy), 2.10 (dd, J = 13.8, 7.9 Hz, 1H, 1xCCH,CH>), 1.95-1.86 (m,
3H, CH2CHCHa, 1xNCHCH, 1xCH,CH,CH), 1.43-1.33 (m, 2H, 1xCH>CH2CH, 1xNCHCH,),
1.21 (s, 3H, CCHa), 0.97 (s, 3H, CCHj3), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCHj3). 0.76 (s, 9H,
OSiC(CHa)s), -0.08 (s, 3H, OSiCHg), -0.29 (s, 3H, OSiCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls):
d [ppm] = 174.1 (g, NCO), 142.5 (g, Car), 128.2 (t, CHar), 127.9 (t, CHar), 127.8 (t, CHar), 78.6
(t, OCHCH), 65.8 (t, CHN), 53.3 (s, CH,S), 49.0 (t, CHCHs), 48.3 (g, C(CHs)2), 47.9 (g, CCHy),
45.0 (t, CH2CHCH?>), 39.0 (s, CCH,CHy), 33.2 (s, NCHCH,), 26.7 (s, CH2CH2CH), 26.0 (p,
OSiC(CHa)s), 21.5 (p, CCH3), 20.1 (p, CCH3), 18.2 (g, OSiC(CHa)s), 14.8 (p, CHCHs), -4.5 (p,
OSiCHs), -4.6 (OSiCH3); HRMS (ESI+) m/z fiir C26HaiNNaO4SSi [M+Na]*: ber. 514.2412,
gef. 514.2418.
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(2S,3S)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methyl-3-phenylpropan-1-ol (113)

oTBS

Hom

Gemall AAV C wurde aus dem TBS-geschitzten Aldolprodukt 112 (1.07 g, 2.18 mmol,
1.0 Aquiv.) und LiBHs; (71.0 mg, 3.27 mmol. 1.5 Aquiv.) der Alkohol 113 (400 mg,
1.42 mmol, 65%) nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cl,) als

farbloses Ol erhalten.

R (CHzClo): 0.22; [@]2/=-29.6°; 'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.34-7.24 (m, 1H,
CHar), 4.56 (d, J = 6.8 Hz, 1H, OCHCH), 3.68 (ddd, J = 10.7, 6.3, 3.4 Hz, 1H, 1xHOCH>),
3.60 (ddd, J=10.9, 6.1, 4.6 Hz, 1H, 1xHOCH>), 2.96-2.94 (m, 1H, HOCHy), 1.96-1.89 (m, 1H,
CHCHBa), 0.88 (s, 9H, OSiC(CHa)3), 0.85 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHCHB3), 0.04 (s, 3H, OSiCH3),
-0.26 (s, 3H, OSiCHs3); 13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 143.7 (g, Car), 128.2 (t, CHar),
127.6 (t, CHar), 126.8 (t, CHar), 81.3 (t, OCHCH), 66.5 (s, HOCH), 43.2 (t, CHCHBa), 25.9 (p,
OSiC(CHz3)3), 18.2 (q, OSIC(CHa)3), 14.5 (p, CHCH?3), -4.4 (p, OSiCHa), -5.1 (p, OSiCHa);
HRMS (ESI+) m/z fir C16H260Si [M-H20+H]": ber. 263.1826, gef. 263.1820.
(2S,35)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methyl-3-phenylpropyl-4-methyl-benzolsulfonat
(114)

OTBS

TsO/Y\©

Gemak AAV D wurde aus dem Alkohol 113 (400 mg, 1.43 mmol, 1.0 Aquiv.), TsCl (326 mg,
1.71 mmol. 1.2 Aquiv.) und Pyridin (0.17 mL, 2.14 mmol, 1.5 Aquiv.) das Tosylat 114
(400 mg, 0.92 mmol, 65%) nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAcC / 19:1): 0.22: H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.78-7.76 (m, 2H,
CHay), 7.34-7.32 (M, 2H, CHa/), 7.28-7.22 (m, 3H, CHa,), 7.18-7.16 (m, 2H, CHa/), 4.42 (d,
J=7.4Hz, 1H, OCHCH), 4.09 (dd, J = 9.3, 6.3 Hz, 1H, 1xOCH>), 4.05 (dd, J = 9.3, 4.4 Hz,
1H, 1xOCHy), 2.45 (s, 3H, CHaCaCHz), 2.07-1.99 (m, 1H, CHCHs), 0.78 (s, 9H,
OSiC(CHs)s), 0.72 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCH3), -0.05 (s, 3H, OSiCHj), -0.32 (s, 3H, OSiCHs);
13C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 144.8 (q, Car), 142.7 (g, Car), 133.1 (g, CHar), 129.9
(t, CHar), 128.2 (t, CHar), 128.1 (t, CHar), 127.6 (t, CHar), 126.9 (t, CHAV), 76.1 (t, OCHCH),
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72,5 (s, OCHy), 41.5 (t, CHCHa), 25.9 (p, OSiC(CHs)s), 21.8 (p, CHaCaCHs), 13.5 (p,
CHCHs), -4.5 (p, OSiCHs), -5.2 (p, OSiCHs).

tert-Butyldimethyl[((1S,2S)-2-methyl-1-phenylhex-5-en-1-yl)oxy]silan (115)

oTBS
/\/\‘/-\@
GemaR AAV E wurde aus dem Tosylat 114 (230 mg, 529 pmol, 1.0 Aquiv.) und
Allylmagnesiumbromid (aus Allylbromid (0.18 mL, 2.12 mmol, 4.0 Aquiv.) und Magnesium

(62.0 mg, 2.54 mmol, 4.8 Aquiv.)) das Alken 115 nach saulenchromatographischer Reinigung

an Kieselgel (Hexan) als farbloses Ol erhalten und direkt in die nachste Reaktion eingesetzt.

(4S,5S)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-4-methyl-5-phenylpentanal (116)

OTBS
GemaR AAV F wurde aus dem Alken 115 (150 mg, 493 pmol, 1.0 Aquiv.) und PPhs (194 mg,
740 umol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 116 (110 mg, 359 umol, 68% uber zwei Stufen) nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rr (Hexan:EtOAc / 19:1): 0.28; [a]'=-52.3°%; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 9.71 (¢,
J=2.0 Hz, 1H, HCO), 7.31-7.21 (m, 5H CHay), 4.41 (d, J = 6.0 Hz, 1H, OCHCH), 2.45 (dddd,
J =170, 9.7, 5.7, 1.8 Hz, 1H, 1xHCOCH,), 2.32 (dddd, J = 16.2, 9.4, 6.4, 2.1 Hz, 1H,
1xHCOCH?), 1.94 (dddd, J = 13.6, 9.9, 6.4, 3.8 Hz, 1H, 1xCH,CHCHs), 1.76-1.68 (m, 1H,
CHCHs), 1.45-1.37 (m, 1H, 1xCH,CHCH3), 0.88 (s, 9H, OSiC(CH3)3), 0.78 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
CHCH?3), 0.01 (s, 3H, OSICHs), -0.25 (s, 3H, OSIiCH3); 13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm]
= 203.2 (t, HCO), 143.9 (g, Car), 128.0 (t, CHar), 127.2 (t, CHar), 126.9 (t, CHar), 79.4 (t,
OCHCH), 42.0 (s, HCOCHy), 41.2 (t, CHCH), 26.0 (p, OSiC(CHs)3), 24.1 (s, CH.CHCHa),
18.3 (g, OSiC(CHs)3), 16.1 (p, CHCHs), -4.4 (p, OSiCHs), -5.0 (p, OSiCHs).
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S-(2-Acetamidoethyl)(6S,7S,E)-7-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2,6-dimethyl-7-phenylhept-
2-enthioat (117)

H 0] ?TBS

D
@)

Gemak AAV H wurde aus dem Aldehyd 116 (110 mg, 359 umol, 1.0 Aquiv.), Phosphonate 82
(146 mg, 431 pmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.16 mL, 1.08 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester 117
(88.0 mg, 190 umol, 53%) nach sédulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAC)

als farbloses Ol erhalten.

Rf (EtOAC): 0.46; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.31-7.27 (m, 2H, CHay), 7.25-7.20
(m, 3H, CHay), 6.70 (tq, J = 7.2, 1.1 Hz, 1H, CHCCHs), 5.92 (brs, 1H, CH2NH), 4.42 (d,
J=5.7 Hz, 1H, OCHCH), 3.47-3.43 (m, 2H, CHzNH), 3.07-3.05 (m, 2H, SCHy), 2.29-2.22 (m,
1H, 1XCCHCHy), 2.13-2.06 (m, 1H, 1xCCHCHy), 1.97 (s, 3H, OCCHs3), 1.84 (d, J = 0.9 Hz,
3H, CHCCHs), 1.75-167 (m, 2H, CHCHs, 1xOCHCHCH,), 1.24-1.18 (m, 1H,
1xOCHCHCH;), 0.88 (s, 9H, OSIiC(CHs)s), 0.81 (d, J = 5.7 Hz, 3H, CHCHs), 0.01 (s, 3H,
OSiCHs), -0.25 (s, 3H, OSiCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): J [ppm] = 194.3 (g, SCO),
170.7 (g, OCCHs), 144.0 (q, Car), 142.7 (t, CHCCHs), 135.7 (g, CHCCHa), 127.9 (t, CHay),
127.1 (t, CHar), 126.9 (t, CHar), 79.3 (t, OCHCH), 41.5 (t, CHCHs), 40.2 (s, CHoNH), 30.4 (s,
OCHCHCHy), 28.4 (s, SCH), 26.8 (5, CCHCHy), 26.0 (p, OSiC(CHs)s), 23.3 (p, OCCHs), 18.3
(g, OSIC(CHs)3), 16.1 (p, CHCHs), 12.6 (p, CHCCHs), -4.4 (p, OSiCHs), -4.9 (OSiCHs);
HRMS (ESI+) m/z fiir CosHaNNaO3SSi [M+Na]*: ber. 486.2469, gef. 486.2458.

S-(2-Acetamidoethyl)(6S,7S,E)-7-hydroxy-2,6-dimethyl-7-phenylhept-2-en-thioat (118)

H O (:)H
YN\/\S = :
(@]

Gemadl AAV K wurde aus dem TBS-geschutzten Thioester 117 (88.0 mg, 190 umol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (382 mg, 1.52 mmol, 8.0 Aquiv.) das Substrat 118 (40.0 mg, 114 umol,
60%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloser Feststoff

erhalten.

Rf (EtOAC): 0.22; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 7.37.7.27 (m, 5H, CHa,), 6.76 (tq,
7.3, 1.3 Hz, 1H, CHCH3), 5.88 (brs, 1H, CH2NH), 4.45 (d, J = 6.8 Hz, 1H, HOCHCH),
3.47-3.43 (m, 2H, CH2NH), 3.06 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,S), 2.36-2.29 (m, 1H, 1xCCHCH)),
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2.23-2.15 (m, 1H, 1xCCHCH>), 1.96 (s, 3H, CHsCN), 1.89-1.81 (m, 5H, CHCCHs, CHCHs,
1xCH,CHCHa), 1.35-1.32 (m, 1H, 1xCH,CHCHs3), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3); 13C-
NMR (125 MHz, CDCl3):  [ppm] = 194.2 (g, SCO), 170.4 (g, OCCHs), 143.5 (g, Car), 142.4
(t, CHCCHs3), 135.9 (g, CHCCHa), 128.5 (t, CHar), 127.8 (t, CHar), 126.7 (t, CHa/), 79.0 (t,
HOCHCH), 40.0 (s, CH2NH), 40.0 (t, CHCHs), 31.1 (s, CH2CHCHs), 28.6 (s, CH,S), 26.6 (s,
CCHCHy>), 23.4 (p, OCCHs), 15.9 (p, CHCH3), 12.6 (p, CHCCHa); HRMS (ESI+) m/z fiir
C19H27NNaO3S [M+Na]™: ber. 372.1616, gef. 372.1604.

S-(2-Acetamidoethyl) (R)-2-((2R,5S,6S)-5-methyl-6-phenyltetrahydro-2H-pyran-2-
yl)propanthioat (110)

Produkt 110 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 118 mit AmbDH3 nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloser Feststoff erhalten.

Rf (EtOAC): 0.41; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.33-7.28 (m, 4H, CHa), 7.27-7.24
(m, 1H, CHa), 5.27 (bs, 1H, CH:NH), 3.85 (d, J = 9.9 Hz, 1H, OCHC), 3.68 (ddd, J = 10.5,
8.5, 1.9 Hz, 1H, CCHCHO), 3.22-3.14 (m, 2H, CH,NH), 3.10-3.05 (m, 1H, 1xCH,S),
2.85-2.75 (M, 2H, 1xCH2S, CCHCHs), 1.98-1.93 (m, 1H, 1xCH,CHCHs3), 1.81-1.77 (m, 1H,
1XCCHCHCH>), 1.66 (s, 3H, OCCHa), 1.64-1.56 (m, 1H, CH2CHCHs), 1.45-1.32 (m, 2H,
1XCCHCHCH2, 1xCH2CHCH3), 1.14 (d, 7.1 Hz, 3H, CCHCHs), 0.65 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CH2CHCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 202.7 (g, SCO), 170.5 (q, OCCHs),
1415 (g, Car), 128.1 (t, CHar), 127.8 (t, CHar), 127.3 (t, CHar), 86.8 (t, CCHCH3), 79.9 (t,
CCHCHO), 54.1 (CCHCHs3), 39.6 (s, CH2NH), 36.9 (t, CH2CHCHs3), 32.5 (s, CH2CHCHs),
28.9 (s, CCHCHCHy), 28.5 (s, CH,S), 22.9 (p, OCCHs), 17.7 (p, CH2CHCHs), 13.4 (p,
CCHCHs); HRMS (ESI+) m/z fiir C1H2sNOsS [M+H]*: ber. 350.1784, gef. 350.1773.
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(2R,3R)-1-[(3aR,6S)-8,8-Dimethyl-2,2-dioxidotetrahydro-3H-3a,6-methanbenzo-[c]-
isothiazol(4H)-yl]-3-hydroxy-2-methyloctan-1-on (119)

.0
S\/ )
N pH

GemialR AAV A wurde aus Sultam 85 (1.00 g, 3.69 mmol, 1.0 Aquiv.), DIPEA (0.96 mL,
5.53 mmol. 1.5 Aquiv.), TMSOTf (1.2 mL, 6.63 mmol, 1.8 Aquiv.) und Hexanal (0.68 mL,
5.53 mmol, 1.5 Aquiv.) das Aldolprodukt 119 als gelbes Ol erhalten und ohne weitere
Reinigung direkt in der n&chsten Reaktion eingesetzt.

(2R,3R)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-1-((3aR,6S)-8,8-dimethyl-2,2-dioxido-tetrahydro-
3H-3a,6-methanbenzo[c]isothiazol-1(4H)-yl]-2-methyloctan-1-on (120)

Qo
S\/ )
N pTBS

Gemak AAV B wurde aus dem Aldolprodukt 119 (1.37 g, 3.69 mmol, 1.0 Aquiv.), 2,6-Lutidin
(0.64 mL, 5.53 mmol. 1.5 Aquiv.) und TBSOTf (1.3 mL, 5.53 mmol, 1.5 Aquiv.) das TBS-
geschutzte Produkt 120 (1.55g, 3.19mmol, 87% (iber zwei Stufen) nach

séulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cl>) als farbloser Feststoff erhalten.

R (CH:Cl2): 0.49; [a]}=+17.7°; H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 4.14-4.10 (m; 1H,
CHO), 3.88 (dd, J= 7.7, 4.9 Hz, 1H, CHN), 3.48 (d, J = 13.7 Hz, 1xCH,S), 3.42 (d, J = 13.8 Hz,
1H, 1xCHS), 3.30 (quin., J = 6.7 Hz, CHCHs), 2.05 (dd, J = 13.8, 7.7 Hz, 1XCCH,CHy),
2.00-1.85 (M, 4H, 1xCHCH2CHz2, CH2CHCHz, 1XCCH2CHz, 1XCHCH,CH?2), 1.50-1.16 (m,
10H, 1xCHCH,CHa, 1xCHCH,CH, CH3CH,, CH3CH2CH,, OCHCH,, OCH>CH,), 1.15 (s, 3H,
CCHs), 1.11 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHCHj), 0.96 (s, 3H, CCHs), 0.88-0.85 (m, 12H, OSiC(CHa)s,
CH3CH>), 0.09 (s, 3H, OSiCHs), 0.06 (s, 3H, OSiCH3), 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm]
=174.3(q, NCO), 72.7 (t, CHO), 65.5 (t, CHN), 53.3 (s, CH2S), 48.2 (g, CCH3), 47.9 (g, CCHy),
46.6 (t, CHCHs), 44.8 (t, CH,CHCH,), 38.7 (s, CCH2CHy), 33.0 (s, CHCH.CH), 32.2 (s,
OCHCH:CHy), 32.0 (s, CH3CH2CH,), 26.6 (s, CHCH,CH,), 26.0 (p, OSiC(CHs)3), 24.7 (s,
OCHCH,), 22.7 (s, CH3CH>), 21.0 (p, CCHg), 20.0 (p, CCHs), 18.2 (g, OSIiC(CHa)s), 14.2 (p,
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CHCH3), 10.4 (p, CHCHs3), -4.2 (p, OSiCHs), -4.9 (p, OSiCH3), HRMS (ESI+) m/z fiir
CasHa7NO4SSi [M+H]*: ber. 486.3068, gef. 486.3057.

(2S,3R)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methyloctan-1-ol (121)

OTBS
HO/\‘/\/\/\

GemalR AAV C wurde aus dem TBS-geschitzten Aldolprodukt 121 (1.55¢g, 3.19 mmol,
1.0 Aquiv.) und LiBHa (104 mg, 4.79 mmol, 1.5 Aquiv.) der Alkohol 120 (500 mg, 1.82 mmol,
57%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cl,) als farbloses Ol

erhalten.

R (CH2Cl2): 0.27; [a]2?=+16.7°; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 3.80 (dd, J = 10.9,
3.6 Hz, 1H, 1xCH,0H), 3.68 (dt, J = 6.5, 4.9 Hz, 1H, CHOSI), 3.53 (dd, 10.9, 5.1 Hz, 1H,
1xCH,0H), 2.71 (brs, 1H, CH20H), 1.79-1.72 (m, 1H, CHCH3), 1.59-1.50 (m, 2H, OCHCHy),
1.34-1.25 (m, 6H, OCH,CH2CH_, CH,CH3, CH,CH2CHj3), 1.00 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CHCHj3),
0.90-0.87 (m, 12H, OSiC(CHs)s, CH2CHs), 0.09 (s, 3H, OSiCHs), 0.08 (s, 3H, OSiCHa);
13C-NMR (125 MHz, CDCla): J [ppm] = 77.8 (t, CHOSi), 65.6 (5, CH20H), 37.7 (t, CHCH3),
35.1 (s, OCHCH,), 32.2 (s, CH2CH2CHs), 26.0 (p, OSiC(CH3)3), 24.6 (s, OCHCH2CH>), 22.8
(s, CH2CH3), 18.1 (g, OSiC(CHa)3), 15.0 (p, CHCHj3), 14.2 (p, CH2CH3), -4.1 (p, OSiCHa),
-4.6 (p, OSiCH3); HRMS (ESI+) m/z fiir C1sH3402Si [M+H]*: ber. 275.2401, gef. 275.2394.

(2S,3R)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methyloctyl 4-methylbenzolsulfonat (122)

OTBS

TSO /\r\/\/\

Gemak AAV D wurde aus dem Alkohol 121 (500 mg, 1.82 mmol, 1.0 Aquiv.), TsCl (694 mg,
3.64 mmol. 2.0 Aquiv.) und Pyridin (0.32 mL, 4.01 mmol, 2.2 Aquiv.) das Tosylat 122
(710 mg, 1.66 mmol, 91%) nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cly)
als farbloses Ol erhalten.

Rt (CH2Cl2): 0.68; [a]2*=-3.2°; H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.80-7.77 (m, 2H,
CHar), 7.35-7.33 (m, 2H, CHa,), 4.06 (dd, J = 9.5, 5.3 Hz, 1H, 1xCH.0), 3.85 (dd, J = 9.5,
7.4 Hz, 1H, 1xCH-0), 3.54 (dt, J = 5.4, 5.3 Hz, 1H, CHOSi), 2.45 (s, 3H, CHsCa:CHar), 1.98-
1.90 (m, 1H, CHCHs), 1.41-1.15 (m, 8H, OCHCH2, OCHCH2CH,, CH2CHs, CH2CH2CHs),
0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CHs), 0.86 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCHs), 0.81 (s, 9H, OSiC(CHs)3),
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0.00 (s, 3H, OSICHs), -0.04 (s, 3H, OSiCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 144.8
(a, Car), 133.2 (4, Car), 129.9 (t, CHar), 128.1 (t, CHar), 73.3 (t, CHOSI), 72.8 (s, CH,0S), 37.5
(t, CHCHa), 33.7 (s, OCH2CHy), 32.1 (s, CH,CH2CHs), 25.9 (p, OSIiC(CHa)s), 24.3 (s,
OCHCH:CHy), 22.8 (s, CH2CHs), 21.8 (p, CHsCaCHar), 18.1 (g, OSIiC(CHa)s), 14.2 (p,
CH2CH3), 13.5 (p, CHCHs), -4.1 (p, OSiCHs), -4.7 (p, OSiCHa).

tert-Butyldimethyl[((5S,6R)-5-methylundec-1-en-6-yl)oxy]silan (123)
oTBS
/\/\‘/\/\/\
Gemak AAV E wurde aus dem Tosylat 122 (700 mg, 1.63 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Allylmagnesiumbromid (aus Allylbromid (0.56 mL, 6.53 mmol, 4.0 Aquiv.) und Magnesium

(190 mg, 7.82 mmol, 4.8 Aquiv.)) das Alken 123 nach saulenchromatographischer Reinigung

an Kieselgel (Hexan) als farbloses Ol erhalten und direkt in die nachste Reaktion eingesetzt.

(4S,5R)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-4-methyldecanal (124)
oTBS
OW
GemaR AAV F wurde aus dem Alken 123 (400 mg, 1.34 mmol, 1.0 Aquiv.) und PPhsz (527 mg,
2.01 mmol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 124 (300 mg, 998 umol, 61% uber zwei Stufen) nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 19:1): 0.16; H-NMR (500 MHz, CDCl): 6 [ppm] = 9.7 (¢, J = 1.8 Hz,
1H, HCO), 3.52-3.49 (m, 1H, OCHCH), 2,50 (dddd, J = 16.9, 9.5, 5.7, 1.7 Hz, 1H,
1xHCOCH?), 2.38 (dddd, J = 17.0, 9.3, 6.6, 2.0 Hz, 1H, 1xHCOCH), 1.78-1.71 (m, 1H,
1xCH2CHCHg), 1.60-1.52 (m, 1H, CHCHg), 1.43-1.20 (m, 9H, 1xCH.CHCHs, OCHCHz,
OCHCH2CH3, CH2CH3, CH2CH2CH?3), 0.90-0.86 (m, 15H, OSiC(CHz3)3, CH2CHs, CHCH3),
0.04 (s, 3H, OSiCHz), 0.02 (s, 3H, OSiCHs3); *C-NMR (125 MHz, CDCls):  [ppm] = 203.1
(p, HCO), 76.0 (t, OCHCH), 42.3 (s, HCOCHy), 37.7 (t, CHCH?3), 32.8 (s, OCHCH>), 32.2 (s,
CH2CH2CHs3), 26.1 (p, OSiC(CHz3)3), 25.4 (s, OCHCH.CH), 24.4 (s, CH2CHCHg), 22.8 (s,
CH2CHs3), 18.3 (g, OSiC(CHBa)3), 15.0 (p, CHCHz3), 14.2 (p, CH2CHa), -4.2 (p, OSiCH3), -4.4
(p, OSiICHs3).
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S-(2-Acetamidoethyl)(6S,7R,E)-7-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2,6-dimethyl-dodec-2-
enthioat (125)

H 0 oTBS
T
O
Gemak AAV H wurde aus dem Aldehyd 124 (300 mg, 1.00 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonat 82
(407 mg, 1.20 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.45 mL, 2.99 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester
125 (279 mg, 0.61 mmol, 61%) nach s&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(EtOAC) als farbloses Ol erhalten.

Rr (EtOAC): 0.17; [alf=+3.9% 'H-NMR (500 MHz, CDCls): J [ppm] = 6.76 (t, 7.2 Hz, 1H,
CHCCHa), 5.92 (brs, 1H, CH2NH), 3.52-3.49 (m, 1H, OCHCH), 3.47-3.43 (m, 2H, CH2NH),
3.07 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CH2SC), 2.32-2.24 (m, 1H, 1xCCHCH?>), 1.97 (s, 3H, OCCHj3), 1.88
(CHCCHj3), 1.61-1.48 (m, 2H, OCHCH, 1xCH,CHCHs3), 1.39-1.20 (m, 9H, 1xCH,CHCHpa,
OCHCH2, OCHCH2CH,, CH2CH3, CH2CH2CHj3), 0.89-0.87 (m, 15H, OSiC(CHzs)3, CH2CHs3,
CHCH?3), 0.03 (s, 3H, OSiCHs), 0.02 (s, 3H, OSiCHs); *C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm]
= 194.2 (g, SCO), 170.5 (q, OCCH3), 142.6 (t, CHCCHz), 135.9 (g, CHCCHs), 76.1 (t,
OCHCH), 40.1 (s, CH2NH), 38.0 (t, OCHCH), 32.7 (s, OCHCH?), 32.2 (s, CH2CHCHj), 31.1
(s, CH2CHCH3), 28.5 (s, CH2SC), 27.0 (s, CCHCH>), 26.1 (p, OSiC(CHas)s), 25.5 (s,
OCHCH2CH), 23.4 (p, OCCHz), 22.8 (s, CH2CH3), 18.3 (g, OSiC(CHa)s), 15.0 (p, CHCHz),
14.2 (p, CH2CHa), 12.6 (p, CHCCHj), -4.2 (p, OSiCH3), -4.3 (p, OSiCH3); HRMS (ESI+) m/z
fir C2aH47NO3SSi [M+Na]*: ber. 480.2938, gef. 480.2932.

S-(2-Acetamidoethyl)(6S,7R,E)-7-hydroxy-2,6-dimethyldodec-2-enthioat (126)
H 0 OH
NN
0

Gemdll AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Thioester 125 (270 mg, 0.59 mmol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (1.19 g, 4.72 mmol, 8.0 Aquiv.) das Substrat 126 (160 mg, 0.47 mmol,
79%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAC) als farbloser Feststoff

erhalten.

Rr (EtOAC): 0.56; [a]5'=+12.8°; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.77 (tq, J = 7.2, 1.3
Hz, 1H, CHCCHs), 5.87 (brs, 1H, CH2NH), 3.47-3.43 (m, 3H, OCHCH, CH2NH), 3.07 (t,
J = 6.3 Hz, CH,S), 2.35-2.28 (m, 1H, 1xCCHCH,), 2.22-2.14 (m, 1H, 1XCCHCH?), 1.97 (s,
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3H, OCCHg), 1.88 (d, J = 1.1 Hz, 3H, CHCCH), 1.70-1.63 (m, 1H, 1xCH,CHCHj), 1.59-1.52
(m, 1H, OCHCH), 1.50-1.44 (m, 2H, 1xOCHCH2CH,, 1xOCHCHy), 1.37-1.25 (m, 7H,
1xCHoCHCHs, 1xOCHCH2CHa, 1xOCHCH2, CH2CHs, CH2CH2CHs), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
CHCHa), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH2CHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm] = 194.2 (q,
SCO), 170.4 (4, OCCHg), 142.3 (t, CHCCHs), 136.0 (q, CHCCHs), 76.0 (t, OCHCH), 40.0 (s,
CH2NH), 38.6 (t, OCHCH), 33.8 (s, OCHCH?), 32.1 (s, CH2CH2CHs), 30.8 (s, CH2CHCHy),
28.6 (s, CH2SC), 26.7 (s, CCHCHy), 25.9 (s, OCHCH,CHy), 23.4 (p, OCCH3), 22.8 (s,
CH,CHs), 15.4 (p, CHCH3), 14.2 (p, CH2CHs), 12.6 (p, CHCCHs); HRMS (ESI+) m/z fiir
Ci1sHs3NOsS [M+H]*: ber. 344.2254, gef. 344.2245,

S-(2-Acetamidoethyl) (R)-2-((2R,5S,6R)-5-methyl-6-pentyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)
propanthioat (103)

Produkt 103 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 126 mit AmbDH3 nach
Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloser Feststoff erhalten.

tr = 14.3 min: 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 3 [ppm] = 5.84 (brs, 1H, CHaNH), 3.49-3.42 (m,
3H, CH2NH, OCHCHC), 3.05-2.96 (m, 2H, SCH>), 2.84 (td, J = 9.4, 2.5 Hz, 1H, OCHCHCH),
2.72 (dq, 9.0, 7.0 Hz, 1H, CCHCHs), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.82-1.78 (m, 1H, 1xCH,CHCHs),
1.69-1.66 (M, 1H, 1xOCHCH;CH;CHs), 1.45-1.39 (m, 1H, 1XCHzpen), 1.33-1.15 (m, 10H,
CH2CHCHas, 1xOCHCH2CH2CHs, 7xCHapent, 1XCH2CHCHz), 1.10 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
CCHCHg), 0.87 (t, J=7.0 Hz, 3H, CH2CHs3), 0.79 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH2CHCHj3); 13 C-NMR
(125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 203.6 (g, SCO), 170.3 (g, OCCHs3), 83.6 (t, OCHCHCHy), 79.6
(t, OCHCHC), 54.4 (t, CCHCHs), 40.1 (s, CH2NH), 35.4 (t, CH2CHCHs), 33.1 (s, CHapent).
32.9 (s, CH2CHCHGg), 31.9 (s, CH2,pent), 29.2 (s, OCHCH,CH2CHj3), 28.6 (s, SCH>), 25.1 (s,
CHzppent.), 23.4 (p, OCCHg), 22.8 (S, CHzpent), 17.8 (p, CH2CHCH3), 14.3 (p, CH2CH3), 14.1
(p, CCHCHa); HRMS (ESI+) m/z fiir C1sH33sNNaOsS [M+Na]*: ber. 366.2073, gef. 366.2060.
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Methyl-4-azidobutanoate (134)

N3\/\)J\O/

Methyl-4-brombutyrat (133) (3.2 mL, 25.0 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in DMSO (42 mL)
vorgelegt. Nach Zugabe von NaNs; (2.44g, 37.5mmol, 1.5Aquiv.) wurde das
Reaktionsgemisch fiir 5 h bei 50 °C geriihrt. Durch Zugabe von Wasser wurde die Reaktion
beendet. Die wassrige Phase wurde mit Et,O extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde
mit ges. NaCl-Ldsung gewaschen, iber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Losemittel befreit. Das Azid 134 (3.58 g, 25.0 mmol, quant.) wurde als farbloses
Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.69 (s, 3H, OCHs), 3.36 (t, J = 6.7 Hz, 2H, NsCHy),
2.42 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2CO), 1.91 (quin., J = 7.0 Hz, 2H, N3CH,CHy).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.26]

Dimethyl (5-azido-2-oxopentyl)phosphonat (135)

9
N3\/\)J\/FI>\O/
O\

n-Butyllithium (2.5 M in Hexan, 15.0 mL, 37.5 mmol, 1.5 Aquiv.) wurde in abs. THF (65 mL)
vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Dimethylmethylphosphonat (4.0 mL, 37.5 mmol, 1.5 Aquiv.)
wurde tropfenweise zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 30 min bei -78 °C gerihrt. In
einem weiteren Kolben wurde das Azid 134 (3.58 g, 25.0 mmol, 1.0 Aquiv.) in abs. THF
(55 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekihlt. Die phosphonathaltige Losung wurde via cannula
zur azidhaltigen Losung gegeben und das Reaktionsgemisch flr 2 h bei -78 °C geriihrt. Durch
Zugabe verd. NHs-Losung wurde die Reaktion beendet. Nach Rihren fir 10 min bei
Raumtemperatur wurde die Mischung unter vermindertem Druck konzentriert. CH2Cl, wurde
zugegeben und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit ges. NaHCO3-L6sung und
H>O gewaschen. Die wéssrige Phase wurde mit CH2Cl extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wurde erneut mit Wasser gewaschen, tber MgSOs getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das Phosphonat 135 (4.92 g, 20.9 mmol, 84%)

wurde als farbloses Ol erhalten.
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IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.80 (d, J = 11.2 Hz, 6H, OCHs), 3.33 (t, J = 6.7 Hz,
2H, N3CHy), 3.11 (d, J = 22.8 Hz, 2H, CCH2P), 2.74 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH.CO), 1.88 (quin.,
J=6.8 Hz, 2H, N3CH2CH>); 13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 200.9 (g, CH2.CO), 53.3
(p, d, J = 6.5 Hz, OCHa), 50.6 (s, NaCHy), 41.7 (s, d, J = 127.9 Hz, CCH.P), 40.8 (s, d,
J = 1.2 Hz, CH2CO), 22.8 (s, NsCH2CH>); 3P NMR (202 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 22.3;
HRMS (ESI+) m/z fir C7H14N3NaO4P [M+Na]*: ber. 258.0614, gef. 258.0608.

Dimethyl (6-azido-3-oxohexan-2-yl)phosphonat (136)

9
N3\/\)J\(FI>\O/
O\

Phosphonat 135 (5.34 g, 22.7 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Aceton (30 mL) vorgelegt und auf
0 °C gekuhlt. Mel (1.6 mL, 25.0 mmol, 1.1 Aquiv.) und K2COs3 (4.08 g, 29.5 mmol, 1.3 Aquiv.)
wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch zundchst fur 1 h bei 0 °C und anschliel}end
fiir 66 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt
und der Rickstand in verd. NH4Cl-Lésung aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mit
EtOAcC extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde iber MgSO4 getrocknet, filtriert und
unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Produkt 136 (3.45 g, 13.9 mmol, 61%)
wurde nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloses Ol

erhalten.

Rr (EtOAC): 0.41; tH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 3.78 (d, J = 11.0 Hz, 3H, OCHb),
3.77 (d, J =10.9 Hz, 3H, OCHs3), 3.36-3.20 (m, 3H, N3CH,, CHCHs), 2.92 (dt, J = 18.4, 7.0 Hz,
1H, 1xCH,CO), 2.60 (dt, J = 18.4, 6.9 Hz, 1H, 1xCH2CO), 1.91-1.85 (M, 2H, N3CH2CH;), 1.37
(dd, J =18.0, 7.1 Hz, 3H, CHCHs): *C-NMR (125 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 205.0 (g, CH2CO),
53.5 (p, d, J = 6.7 Hz, OCHs), 53.3 (p, d, J = 6.8 Hz, OCHs3), 50.7 (s, NsCH>), 46.4 (t, d,
,J = 127.3 Hz, CHCH3), 39.8 (s, CH2CO), 23.0 (s, NsH2CHz), 11.0 (p, d, J = 6.5 Hz, CHCH3):
3P NMR (202 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 25.8; HRMS (ESI+) m/z fir CgHisN3sNaO4P
[M+Na]*: ber. 272.0771, gef. 272.0764.
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Dimethyl (1-(2-(3-azidopropyl)-1,3-dioxolan-2-yl)ethyl)phosphonat (137)

Keton 136 (3.45 g, 13.9 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Toluol (400 mL) vorgelegt. Ethylenglykol
(21.0 mL, 374 mmol, 27.0 Aquiv.) und p-Toluolsulfonsaure (263 mg, 1.39 mmol, 0.1 Aquiv.)
wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch mit aufgesetztem Wasserabscheider fir 12 h
refluxiert. Durch Zugabe ges. NaHCOs-L6sung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen
wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wurde Uber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel
befreit. Das Produkt 137 (3.60 g, 12.3 mmol, 89%) wurde nach sédulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (EtOAC) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDClIs): 6 [ppm] = 4.06-3.97 (m, 4H, OCH_), 3.76 (d, J = 2.5 Hz, 3H,
OCHz), 3.74 (d, J = 2.3 Hz, 3H, OCH3), 3.34-3.24 (m, 2H, N3CH>), 2.33 (dq, J = 22.1, 7.4 Hz,
1H, CHCHg), 2.09-2.03 (m, 1H, 1xCH2C), 1.93-1.87 (m, 1H, 1xCH2C), 1.77-1.61 (m, 2H,
N3CH2CHy), 1.24 (dd, J = 17.6, 7.4 Hz, 3H, CHCHg); 1*C-NMR (125 MHz, CDClIs): 6 [ppm]
= 111.0 (g, OCO), 65.7 (s, OCH>), 65.4 (s, OCH>), 52.7 (p, d, J = 6.7 Hz, OCHg), 52.6 (p, d,
J=6.6 Hz, OCH3), 51.6 (s, N3CH?>), 39.6 (t, d, J = 137.9 Hz, CHCHy), 32.6 (s, CH2C), 22.8 (s,
N3CH2CHy), 10.9 (p, d, J = 5.2 Hz, CHCH?3); 3'P NMR (202 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 31.7;
HRMS (ESI+) m/z fiir C1o0H20N3NaOsP [M+Na]™: ber. 316.1033, gef. 316.1024.

Dimethyl (1-(2-(3-aminopropyl)-1,3-dioxolan-2-yl)ethyl)phosphonat (138)

Azid 137 (1.30 g, 4.43 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. THF (18 mL) vorgelegt und auf 0 °C
gekuhlt. PPhs (1.74g, 6.65mmol. 1.5 Aquiv.) wurden hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 2 h bei 0 °C geriihrt. H,O (0.56 mL, 31.0 mmol, 7.0 Aquiv.) wurde
zugegeben und das Reaktionsgemisch fur 20 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das Gemisch
wurde unter vermindertem Druck konzentriert und der Rickstand in CH2Cl, aufgenommen.
Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde lyophilisiert. Das Amin 138 (1.11 g,

4.17 mmol, 94%) wurde als farbloses Ol erhalten.
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IH-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 4.03-3.96 (m, 4H, 2xOCHj), 3.74 (d, J = 10.8 Hz, 3H,
OCHs), 3.74 (d, J = 10.7 Hz, 3H, OCHs), 2.76 (t, J = 7.2 Hz, 2H, HoNCHy), 2.39-2.29 (m, 1H,
CHCHs), 2.04-1.98 (m, 1H, 1xOCCH,), 1.89-1.83 (m, 1H, 1xOCCH;), 1.67-1.52 (m, 2H,
HaNCH,CHy), 1.23 (dd, J = 17.6, 7.4 Hz, 3H, CHCH3); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm]
= 111.2 (g, OCO), 65.7 (s, OCHy), 65.4 (s, OCHy), 52.7 (p, d, J = 6.5 Hz, OCHs), 52.6 (p, d,
J=7.0 Hz, OCH3), 41.9 (s, H2NCH;), 39.6 (t, d, J = 137.6 Hz, CHCH3), 33.0 (s, d, J = 3.6 Hz,
OCCHy), 26.3 (s, H2NCH2CHy), 10.9 (p, d, J = 5.4 Hz, CHCH3); 3P NMR (202 MHz, CDCls):
d [ppm] = 32.0; HRMS (ESI+) m/z fiir C1oH2sNOsP [M+H]": ber. 268.1308, gef. 268.1301.

Dimethyl (1-(2-(3-Acetamidopropyl)-1,3-dioxolan-2-yl)ethyl)phosphonat (139)

! v\ O
H Oo. O 1
\H/N\/\><(FI>\O/
(0] O\

Amin 138 (0.79 g, 2.94 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl, (2.9 mL) vorgelegt und auf
0 °C gekiihlt. AcCl (0.63 mL, 8.82 mmol. 3.0 Aquiv.) und Pyridin (0.71 mL, 8.82 mmol,
3.0 Aquiv.) wurden zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei 0 °C geriihrt. Durch
Zugabe von CH2ClI> und H20 wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
organische mit H>.O gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit CH2Cl, extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde uber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Losemittel befreit. Das Amid 139 (300 mg, 0.97 mmol, 33%) wurde nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cl:MeOH / 9:1) als farbloses Ol
erhalten.

R (CH2Cl2:MeOH / 9:1): 0.48; *H-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 6.51 (brs, 1H,
CH2NH), 4.02-3.96 (m, 4H, OCH), 3.74 (d, J = 6.2 Hz, 3H, OCHj3), 3.72 (d, J = 6.2 Hz, 3H,
OCHpa), 3.31-3.18 (m, 2H, CH2NH), 2.36 (dg, J = 21.7, 7.6 Hz, 1H, CHCH3), 2.09-2.03 (m, 1H,
1xCCH?>), 1.99 (s, 3H, OCCHpg), 1.85-1.79 (m, 1H, 1xCCHy>), 1.65-1.57 (m, 2H, CH.CH>CH>),
1.20 (dd, J = 17.4, 7.3 Hz, 3H, CHCHj3); *C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 170.9 (q,
OCCHg), 111.0(q, d, J = 2.2 Hz, CCH), 65.5 (s, OCH?>), 65.4 (s, OCHz), 52.8 (p, d, J = 6.6 Hz,
OCHpa), 52.6 (p, d, J = 6.6 Hz, OCHj3), 39.8 (t, CHCH3), 39.7 (s, CH2NH), 33.1 (s, CCHy), 23.1
(p, OCCHs), 22.9 (s, CH2CH2CH?>), 10.5 (p, d, J = 5.3 Hz, CHCHa); 3P NMR (202 MHz,
CDCl3): 6 [ppm] = 31.7; HRMS (ESI+) m/z fir C12H2sNOsP [M+H]": ber. 310.1414, gef.
310.1404.
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Dimethyl (6-acetamido-3-oxohexan-2-yl)phosphonat (140)
O O

N P
Das Acetal 139 (173 mg, 0.56 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Salzsaure (1 M, 1.1 mL) gel6st und
das Reaktionsgemisch wurde fir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe von H>O
wurde die Reaktion beendet. Die wéssrige Phase wurde mit CH.Cl, extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wurde Giber MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Das Phosphonat 140 (132 mg, 0.50 mmol, 89%) wurde nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cl:MeOH / 9:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rf (CH2Cl2:MeOH / 9:1): 0.43; *H-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 6.56 (brs, 1H,
CH2NH), 3.79 (d, J = 11.0 Hz, 3H, OCH3), 3.76 (d, J = 10.9 Hz, 3H, OCH?3), 3.42-3.24 (m, 2H,
CHCHjs, 1xCH2NH), 3.13-3.05 (m, 1H, 1xCH2NH), 2.99-2.91 (m, 1H, 1xOCCH), 2.53 (dt, J
= 18.6, 5.5 Hz, 1H, 1xOCCH?>), 1.99 (s, 3H, OCCHj3), 1.89-1.75 (m, 2H, CH2CH>CH>), 1.35
(dd, J=18.0, 7.5 Hz, 3H, CHCH3); 3 C-NMR (125 MHz, CDClIs): 6 [ppm] = 205.8 (g, OCCH),
171.3 (g, OCCHs3), 53.8 (p, d, J = 6.9 Hz, OCH3), 53.3 (p, d, J = 6.8 Hz, OCH?3), 46.6 (t, d,
J = 127.2 Hz, CHCHBa), 40.3 (s, OCCHy), 38.5 (s, CH2NH), 23.0 (s, CH>.CH2CH>), 22.9 (p,
OCCHs), 11.0 (p, d, J=6.9 Hz, CHCHa); 3!P NMR (202 MHz, CDCls3): J [ppm] = 25.7; HRMS
(ESI+) m/z fiir C1oH2:NOsP [M+H]": ber. 266.1152, gef. 266.1145.
N-((9S,10R,E)-10-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-5,9-dimethyl-4-oxododec-5-en-1-
yl)acetamid (141)
0 OTBS

DM '

o]

GemaR AAV H wurde aus dem Aldehyd 91 (78.0 mg, 0.30 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonat 82
(88.0 mg, 0.33 mmol. 1.1 Aquiv.) und DBU (0.16 mL, 0.91 mmol, 3.0 Aquiv.) das Keton 141
(91.0 mg, 0.23 mmol, 76%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAC)

als farbloses Ol erhalten.

Rr (EtOAC): 0.31; [a]2’=+18.0°; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): d [ppm] = 6.65-6.62 (m, 1H,
CHCCHya), 6.13 (brs, 1H, CH2NH), 3.45-3.42 (m, 1H, OCHCH), 3.29-3.25 (m, 2H, CH2NH),
2.74 (t, J = 6.8Hz, 2H, OCCHy), 2.34-2.27 (m, 1H, 1xCCHCH,), 2.21-2.13 (m, 1H,
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1xCCHCHy), 2.01 (s, 3H, OCCHsa), 1.87-1.81 (m, 2H, CH,CH2CHy), 1.78 (s, 3H, CHCCHs),
1.61-1.50 (m, 2H, 1xCH2CHCH3, CHCHs3), 1.46-1.39 (m, 2H, CH,CHs), 1.28-1.20 (m, 1H,
1xCH,CHCHs), 0.90-0.88 (m, 12H, OSiC(CHs)s, CHCHs), 0.86 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH2CHs),
0.04 (s, 3H, OSiCHs3), 0.01 (s, 3H, OSiCHs); C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 202.6
(g, OCCHy), 170.9 (g, OCCHs), 143.9 (t, CHCCHs), 137.0 (g, CHCCHs), 77.4 (t, OCHCH),
39.8 (s, CHoNH), 37.7 (CHCH3), 34.9 (s, OCCHj), 31.2 (s, CH2CHCHs3), 27.3 (s, CCHCHy),
26.1 (p, OSIC(CHa)s), 25.5 (s, CH2CHs), 24.0 (s, CH2CH2CHy), 23.2 (p, OCCHs), 18.3 (g,
OSiC(CH3)3), 15.1 (p, CHCH3), 11.5 (p, CHCCHs), 10.2 (p, CH2CHs), -4.2 (p, OSiCHs), -4.4
(p, OSICHz); HRMS (ESI+) m/z filr C22HasNO3Si [M+H]*: ber. 398.3085, gef. 398.3074.

N-((9S,10R,E)-10-Hydroxy-5,9-dimethyl-4-oxododec-5-en-1-yl)acetamid (142)

Das TBS-geschiitzte Keton 141 (8.9 mg, 22.4 pmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. THF (0.22 mL)
vorgelegt. HF-Pyridin (70% HF, 30 puL) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fir
3 h bei Raumtemperatur geschwenkt. Durch Zugabe ges. NaHCOs-L6dsung wurde die Reaktion
beendet und geschwenkt, bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wurde tUber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel
befreit. Das Substrat 142 (4.6 mg, 16.2 umol, 73%) wurde nach s&dulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (EtOAC) als farbloses Ol erhalten.

Rr (EtOAC): 0.19; 'H-NMR (500 MHz, CsDs):  [ppm] = 6.44-6.40 (m, 1H, CCHCHy), 4.62
(brs, 1H, CH2NH), 3.16 (ddd, J = 9.0, 5.9, 3.2 Hz, 1H, HOCHCH), 3.03-2.94 (m, 2H, CHoNH),
2.46-2.31 (m, 2H, CH2CO), 2.12-1.94 (m, 2H, CCHCH>), 1.84 (d, J = 0.9 Hz, 3H, CHsCCH),
1.71-1.58 (m, 3H, CH,CH2CHa, 1xCH,CHCH), 1.48 (s, 3H, OCCHsg), 1.44-1.27 (m, 3H,
CH2CHs, CHCHs), 1.23-1.15 (m, 1H, 1xCH2CHCHs), 1.00 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs), 0.82
(d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCHs); 3C-NMR (125 MHz, CsDs):  [ppm] = 200.6 (g, OCCHy), 169.4
(g, OCCHs), 143.0 (t, CCHCH>), 137.2 (4, CCHCHy), 76.8 (t, HOCHCH), 39.4 (s, CHoNH),
38.5 (t, CHCH), 34.7 (s, OCCHy), 31.5 (s, CH2CHCH3), 26.7 (s, CH2CHs, CCHCHy), 25.3 (s,
CH,CH2CHy), 22.8 (p, OCCHs), 15.4 (p, CHCHs), 11.5 (p, CHsCCH), 10.7 (p, CH2CHs);
HRMS (ESI+) m/z fiir C1sHsoNO3 [M+H]": ber. 284.2220, gef. 284.2211.
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N-((R)-5-((2R,5S,6R)-6-Ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)-4-oxohexyl)acetamid
(110)

Produkt 110 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 142 mit AmbDH3 nach

Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

tr = 11.0 min; *H-NMR (500 MHz, CDCls): J [ppm] = 5.82 (brs, 1H, CH2NH), 3.35 (ddd,
J=10.9, 8.9, 1.9 Hz, 1H, CCHCH), 3.28-3.22 (m, 2H, CH2NH), 2.75 (td, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H,
OCHCH:CHz3), 2.67 (dt, 18.4, 6.7 Hz, 1H, 1XOCCH>), 2.60 (dq, J=9.2, 7.0 Hz, 1H, CCHCHp3),
2.54 (dt, 18.3,6.8 Hz, 1H, 1xOCCH3), 1.96 (s, 3H, OCCHz3), 1.84-1.69 (m, 4H, 1xCCHCHCH_,
CH2CH2CH>, 1xCH,CHCHz3), 1.66-1.53 (m, 1H, 1xCH>CHj3), 1.33-1.23 (m, 2H, CCHCHs,
1xCH2CH3), 1.22-1.13 (m, 2H, 1xCCHCHCHa, 1xCH>CHCHzs), 0.97 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
CCHCHs3), 0.83 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHj3), 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH,CHCHj3); 3 C-NMR
(125 MHz, CDCl3): ¢ [ppm] = 169.9 (q, OCCHg), 84.8 (t, OCHCH2CHj3), 80.4 (t, CCHCH),
51.7 (t, CCHCHg), 41.2 (s, OCCH2), 39.8 (s, CH2NH), 34.9 (t, CH2CHCH3), 32.8 (s,
CH2CHCHg), 29.8 (s, CCHCHCHy), 26.0 (s, CH2CHas), 23.3 (p, OCCHzs), 22.8 (s,
CH2CH2CH>), 17.8 (p, CH2.CHCH3), 13.1 (p, CCHCHB3), 9.9 (p, CH2CH3); HRMS (ESI+) m/z
fur C16H2oNNaOs [M+Na]™: ber. 306.2040, gef. 306.2026.

Ethyl 2-(diisopropoxyphosphoryl)acetat (143)
O O
||
/\O)J\/ FI)\OJ\
O\(

Ethyl-2-bromacetat (1.1 mL, 10.0 mmol, 1.0 Aquiv.) und Triisopropylphosphit (2.5 mL,
10.0 mmol, 1.0 Aquiv.) wurden fir 5h bei 100 °C geriihrt. Alle fliichtigen Verbindungen
wurden unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt ohne weitere

Reinigung direkt in der néchsten Reaktion eingesetzt.
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2-(Diisopropoxyphosphoryl)essigsaure (144)
O O
1]
HO g\o)\

Der Ester 143 (2.52 g, 10.0 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in THF (19 mL) vorgelegt. Nach Zugabe
von NaOH-L6sung (1 M in H20, 12 mL) wurde das Reaktionsgemisch fiir 5 h bei 80 °C gertihrt.
AnschlieBend wurde mit Salzsdure (1 M) auf pH 1 angeséduert und die wéssrige Phase mit
EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde iber MgSO4 getrocknet, filtriert und
unter vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Die Carbonsdure 144 wurde ohne weitere

Reinigung direkt in der nachsten Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl)-2-(diisopropoxyphosphoryl)acetat (145)

O O
H I
0 Y
GemaR AAV J wurde aus der Carbonsaure 144 (1.71 g, 7.62 mmol, 1.0 Aquiv.) und HSNAC
79 (909 mg, 7.62 mmol, 1.0 Aquiv.), DIC (1.3 mL, 8.39 mmol, 1.1 Aquiv.) und DMAP

(93.0 mg, 0.76 mmol, 0.1 Aquiv.) das Phosphonat 145 (1.14 g, 3.51 mmol, 35% (ber drei
Stufen) als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): d [ppm] = 6.17 (brs, 1H, NHCH?>), 4.79-4.70 (m, 2H, CHCH3),
3.48-3.45 (m, 2H, CHCHy), 3.20 (d, J = 21.4 Hz, 2H, CH2P), 3.10-3.07 (m, 2H, CH.S), 1.97 (s,
3H, OCCHs), 1.36 (d, J = 4.7 Hz, 6H, CHCHs3), 1.35 (d, J = 4.7 Hz, 6H, CHCHy); 3C-NMR
(125 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 190.9 (q, d, J = 6.7 Hz, OCS), 170.7 (g, OCCHa), 72.0 (t, d,
J=6.6 Hz, OCH), 44.4 (s, d, J = 131.9 Hz, CH2P), 39.2 (s, NHCH), 29.6 (s, CH2S), 24.2 (p,
d, J = 3.9 Hz, OCHCH3), 24.0 (p, d, J = 5.1 Hz, OCHCHBa), 23.3 (p, OCCHzs); P NMR
(202 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 16.0; HRMS (ESI+) m/z fir C12H2sNOsPS [M+H]": ber.
326.1186, gef. 326.1179.
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S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,Z)-2-brom-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-6-methylnon-2-
enthioat (146)

H o] QTBS
T
O Br
Das Phosphonat 145 (156 mg, 0.58 mmol, 2.7 Aquiv.) und NBS (103 mg, 0.58 mmol,
2.7 Aquiv.) wurden in abs. THF (2.0 mL) vorgelegt. NaH (60% in Ol, 46.0 mg, 1.16 mmol,
5.4 Aquiv.) wurde portionsweise hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fir 1h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Aldehyd 91 (55.0 mg, 0.21 mmol, 1.0 Aquiv.), geldst in abs.
THF (0.6 mL), wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fur 20 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Durch Zugabe ges. NH4CI-Losung wurde die Reaktion beendet. Die wassrige Phase
wurde mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tiber MgSO4 getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der Thioester 146 (11.0 mg,
22.9 pumol, 11%) wurde nach Reinigung via semipréaparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

Rr (EtOAC): 0.46; [a]5=-1.40° (c = 0.7 in CH2Cl,); "H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] =
7.27 (t, J = 7.1Hz, 1H, CHCBr), 5.82 (brs, 1H, CH:NH), 3.49-3.46 (m, 2H, CH:NH),
3.45-3.42 (m, 1H, CHOSi), 3.13-3.10 (m, 2H, CH,S), 2.47-2.39 (m, 1H, 1xCCHCH,),
2.36-2.28 (m, 1H, 1xCCHCH), 1.98 (s, 3H, OCCHs), 1.65-1.56 (m, 2H, CHCHs,
1xCH,CHCH3), 1.45-1.39 (m, 2H, CH,CHs), 1.35-1.27 (m, 1H, 1xCH,CHCHjs), 0.90 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, CHCH), 0.89 (s, 9H, OSiC(CHa)s), 0.86 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH,CHs), 0.04 (s,
3H, OSiCHs), 0.03 (s, 3H, OSiCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 188.2 (g, SCO),
170.4 (g, OCCHs), 144.5 (t, CHCBr), 123.2 (g, CHCBYr), 77.3 (t, CHOSI), 39.5 (s, CH2NH),
375 (t, CHCHs), 30.4 (s, CCHCH,), 30.2 (s, CH2S), 29.9 (s, CH,CHCHs), 26.1 (p,
OSiIC(CHa)s), 25.6 (5, CH2CH3), 23.4 (p, OCCHj3), 18.3 (g, OSiC(CHs)3), 15.2 (p, CHCHa),
10.1 (p, CH2CH3), -4.1 (OSiCHs), -4.4 (OSiCHs); HRMS (ESI+) m/z fiir C2oH39BrNO3SSi
[M+H]*: ber. 480.1598, gef. 480.1601.

S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,Z)-2-brom-7-hydroxy-6-methylnon-2-enthioat (147)
H 0 ?H
NN
O Br

Gemadl AAV K wurde aus dem TBS-geschitzten Thioester 146 (5.0 mg, 10.4 pumol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (13.0 mg, 52.0 pmol, 5.0 Aquiv.) das Substrat 147 (2.0 mg, 5.45 umol,
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52%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 1:2) als
farbloses Ol erhalten.

Rt (EtOAC): 0.26; [a]5/=-20.0° (¢ = 0.15 in CH2Cl); H-NMR (500 MHz, CsDs): 6 [ppm] =
7.23 (t, J = 7.1 Hz, 1H, CHCBY), 4.53 (brs, 1H, CH2NH), 3.16 (g, J = 6.5 Hz, 2H, CH2NH),
2.98-2.95 (m, 1H, CHOH), 2.83 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,S), 2.18-2.02 (m, 2H, CCHCH,), 1.43
(s, 3H, OCCHz), 1.42-1.38 (m, 1H, 1xCH,CHCH3), 1.26-1.10 (m, 3H, CHCH3, CH2CHs),
1.08-1.00 (m, 1H, 1xCH2CHCH3), 0.85 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHs), 0.71 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
CHCH); 2¥C-NMR (125 MHz, CsDe): 6 [ppm] = 187.7 (g, SCO), 169.0 (g, OCCHs), 144.2 (t,
CHCBr), 123.7 (q, CHCBI), 76.7 (t, CHOH), 39.1 (s, CH2NH), 38.5 (t, CHCH3), 30.4 (s,
CH>S), 30.1 (s, CCHCHy), 29.9 (s, CH.CHCHs), 26.8 (s, CH2CH3), 22.7 (p, OCCHs), 15.4 (p,
CHCH?3), 10.5 (p, CH2CH3); HRMS (ESI+) m/z fiir C14H24BrNNaO3sS [M+Na]*: ber. 388.0552,
gef. 388.0552.

S-(2-Acetamidoethyl) 2-bromoethanethioate (148)

0
H
\[(NV\SJK/BF
0]
GemaR AAV J wurde aus Bromessigsaure (10.0 g, 72.0 mmol, 1.0 Aquiv.), HSNAC 79
(9.44 g, 79.2 mmol, 1.1 Aquiv.), DCC (15.6 g, 75.6 mmol, 1.05 Aquiv.) und DMAP (879 mg,
7.20 mmol, 0.1 Aquiv.) der Bromthioester 148 erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in

der nachsten Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl) 2-(triphenyl-2%-phosphanyliden)ethanthioat (149)

O
\ffH\/\S J_pph,
@)
Bromthioester 148 (15.5 g, 64.6 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. Toluol (40 mL) vorgelegt.
PPhs (16.9 g, 64.6 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde
fiir 16 h bei 80 °C gerihrt. Die Mischung wurde auf Raumtemperatur abgekihlt und filtriert.
Der Filterrickstand wurde in Wasser aufgenommen und mit NaOH (1 m in H20) auf pH 10
eingestellt. Die wassrige Phase wurde mit CH2Cl extrahiert. Die vereinigte organische Phase
wurde Uber MgSQ4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit.
Das Produkt 149 (12.1g, 28.8 mmol, 40% (ber zwei Stufen) wurde als gelber Feststoff

erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.65-7.57 (m, 9H, PPhs), 7.51-7.46 (m, 6H, PPhs),
3.81(d, J=22.1 Hz, 1H, CHP), 3.38-3.35 (m, 2H, NHCH>), 2.99-2.97 (m, 2H, CH>S), 1.69 (s,
3H, OCCHpa).
Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[*?"]
S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-6-methylnon-2-enthioat
(150)
H o) OTBS
WN\/\S Vi :
O
Gemak AAV G wurde aus dem Aldehyd 91 (100 mg, 387 pmol, 1.0 Aquiv.) und
Phosphoniumylid 149 (326 mg, 774 umol, 2.0 Aquiv.) der Thioester 150 nach saulenchroma-
tographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 1:1) als gelbliches Ol in ausreichender

Reinheit erhalten und direkt in die ndchste Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,E)-7-hydroxy-6-methylnon-2-enthioat (151)

H :
WN\/\SJ\/\/\(\/
(0]

Die TBS-geschiitzte Verbindung 150 (93.0 mg, 231 pmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. THF
(2.2mL) vorgelegt. HF-Pyridin (70% HF, 0.30 mL) wurde hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fir 3 h bei Raumtemperatur geschwenkt. Durch Zugabe ges. NaHCO:z-
Losung wurde die Reaktion beendet und geschwenkt, bis keine weitere Gasentwicklung mehr
zu beobachten war. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tiber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Substrat 151 (14.0 mg, 48.7 umol, 12% Uber

zwei Stufen) wurde nach Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CsDs): & [ppm] = 6.93 (dt, J = 15.5, 6.9 Hz, 1H, OCCHCH), 6.06 (d,
J =155, 1.5 Hz, 1H, OCCHCH), 4.71 (brs, 1H, NHCHy), 3.27-3.23 (m, 2H, NHCH>), 2.96
(ddd, J = 8.9, 5.5, 3.6 Hz, 1H, HOCH), 2.91-2.88 (m, 2H, CH,S), 1.90-1.82 (m, 1H,
1XCCHCHCHy), 1.73-1.65 (m, 1H, 1XCCHCHCH,), 1.47 (s, 3H, OCCHs), 1.40-1.33 (m, 1H,
1xCHoCHCHs), 1.24-1.09 (m, 3H, CHCHs, CH2CHs), 1.03-0.94 (m, 1H, 1XxCH,CHCHs), 0.85
(t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs), 0.66 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCHs); 3C-NMR (125 MHz, CsDe):
J [ppm] = 189.7 (g, OCS), 169.4 (g, OCCHs), 146.6 (t, OCCHCH), 128.7 (t, OCCHCH), 76.8
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(t, HOCH), 39.8 (s, NHCH), 38.3 (t, CHCHs), 30.4 (s, CH,CHCHj), 30.0 (5, CCHCHCH,),
28.5 (s, SCHy), 26.8 (5, CH2CHs), 22.8 (p, OCCH3), 15.5 (p, CHCHs), 10.6 (p, CH2CHs).

S-(2-Acetamidoethyl) 2-((2R,5S,6R)-6-ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)ethanthioat
(200)

Produkt 200 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 151 mit AmbDH3 als
farbloser Feststoff erhalten und ohne weitere Reinigung direkt analysiert.

IH-NMR (500 MHz, CeDs): 6 [ppm] = 4.78 (brs, 1H, CH,NH), 3.71 (dddd, J = 10.8, 8.3, 4.7,
2.2 Hz, 1H, CCH2CH), 3.25-3.20 (m, 2H, CHzNH), 2.82-2.79 (m, 2H, CH2S), 2.73-2.67 (m,
2H, OCHCH, 1xCCH2CH), 2.36 (dd, J = 14.6, 4.7 Hz, 1H, 1XCCH2CH), 1.62-1.54 (m, 1H,
1xCH2CH3), 1.49 (s, 3H, OCCHs), 1.48-1.43 (m, 1H, 1xCH2CHCHs), 1.36-1.26 (m, 2H,
1xCH2CHs, 1xOCHCH2CH?2), 1.19-1.07 (m, 2H, CHCH3, 1XOCHCH2CHz2), 1.03 (t, J = 7.3 Hz,
3H, CH2CHz), 0.94-0.86 (m 1H, 1xCH2CHCHs), 0.59 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHCHa); 3C-NMR
(125 MHz, CsDs): 6 [ppm] = 197.0 (g, SCO), 168.9 (g, OCCHs), 84.6 (t, OCHCH), 74.5 (t,
CCH2CH), 51.0 (s, CCH2CH), 39.7 (s, CH2NH), 34.6 (t, CHCH3), 32.9 (s, CH2CHCH3), 32.0
(s, OCHCH2CHz2), 28.8 (s, CH2S), 26.3 (s, CH2CHs), 22.8 (p, OCCH3), 17.7 (p, CHCHs), 10.0
(p, CH2CHz3); HRMS (ESI+) m/z fiir C1sHzsNNaOsS [M+Na]*: ber. 310.1447, gef. 310.1444.

Ethyl (6S,7R,E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-6-methylnon-2-enoat (152)

o) OTBS
/\O =

GemaR AAV H wurde aus dem Aldehyd 91 (541 mg, 2.09 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonate
143 (634 mg, 1.16 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.94 mL, 6.28 mmol, 3.0 Aquiv.) der Ester
152 (269 mg, 0.82 mmol, 39%) nach s&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 59:1) als farbloses Ol erhalten.

Rr (Hexan:EtOAc / 49:1): 0.30; *H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 6.96 (dt, J = 15.6,
6.9 Hz, 1H, CCHCH), 5.82 (dt, J = 15.6, 1.6 Hz, 1H, CCHCH), 4.18 (g, 7.1 Hz, 2H, OCH2CHs),
3.44-341 (m, 1H, OCHCH), 2.32-2.08 (m, 2H, CCHCHCH), 1.65-1.50 (m, 2H,
1XCHoCHCHs, CHCHs), 1.46-1.37 (m, 2H, CHCH2CHs), 1.30-1.22 (m, 4H, OCH,CHs,
1xCH,CHCHs), 0.89-0.82 (M, 15H, CHCHs, CHCH>CHs, OSiC(CHs)s), 0.03 (s, 3H, OSiCHs),
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0.02 (s, 3H, OSIiCH3); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): J [ppm] = 166.9 (g, CCHCH), 149.7 (t,
CCHCH), 121.3 (t, CCHCH), 77.3 (t, OCHCH), 60.3 (s, OCH2CHs), 37.4 (t, CHCHs), 30.6 (s,
CH>CHCHs), 30.3 (s, CCHCHCH), 26.1 (p, OSiC(CHs)s), 25.4 (s, CHCH,CHs), 18.3 (g,
OSiC(CHs)3), 15.0 (p, CHCHs3), 14.4 (p, OCH,CHs), 10.2 (p, CHCH,CHs), -4.2 (p, OSiCHa),
-4.4 (p, OSiCH3); HRMS (ESI+) m/z fiir C1gHz703Si [M+H]": ber. 329.2507, gef. 329.2504.

Ethyl (6S,7R,E)-7-hydroxy-6-methylnon-2-enoat (153)

/\Ow

GemaR AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Ester 152 (150 mg, 0.46 mmol, 1.0 Aquiv.)
und PPTS (1.73 g, 6.90 mmol, 15.0 Aquiv.) das Substrat 153 (66.0 mg, 0.31 mmol, 67%) nach
siaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.13; *H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 6.96 (dt, J = 15.6,
6.9 Hz, 1H, CCHCH), 5.82 (dt, J = 15.6, 1.4 Hz, 1H, CCHCH), 4.17 (q, J = 7.2 Hz, 2H,
OCH2CHj3), 3.36-3.33 (m, 1H, HOCHCH), 2.34-2.25 (m, 1H, 1XCCHCHCHy), 2.18-2.10 (m,
1H, 1xCCHCHCH,), 1.70-1.63 (m, 1H, 1xCHCH:CHz), 1.57-1.48 (2H, CHCHs,
1xCH,CHCHg), 1.42-1.33 (m, 2H, 1xCH2CHCHz, HOCH), 1.32-1.23 (m, 4H, OCH2CHj3,
1xCHCH2CHg), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHCH.CH?3), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCHj);
3C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 166.9 (q, CCHCH), 149.4 (t, CCHCH), 121.5 (t,
CCHCH), 77.4 (t, HOCHCH), 60.3 (s, OCH2CHz3), 38.0 (t, CHCH3), 30.3 (s, CHCH2CHs3), 30.0
(s, CCHCHCHy), 26.5 (s, CH2CHCHzs), 15.4 (p, CHCHz3), 14.4 (p, OCH2CHs), 10.4 (p,
CHCH2CHs); HRMS (ESI+) m/z fur C12H2303 [M+H]": ber. 215.1641, gef. 215.1642.

Ethyl-2-(diisopropoxyphosphoryl)butyrate (154)

O O
|l
/\O)kf\oj\
O\(
Ethyl-2-brombutyrat (1.5 mL, 10.3 mmol, 1.0 Aquiv.) und Triisopropylphosphit (2.5 mL,
10.3 mmol, 1.0 Aquiv.) wurden fiir 30 h bei 150 °C geriihrt. Alle fliichtigen Verbindungen

wurden unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt ohne weitere

Reinigung direkt in der néchsten Reaktion eingesetzt.
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2-(Diisopropoxyphosphoryl)buttersaure (155)

o 9 J\
HOJ\QI)\\O(
Der Ester 154 (2.87 g, 10.3 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in THF (20.5 mL) vorgelegt. Nach
Zugabe von NaOH-L6sung (1 M in H20O, 17.0 mL) wurde das Reaktionsgemisch fiir 5 h bei
80 °C geruhrt. AnschlieRend wurde mit Salzséure (1 m) auf pH 1 angesauert und die wassrige
Phase mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde uber MgSOa4 getrocknet,

filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Die Carbonsaure 155 wurde

ohne weitere Reinigung direkt in der nachsten Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl)-2-(diisopropoxyphosphoryl)butanthioat (156)

O O
H I
0 Y
GemalR AAV J wurde aus der Carbonsaure 155 (1.15 g, 4.56 mmol, 1.0 Aquiv.) und HSNAC
79 (597 mg, 5.01 mmol, 1.1 Aquiv.), DCC (1.03 g, 5.01 mmol, 1.1 Aquiv.) und DMAP

(56.0 mg, 0.46 mmol, 0.1 Aquiv.) das Phosphonat 156 (1.18 g, 3.34 mmol, 32% uber drei

Stufen) als farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.93 (brs, 1H, CH,NH), 4.74-4.66 (m, 2H, CHCHs),
3.64-3.58 (m, 1H, 1xCH,NH), 3.46-3.38 (m, 1H, 1xCH,NH), 3.26 (ddd, J = 14.0, 7.4, 4.8 Hz,
1H, 1xCH,S), 3.08 (ddd, J = 21.7, 6.9, 4.8 Hz, 1H, 1xCHP), 2.97 (ddd, J = 13.8, 6.9, 4.8 Hz,
1H, 1xCH,S), 2.05 (s, 3H, OCCHs), 2.04-1.98 (m, 1H, 1xCH2CHs), 1.90-1.80 (m, 1H,
1xCH,CHs), 1.35 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CHCHs3), 1.33 (d, J = 6.2 Hz, 6H, CHCH3), 0.97 (td, 3H,
7.4, 0.6 Hz, CH2CHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls):  [ppm] = 195.8 (g, SCO), 171.7 (q,
OCCHs), 77.3 (t, d, J = 7.0 Hz, CHCH3), 71.7 (t, d, J = 7.1 Hz, CHCH3), 57.4 (t, d, J = 130.1 Hz,
CHP), 39.5 (s, CH2NH), 24.3 (p, d, J = 3.1 Hz, CHCHs), 24.2 (p, d, J = 4.0 Hz, CHCH3), 24.1
(p, d, J = 4.9 Hz, CHCH3), 23.9 (p, d, J = 5.9 Hz, CHCHs), 22.7 (p, OCCHs), 21.7 (s, d,
J=5.2 Hz, CH2CHs), 12.9 (p, d, J = 14.9 Hz, CH,CHs); 3P NMR (202 MHz, CDCl3): 5 [ppm]
= 19.1; HRMS (ESI+) m/z fir C14H2sNOsPS [M+Na]*: ber. 376.1318, gef. 376.1308.
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S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2-ethyl-6-methyl-non-2-
enthioat (157)

H O (?DTBS

D
O

GemalR AAV H wurde aus dem Aldehyd 91 (250 mg, 0.97 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonat 156
(410 mg, 1.16 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.43 mL, 2.90 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester
157 (164 mg, 0.38 mmol, 39%) nach s&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 1:1): 0.22; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] 6.71 (t, J = 7.4 Hz, 1H,
CCHCHy), 5.86 (brs, 1H, CH2NH), 3.48-3.41 (m, 3H, CH2NH, CHOSI), 3.07 (t, J = 6.4 Hz,
2H, CH>S), 2.36 (g, J = 7.5 Hz, 2H, CH3CHC), 2.32-2.26 (m, 1H, 1XCCHCHy), 2.21-2.12 (m,
1H, 1xCCHCH), 1.96 (s, 3H, OCCHa), 1.67-1.49 (m, 1H, CHCHs), 1.45-1.38 (m, 2H,
CHCH2CHg), 1.30-1.20 (m, 2H, CH2CHCHs), 1.01 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH3CHC), 0.91-0.86
(m, 15H, OSiIC(CHs)s, CHCH2CH3, CHCHs), 0.04 (s, 3H, OSiCHs), 0.03 (s, 3H, OSiCHs3);
13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 194.0 (q, SCO), 170.3 (g, OCCHg), 142.3 (q,
CCHCHy), 142.2 (t, CCHCHy), 77.4 (t, OCHCHy), 40.1 (s, CH2NH), 37.5 (t, CHCHz3), 31.3 (s,
CH2CHCH3), 28.5 (s, CH2S), 26.7 (s, CCHCHy), 26.1 (g, OSiC(CHa)s), 25.6 (s, CHCH2CH3),
23.4 (p, OCCHs3), 20.6 (p, CCH2CHz3), 18.3 (p, OSIiC(CHs)3), 15.1 (p, CHCHs3), 13.9 (p,
CCH2CHs3), 10.2 (CHCH2CHs3), -4.2 (p, OSiCH3), -4.3 (p, OSiCHzs); HRMS (ESI+) m/z fir
C22H4aNO3SSi [M+H]*: ber. 430.2806, gef. 430.2800.

S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,E)-2-ethyl-7-hydroxy-6-methylnon-2-enthioat (158)
H o) ?H
\H/N\/\S =
o)
Gemdll AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Thioester 157 (159 mg, 0.37 mmol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (930 mg, 3.70 mmol, 10.0 Aquiv.) das Substrat 158 (62.0 mg,

0.20 mmol, 53%) nach Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

tr: 13.9 min; H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 6.71 (t, = 7.3 Hz, 1H, CCHCH>), 6.02
(brs, 1H, CHoNH), 3.48-3.44 (m, 2H, CH2NH), 3.37 (ddd, J = 8.9, 5.4, 3.5 Hz, 1H, OCHCHy),
3.07 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,S), 2.36 (q, J = 7.5 Hz, 2H, CCH.CH3), 2.35-2.29 (m, 1H,
1XCCHCH;), 2.24-2.14 (m, 1H, 1xCCHCH,), 1.98 (s, 3H, OCCH3), 1.72-1.64 (m, 1H,
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1XCH,CHCH3), 1.60-151 (m, 2H, CHCHs, 1xCHCH:CHs), 145-137 (m, 1H,
1XCHCH2CHs), 1.36-1.26 (m, 1H, 1xCH2CHCH3), 1.00 (t, J = 7.7 Hz, 3H, CCH2CHs), 0.97
(t, J = 7.5 Hz, 3H, CHCH2CHsz), 0.94 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3); 3C-NMR (125 MHz,
CDCls): 6 [ppm] = 194.1 (g, SCO), 170.9 (4, OCCHs), 142.3 (g, CCHCHy), 142.2 (t, CCHCHy),
77.4 (t, OCHCH), 40.3 (s, CH2NH), 38.3 (t, CHCH3), 31.1 (s, CH2CHCH3), 28.4 (s, CH2S),
26.6 (s, CHCH.CH3), 26.4 (s, CCHCHy), 23.2 (p, OCCHs), 20.6 (s, CCH2CHs3), 155 (p,
CHCHs), 13.9 (p, CCH2CHs), 10.4 (p, CHCH2CHsg); HRMS (ESI+) m/z fiir C15HsNO3SNa
[M+Na]*: ber. 338.1760, gef. 338.1756.

S-(2-Acetamidoethyl) (R)-2-((2R,5S,6R)-6-ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)
butanthioat (106)

Produkt 106 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 158 mit AmbDH3 nach

Reinigung via semipréaparativer HPLC als farbloser Feststoff erhalten.

tr = 14.3 min *H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 5.89 (brs, 1H, CH2NH), 3.49-3.39 (m,
3H, CH2NH, OCHCH?), 3.08-2.99 (m, 2H, SCH), 2.76 (td, J = 9.4, 2.7 Hz, 1H, OCHCHCHp),
2.60 (td, J=9.1, 5.4 Hz, 1H, OCCH), 1.96 (s, 3H, OCCH3), 1.81-1.77 (m, 1H, 1xCH>CHCH3),
1.71-1.53 (m, 4H, CCHCH2, 1xOCHCH2CHs, 1XOCHCH2CHy), 1.34-1.11 (m, 4H, CHCHGg,
1xOCHCH,CHs, 1xOCHCH2CH2, 1xCH>CHCHBa), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CCHCH,CH?3),
0.86 (t,J =7.4 Hz, 3H, OCHCH,CHz3), 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHCHj3); 13C-NMR (125 MHz,
CDClI3): o [ppm] = 207.1 (q, SCO), 170.2 (q, OCCHz), 84.9 (t, OCHCHCH?3), 79.0 (t,
OCHCHy), 61.9 (t, OCCH), 40.2 (s, CH2NH), 35.2 (t, CHCH3), 32.9 (s, CH2CHCH?3), 29.7 (s,
OCHCH:CHy), 28.6 (s, SCH>2), 26.1 (s, OCHCH2CHp3), 23.4 (p, OCCHz), 22.0 (s, CCHCHy),
17.8 (p, CHCHg), 11.7 (p, CCHCH2CHs3), 9.9 (p, OCHCH2CHz); HRMS (ESI+) m/z fir
C16H29NNaOsS [M+Na]*: ber. 338.1760, gef. 338.1748.
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S-Ethyl 2-(diisopropoxyphosphoryl)propanthioat (159)
O O
||

Gemal AAV J wurde aus der Carbonséure 81 (2.34 g, 9.81 mmol, 1.0 Aquiv.) und HSNAC 79
(0.54 mL, 9.81 mmol, 1.0 Aquiv.), DCC (2.17 g, 10.8 mmol, 1.1 Aquiv.) und DMAP (120 mg,
0.98 mmol, 0.1 Aquiv.) das Phosphonat 159 (2.55 g, 9.03 mmol, 92%) als farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): 5 [ppm] = 4.76-4.69 (m, 2H, OCH), 3.18 (dq, J = 21.8, 7.2 Hz,
1H, PCHCH3), 2.91 (g, J = 7.3 Hz, 2H, CH2CH3), 1.45 (dd, J = 17.8, 7.2 Hz, 3H, PCHCHa),
1.35-1.32 (m, 12H, OCHCH3), 1.26 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHa3); 3C-NMR (125 MHz,
CDCls): 6 [ppm] = 196.0 (g, d, J = 4.9 Hz, OCS), 71.6 (t, d, J = 6.8 Hz, OCH), 71.5 (t, d, J =
7.0 Hz, OCH), 48.9 (t, d, J = 133.7 Hz, CHP), 24.3 (p, d, J = 3.4 Hz, OCHCH3), 24.2 (p, d, J =
3.7 Hz, OCHCHs), 24.0 (s, CH2CH3), 14.6 (p, CH2CH3), 12.8 (p, d, J = 6.1 Hz, CCHCHg); 3'P
NMR (202 MHz, CDCls3): 6 [ppm] = 20.2; HRMS (ESI+) m/z fiir C11H2404PS [M+H]": ber.
283.1127, gef. 283.1121.

S-Ethyl (6S,7R,E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,6-dimethylnon-2-enethioat (160)

o) OTBS
/\S = :

GemalR AAV H wurde aus dem Aldehyd 91 (572 mg, 2.21 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonate
159 (750 mg, 2.66 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.99 mL, 6.64 mmol, 3.0 Aquiv.) der
Thioester 160 (492 mg, 1.37 mmol, 62%) nach sdulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Hexan:EtOAc / 39:1) als farbloses Ol erhalten.

Rt (PE:EtOAC / 39:1): 0.59; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 6.72 (tg, J = 7.2, 1.2 Hz,
1H, CHsCCH), 3.43 (td, J = 5.9, 4.4 Hz, 1H, CHOTBS), 2.91 (g, J = 7.4 Hz, 2H, CH,S),
2.30-2.22 (M, 1H, 1xCCHCH,), 2.17-2.10 (m, 1H, 1xCCHCH>), 1.87 (d, J = 1.2 Hz, 3H,
CHsCCH), 1.63-1.49 (m, 2H, 1xCH2CH,CH, CH,CH2CH), 1.43-1.37 (m, 2H, CH2CHs),
1.28-1.20 (m, 4H, 1xCH2CH,CH, SCH2CHs), 0.89-0.85 (m, 15H, CHsCH, CHzCHs,
OSiC(CHs)3), 0.04-0.02 (s, 6H, OSiCHs).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.[*1%

148



Experimenteller Teil

S-Ethyl (6S,7R,E)-7-hydroxy-2,6-dimethylnon-2-enethioate (161)

o) OH

GemaR AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Thioester 160 (492 mg, 1.37 mmol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (2.76 g, 11.0 mmol, 8.0 Aquiv.) das Substrat 161 (272 mg, 1.11 mmol,
81%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als

farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc/9:1): 0.26; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =6.72 (tq, J = 7.5, 1.4 Hz,
1H, CH3CCH), 3.37 (ddd, 1H, CHOH), 2.91 (q, J = 7.4 Hz, 2H, CHS), 2.33-2.26 (m, 1H,
1xCCHCHy), 2.20-2.12 (m, 1H, 1xCCHCHy), 1.87 (d, J = 1.2 Hz, 3H, CH3:CCH), 1.70-1.63
(m, 1H, 1xCH2CH.CH), 1.59-1.52 (m, 1H, CH2CH.CH), 1.44-1.35 (m, 1H, 1xCH,CHs),
1.33-1.21 (m, 5H, CH3CHS, 1xCH,CHs, 1xCH,CHCH?3), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHa),
0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3CH).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.[*1%

S-Ethyl (R)-2-((2R,5S,6R)-6-ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)propanthioat (204)

Produkt 204 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 161 mit AmbDH3 nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 39:1) als farbloses Ol
erhalten.

R (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.59; *H-NMR (500 MHz, CsDg): 6 [ppm] = 3.56 (ddd, J = 10.8, 8.5,
2.1 Hz, 1H, CCHCH), 2.84-2.66 (m, 4H, CH.S, CCHCH3, OCHCH>CHz3), 1.62-1.48 (m, 2H,
1xCHCH,CH3s, 1xCH2CHCH3), 1.40-1.31 (m, 2H, 1xCHCH,CH3, 1XxCCHCHCH), 1.20-1.13
(m, 1H, CH2CHCH?3), 1.10-1.03 (m, 7H, CH3CH.S, CHCH>CH3s, 1xCCHCHCH), 1.01 (d, J =
7.0Hz, 3H, CCHCHs;), 0.96-0.88 (m, 1H, 1xCH.CHCHzs), 0.61 (d, J = 6.7 Hz, 3H,
CH2CHCHs3); 3C-NMR (125 MHz, CsDs): 6 [ppm] = 201.7 (g, SCO), 84.9 (t, OCHCH:CHj),
79.6 (t, CCHCH), 54.9 (t, CCHCHBa), 35.5 (t, CH>.CHCHz3), 33.3 (s, CH2CHCHg), 29.5 (s,
CCHCHCH?>), 26.8 (s, CHCH2CHz3), 23.6 (s, CH2S), 18.0 (p, CH2CHCHBg), 15.5 (p, CH3CH>S),
14.1 (p, CCHCHs3), 10.4 (p, CHCH2CH3); HRMS (ESI+) m/z fir C13H2502S [M+H]": ber.
245.1570, gef. 245.1564.

149



Experimenteller Teil

tert-Butyldimethyl(((3R,4S)-4-methylnon-8-en-3-yl)oxy)silan (162)
oTBS
W

Mg (43.0 mg, 1.78 mmol, 2.8 Aquiv.) und eine katalytische Menge lod wurden in abs. THF
(20 mL) vorgelegt. 4-Brombuten (0.16 mL, 1.62 mmol, 2.5 Aquiv.) wurde zugetropft und das
Reaktionsgemisch wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Uberstand wurde
abgenommen und zu einer Losung aus dem Tosylat 89 (250 mg, 0.65 mmol, 1.0 Aquiv.)
gegeben und die auf -78 °C gekuhlt. Li,CuCls (0.1 M in THF, 0.13 mL, 12.9 pmol, 0.02 Aquiv.)
wurden hinzugetropft und das Reaktionsgemisch wurde ber Nacht geruhrt und langsam auf
Raumtemperatur erwarmt. Durch Uberfiihrung der Suspension in Kalte, verdiinnte NH4CI-
Losung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde
mit Et,O extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tber MgSO4 getrocknet, filtriert
und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Nach s&ulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (Hexan) wurde das Alken 162 in ausreichender Reinheit erhalten und

direkt in die ndchste Reaktion eingesetzt.

(5S,6R)-6-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-5-methyloctanal (163)

OTBS
owh
GemaR AAV F wurde aus dem Alken 162 (120 mg, 0.44 mmol, 1.0 Aquiv.) und PPhs (175 mg,

0.67 mmol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 163 (80.0 mg, 0.29 mmol, 66%) nach sdulenchroma-
tographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 19:1): 0.26; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 9.77 (t, J = 1.8 Hz,
1H, HCO), 3.43-3.40 (m, 1H, OCHCH), 2.43-2.39 (m, 2H, HCOCH), 1.76-1.68 (m, 1H,
1xCH2CH2CH), 1.61-1.49 (m, 2H, 1xCH2CH2CH,, CHCHj3), 1.42-1.36 (m, 3H, CH2CHCHj,
1xCH2CHzs), 1.13-1.05 (m, 1H, 1xCH2CHj3), 0.88 (s, 9H, OSiC(CH?a)z3), 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
CHCHg), 0.85 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH2CHsa), 0.03 (s, 3H, OSiCHz3), 0.02 (s, 3H, OSiCHa);
13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 203.0 (t, HCO), 77.3 (t, OCHCH), 44.4 (s, HCOCHy),
37.8 (t, CHCHj3), 32.0 (s, CH2CHCHz3), 26.1 (p, OSIiC(CHs3)3), 25.3 (s, CH2CHs3), 20.3 (s,
CH2CH2CH>), 18.3 (g, OSiC(CH3)3), 14.9 (p, CHCHz3), 10.2 (p, CH2CH3), -4.2 (p, OSiCH3),
-4.4 (p, OSiCHa).
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S-(2-Acetamidoethyl)(7S,8R,E)-8-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,7-dimethyldec-2-enthioat

(164)
(0] (:)TBS
)J\N/\/SM
H 0]

Gemal AAV H wurde aus dem Aldehyd 163 (80 mg, 0.29 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonate 82
(120 mg, 0.35 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.13 mL, 0.88 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester
164 (49 mg, 0.11 mmol, 39%) nach sé&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rr (Hexan:EtOAc / 1:1): 0.24; [a]3’=-1.4° (¢ = 0.4 in CH2Cl2); 'H-NMR (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 6.76 (tq, J = 7.3, 1.2 Hz, 1H, CCHCH,), 6.00 (brs, 1H, CH,NH), 3.45-3.38 (m, 3H,
CHzNH, OCHCH), 3.05 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,S), 2.22-2.14 (m, 2H, CCHCH,). 1.95 (s, 3H,
OCCHs), 1.86 (d, J = 1.2 Hz, 3H, CH3CCH), 1.59-1.49 (m, 2H, CHCH3, 1xCH,CH,CH>), 1.43-
1.35 (m, 4H, 1xCH2CH2CH2, CH,CHs, 1xCH,CHCH3), 1.12-1.05 (1H, 1xCH;CHCHp3);
BC-NMR (125 MHz, CDCl3): ¢ [ppm] = 194.1 (g, SCO), 170.4 (g, OCCHs), 142.3 (t,
CCHCHy>), 135.9 (g, CCHCHy), 77.3 (t, OCHCH), 40.0 (s, CH2NH), 37.8 (t, CHCH3), 32.3 (s,
CH2CHCHs), 29.3 (s, CCHCH?>), 28.5 (s, CH:S), 26.6 (s, CH2CH2CH?>), 26.0 (p, OSiC(CHa)3),
25.2 (s, CH2CH3), 23.4 (p, OCCHs), 18.3 (g, OSIC(CHa)s), 15.0 (p, CHCHs), 12.6 (p,
CH3CCH), 10.1 (p, CH2CHg), -4.2 (p, OSICHg), -4.4 (p, OSIiCH3); HRMS (ESI+) m/z fiir
C22H43NNaO3SSi [M+Na]*: ber. 452.2625, gef. 452.2613.

S-(2-Acetamidoethyl) (7S,8R,E)-8-hydroxy-2,7-dimethyldec-2-enthioat (165)

(0] OH
)J\N/\/SM
H (0]

GemaR AAV K wurde aus dem TBS-geschitzten Thioester 164 (40.0 mg, 93.1 umol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (140 mg, 0.56 mmol, 6.0 Aquiv.) das Substrat 165 (28.0 mg, 88.8 umol,
95%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloser Feststoff

erhalten.

Rr (EtOAC): 0.21; [a]2?=+12.0° (¢ = 0.4 in CH,Cl2); H-NMR (500 MHz, CDCls): d [ppm] =
6.75 (tq, J = 7.4, 1.4 Hz, 1H, CCHCHS,), 6.05 (brs, CH2NH), 3.44-3.40 (m, 2H, CH2NH), 3.33
(ddd, J = 8.7, 5.1, 3.5 Hz, 1H, HOCHCH), 3.04 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,S), 2.25-2.14 (m, 2H,
CCHCHa), 1.95 (s, 3H, OCCHs), 1.85 (d, J = 0.9 Hz, 3H, CH3CCH), 1.58-1.47 (m, 4H, CHCHj,
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1xCH2CH2CHa, 1xCH2CH3, 1xCH,CHCH3), 1.43-1.30 (m, 2H, 1XCH2CH2CH2, 1xCH2CHy3),
1.18-1.11 (m, 1H, 1xCH>CHCHj3), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH.CH3), 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
CHCHa); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 194.1 (g, SCO), 170.5 (g, OCCHg), 142.2
(t, CCHCHs), 135.9 (q, CCHCHz), 7.4 (t, HOCHCH), 39.9 (s, CH2NH), 38.4 (t, CHCH), 31.7
(s, CH2CHCHg), 29.2 (s, CCHCHy), 28.5 (s, CH>S), 26.5 (s, CH2CH2CH>), 26.3 (s, CH2CH3),
23.3 (p, OCCHs), 15.6 (p, CHCHs), 12.6 (p, CHsCCH), 10.4 (p, CH2CH3); HRMS (ESI+) m/z
fur C16H29NNaO3S [M+Na]™: ber. 338.1760, gef. 338.1752.

S-(2-Acetamidoethyl)-2-brompropanthioat (166)
0

H
N\/\S)K(Br
T

GemaR AAV J wurde aus Brompropionséure (5.84 g, 38.1 mmol, 1.0 Aquiv.) und HSNAC 79
(5.00 g, 42.0 mmol, 1.1 Aquiv.), DCC (8.26 g, 40.1 mmol, 1.05 Aquiv.) und DMAP (466 mg,
3.81 mmol, 0.1 Aquiv.) der Bromthioester 166 (7.07 g, 27.8 mmol, 73%) erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.50 (g, J = 6.9 Hz, 1H, CHBr), 2.94 (q, J = 7.4 Hz,
2H, CHS), 1.84 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3CHBY), 1.28 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH3CH;S).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.1?8]

S-(2-Acetamidoethyl)-2-(triphenyl-A°>-phosphanyliden)propanthioat (167)

’ o)
N PPh
Y \/\S)kf 3
(0]

Der Bromthioester 166 (2.00 g, 7.87 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Toluol (20 mL) und H20
(20 mL) vorgelegt. PPhs (4.13 g, 15.74 mmol, 2.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fuir 56 h bei 70 °C geruhrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden die
Phasen getrennt und die wassrige Phase wurde mit CH,Cl; extrahiert. Die wéssrige Phase wurde
mit NaOH (1 M in H20) auf pH 10 eingestellt und mit CH2Cl, extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wurde Uber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Das Produkt 167 (1.26 g, 2.94 mmol, 37%) wurde als gelblicher Feststoff
erhalten.
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IH-NMR (500 MHz, CDCl3): § [ppm] = 7.69-7.65 (m, 3H, PPhs), 7.60-7.55 (m, 6H, PPhs),
7.53-7.45 (m, 6H, PPhs), 3.36-3.32 (m, 2H, NHCH>), 3.03-3.00 (m, 2H, CH,S), 1.68 (d,
J=15.0 Hz, 3H, PCCHs), 1.52 (s, 3H, OCCHj).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.[*?8]

Methyl (R)-2-(benzyloxy)propanoat (169)

)

BnO
: \HJ\OMe

NaH (60% in Ol, 463 mg, 11.6 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde in abs. THF (20 mL) vorgelegt und
auf 0 °C gekiihlt. (R)-Methyllactat (168) (1.00 g, 9.61 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch wurde fir 20 min bei Raumtemperatur gerihrt. BnBr (1.3 mL,
10.6 mmol, 1.1 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fur 23 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Durch Zugabe ges. NH4Cl wurde die Reaktion beendet. Die Phasen
wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde mit Et.O extrahiert. Die vereinigte organische
Phase wurde mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber MgSOa4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der benzylierte Methylester 169 (1.34 g,
6.91 mmol, 72%) wurde nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc
/19:1->9:1) als farbloses Ol erhalten.

Rr (PE:EtOAC / 4:1): 0.53; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): d [ppm] = 7.39-7.27 (m, 5H, CHay),
4.70 (d, J = 11.7 Hz, 1H, 1xOCHy), 4.46 (d, J = 11.7 Hz, 1H, 1xOCH), 4.08 (q, J = 6.9 Hz,
1H, CHCHs), 3.76 (s, 3H, COCHs), 1.4 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCHa).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.[t?
(R)-2-(Benzyloxy)propan-1-ol (170)

OH
BnO

LiAlH4 (293 mg, 7.72 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde in abs. Et;O (28 mL) suspendiert und auf -
78 °C gekiihlt. Der Methylester 169 (1.25 g, 6.44 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde gelést in abs. Et,O
(6 mL), zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 40 min bei 0 °C gerthrt. Durch Zugabe von
H>O wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige mit Et,O

extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber
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MgSO:s getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der Alkohol

170 (1.07 g, 6.44 mmol, quant.) wurde als farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.38-7.27 (m, 5H, CHar), 4.66 (d, J = 11.6 Hz, 1H,
1xCHOCHy), 4.49 (d, J = 11.7 Hz, 1H, 1xCHOCHy), 3.73-3.65 (m, 1H, CHCHs3), 3.62 (dd,
J =115, 3.4 Hz, 1H, 1xCHz0H), 3.51 (dd, 1H, J = 11.5, 7.1 Hz, 1xCH,OH), 1.84 (brs, 1H,
CH,OH), 1.18 (d, J = 6.2 Hz, 3H, CHCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[*3]
(R)-2-(Benzyloxy)propanal (171)

(@)
BnO\‘)

(COCI)2 (2 M in CH2Clz, 1.7 mL, 3.43 mmol, 1.5 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl> (2.0 mL)
vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. DMSO (0.33 mL, 4.57 mmol, 2.0 Aquiv.) wurde zugegeben
und das Reaktionsgemisch fiir 20 min bei -78 °C gerihrt. Der primare Alkohol 170 (380 mg,
2.29 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir weitere 3 h bei -78 °C
geriihrt. DIPEA (1.2 mL, 6.86 mmol, 3.0 Aquiv.) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch
fiir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe ges. NH4Cl wurde die Reaktion beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde mit CH.Cl, extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde mit ges. NaCl-Lésung gewaschen, tber MgSO4 getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Der Aldehyd 171 (286 mg,
1.75 mmol, 76%) wurde nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:Et20 /
9:1) als gelbliches Ol erhalten.

Rr (PE:EtOAC / 4:1): 0.47; H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 9.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H,
CHO), 7.40-7.28 (m, 5H, CHay), 4.63 (g, J = 11.7 Hz, 2H, CHOCH>), 3.90 (dg, J = 6.9, 1.8 Hz,
1H, CHCHs3), 1.33 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[*3]
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(2R,3R)-2-(Benzyloxy)pentan-3-ol (172)

OH

Bnoh

Der Aldehyd 171 (300 mg, 1.81 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl, (5.0 mL) vorgelegt
und auf -78 °C gekiihlt. MgBr,-Et,0 (652 mg, 2.53 mmol, 1.4 Aquiv.) wurde hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch fir 1 h bei -78 °C geruhrt. EtMgBr (3 ™M in Et2O, 0.84 mL,
2.53 mmol, 1.4 Aquiv.) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 1 h bei -78 °C gerihrt.
Durch Zugabe von H20 und CH2Cl, wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt
und die wéssrige Phase wurde mit CH2Cl, extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde
mit H,O und ges. NaCl-Lésung gewaschen, ber MgSQOas getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Der Alkohol 172 (322 mg, 1.66 mmol, 92%, d.r.
19:1) wurde nach séulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc / 9:1) als
gelbliches Ol erhalten.

Rr (PE:EtOAcC / 2:1): 0.57; [a]3}=-12.3° (¢ = 1.0 in CHCls); 'H-NMR (500 MHz, CDCls):
S [ppm] = 7.39-7.27 (m, 5H, CHar), 4.67 (d, J = 11.5 Hz, 1H, 1xCHOCH?), 4.44 (d, J = 11.5 Hz,
1H, 1xCHOCH,), 3.44-3.34 (m, 2H, CH,OCH, OCHCH,), 2.20 (brs, 1H, OH), 1.62-1.53 (m,
1H, 1xCH,CHs), 1.47-1.37 (m, 1H, 1xCH,CHs), 1.19 (d, J = 6.0 Hz, 3H, CHCH3), 0.99 (t,
J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls):  [ppm] = 138.5 (q, Car), 128.6 (t,
CHar), 127.93 (t, CHar), 127.89 (t, CHar), 78.3 (t, OCHCHs3), 76.4 (t, OCHCH,), 71.1 (s,
CHOCH?>), 25.9 (s, CH2CHs3), 15.7 (p, CHCHs), 10.1 (p, CHCHs); HRMS (ESI+) m/z fiir
C12H1sNaO2 [M+Na]*: ber. 217.1199, gef. 217.1192.

(((2R,3R)-2-(Benzyloxy)pentan-3-yl)oxy)(tert-butyl)dimethylsilan (173)
OTBS
Bnoh
GemalR AAV B wurde aus dem Alkohol 172 (75.0 mg, 0.39 mmol, 1.0 Aquiv.), 2,6-Lutidin
(67 pL, 0.58 mmol. 1.5 Aquiv.) und TBSOTf (0.13 mL, 0.58 mmol, 1.5 Aquiv.) das TBS-

geschitzte Produkt 173 (92.0 mg, 0.30 mmol, 78%) nach s&ulenchromatographischer
Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol erhalten.

Rr (Hexan:EtOAc / 2:1): 0.88; [a]}}=+1.6° (c = 1.0 in CHCIs); 'H-NMR (500 MHz, CDCls):
S [ppm] = 7.37-7.27 (m, 5H, CHar), 4.60 (d, J = 12.0 Hz, 1H, 1xCHOCH?), 4.50 (d, J = 12.0 Hz,
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1H, 1xCHOCH,), 3.63-3.59 (m, 1H, OCHCHy), 3.48 (dg, J = 6.4, 4.8 Hz, 1H, OCHCHb),
1.66-1.60 (m, 1H, 1xCHyCHs), 1.40-1.33 (m, 1H, 1xCH2CHs), 1.12 (d, J = 4.0 Hz, 3H,
CHCHs), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHs), 0.87 (s, 9H, OSiC(CHs)s), 0.03 (s, 3H, OSiCHs),
-0.02 (s, 3H, OSiCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 139.2 (q, Car), 128.4 (t, CHay),
127.7 (t, CHar), 127.5 (t, CHar), 77.5 (t, OCHCH3), 75.4 (t, OCHCH2), 71.1 (s, CHOCHy), 26.0
(p, SIC(CHs)3), 24.1 (s, CH2CHs), 18.2 (g, SiC(CHs)s), 14.0 (p, CHCHs), 10.6 (p, CH2CHs),
-4.3 (p, SiCHs), 4.5 (p, SiCHs); HRMS (ESI+) m/z fiir C1sH3,02Si [M+H]": ber. 309.2244,
gef. 309.2233.

(2R,3R)-3-((tert-Butyl-Dimethylsilyl)oxy)pentan-2-ol (174)

oTBS
T
Der Benzylether 173 (295 mg, 0.96 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in EtOAc (2.0 mL) vorgelegt. Pd
(10% auf Aktivkohle, 41.0 mg, 0.38 mmol, 0.4 Aquiv.) wurde zugegeben und Hz durch die
Suspension geleitet. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur unter Ho-
Atmosphare geriihrt. Das Gemisch wurde (ber Celite® filtriert und das Filtrat unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der Alkohol 174 (176 mg, 0.81 mmol, 84%)

wurde nach sdaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc / 4:1) als farbloses
Ol erhalten.

Rr (PE:EtOAC / 4:1): 0.66; H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 3.70-3.64 (m, 1H,
OCHCHy), 3.38 (dg, J = 6.3, 4.8 Hz, 1H, HOCHCHs), 2.20 (brs, 1H, OH), 1.67-1.59 (m, 1H,
1xCH,CH3), 1.50-1.43 (m, 1H, 1xCH2CHs), 1.13 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CHCH3), 0.91 (s, 9H,
OSiC(CHs)3), 0.89 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH2CHs), 0.09 (s, 6H, OSiCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.[t3!
(((2R,3R)-2-(Allyloxy)pentan-3-yl)oxy)(tert-butyl)dimethylsilan (175)
OTBS

AN

Me Me

Der Alkohol 174 (190 mg, 0.87 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. THF (4.5 mL) vorgelegt und
auf 0 °C gekiihlt. NaH (60% in Ol, 42.0 mg, 1.05 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde hinzugegeben und
die Suspension fiir 30 min bei 0 °C geriihrt. Allylbromid (0.10 mL, 1.13 mmol, 1.3 Aquiv.)
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wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fur 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Durch
Zugabe ges. NH4CI-Loésung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
waéssrige Phase wurde mit Et2O extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde iber MgSO4
getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Der Allylether 175

wurde ohne weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.
2-(((2R,3R)-3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)pentan-2-yl)oxy)acetaldehyd (176)

OTBS

Me Me
Der Allylether 175 (215 mg, 0.83 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in CH2ClI: (8.3 mL) vorgelegt und
auf -78 °C gekdihlt. Ozon wurde in die geriihrte Losung geleitet bis die Blaufarbung bestehen
blieb. Uberschiissiges Ozon wurde durch das Einleiten von Sauerstoff ausgetrieben, bis die
Blaufarbung verschwunden war. SMe> (5.0 mL) wurde hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch wurde fur 6 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Gemisch wurde unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit und der erhaltene Aldehyd 176 ohne weitere

Reinigung direkt in der nachsten Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl)(E)-4-(((2R,3R)-3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)pentan-2-yl)oxy)-2-
methylbut-2-enthioat (177)

0 OTBS

e Me

GemaR AAV G wurde aus dem Aldehyd 176 (215 mg, 0.83 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Phosphoniumylid 167 (431 mg, 0.99 mmol, 1.2 Aquiv.) der Thioester 177 als verunreinigtes Ol
erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt. Zur

Charakterisierung wurde eine kleine Menge via semipraparativer HPLC gereinigt.

tr: 0.41; [a]}}=+3.8° (¢ = 0.1 in CHCls); 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.84 (tq,
J=5.6, 1.3 Hz, 1H, CHCCHg), 5.84 (brs, 1H, CH,NH), 4.36-4.31 (m, 1H, 1xCH-0), 4.30-4.25
(m, 1H, 1xCH,0), 3.86 (quin. J = 6.2 Hz, CHCHa), 3.45 (g, J = 6.0 Hz, 2H, CH2NH), 3.08 (t,
J=6.4 Hz, 2H, CH2S), 3.06-3.01 (m, 1H, OCHCH?), 1.97 (s, 3H, OCCHs), 1.85 (d, J = 1.2 Hz,
3H, CHCCHj3), 1.63-1.58 (m, 1H, 1xOCHCH,), 1.43-1.34 (m, 1H, 1xOCHCH), 1.10 (d,
J = 6.3 Hz, 3H, CHCH3), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHs), 0.89 (s, 9H, OSiC(CHs)s3), 0.06 (s,
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3H, SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 193.9 (g, SCO),
170.4 (g, OCCHBa), 139.0 (t, CH3CCH), 136.0 (g, CH3CCH), 85.9 (t, OCHCH>), 69.9 {t,
OCCHjs), 67.7 (s, CHCH20), 39.9 (s, CH2NH), 28.7 (s, CH2S), 26.0 (p, SiC(CHs)3), 23.4 (p,
CHsCO), 22.6 (s, CH2CH3), 19.1 (p, CHsCHCH), 18.2 (g, SiC(CHs3)3), 13.0 (p, CH3CCH), 10.6
(p, CH2CH3), -4.4 (p, SiCH3), -4.6 (p, SiCH3); HRMS (ESI+) m/z fur CHzsNNaO4SSi
[M+Na]": ber. 440.2261, gef. 440.2244.

S-(2-Acetamidoethyl)(E)-4-(((2R,3R)-3-hydroxypentan-2-yl)oxy)-2-methylbut-2-enthioat
(178)

H 0 OH
NSO
(o) Me Me

GemaR AAV K wurde aus dem TBS-geschiitzten Thioester 177 (185 mg, 0.44 mmol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (1.67 g, 6.64 mmol, 15.0 Aquiv.) das Substrat 178 (30.0 mg, 98.9 umol,
12% Uber vier Stufen) nach Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloser Feststoff
erhalten.

tr = 9.6 min; [a]]z)2=+7.9° (c=0.1in MeOH); *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.80 (tq,
J=5.7,1.2 Hz, 1H, CH3CCH), 5.95 (brs, 1H, CH2NH), 4.36-4.31 (m, 1H, 1xCH.0), 4.22-4.14
(m, 1H, 1xCH20), 3.44 (q, J = 6.1 Hz, 2H, CH2NH), 3.37-3.29 (m, 1H, OCHCH), 3.10-3.05
(m, 3H, CH2S, OCHCHa), 2.11 (brs, 1H, OH), 1.97 (s, 3H, COCHg), 1.87 (d, J = 1.2 Hz, 3H,
CHsCCH), 1.71-1.38 (m, 2H, CH>CHs), 1.18-1.16 (m, 3H, CHCHs), 0.99-0.94 (m, 3H,
CH2CHjs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 193.8 (g, SCO), 170.6 (g, OCCHj3), 137.7
(t, CH3CCH), 136.7 (q, CH3CCH), 85.7 (t, OCHCH?3), 79.1 (t, OCHCH?>), 67.0 (s, CHCH20),
39.9 (s, CH2NH), 28.7 (s, CH.S), 25.9 (s, CH2CHs), 23.3 (p, CH3CO), 19.2 (OCHCHg), 13.1
(p, CH3CCH), 10.0 (p, CH2CHs); HRMS (ESI+) m/z fiir C14aH2sNNaOsS [M+Na]™: ber.
326.1397, gef. 326.1393.
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S-(2-Acetamidoethyl) (R)-2-((2S,5R,6R)-6-ethyl-5-methyl-1,4-dioxan-2-yl)propanthioat

(105)
O
o]

Produkt 105 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 178 mit AmbDH3 nach

Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

tr = 12.5 min; [a]}=+3.3° (¢ = 0.1 in CHCl3); *H-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 5.80
(brs, 1H, CHzNH), 3.83-3.75 (m, 2H, CCHCH, 1xOCHCH,0), 3.49-3.39 (m, 2H, CH2NH),
3.32(t, J = 10.5 Hz, 1H, 1xOCHCH:0), 3.27-3.21 (m, 1H, OCHCHj3), 3.10-2.98 (m, 3H, CH,S,
OCHCH2CH3), 2.77-2.71 (m, 1H, CCHCHs), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.34-1.28 (m, 2H,
CH2CHs), 1.10 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CCHCHs), 1.09 (d, J = 6.0 Hz, 3H, OCHCHj), 0.90 (t,
J=9.4 Hz, 3H, CH2CHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 171.4 (g, OCCH3), 82.2 (t,
OCHCH,CHs), 76.7 (t, OCHCH,0), 75.5 (t, OCHCHs), 69.0 (s, OCHCH.0), 51.0 (t,
SCOCHCHs3), 40.0 (s, CH2NH), 28.7 (s, CH:S), 24.4 (s, CH2CH3), 23.4 (p, OCCH), 17.3 (p,
OCHCHs), 13.6 (p, OCCHCH3), 9.5 (p, CH2CH3); HRMS (ESI+) m/z filr C14H6NO4S
[M+H]*: ber. 304.1577, gef. 304.1571.

(R)-2-Amino-3-methylbutan-1-ol (180)

NaBH4 (404 mg, 10.7 mmol, 2.5 Aquiv.) wurde in abs. THF (12 mL) vorgelegt. b-Valin (179)
(500 mg, 4.27 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben. Eine Loésung aus lod (542 mg,
4.27 mmol, 1.0 Aquiv.) in abs. THF (3.0mL) wurde langsam hinzugetropft und das
Reaktionsgemisch fur 4 h refluxiert und Gber Nacht bei 60 °C geriihrt. Das Gemisch wurde auf
Raumtemperatur gekihlt, Methanol (3.0 mL) zugegeben und fur 30 min bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Gemisch wurde unter vermindertem Druck konzentriert, der Ruckstand in KOH-
Losung (20% in H20, 9.0 mL) aufgenommen und fir 4 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die
waéssrige Phase wurde mit CH>Cl, extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde Uber
MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der
Aminoalkohol 180 (147 mg, 1.43 mmol, 33%) wurde nach Reinigung via Kugelrohrdestillation

als gelbliches Ol erhalten.
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IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 3.64 (dd, J = 10.3, 3.9 Hz, 1H, 1xHOCH,), 3.26 (t,
J=9.7 Hz, 1H, 1xHOCH,), 2.56-2.52 (m, 1H, HoNCH), 1.60-1.51 (m, 1H, CHCHs), 0.93 (d,
J=6.9 Hz, 3H, CHCH3), 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCH).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[*3?]

tert-Butyl (R)-(1-hydroxy-3-methylbutan-2-yl)carbamate (181)
uHBOC
Hov'\(
p-Valinol (180) (500 mg, 4.85 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Acetonitril (25 mL) vorgelegt und
auf 0 °C gekuhlt. Boc2O (1.06 g, 4.85 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde portionsweise hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch fur 3 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Gemisch wurde unter

vermindertem Druck vom Losemittel befreit und das Boc-geschitzte Amin 181 (862 mg,

4.42 mmol, 87%) wurde als gelbliches Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 7:3): 0.19; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 4.62 (brs, 1H, CHNH),
3.70 (dd, J = 11.1, 3.5Hz, 1H, 1xHOCH), 3.61 (dd, J = 11.1, 6.6 Hz, 1H, 1xHOCH>),
3.46-3.41 (m, 1H, CHNH), 1.87-1.79 (m, 1H, CHCHz3), 1.45 (s, 9H, C(CHg)3z), 0.95 (d,

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.[*3l

tert-Butyl (R)-2-isopropylaziridin-1-carboxylat (182)

BocN,,,

Boc-geschiitztes D-Valinol (181) (436 mg, 4.23 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. THF (25 mL)
vorgelegt. KOH-Pulver (954 mg, 17.0 mmol, 4.0 Aquiv.) und p-TsCl (969 mg, 5.08 mmol,
1.2 Aquiv.) wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 h refluxiert. KOH-Pulver
(954 mg, 17.0 mmol, 4.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben und fiir weitere 2 h refluxiert. Durch
Zugabe ges. NaCl-Losung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase wurde mit CH2Cl, extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde Uber
MgSOas getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das
Aziridin 182 (267 mg, 1.98 mmol, 47%) wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Hexan:EtOAc / 19:1) als gelbliches Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 19:1): 0.27; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 2.22 (d, J = 6.2 Hz,
1H, 1XNCH?>), 2.13 (ddd, J = 7.2, 6.4, 3.9 Hz, 1H, NCH), 1.94 (d, J = 3.9 Hz, 1H, 1xNCH>),
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1.45 (s, 9H, C(CHa)3), 1.43-1.36 (m, 1H, CHCHS3), 1.06 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHCHs3), 0.96 (d,
J = 6.8 Hz, 3H, CHCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.[t34

tert-Butyl (S)-(2-methyloct-7-en-3-yl)carbamate (183)
NHBoc
M
Mg (54.0 mg, 2.20 mmol, 2.4 Aquiv.) und eine katalytische Menge lod wurden in abs. THF
(20 mL) vorgelegt. 4-Brombuten (0.20 mL, 2.00 mmol, 2.2 Aquiv.) wurde hinzugetropft und
das Reaktionsgemisch fiir 70 min refluxiert. Der Uberstand wurde abgenommen und auf -78 °C
gekihlt. Cul (35.0 mg, 0.20 mmol, 0.2 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Gemisch fiir
10 min bei -78 °C geriihrt. Eine Losung aus Aziridin 182 (170 mg, 0.92 mmol, 1.0 Aquiv.) in
abs. THF (4.0 mL) wurde zugetropft, das Reaktionsgemisch langsam auf Raumtemperatur
erwarmt und Uber Nacht geriihrt. Durch Zugabe verd. NH4Cl-L6sung wurde die Reaktion
beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit Et,O extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde Uber MgSOa getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Losemittel befreit. Das Alken 183 (200 mg, 0.83 mmol, 90%) wurde nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:Et.O / 16:1) als gelbliches Ol

erhalten.

Rr (Hexan:Et,0 / 16:1): 0.18; [a]5=-3.60° (¢ = 1.0 in CHCl2);"H-NMR (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 5.79 (ddt, J = 16.9, 10.2, 6.7 Hz, 1H, CH,CHCH>), 5.00 (ddt, J = 17.1, 2.0, 1.6 Hz,
1H, 1xCH2CHCH2CH,), 4.96-4.93 (m, 1H, 1xCH2CHCH2CH,), 4.25 (d, J = 9.5 Hz, 1H,
CHNH), 3.46-3.40 (m, 1H, CHNH), 2.11-2.00 (m, 2H, CH2CHCH2CHy), 1.73-1.67 (m, 1H,
CH(CHa)2), 1.44 (s, 9H, C(CHa)s), 1.43-1.36 (m, 2H, CH2.CHCH,CH>), 1.26-1.21 (m, 2H,
CH>CHNH), 0.89 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCHS), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCHj).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[*3]

tert-Butyl (S)-(2-methyloct-7-en-3-yl)dicarbamate (184)

r;lBocz

/\/\/\(
Das Alken 183 (200 mg, 0.83 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. THF (3.0 mL) vorgelegt und
auf -78 °C gekiihlt. n-Butyllithium (2.5 M in Hexan, 0.80 mL, 3.00 mmol, 2.4 Aquiv.) wurde
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zugetropft und das Reaktionsgemisch fur 30 min bei -78 °C gerihrt. Boc2O (240 mg,
1.10 mmol, 1.3 Aquiv.) wurde portionsweise zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde iber
Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Durch Zugabe ges. NH4Cl-Ldsung wurde die Reaktion
beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde mit ges. NaCL-Ldsung gewaschen, tber MgSO4 getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Alken 184 (167 mg,
0.49 mmol, 59%) wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 50:1) als gelbliches Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 50:1): 0.23; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 5.78 (ddt, J = 16.9,
10.2, 6.7 Hz, 1H, CH,CHCH?>), 4.99 (ddt, J = 17.1, 2.0, 1.6 Hz, 1H, 1xCH,CHCH2CH>), 4.93
(ddt, J = 10.2, 2.2, 1.2 Hz, 1H, 1xCH.CHCH.CH.), 3.69 (ddd, J = 11.2, 10.4, 4.0 Hz, 1H,
CHN), 2.13-1.98 (m, 3H, CH,CHCH>, CHCHj3), 1.80-1.72 (m, 1H, 1XNCHCH,), 1.63-1.57 (m,
1H, 1xCH2CHNH), 1.48 (s, 18H, C(CHs)s3), 1.45-1.40 (m, 1H, 1xCH2CHCHCHy), 1.37-1.30
(m, 1H, 1x CH2CHCH2CHy), 0.92 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHCHz3), 0.89 (d, J = 6.7 Hz, 3H,
CHCHa); ¥C-NMR (125 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 154.0 (g, NCO), 139.0 (t, CH,CHCHy),
114.6 (s, CH2CHCH:CH,), 81.8 (q, C(CH3)3), 64.3 (t, NCH), 33.7 (s, CH.CHCH,CHy), 31.8
(t, CHCHz3), 30.1 (s, NCHCHy), 28.2 (p, C(CHBa)z3), 25.9 (s, CH2CH2>CH>), 21.0 (p, CHCHy3),
20.2 (p, CHCH3); HRMS (ESI+) m/z fiir C1oH3sNO4 [M+H]*: ber. 342.2639, gef. 342.2630.

tert-Butyl (S)-(2-methyl-7-oxoheptan-3-yl)dicarbamat (185)
l;lBocg
OW\(
GemaR AAV F wurde aus dem Alken 184 (37.0 mg, 0.11 mmol, 1.0 Aquiv.) und PPhs
(42.0mg, 0.16 mol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 185 (28.0mg, 81.5pmol, 76%) nach

siaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als gelbliches Ol

erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.24; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =9.73 (t, J = 1.8 Hz, 1H,
HCO), 3.69 (ddd, J = 11.2, 10.3, 3.7 Hz, 1H, CHN), 2.50-2.35 (m, 2H, OCCH>), 2.11-2.01 (m,
1H, CH(CHs)3), 1.86-1.78 (m, 1H, 1XNCHCH), 1.72-1.53 (m, 3H, 1XNCHCH;, CH2CH,CH>),
1.47 (s, 18H, C(CHBa)s), 0.90 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHCHBa), 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHCH3);
13C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 202.7 (t, HCO), 154.0 (g, NCO), 82.0 (q, C(CHz)s),
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63.9 (t, CHN), 43.7 (s, HCOCHy), 31.7 (t, CHCHBg), 30.1 (s, NCHCHy), 28.1 (p, C(CHs)z3), 20.9
(p, CHCH3), 20.1 (p, CHCHB3), 19.3 (s, CH2CH2CHy).

S-(2-Acetamidoethyl) (S,E)-7-((di-tert-butoxycarbonyl)amino)-2,8-dimethylnon-2-
enethioate (186)

H 0] l;lBocz
\WN\/\S = '
O
Gemak AAV G wurde aus dem Aldehyd 185 (27.0 mg, 78.6 umol, 1.0 Aquiv.) und
Phosphoniumylid 167 (37.0mg, 85.0 umol, 1.1 Aquiv.) der Thioester 186 (21.0 mg,
41.9 umol, 64%, E/Z 9:1) nach 48 h und séulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 1:1) als gelbliches Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc/1:1): 0.15; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =6.47 (tq, J=7.3, 1.2 Hz,
1H, CCHCHy), 5.94 (brs, CH2NH), 3.70 (ddd, J = 11.1, 10.3, 3.9 Hz, 1H, NCH), 3.46-3.42 (m,
2H, CH2NH), 3.06 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH>S), 2.30-2.14 (m, 2H, CCHCHy), 2.11-2.03 (m, 1H,
CHCHBa), 1.97 (s, 3H, COCHBg), 1.86 (s, 3H, CH3CCH), 1.84-1.78 (m, 1H, 1xNCHCHy), 1.65-
1.58 (m, 1H, 1XNCHCHy), 1.48 (s, 18H, C(CHa)s), 1.46-1.39 (m, 2H, CH2CH2CH), 0.92 (d,
J = 6.6 Hz, 3H, CHCH3s), 0.89 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHCHz3); 3C-NMR (125 MHz, CDCls):
o [ppm] = 194.2 (g, SCO), 170.5 (q, OCCHs3), 154.0 (q, C(CHg)3), 142.0 (t, CHsCCH), 136.1
(9, CH3CCH), 82.0 (g, C(CHg)3), 63.9 (t, NCH), 40.0 (s, CH2NH), 31.8 (t, CHCH3), 30.3 (s,
CCHCHy), 28.7 (s, CH2CH2CH), 28.5 (s, CH2S), 28.2 (p, C(CHs3)3), 25.6 (s, NCHCHz), 23.4
(p, OCCHs), 21.0 (p, CHCHs3), 20.1 (p, CHCHBa), 12.6 (p, CH3CCH); HRMS (ESI+) m/z fir
C25HasN206S [M+H]": ber. 501.2993, gef. 501.2981.

S-(2-Acetamidoethyl) (S,E)-7-(chlor-A°-azaneyl)-2,8-dimethylnon-2-enthioat (187)
H 0 I;IH3CI
NN
O
Der TBS-geschutzte Thioester 186 (10.0 mg, 20.0 pmol, 1.0 quiv.) wurde in HCI-Ldsung (1 m
in Et2O, 0.5 mL) gel6st und das Reaktionsgemisch fiir 20 h bei 0 °C gerthrt. Das Gemisch
wurde vom Losemittel befreit und das Substrat 187 (6.0 mg, 17.8 pumol, 89%) als farbloser

Feststoff erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): § [ppm] = 8.47-8.18 (m, 3H, NHs), 6.78-6.67 (m, 1H, CHCCHa),
6.25 (brs, 1H, CHoNH), 3.53-3.38 (m, 2H, CHCHy), 3.15-3.02 (m, 3H, CH.S, NHsCH),
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2.36-2.20 (m, 2H, CCHCHy), 2.16-2.06 (m, 1H, CHCHs), 2.05-1.95 (m, 3H, OCCHs),
1.90-1.85 (3H, CHCCHs), 1.82-1.63 (m, 4H, NHsCHCH,, NHsCHCH2CH;), 1.13-1.02 (m, 6H,
CHCHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 194.0 (g, SCO), 140.5 (t, CHCCHs), 136.8
(0, CHCCH), 57.9 (t, NHaCH), 40.0 (s, CH2NH), 30.3 (t, CHCHs), 29.8 (s, NHsCHCHCH,),
28.9 (5, CH2S), 28.6 (5, CCHCHy), 24.8 (s, CCHCH,CHy), 22.8 (p, OCCHs), 18.7 (p, CHCHa),
18.1 (p, CHCHs), 12.9 (p, CHCCHs); HRMS (ESI+) m/z fir CisH2oN20,S [M-CIJ*: ber.
301.1944, gef. 301.1934.

Tetrahydro-2H-pyran-2-ol (189)

OH
3

5-Valerolacton (188) (0.95 mL, 9.99 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH.Cl, vorgelegt und
auf -78 °C gekuhlt. DIBAL-H (1M in CH2Cl,, 12.0 mL, 12.0 mmol, 1.2 Aquiv.) wurde
tropfenweise zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 1 h bei -78 °C geriihrt. Durch Zugabe
ges. K-Na-Tartrat-Losung wurde die Reaktion beendet. Nach Erwarmen und Ruhren fiir 1 h bei
Raumtemperatur wurden die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit CH.Cl, extrahiert.
Die vereinigte organische Phase wurde ber MgSOs4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das Lactol 189 (1.02 g, 9.99 mmol, quant.) wurde

als farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 4.91-4.89 (m, 1H, HOCHO), 4.03-4.00 (m, 1H,
1xOCHy), 3.56-3.52 (m, 1H, 1xOCHg), 2.66 (HOCH), 1.90-1.78 (m, 2H, 1xCHCHb,
1XCHCH,CHy), 1.58-1.46 (M, 4H, 1XCHCH2, 1XCHCH,CHz, OCH2CHy).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.26]

Ethyl (E)-7-hydroxyhept-2-enoat (191)

/\O)WOH

GemaR AAV G wurde aus dem Lactol 189 (200 mg, 1.96 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Phosphoniumylid 190 (1.02 g, 2.94 mmol, 1.5 Aquiv.) der Hydroxyester 191 erhalten und ohne

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.

R (EtOAC): 0.41; 'H-NMR (500 MHz, CDCls):  [ppm] = 6.95 (dt, J = 15.6, 6.9 Hz, 1H,
CHCHCH,), 5.82 (dt, J = 15.6, 1.6 Hz, 1H, CHCHCH>), 4.18 (g, J = 7.1 Hz, 2H, CHsCHy>),
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3.65 (t, J = 6.0Hz, 2H, HOCH,), 2.25-2.21 (m, 2H, CHCHCH), 1.63-1.51 (m, 4H,
CHCH,CHz, HOCH.CHy), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CHy>).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.[**7]

Ethyl (E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)hept-2-enoat (192)
o)

/\O)WOTBS

Der Hydroxyester 191 (337 mg, 1.96 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl, vorgelegt.
TBSCI (354 mg, 2.35 mmol, 1.2 Aquiv.) und Imidazol (200 mg, 2.94 mmol, 1.5 Aquiv.)
wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemsich fiir 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Durch
Zugabe ges. NaHCOs-L6sung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und
die wassrige mit CH2Cl. extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit ges. NH4Cl-
Losung gewaschen, tber MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Der geschitzte Ester 192 (533 mg, 1.86 mmol, 95% (ber zwei Stufen) wurde
nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.21; *H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 6.96 (dt, J = 15.6,
6.9 Hz, 1H, CHCHCH,), 5.81 (dt, J = 15.6 Hz, 1.6 Hz, 1H, CHCHCH), 4.18 (g, J = 7.1 Hz,
2H, CH3CHy), 3.61 (t, J = 6.0 Hz, 2H, HOCH>), 2.24-2.19 (m, 2H, CHCHCH), 1.56-1.48 (m,
4H, CHCH,CH,, HOCH2CH?), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3CHy), 0.89 (s, 9H, OSiC(CHj3)3),
0.04 (s, 6H, OSiCHj).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.*28l

(E)-7-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)hept-2-ensaure (193)
o)

HO)WOTBS

GemaR AAV | wurde aus dem Ester 192 (533 mg, 1.86 mmol, 1.0 Aquiv.) und LiOH (223 mg,
9.30 mmol, 5.0 Aquiv.) die Carbonséure 193 erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in der

néchsten Reaktion eingesetzt.
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S-(2-Acetamidoethyl) (E)-7-hydroxyhept-2-enthioat (194)

0
H
WN\/\S)W\/\OH

O

Die Carbonsiure 193 (183 mg, 0.71 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl> (3.0 mL)
vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. HSNAC 79 (93.0 mg, 0.78 mmol, 1.1 Aquiv.), DIC (0.12 mL,
0.74 mmol, 1.05 Aquiv.) und DMAP (9.00 mg, 71.0 umol, 0.1 Aquiv.) wurden hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch tber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Das Ldsemittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Et.O aufgenommen, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Substrat 194 (90.0 mg, 0.22 mmol, 12% tber
zwei Stufen) wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc:MeOH /
19:1) als farbloser Feststoff erhalten.

R (EtOAC:MeOH / 19:1): 0.41; H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.92 (dt, J = 15.5,
6.9 Hz, 1H, CHCHCH>), 6.14 (dt, J = 15.5, 1.5 Hz, 1H, CHCHCH>), 5.97 (brs, 1H, CH2HN),
3.66 (t, J = 6.1 Hz, 2H, HOCHy), 3.47-3.43 (m, 2H, CH,NH), 3.10-3.07 (m, 2H, CH.S), 2.27-
2.22 (M, 2H, CHCHCHy), 1.96 (s, 3H, CH3CN), 1.61-1.53 (m, 4H, CHCH,CHz2, HOCH2CHy).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.1%%

S-(2-Acetamidoethyl) (S)-2-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)ethanthioat (104)

(0]
H
YN\/\SW

0]

Produkt 104 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 194 mit AmbDH3 nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc:MeOH / 49:1) als farbloser
Feststoff erhalten.

Rr (EtOAC:MeOH / 49:1): 0.26; [a]}'=-3.0° (¢ = 0.1 in CHCl,); 'H-NMR (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =5.81 (brs, 1H, CH2NH), 3.97-3.94 (m, 1H, 1xOCH>), 3.79 (dddd, J = 15.2, 8.6, 4.6,
2.1 Hz, 1H, OCHCH,), 3.47-3.40 (m, 3H, NHCH2, 1xOCH,), 3.07-3.03 (m, 2H, CH.S), 2.79
(dd, J = 14.8, 8.4 Hz, 1H, 1xOCCHy), 2.61 (dd, J = 14.7, 4.5 Hz, 1H, 1xOCCH>), 1.96 (s, 3H,
OCCHy), 1.86-1.82 (m, 1H, 1xCHy), 1.65-1.28 (m, 5H, CH>).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[2%]
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Ethyl (E)-7-hydroxy-2-methylhept-2-enoat (196)

GemaR AAV G wurde aus dem Lactol 189 (200 mg, 1.96 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Phosphoniumylid 195 (1.06 g, 2.94 mmol, 1.5 Aquiv.) der Hydroxyester 196 erhalten und ohne

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.

Ethyl (E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2-methylhept-2-enoat (197)

o
/\O)Y\/\/\OTBS

Der Hydroxyester 196 (365 mg, 1.96 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl, vorgelegt.
TBSCI (354 mg, 2.35 mmol, 1.2 Aquiv.) und Imidazol (200 mg, 2.94 mmol, 1.5 Aquiv.)
wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemsich fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Durch
Zugabe ges. NaHCOs-L6sung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und
die wassrige mit CH2Cl. extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit ges. NH4ClI-
Losung gewaschen, tber MgSOa4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Der geschiitzte Ester 197 (290 mg, 0.97 mmol, 49% (ber zwei Stufen) wurde
nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc/9:1): 0.38; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =6.75 (tq, J = 7.4, 1.3 Hz,
1H, CHCCHg), 4.18 (g, J = 7.1 Hz, 2H, OCH2CH3), 3.61 (t, J = 6.1 Hz, 2H, SiOCH,CH>),
2.21-2.16 (m, 2H, CHCH), 1.83 (d, J = 1.3 Hz, 3H, CHCCHj3), 1.57-1.46 (m, 4H, SIOCH>CHy,
CHCH2CH), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2CHs3), 0.89 (s, 9H, OSiC(CHz)3), 0.04 (s, 6H,
OSiCHsa).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[*3]
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(E)-7-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2-methylhept-2-ensdaure (198)

)

HOJ\K\/\/\OTBS

GemaR AAV | wurde aus dem Ester 197 (290 mg, 0.97 mmol, 1.0 Aquiv.) und LiOH (116 mg,
4.83 mmol, 5.0 Aquiv.) die Carbonsaure 198 erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in der

nachsten Reaktion eingesetzt.

S-(2-Acetamidoethyl) (E)-7-hydroxy-2-methylhept-2-enthioat (199)
O

H
\[(N\/\S)J\K\/\/\OH
0]

Die Carbonsiure 198 (134 mg, 0.49 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl> (2.0 mL)
vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. HSNAC 79 (64.0 mg, 0.54 mmol, 1.1 Aquiv.), DIC (80 pL,
0.52 mmol, 1.05 Aquiv.) und DMAP (6.00 mg, 49.0 pmol, 0.1 Aquiv.) wurden hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch tber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Das Ldsemittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Et,O aufgenommen, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Substrat 199 (37.0 mg, 0.10 mmol, 10% tber
zwei Stufen) wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc:MeOH /
19:1) als farbloser Feststoff erhalten.

Rf (EtOAc:MeOH / 19:1): 0.51; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 6.75 (tq, J = 7.3,
1.4 Hz, 1H, CCHCHy), 6.00 (brs, 1H, CH2NH), 3.66 (t, J = 6.2 Hz, 2H, HOCH)), 3.45-3.41 (m,
2H, CH2NH), 3.06-3.04 (m, 2H, CH>S), 2.27-2.18 (m, 2H, CCHCH), 1.96 (s, 3H, CH3CN),
1.86 (d, J = 1.1 Hz, 3H, CH3CCH), 1.63-1.50 (m, 4H, CHCH2CH,, HOCH,CH>); *C-NMR
(125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 194.1 (g, SCO), 170.6 (g, OCCH3), 141.8 (t, CHCCHg), 136.2
(9, CHCCHs), 62.6 (s, HOCH), 39.9 (s, CH2NH), 32.4 (s, CHCH2CHz), 28.6 (s, CCHCHy),
28.5 (s, CH.S), 24.9 (s, HOCH2CHy), 23.4 (p, OCCHB3), 12.6 (p, CHCCH?3); HRMS (ESI+) m/z
fur C12H2:NNaOsS [M+Na]™: ber. 282.1134, gef. 282.1133.
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S-(2-Acetamidoethyl) (S)-2-((S)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl)propanthioat (101)

o
H
\[(N\/\SJ\/Coj

0O =

Produkt 101 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 199 mit AmbDH3 nach

sauclenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloser Feststoff erhalten.

Rt (EtOAC): 0.35; IH-NMR (500 MHz, CDCls): é [ppm] = 5.85 (brs, 1H, CH2NH), 3.95-3.92
(m, 1H, 1xOCH2CH2), 3.54-3.36 (m, 4H, CH2NH, OCHCH, 1xOCH2CH>), 3.11-2.98 (m, 2H,
SCHy), 2.73 (dq, J = 8.8, 7.1 Hz, 1H, OCCH), 1.94 (s, 3H, OCCHjs), 1.90-1.84 (m, 1H,
1xOCH.CHy), 1.71-1.66 (m, 1H, 1xOCHCH?>), 1.55-1.43 (m, 3H, 1XOCH2CH, CHCH2CH>),
1.24-1.19 (m, 1H, 1xOCHCHy); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 203.3 (q, OCS),
170.5 (q, OCCHj3), 79.7 (t, OCH), 68.9 (s, OCHz), 54.4 (t, OCCH), 39.9 (s, CH2NH), 28.9 (s,
OCHCHy), 28.5 (s, SCH>), 25.9 (s, CHCH2CH>), 23.4 (p, OCCHpg), 23.3 (s, OCH.CHy), 14.0
(p, CHCHy); HRMS (ESI+) m/z fiir C12H21NNaOsS [M+Na]*: ber. 282.1134, gef. 282.1140.

Oct-7-en-3-ol (206)

PP
Magnesium (486 mg, 20.0 mmol, 8.0 Aquiv.) und eine katalytische Menge lod wurden in abs.
THF (10mL) vorgelegt. 5-Brom-1-penten (1.2 mL, 10.0 mmol, 4.0 Aquiv.) wurde
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch tber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Der
Uberstand wurde abgenommen und bei 0 °C zu einer Lésung aus Propionaldehyd (0.18 mL,
2.50 mmol, 1.0 Aquiv.) in abs. THF (10 mL) gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei
0 °C gerihrt. Durch Zugabe ges. NH4CI-Losung wurde die Reaktion beendet. Nach Ruhren fur
1 h bei Raumtemperatur wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase wurde mit Et2O
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tiber MgSQO4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der erhaltene sekundare Alkohol 206 wurde ohne

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.

tert-Butyldimethyl(oct-7-en-3-yloxy)silan (207)

Der sekundire Alkohol 206 (625 mg, 4.87 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl, (50 mL)
vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. TBSCI (954 mg, 6.33 mmol, 1.3 Aquiv.), Imidazol (663 mg,
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9.74 mmol, 2.0 Aquiv.) und DMAP (60.0 mg, 0.49 mmol, 0.1 Aquiv.) wurden hinzugegeben
und das Reaktionsgemisch fiir 2.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe ges. NH4CI-
Losung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde
mit CH2Cl; extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde iber MgSO4 getrocknet, filtriert
und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der Silylether 207 wurde nach
Filtration Uber Kieselgel (Hexan) in ausreichender Reinheit erhalten und direkt in die nachste

Reaktion eingesetzt.

5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)heptanal (208)

OI OTBS

GemaR AAV F wurde aus dem Alken 207 (173 mg, 0.72 mmol, 1.0 Aquiv.) und PPhs (281 mg,
1.07 mmol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 208 (175 mg, 0.72 mmol, 29% Uber drei Stufen) nach
siaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 97:3) als farbloses Ol

erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 47:3): 0.42; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 9.76 (t, J = 1.8 Hz,
1H, CHO), 3.60 (tt, J = 5.8, 5.6 Hz, 1H, CHOSi), 2.43 (td, J = 7.2, 1.8 Hz, 2H, CHOCH,),
1.74-1.59 (m, 2H, CHOCH2CHy), 1.50-1.41 (m, 4H, CH2CHs, CH2CH,CHOSi), 0.90-0.84 (m,
12H, CH2CHs, OSiC(CHs)s), 0.05-0.03 (M, 6H, OSiCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.[4%

S-(2-Acetamidoethyl) (E)-7-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2-methylnon-2-en-thioat (209)
H O OTBS
DO
o]

Gemak AAV H wurde aus dem Aldehyd 208 (94.0 mg, 0.44 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonat
82 (156 mg, 0.46 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.17 mL, 1.14 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester
209 (55.0 mg, 0.14 mmol, 36%) nach s&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc/ 1:1): 0.35; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =6.77 (tq, J = 7.3, 1.4 Hz,
1H, CHCCHz), 5.89 (brs, 1H, CH2NH), 3.61-3.57 (m, 1H, CHOSi), 3.47-3.43 (m, 2H, CH2NH),
3.08-3.05 (m, 2H, CH>S), 2.23-2.19 (m, 2H, CCHCH>), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.87 (d,
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J = 1.2 Hz, 3H, CHCCHs), 1.57-1.42 (m, 6H, CH2CHs, CCHCH,CH2, CH,CHCH,CHs), 0.88
(s, 9H, OSIC(CHs)s3), 0.86 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH2CHs), 0.05-0.03 (m, 6H, OSiCHs).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.*]

S-(2-Acetamidoethyl) (E)-7-hydroxy-2-methylnon-2-enthioat (210)

H O OH
WN\/\S)Y\/\/S\/
0

GemalR AAV K wurde aus dem TBS-geschiutzten Thioester 209 (55.0 mg, 0.14 mmol,
1.0 Aquiv.) und PPTS (207 mg, 0.82 mmol, 6.0 Aquiv.) das Substrat 210 (23.0 mg, 80.0 pmol,
57%) nach Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

Re: 6.75 min; tH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.79-6.76 (m, 1H, CHCCHs), 5.8 (brs,
1H, CH2NH), 3.57-3.52 (m, 1H, CHOH), 3.47-3.44 (m, 2H, CH2NH), 3.08-3.06 (m, 2H, CH>S),
2.28-2.23 (M, 2H, CCHCH?), 1.97 (s, 3H, OCCHs), 1.88 (s, 3H, CHCCHs), 1.70-1.62 (m, 1H,
1xCH2CHg3), 1.55-1.40 (m, 5H, 1xCH2CHsz, CCHCH,CH,;, CH>CHCH2CH3), 0.95 (t,
J=7.4 Hz, 3H, CH,CHs).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.7]

S-(2-Acetamidoethyl) (R)-2-((2R,6R)-6-ethyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)propanthioat (220)

’ 0
\[(N\/\s 0
0

Produkt 220 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 210 mit AmbDH3 nach

saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc) als farbloses Ol erhalten.

Rf: 0.44 (EtOAC); *H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 5.85 (brs, 1H, CH2NH), 3.52 (ddd,
J = 11.1, 89, 20Hz, 1H, OCHCH), 3.46-3.42 (m, 2H, CH:NH), 3.17-3.11 (m, 1H,
OCHCH2CH3), 3.08-2.96 (m, 2H, SCH), 2.73 (dg, J = 8.8, 7.0 Hz, CCHCH3), 1.95 (s, 3H,
OCCHpg), 1.89-1.84 (m, 1H, 1xCHCH.CH), 1.67-1.63 (m, 1H, 1XCHCHCHy), 1.58-1.53 (m,
1H, 1xCH3sCH2CHCH,), 1.52-1.37 (m, 3H, CH,CHs, 1xCHCH2CH>), 1.20-1.12 (m, 2H,
1XCHCH2, 1xCH3CH,CHCHy), 1.10 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CCHCHj3), 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H,
CH2CHa); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): d [ppm] = 203.6 (g, SCO), 170.3 (q, OCCHs), 79.6
(t, OCHCHy>), 79.5 (t, OCHCH), 54.5 (t, CHCH3), 40.0 (s, CH2NH), 31.1 (5, CHsCH2CHCHb,),
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29.4 (s, CH2CHs), 28.6 (5, CHCHCHa, SCHy), 23.6 (s, CHCH2CHy), 23.4 (p, OCCHs), 14.0 (p,
CCHCHs), 10.1 (p, CH2CHs); HRMS (ESI+) m/z fiir C1aH2sNNaOsS [M+Na]*: ber. 310.1453,
gef. 310.1448.

3-Propionyloxazolidin-2-on (211)

RS

Das Oxazolidinon (1.00 g, 11.5 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in Toluol (46 mL) vorgelegt und NaH
(60% in Mineral6l, 689 mg, 17.2 mmol, 1.5 Aquiv.) portionsweise zugegeben. Das Reaktions-
gemisch wurde fur 2 h bei Raumtemperatur gerthrt. Propionylchlorid (1.5 mL, 17.2 mmol,
1.5 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde fiir weitere 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Uberfiihren in ges. NaCl-Losung beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wéssrige Phase wurde mit CH.Cl, extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde Uber MgSOa getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Loésemittel befreit. Das propionierte Evansauxiliar 211 (1.64 g, 11.5 mmol, quant.)

wurde nach Umbkristallisation aus Toluol als farbloser, kristalliner Feststoff erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 4.43-4.40 (m, 2H, OCHy), 4.04-4.01 (m, 2H, NCHy),
2.94 (g, 2H, J = 6.5 Hz, CH2CH3), 1.17 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2CH).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.*3

3-[(2R,3S;2S,3R)-3-Hydroxy-2-methylpentanoyl]oxazolidin-2-on (212)
O O OH

PN

o N
-/

3-Propionyloxazolidin-2-on (211) (500 mg, 3.49 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. CH2Cl;
(31 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekuhit. nBu.BOTf (1.0 m in CH2Cl2, 3.8 mL, 3.84 mmol,
1.1 Aquiv.) und DIPEA (0.85 mL, 4.89 mmol, 1.1 Aquiv.) wurden nacheinander langsam
zugetropft und das Reaktionsgemisch fiir 15 min bei 0 °C geriihrt. Die Mischung wurde auf
-78 °C gekiihlt und Propionaldehyd (0.50 mL, 6.99 mmol, 2.0 Aquiv.) wurde zugegeben und
das Reaktionsgemisch wurde fiir 2.5 h bei 0 °C gerlhrt. Durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH
7) und MeOH wurde die Reaktion beendet. Eine Lésung aus MeOH:35%-H20> (2.4:1) wurde
langsam hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die

Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde mit CH2Cl, extrahiert. Die vereinigte
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organische Phase wurde mit ges. NaHCOs- und ges. NaCl-Ldsung gewaschen, tiber MgSO4
getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das erhaltene
Aldolprodukt 212 wurde ohne weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.

3-((2R,3S;2S,3R)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpentanoyl)oxazolidin-2-on (213)
O O OTBS

PN

o” N
-/

GemaRk AAV B wurde aus dem Aldolprodukt 212 (703 mg, 3.49 mmol, 1.0 Aquiv.), 2,6-Lutidin
(0.61 mL, 5.24 mmol, 1.5 Aquiv.) und TBSOTf (1.2 mL, 5.24 mmol, 1.5 Aquiv.) das TBS-
geschutzte Produkt 213 (844mg, 2.68 mmol, 77% (Uber zwei Stufen) nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 4:1) als farbloser Feststoff

erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 4:1): 0.30; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 4.44-4.34 (m, 2H,
CH2N), 4.08-3.93 (m, 3H, CH.0, CHOSI), 3.86 (dq, J = 6.8, 4.7 Hz, 1H, CHCHs), 1.58-1.51
(m, 2H, CH2CHa), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 0.90 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH2CHa), 0.87 (s,
9H, OSiC(CHBa)3), 0.03 (s, 3H, OSiCH3), -0.02 (s, 3H, OSiCH3); 13C-NMR (125 MHz, CDCls):
o [ppm] = 175.8 (g, OCCH), 153.4 (g, OCN), 73.9 (t, OCHCHy), 62.0 (s, OCH>), 43.1 (s,
CH2N), 42.1 (t, CHCH3), 28.3 (s, CH2CH3), 25.9 (p, OSiC(CHa)3), 18.2 (g, OSIC(CHa)z), 11.1
(p, CHCHBa), 9.5 (p, CH2CHs3), -4.0 (p, OSiCHs3), -4.8 (p, OSiCH3).

(2S,3S;2R,3R)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpentan-1-ol (214)
OTBS

HO

GemaR AAV C wurde aus dem TBS-geschitzten Aldolprodukt 213 (840 mg, 2.66 mmol,
1.0 Aquiv.) und LiBH4 (87.0 mg, 4.00 mmol, 1.5 Aquiv.) der Alkohol 214 (618 mg,
2.66 mmol, quant.) nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc /

9:1) als farbloses Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.38; *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] =3.69-3.61 (m, 2H,
CH20H), 3.52 (dd, J = 10.5, 5.1 Hz, 1H, CHOSI), 2.02-1.93 (m, 1H, CHCH3), 1.54-1.48 (m,
2H, CH2CHjz), 0.92-0.89 (m, 12H, CH2CHs, OSiC(CHa)s), 0.81 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHCHj),
0.09 (s, 3H, OSiCHs3), 0.07 (s, 3H, OSiCHs).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[®]
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(2S,3S;2R,3R)-3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-2-methylpentyl-4-methylbenzolsulfonat
(215)

OTBS

TsO

GemalR AAV D wurde aus dem Alkohol 214 (615 mg, 2.65 mmol, 1.0 Aquiv.), TsCl (555 mg,
2.91 mmol, 1.1 Aquiv.) und Pyridin (0.32 mL, 3.97 mmol, 1.5 Aquiv.) und DMAP (32.0 mg,
0.27 mmol, 0.1 Aquiv.) das Tosylat 215 (367mg, 0.95mmol, 36%) nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 39:1) als farbloses Ol
erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 39:1): 0.12; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.80-7.77 (m, 2H,
CHar), 7.35-7.33 (m, 2H, CHar), 4.00 (dd, J = 9.3, 6.3 Hz, 1H, 1xOCH>), 3.84 (dd, J = 9.3,
7.4 Hz, 1H, 1xOCHy), 3.57 (dt, J = 6.7, 3.1 Hz, 1H, CHOSI), 2.45 (s, 3H, CH3CAar), 1.97-1.87
(m, 1H, CHCH3), 1.47-1.33 (m, 2H, CH>CH3), 0.82 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCH3), 0.80-0.76 (m,
12H, CH2CHs, OSiC(CHsa)z), 0.00 (s, 3H, OSiCHz), -0.05 (s, 3H, OSiCHj3).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iberein."

tert-Butyldimethyl[((3S,4S;3R,4R)-4-methyloct-7-en-3-yl)oxy]silan (216)

Gemak AAV E wurde aus dem Tosylat 215 (367 mg, 0.95mmol, 1.0 Aquiv.) und
Allylmagnesiumbromid (aus Allylbromid (0.33 mL, 3.80 mmol, 4.0 Aquiv.) und Magnesium
(111 mg, 4.56 mmol, 4.8 Aquiv.)) das Alken 216 nach saulenchromatographischer Reinigung
an Kieselgel (Hexan) als farbloses Ol erhalten und direkt in die nichste Reaktion eingesetzt.

(4S,5S;4R,5R)-5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy]-4-methylheptanal (217)

OI OTBS

GemaR AAV F wurde aus dem Alken 216 (197 mg, 0.77 mmol, 1.0 Aquiv.) und PPhs (302 mg,
1.15 mmol, 1.5 Aquiv.) der Aldehyd 217 nach saulenchromatographischer Reinigung an
Kieselgel (Hexan:EtOAc / 29:1) als farbloses Ol erhalten und direkt in die nachste Reaktion

eingesetzt.
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(6S,7S,E;6R,7R,E)-S-(2-Acetamidoethyl)-7-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-2,6-dimethylnon-
2-enthioat (218)

H 0O OTBS
DG
@)
GemaR AAV H wurde aus dem Aldehyd 217 (114 mg, 0.44 mmol, 1.0 Aquiv.), Phosphonate
82 (180 mg, 0.53 mmol. 1.2 Aquiv.) und DBU (0.16 mL, 1.32 mmol, 3.0 Aquiv.) der Thioester
218 (75.0 mg, 0.18 mmol, 19% uber drei Stufen) nach saulenchromatographischer Reinigung
an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc/ 1:1): 0.16; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.76 (tq, J=7.4, 1.3 Hz,
1H, CHCCHz3), 5.91 (brs, 1H, CH2NH), 3.47-3.42 (m, 3H, CH2NH, CHOSI), 3.06 (t, J = 6.3 Hz,
2H, CH>S), 2.30-2.12 (m, 2H, CCHCHy), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.87 (d, J = 1.2 Hz, 3H,
CHCCHg), 1.67-1.51 (m, 2H, CH>CHCH3), 1.47-1.35 (m, 2H, CH2CH3), 1.28-1.19 (m, 1H,
CHCHz3), 0.88 (s, 9H, OSIC(CHz)3), 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHCH3), 0.84 (t, J = 7. Hz, 3H,
CH2CHs3), 0.03 (s, 3H, OSiCHa), 0.02 (s, 3H, OSiCH3).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein."]

(6S,7S,E;6R,7R,E)-S-(2-Acetamidoethyl)-7-hydroxy-2,6-dimethylnon-2-enthioat (219)
) OH

H
\WN\/\S)Y\/\('\/
O
GemalR AAV K wurde aus dem TBS-geschiutzten Thioester 218 (75.0 mg, 0.18 mmol,

1.0 Aquiv.) und PPTS (362 mg, 1.44 mmol, 8.0 Aquiv.) das Substrat 219 (38.0 mg, 0.13 mmol,
70%) nach Reinigung via semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

tr: 13.5 min; 'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.76 (tq, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, CHCCHs),
5.89 (brs, 1H, CH2NH), 3.47-3.42 (m, 3H, CHoNH, CHOH), 3.06 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,S),
2.35-2.14 (m, 2H, CCHCHy), 1.96 (s, 3H, OCCHs), 1.88 (d, J = 1.2 Hz, 3H, CHCCH3), 1.67-
1.25 (m, 5H, CH2CHCH3, CH2CHs, CHCH3), 0.96 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH.CHs3), 0.90 (d,
J=6.9 Hz, 3H, CHCH3).

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein."]
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Synthese von (-)-Centrolobin
S-Ethyl 2-bromethanthioat (227)

0
/\S)K/Br

GemaRk AAV J wurde aus Bromessigsaure (4.86 g, 35.0 mmol, 1.0 Aquiv.) und Ethylmercaptan
(2.39 g, 38.5 mmol, 1.1 Aquiv.), DIC (4.64 g, 36.5 mmol, 1.05 Aquiv.) und DMAP (428 mg,
3.50 mmol, 0.1 Aquiv.) der Bromthioester 227 (4.52 g, 24.9 mmol, 71%) erhalten und ohne

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 4.02 (s, 3H, CH2Br), 2.95 (g, J = 7.4 Hz, 2H, CH,S),
1.29 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHs).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.[}4

(2-(Ethylthio)-2-oxoethyl)triphenylphosphoniumbromid (228)

S)
9O @ TBr
/\S)vaph3

Der Bromthioester 227 (3.73 g, 20.4 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. Toluol (20 mL)
vorgelegt. PPhs (10.7g, 40.8mmol, 2.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 90 min bei 100 °C geruhrt. Nach abkiihlen auf Raumtemperatur wurden
die Suspension filtriert und der Filterkuchen mit Toluol gewaschen. Der Riickstand wurde unter
vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das Produkt 228 (7.89 g, 17.7 mmol, 87%) wurde

als farbloses Salz erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.85-7.80 (m, 6H, PPhs), 7.75-7.71 (m, 3H, PPhs),
7.64-7.60 (M, 6H, PPhs), 5.75 (d, J = 13.4 Hz, 2H, CH4P), 2.72 (g, J = 7.4 Hz, 2H, CH2CHs),
1.02 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): d [ppm] = 190.6 (g, d,
J = 6.6 Hz, OCS), 135.1 (t, d, J = 3.1 Hz, PPhs), 134.1 (t, d, J = 10.8 Hz, PPhs), 130.2 (t, d,
J = 13.2 Hz, PPhs), 118.0 (g, d, J = 88.6 Hz, PPhs), 40.6 (s, d, J = 52.6 Hz, CH2P), 24.6 (s,
CH,CHs), 14.0 (p, CH2CHs): 3P NMR (202 MHz, CDCls):  [ppm] = 21.1.
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S-Ethyl 2-(triphenyl-2°-phosphanyliden)ethanthioat (229)

0
/\S)JV/PPh3

Das Salz 228 (2.00 g, 4.49 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in CH2Cl, (45 mL) vorgelegt. K.COs-
Loésung (10Gew.-% in H20, 18 mL) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 50 min
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit CH2Cl»
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tiber MgSO4 getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Das Ylen 229 (1.63 g, 4.47 mmol, 99%) wurde

als farbloser Feststoff erhalten.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.64-7.60 (m, 6H, PPhs), 7.57-7.54 (m, 3H, PPhs),
7.48-7.44 (m, 6H, PPhs), 3.67 (brs, 1H, CHP), 2.84 (g, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CHs), 1.25 (t,
J = 7.4 Hz, 3H, CH2CH3);}3C-NMR (125 MHz, CDCls): J [ppm] = 180.6 (q, d, J = 5.1 Hz,
0CS), 133.2 (t, d, J = 10.3 Hz, PPhs), 132.3 (t, d, J = 2.8 Hz, PPhs), 129.0 (t, d, J = 12.3 Hz,
PPhs), 126.9 (g, d, J = 91.0 Hz, PPhs), 23.3 (s, d, J = 1.8 Hz, CH2CHs), 16.5 (p, CH2CH3); 3P
NMR (202 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 13.5.

S-Ethyl 2-bromopropanthioat (230)
o)

/\S)‘K(Br

GemaR AAV J wurde aus 2-Brompropionsaure (5.35¢g, 35.0 mmol, 1.0 Aquiv.) und
Ethylmercaptan (2.39 g, 38.5 mmol, 1.1 Aquiv.), DIC (4.64 g, 36.5 mmol, 1.05 Aquiv.) und
DMAP (428 mg, 3.50 mmol, 0.1 Aquiv.) der Bromthioester 230 (3.16 g, 16.0 mmol, 46%)

erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in der néchsten Reaktion eingesetzt.

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 4.50 (g, J = 6.9 Hz, 1H, CHCHs), 2.94 (q, J = 7.4 Hz,
2H, CH2CH3), 1.84 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CHCHs), 1.29 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHs).

S-Ethyl 2-(triphenyl-A%-phosphanyliden)propanthioat (231)
o)

/\S)K’//Pphs

Der Bromthioester 230 (1.89 g, 9.60 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. Toluol (9.6 mL)
vorgelegt. PPhz (5.03g, 19.2mmol, 2.0 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das

Reaktionsgemisch tber Nacht bei 100 °C geruhrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde
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die organische Phase mit Wasser extrahiert. Die vereinigte wéassrige Phase (82 mL) wurde mit
CH2Cl> (130 mL) versetzt und K.COs (9.18 g, 15.1 mmol, finale Konzentration 10Gew.-% in
H20) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fuir 40 min bei Raumtemperatur gerthrt.
Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit CH2Cl, extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wurde Giber MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Das Ylen 231 (2.48 g, 6.55 mmol, 68% uber zwei Stufen) wurde als gelber
Feststoff erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.60-7.52 (m, 9H, PPhs), 7.48-7.43 (m, 6H, PPhs),
2.84 (qd, J=7.2, 0.6 Hz, 2H, CH2CH3), 1.67 (d, J = 15.0 Hz, 3H, CCH3), 1.23 (t, J = 7.3 Hz,
3H, CH2CHj).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Literatur.7]

6-(4-Methoxyphenyl)tetrahydro-2H-pyran-2-ol (225)
OH
)

O/

Magnesium (3.53 g, 145 mmol, 2.4 Aquiv.) und eine katalytische Menge lod wurden in abs.
THF (290 mL) vorgelegt. Bromacetal 224 (25.3 g, 121 mmol, 2.0 Aquiv.) wurde tropfenweise
hinzugegeben und das Gemisch fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Uberstand wurde
abgenommen, zu Anisaldehyd (8.23 g, 60.5 mmol, 1.0 Aquiv.) in abs. THF (290 mL) gegeben
und das Reaktionsgemisch wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Durch Zugabe von
Salzsdure (1.5w™ in H20, 400 mL) wurde die Reaktion beendet und flr weitere 3.5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Gemisch wurde mit NaOH (1.5 m in H20) neutralisiert und die
Phasen wurden getrennt. Die wassrige Phase wurde mit EtO extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wurde Gber MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Das Lactol 225 (10.3 g, 49.3 mmol, 82%) wurde nach s&ulenchromato-
graphischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 1:1): 0.63; *H-NMR (500 MHz, CDClzs): 6 [ppm] = 7.32-7.28 (m, 4H, m-
CHaOMe), 6.89-6.87 (m, 4H, 0-CHaOMe), 5.45 (brs, 1H, OCHOH), 4.97 (dd, J = 11.5,
2.5 Hz, OCHOH), 4.91-4.89 (m, 1H, CCHO), 4.45 (dd, J = 11.2, 2.0 Hz, 1H, CCHO), 3.80 (s,
6H, OCHa), 2.09-1.27 (m, 12H, CH>).
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Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.["]

S-(2-Acetamidoethyl) (E)-7-hydroxy-7-(4-methoxyphenyl)hept-2-enthioat (222)

H (0] OH
) o~

Gemak AAV G wurde aus dem Lactol 225 (659 mg, 3.16 mmol, 1.0 Aquiv.) und Ylid 149
(2.00 g, 4.75 mmol, 1.5 Aquiv.) das Substrat 222 (100 mg, 0.28 mmol, 9%, E:Z = >19:<1) nach
sédulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc), sowie semipraparativer HPLC
(H20:CH3CN = 95:5 {5 min}, Gradient H2O:CH3CN 95:5 - 75:25 {15 min}, H20:CH3:CN
75:25 - 70:30 {30 min}, H20:CH3CN 70:30 - 5:95 {5 min}, H2O:CH3CN = 5:95 {5 min},
20 mL/min) als farbloses Ol erhalten.

Rf (EtOAC): 0.24; tr: 21.8 min; H-NMR (500 MHz, CsDe¢): 6 [ppm] = 7.15-7.12 (m, 2H,
m-CHaOMe), 6.90-6.80 (m, 3H, 0-CHaOMe, OCCHCH), 5.99 (dt, J = 15.5, 1.4 Hz, 1H,
OCCHCH), 4.81 (brs, 1H, CH2NH), 4.32-4.29 (m, 1H, CHOH), 3.34 (s, 3H, OCHg), 3.25-3.21
(m, 2H, NCH), 2.88 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CHS), 1.74-1.70 (m, 2H, CCH2CH), 1.66-1.56 (m,
1H, 1xOHCHCH)), 1.48-1.43 (m, 4H, 1xOHCHCH;, OCCHs), 1.38-1.29 (m, 1H,
1xCH2CH2CH2), 1.23-1.15 (m, ,1H, 1xCH2CH>CHy); 3C-NMR (125 MHz, C¢De): J [ppm] =
189.6 (q, SCO), 169.0 (g, NCO), 159.6 (q, CH30C), 146.0 (t, CHCHCH,), 137.7 (q,
p-Cq.a:OMe), 128.9 (t, 0-CHAOMe), 127.3 (t, m-CHaA:OMe), 114.1 (t, CHCHCH>), 73.7 (t,
OHCH), 54.9 (p, OCHpg), 39.8 (s, CH2CH2CHOH), 39.0 (s, NCH>), 32.1 (s, CHCHCHy), 28.5
(s, CH2S), 24.5 (s, CH2CH2CH?>), 22.7 (p, CH3CO); HRMS (ESI+) m/z fur C1gH2sNNaO4S
[M+Na]*: ber. 374.1397, gef. 374.1393.

S-(2-Acetamidoethyl) (E)-7-hydroxy-7-(4-methoxyphenyl)-2-methylhept-2-enthioat (226)

H (0] OH
0] O/

GemalR AAV G wurde aus dem Lactol 225 (382 mg, 1.84 mmol, 1.0 Aquiv.) und Ylid 167
(1.20 g, 2.76 mmol, 1.5 Aquiv.) das Substrat 226 (20.0 mg, 54.7 umol, 3%, E:Z = >19:<1) nach
sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (EtOAc), sowie semipréparativer HPLC
(H20:CH3CN = 95:5 {5 min}, Gradient H2O:CH3CN 95:5 = 75:25 {15 min}, H2O:CH3:CN
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75:25 - 70:30 {30 min}, H20:CH3CN 70:30 - 5:95 {5 min}, H2O:CH3CN = 5:95 {5 min},
20 mL/min) als farbloses Ol erhalten.

Rf (EtOAC): 0.25; tr: 27.9 min; H-NMR (500 MHz, CsDe¢): 6 [ppm] = 7.15-7.13 (m, 2H,
m-CHaOMe), 6.83-6.80 (m, 3H, 2x0-CHa:OMe, 1xCH3CCH), 4.62 (brs, 1H, CH2NH),
4.33-4.30 (m, 1H, CHOH), 3.33 (s, 3H, OCHpg), 3.26-3.22 (m, 2H, NCH?>), 2.88 (t, J = 6.7 Hz,
2H, CH.S), 1.86-1.81 (m, 2H, CCHCH.), 1.77 (s, 3H, CHs3CO), 1.68-1.62 (m, 1H,
1xCH2COH), 1.55-1.48 (m, 1H, 1xCH2COH), 1.44 (s, 3H, CHsCCO), 1.42-1.36 (m, 1H,
1xCH2CH2CH2), 1.30-1.24 (m, 1H, 1xCH2CH2CHz2); *C-NMR (125 MHz, C¢De): J [ppm] =
193.3 (g, SCO), 168.9 (g, NCO), 159.6 (q, Cq,aO), 141.7 (t, OCCCH), 137.7 (q, p-Cq,A-OCH?3),
136.5 (g, OCCCH), 127.3 (t, m-CHarOCHBa), 114.1 (t, 0-CHAOCHBg), 73.8 (t, COH), 54.8 (p,
OCHpa), 39.8 (s, NCH2), 39.2 (s, H.CCH2CHOH), 28.73 (s, CCHCH), 28.70 (s, CHS), 25.0
(s, CH2CH2CHy), 22.7 (p, CH3CCH), 12.6 (p, CH3CO); HRMS (ESI+) m/z fiir C19H27NNaO4S
[M+Na]*: ber. 388.1553, gef. 388.1548.

S-Ethyl (E)-7-hydroxy-7-(4-methoxyphenyl)hept-2-enthioat (232)

/\S)W\)\O\
~
0]

GemaR AAV G wurde aus dem Lactol 225 (618 mg, 2.97 mmol, 1.0 Aquiv.) und Ylid 229
(1.62 g, 4.45 mmol, 1.5 Aquiv.) das Substrat 232 (76.0 mg, 0.26 mmol, 9%, E:Z = 13.5:1) nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 4:1), sowie

semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 4:1): 0.25; tr: 15.6 min; *H-NMR (500 MHz, C¢Ds): 6 [ppm] = 7.12-7.09
(m, 2H, m-CHaAOMe), 6.87 (dt, J = 15.5, 7.0 Hz, 1H, OCCHCH), 6.82-6.79 (m, 2H,
0-CHaAOMe), 6.03 (dt, J = 15.5, 1.5 Hz, OCCHCH), 4.26-4.23 (m, 1H, CHOH), 3.34 (s, 3H,
OCHs), 2.80 (g, J = 7.4 Hz, 2H, CH,S), 1.72-1.67 (m, 2 H, CCHCH>), 1.59-1.51 (m, 1H,
1xCH2COH), 1.45-1.37 (m, 1H, 1xCH2COH), 1.34-1.25 (m, 1H, 1xCH,CH2CH,), 1.18-1.11
(m, 2H, 1xCH2CH,CH>, OH), 1.06 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3CH,S); 1*C-NMR (125 MHz, C¢Ds):
o [ppm] = 189.0 (g, SCO), 159.6 (g, Cqar0), 145.0 (t, OCCHCH), 137.7 (g, p-Cq.aOCHs3),
129.2 (t, OCCHCH), 127.3 (t, m-CHarOCHBa), 114.0 (t, 0-CHaOCHBa), 73.7 (t, COH), 54.8 (p,
OCHa), 39.0 (s, CH.CH2CHOH), 32.0 (s, CHCHCH,), 24.5 (s, CH2CH.CH,), 23.2 (s,
CH3CHy), 15.1 (p, CH3CH2); HRMS (ESI+) m/z fiir C16H2303S [M+H]": ber. 295.1362, gef.
295.1358.
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S-Ethyl (E)-7-hydroxy-7-(4-methoxyphenyl)-2-methylhept-2-enthioat (233)

/\SM
e
(0]

GemaR AAV G wurde aus dem Lactol 225 (907 mg, 4.36 mmol, 1.0 Aquiv.) und Ylid 231
(2.48 g, 6.54 mmol, 1.5 Aquiv.) das Substrat 233 (83 mg, 0.27 mmol, 6%, E:Z = 14.5:1) nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 4:1), sowie

semipraparativer HPLC als farbloses Ol erhalten.

Rf (EtOAcC): 0.34; tr: 16.9 min; H-NMR (500 MHz, CsDe¢): 6 [ppm] = 7.14-7.11 (m, 2H,
m-CHaOMe), 6.87 (dt, J = 15.5, 7.0 Hz, 1H, OCCHCH), 6.84-6.79 (m, 3H, 2x0-CHa:OMe,
OCCHCH), 4.30-4.27 (m, 1H, CHOH), 3.33 (s, 3H, OCHza), 2.81 (q, J = 7.4 Hz, 2H, CH.S),
1.85-1.79 (m, 5H, CCHCH2, CH3CCO), 1.67-1.60 (m, 1H, 1xCH,COH), 1.53-1.46 (m, 1H,
1xCH2COH), 1.41-1.33 (m, 1H, 1xCH:CH:CH;), 1.27-1.19 (m, 1H, 1xCH>CH:CH>),
1.14-1.13 (m, 1H, OH), 1.08 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3CH.S); *C-NMR (125 MHz, C¢De):
o [ppm] =192.9 (g, SCO), 159.6 (q, Cq, Ar0), 140.5 (t, OCCCH), 137.7 (g, p-Cq,a:OCH3), 136.7
(9, OCCCH), 127.3 (t, m-CHAfOCH3), 114.1 (t, 0-CHA/OCH3), 73.8 (t, COH), 54.8 (p, OCHj3),
39.2 (s, CH2CH2CHOH), 28.6 (s, CCHCH?>), 25.1 (s, CH2CH2CHz), 23.4 (s, CH3CH.S), 15.1
(p, CH3CH,S), 12.6 (p, CH3CCH); HRMS (ESI+) m/z fir C17H2302S [M-H0+H]*: ber.
291.1413, gef. 291.1404.

S-(2-Acetamidoethyl) 2-((2R,6S)-6-(4-methoxyphenyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)ethanthioat (223)

WN\/\S o

)
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Produkt 223 (6.6 mg, 18.8 pumol, 33%) wurde durch enzymatische Umsetzung von Substrat 222
(20.0 mg, 56.9 pmol, 1.0 Aquiv.) mit AmbDH3 nach Reinigung via semipréaparativer HPLC
(H20:CH3CN = 95:5 {5 min}, gradient H2O:CH3CN 95:5 - 75:25 {5 min}, H2O:CH3:CN
75:25 = 70:30 {30 min}, H2O:CH3CN 70:30 = 95:5 {5 min}, H2O:CH3CN = 5:95 {5 min},
20 mL/min) als farbloses Ol erhalten.

tr: 40.6 min; "H-NMR (500 MHz, CsDs): J [ppm] = 7.27-7.24 (m, 2H, OCHCCH), 6.84-6.81
(m, 2H, OCCH), 4.63 (brs, 1H, NHCHS), 4.16 (dd, J = 10.6, 1.9 Hz, 1H, OCHC), 3.91 (dddd,
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J=11.0,8.1,4.7, 2.0 Hz, 1H, OCCH.CH), 3.30 (s, 3H, OCHj3), 3.17 (ddd, J = 12.5, 6.5, 2.1 Hz,
2H, NHCH>), 2.82 (dt, J = 13.2, 6.6 Hz, 1H, 1xCH>S), 2.76 (dd, J = 14.6, 8.2 Hz, 1H,
1xOCCHy), 2-74 (dt, J=13.5, 6.5 Hz, 1H, 1xCH>S), 2.40 (dd, J = 14.6, 4.7 Hz, 1H, 1xOCCH>),
1.56-1.52 (m, 2H, 1XxCCHCH2, 1xCH2CH2CH2), 1.42 (s, 3H, OCCHg), 1.38-1.25 (m, 3H,
1xCCH2CHCH2, 1xCCHCH2z, 1xCH2CH2CH2), 1.10-1.02 (m, 1H, 1xCCH.CHCH,);
BBC-NMR (125 MHz, C¢Ds): J [ppm] = 196.8 (g, OCS), 168.8 (q, OCCHs), 159.5 (q,
CqarOMe), 135.9 (g, p-CqaOMe), 127.2 (t, m-CHaA:OMe), 114.0 (t, 0-CHAOMe), 79.6 (t,
OCHC), 75.1 (t, OCCH2CH), 54.8 (p, OCHs), 51.0 (s, OCCHz), 39.6 (s, NHCH), 33.8 (s,
CCHChy), 31.0 (s, CCH2CHCHz), 28.9 (s, CH2S), 24.0 (s, CH2CH2CH>), 22.7 (p, OCCHa);
HRMS (ESI+) m/z fir C1gH2sNNaO4S [M+Na]*: ber. 374.1397, gef. 374.1393.

(R)-2-((2R,5S,6R)-6-Ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1-(4-hydroxyphenyl)propan-
1-on (239)

HO

THP-Thioester 78 (15.0mg, 50.0 pmol, 1.0 Aquiv.), 4-((Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)phenyl)boronsaure (17.0 mg, 75.0 umol, 1.5 Aquiv.), CuTC (48.0 mg, 250 pmol,
5.0 Aquiv.), Pdzdbas+CHCIs (0.3 mg, 0.30 umol, 0.6mol%) und P(o-Furyl)s (0.6 mg,
2.40 pmol, 4.8mol%) wurden in abs. THF (600 pL) geldst und fur 24 h bei 50 °C geruhrt. Die
Mischung wurde auf Raumtemperatur abgekihlt und die Reaktion durch Zugabe von Salzsaure
(1.5 M in H20) beendet. Das Gemisch wurde fiir 10 min gertihrt und anschlieBend mit Et,0O
verdiinnt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit Et>O extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde Gber MgSOg4 getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Ldsemittel befreit. Das Keton 239 (9.5 mg, 34.5umol, 69%) wurde nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als farbloses Ol

erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 9:1): 0.07; *H-NMR (500 MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 7.94-7.91 (m, 2H,
m-CHa,OH), 6.89-6.83 (m, 2H, 0-CHAOH), 5.58 (brs, 1H, OH), 3.58-3.48 (m, 2H, OCCHCH3,
OCHCH:CHy), 2.74 (td, J = 9.1, 2.7Hz, 1H, OCHCH:CHs3), 1.83-1.74 (m, 2H,
1xOCHCH2CH2, 1xCH,CHCHzs), 1.55-1.47 (m, 1H, 1xCH.CHs), 1.36-1.27 (m, 3H,
CH2CHCHs, 1xOCHCH:CH2, 1xCH.CHCHs), 1.22-1.10 (m, 1H, 1xCH.CHs), 1.08 (d,
J =6.7 Hz, 3H, CH2CHCH3), 0.76 (d, J = 6.5 Hz, 3H, OCCHCHa), 0.58 )t, J = 7.4 Hz, 3H,
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CH2CH3); C-NMR (125 MHz, CDCls): § [ppm] = 203.6 (q, OCCHCH3), 159.7 (q,
HOCqaCHar), 131.4 (g, OCCqar), 131.3 (t, m-CHaOH), 115.1 (t, 0-CHAOH), 84.7 (t,
OCHCH2CHs), 80.5 (t, OCHCH,CH), 45.8 (t, OCCHCHs3), 35.1 (t, CH2.CHCHs3), 33.0 (s,
CH2CHCHs), 29.5 (s, OCHCH.CH,), 26.0 (s, CH.CHs), 17.8 (p, OCCHCHs), 13.6 (p,
CH2CHCHs), 9.6 (p, CH2CHs); HRMS (ESI+) m/z fiir C17H250s [M+H]": ber. 277.1798, gef.
277.1795.

4-((S)-2-((2R,5S,6R)-6-Ethyl-5-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)propyl)phenol (242)

\
\\\

HO

THP-Keton 239 (2.0 mg, 7.24 umol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. Et,0 (70 pL) vorgelegt. LiBH4
(0.2 mg, 10.9 pmol, 1.5 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 90 min bei
Raumtemperatur geriihrt. EtsSiH (10 pL, 57.9 umol, 8.0 Aquiv.) und TFA (9 pL, 123 umol,
17.0 Aquiv.) wurden tropfenweise hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde fiir weitere
5 min bei 0 °C und weitere 55 min bei Raumtemperatur gertihrt. Durch Zugabe ges. NaHCO3-
Losung wurde die Reaktion beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit
Et.O extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tber MgSOg4 getrocknet, filtriert und
unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Keton 242 (1.5 mg, 5.72 pumol, 79%)

wurde als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.05-7.02 (m, 2H, m-CHaOH), 6.75-6.72 (m, 2H,
0-CHaOH), 2.97-2.93 (m, 2H, 1xCH2Cqar, OCHCH2CH2), 2.82 (td, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H,
OCHCH2CHs3), 2.35 (dd, J = 13.5, 9.0 Hz, 1xCH2Cqar), 1.81-1.64 (m, 4H, CqarCH3CH,
1xCH,CH3, CH.CH,CHCH3), 1.44-1.27 (m, 3H, CH2CH;CHCHs, 1xCH2CHs,
CH2CH2CHCHz3), 1.17-1.09 (m, 1H, 1xCH>CH>CHCHz3), 1.01 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH2CHy),
0.81 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH2CH2CHCHj3), 0.75 (d, J = 6.8 Hz, CqAiCH2CHCH3); 13C-NMR
(125 MHz, CDClg): o [ppm] = 153.5 (g, HOCyqaCHar), 133.5 (g, CH2Cgar), 130.7 (t,
0-CHAa:OH), 115.0 (t, m-CHaOH), 84.8 (t, OCHCH2CHj3), 81.1 (t, OCHCH2CH>), 40.4 (t,
Cq,ACH2CH), 38.2 (s, CH2Cqar), 35.4 (t, CH.CH2CHCH3), 33.3 (s, CH2CH>CHCHB3), 29.3 (s,
CH>CH>CHCH3), 26.4 (s, CH2CH3), 17.9 (p, CH2CH2CHCHBg), 15.1 (p, Cq,A-CH2.CHCHg), 10.4
(p, CH2CH3); HRMS (ESI+) m/z flir C17H2702 [M+H]": ber. 263.2006, gef. 263.2002.
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1-(4-Hydroxyphenyl)-2-((2R,6S)-6-(4-methoxyphenyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)ethan-1-on
(243)

HO

THP-Thioester 223 (5.0mg, 14.2umol, 1.0 Aquiv.), 4-((Tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)phenyl)boronsaure (4.8 mg, 21.3 umol, 1.5 Aquiv.), CuTC (14.0 mg, 71.1 pmol,
5.0 Aquiv.), Pd.dbaz:CHCI3 (0.1 mg, 0.086 pmol, 0.6mol%) und P(o-Furyl); (0.2 mg,
1.37 pumol, 4.8mol%) wurden in abs. THF (250 pL) geldst und fir 24 h bei 50 °C gerihrt. Die
Mischung wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und die Reaktion durch Zugabe von Salzsdure
(1.5 M in H20) beendet. Das Gemisch wurde fiir 10 min gerihrt und anschlieBend mit Et,O
verdiunnt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit Et,O extrahiert. Die
vereinigte organische Phase wurde Uber MgSOa getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Losemittel befreit. Das Keton 243 (3.3 mg, 10.1 umol, 71%) wurde nach séulen-

chromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 7:3) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 4:1): 0.12; [a]32=-261.2° (c = 0.2, Et,0); 'H-NMR (500 MHz, CDCls):
J [ppm] = 7.90-7.87 (m, 2H, m-CHaOH), 7.24-7.21 (m, 2H, m-CHaOMe), 6.84-6.79 (m, 4H,
0-CHaOMe, 0-CHaOH), 5.93 (brs, 1H, OH), 4.38 (dd, J = 11.3, 1.7 Hz, 1H, OCHC), 4.18-
4.13 (m, 1H, OCCHCH), 3.77 (s, 3H, OCHjs), 3.34 (dd, J = 15.8, 6.0 Hz, 1H, 1xOCCH>), 2.96
(dd, J = 15.8, 6.4 Hz, 1H, 1XOCCH>), 1.97-1.92 (m, 1H, 1xCH,CH,CH>), 1.83-1.80 (m, 2H,
1xCH2CHCCH, 1xCH,CHCH,C), 1.77-1.68 (m, 1H, 1xCH,CH,CH,), 1.58-1.49 (m, 1H,
1xCH2CHCCH), 1.41-1.33 (m, 1H, 1xCH,CHCH:C); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm]
=197.5 (g, OCCCH), 160.2 (g, HOCCH), 158.9 (g, CH3OCCH), 135.4 (g, p-CqaOH), 131.1
(t, 0-CHArOH), 130.7 (g, p-CqarOH), 127.3 (t, 0-CHAOMe), 115.4 (t, 0-CHA/OH), 113.7 (t,
0-CHaAOMe), 79.7 (t, OCHC), 75.3 (t, OCCHCH), 55.4 (p, CH30), 45.3 (s, OCCH>), 33.1 (s,
CH,CHCCH), 31.5 (s, CH,CHCH,C), 24.0 (s, CH2CH.CH.); HRMS (ESI+) m/z fiir
C20H22NaO4 [M+Na]™: ber. 349.1410, gef. 349.1404.
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4-(2-((2R,6S)-6-(4-Methoxyphenyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)ethyl)phenol (59)

DhAAe
HO o~

THP-Keton 243 (3.0 mg, 9.19 pumol, 1.0 Aquiv.) wurde in abs. Et,0 (100 uL) vorgelegt. LiBHa4
(0.3 mg, 13.8 pmol, 1.5 Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 90 min bei
Raumtemperatur geriihrt. EtsSiH (12 pL, 73.5 umol, 8.0 Aquiv.) und TFA (12 pL, 156 pumol,
17.0 Aquiv.) wurden tropfenweise hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde fiir weitere
60 min bei Raumtemperatur gertihrt. Durch Zugabe ges. NaHCOs-L6sung wurde die Reaktion
beendet. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase mit Et2O extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wurde Giber MgSOs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. (-)-Centrolobin (59) (2.0 mg, 6.40 pmol, 70%, e.e. 78%) wurde nach
saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 7:3) als farbloses Ol

erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 7:3): 0.40; [a]3*=-78.0° (c = 0.1, CH2Cl,); 'H-NMR (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7.31 (d, J=8.4 Hz, 2H, m-CHA:OMe), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H, m-CHAOH), 6.88 (d,
J = 8.8 Hz, 2H, 0-CHAOMe), 6.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 0-CHaAOH), 4.58 (brs, 1H, OH), 4.29
(dd, J =11.2, 2.1 Hz, 1H, OCHC), 3.80 (s, 3H, OCHg), 3.44 (dddd, J = 10.7, 8.1, 4.6, 1.9 Hz,
1H, OCHCH:CH;C), 2.75-2.62 (m, 2H, CH.C), 1.95-1.86 (m, 2H, 1xCH,CH,C,
1xCH2CH2CH,), 1.85-1.80 (m, 1H, 1xCH,CHC), 1.76-1.67 (m, 1H, 1xCH,CHC), 1.66-1.59
(m, 2H, 1xCH2CH,CHz, 1xCH,CHCH2CH:C), 1.54-1.46 (m, 1H, 1xCH,CHC), 1.37-1.28 (m,
1H, CH2CHCH,CH,C); 3C-NMR (125 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 158.8 (4, CH30Cqar), 153.6
(9, HOCqar), 136.0 (g, CH2CHCqar), 134.9 (g, CH2Cqar), 129.7 (t, m-CHAOH), 127.2 (t,
m-CHarOMe), 115.2 (t, 0-CHaOH), 113.7 (t, 0-CHAOH), 79.2 (t, CH.CHC), 77.3 (t,
CH2CHCH,CH,C), 55.4 (p, OCHs), 38.4 (s, CH2CH.C), 33.5 (s, CHCHC), 31.4 (s,
CH2CHCH,CH,C), 30.9 (s, CH2CH2C), 24.2 (s, CH2CH2CH); HRMS (ESI+) m/z fiir
CaoH2503 [M+H]": ber. 313.1798, gef. 313.1799.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[®l
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Abbildung 144: *H-NMR-Spektrum (CDCl;, 500 MHz, oben), *C-NMR-Spektrum (CDCls, 125 MHz, mitte),

1P NMR-Spektrum (CDCl3, 202 MHz, unten).
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Abbildung 145: *H-NMR-Spektrum (CDCls, 500 MHz, Verunreinigungen: H,O, oben), *C-NMR-Spektrum

(CDCl3, 125 MHz, unten).
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Abbildung 206: Umsetzung des 222 (a, oben) mit AmbDH3 und (b, unten) ohne AmbDH3.
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Abbildung 207: Umsetzung des 226 (a, oben) mit AmbDH3 und (b, unten) ohne AmbDH3.
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Abbildung 208: Umsetzung des 232 (a, oben) mit AmbDH3 und (b, unten) ohne AmbDH3.
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Abbildung 209: Umsetzung des 233 (a, oben) mit AmbDH3 und (b, unten) ohne AmbDH3.
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Sample Name Instrument Method Name Ru_n Time | Injection Volume
(Minutes) (uL)
1|TH517_9505_191118-1|OD3 H iPr 95 5 Flow 08 254nm 30,00 10,00
0,08

1 o
N~
| o
0,06+ ©
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Minutes

Start | End
(min) | (min)

10,26| 9,97|10,68| 14525 22,00| 193503 | 10,99
2 18,88 18,39|19,95|51500 78,00| 1567804 | 89,01

Ret. Time Height| % Height| Area |% Area

Abbildung 211: Analyse von (-)-Centrolobin via chiraler HPLC zur Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses
(59:ent-59 / 89:11).

HO16
17

Tabelle 4: Vergleich der *H-NMR Verschiebungen und Multiplizitaten von (-)-Centrolobin (59) mit der Literatur.

1H o [ppm] (500 MHz, CDCls) o [ppm] (400 MHz, CDCls)[]
9,9’ 7.31(d, J = 8.4 Hz, 2H) 7.33(d, J = 8.6 Hz, 2H)
14, 14° 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H) 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H)
10, 10° 6.88 (d, J = 8.8 Hz, 2H) 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 2H)
15,15° 6.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H) 6.71 (d, J = 8.5 Hz, 2H)
17 4.58 (br, 1H) 5.14 (br, 1H)
7 4.29 (dd, J=11.2, 2.1 Hz, 1H) 4.32 (dd, J=11.0, 2.0 Hz, 1H)
12 3.80 (s, 3H) 3.81 (s, 3H)
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3.47 (dddd, J=9.8, 7.5, 1.8 Hz,

3 3.44 (dddd, J = 10.7, 8.1, 4.6, 1.9 Hz, 1H) 1H)

1 2.75-2.62 (m, 2H) 2.70 (m, 2H)

2, Beq 1.95-1.86 (m, 2H) 1.92 (m, 2H)
Beq 1.85-1.80 (m, 1H) 1.84 (m, 1H)

2 1.76-1.67 (m, 1H) 1.74 (m, 1H)
Bax, 4eq 1.66-1-59 (m, 2H) 1.62 (m, 2H)
Bax 1.54-1.46 (m, 1H) 1.56 (m, 1H)
Ao 1.37-1.28 (m, 1H) 1.35 (m, 1H)

Tabelle 5: Vergleich der 3C-NMR Verschiebungen von (-)-Centrolobin (59) mit der Literatur.

13C o [ppm] (125 MHz, CDCls) & [ppm] (101 MHz, CDCls3)®l
11 158.8 (q) 158.7
16 153.6 (q) 1535
8 136.0 (q) 135.6
13 134.9 (q) 1345
14, 14° 129.7 (1) 129.5
9,9’ 127.2 (t) 1271
15, 15° 115.2 (1) 115.1
10, 10° 113.7 (t) 113.6
7 79.2 (t) 79.2
3 77.3 (1) 77.3
12 55.4 (p) 55.3
2 38.4 (5) 38.2
6 335 () 33.2
4 31.4 (s) 31.2
1 30.9 (s) 30.7
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Abbildung 212: Modellierte Substrate in der aktiven Tasche von AmbDH3. a) 77; b) (6S,7S)-219; c) (6R,7R)-
219; d) 158; e) 244; f) 165; g) 161; h) 126; i) 199.11101

Tabelle 6: Distanzen zwischen den Aminosauresubstituenten der katalytischen Diade in der aktiven Tasche von
AmbDH3 und 7(8)-OH, bzw. C3 der hineinmodellierten Substrate.%

Distanz [A] A b c d E f g h i

D215-7(8)-OH 2.1 2.6 6.2 1.9 5,2 6.5 2.2 2.4 2.9
7(8)OH-C3 3.6 4.9 3.9 3.5 3.9 3.7 4.0 3.2 3.5
H51-C3 3.3 3.3 2.6 3.1 2.3 3.1 3.1 3.0 2.4
Umsatz [%] 87 18 0 17 0 0 43 13 37
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Umsatzverfolgung via UV-Absorption
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Abbildung 213: Umsatzverfolgung der AmbDH3-katalysierten Umsetzung von 77 (1.0 mM Substrat-, 50 uM
Proteinkonzentration) zu 78 via UV-Absorption innerhalb der ersten 15 min.
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Abbildung 214: Kalibriergeraden fir die Bestimmung der Probenkonzentrationen der Verbindungen 77 und 78
via UPLC-MS-Chromatogramme.
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Abbildung 215: UPLC-MS-Chromatogramme der Umsetzung von 77 (0.14 mM) der kinetischen Untersuchung
von AmbDH3.
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Abbildung 216: UPLC-MS-Chromatogramme der Umsetzung von 77 (0.24 mM) der kinetischen Untersuchung
von AmbDH3.
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Abbildung 217: UPLC-MS-Chromatogramme der Umsetzung von 77 (0.37 mM) der kinetischen Untersuchung
von AmbDH3.
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Abbildung 218: UPLC-MS-Chromatogramme der Umsetzung von 77 (1.4 mM) der kinetischen Untersuchung
von AmbDH3.
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Abbildung 219: UPLC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von 126-gesattigtem HEPES-Puffer mit AmbDH3.
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Abbildung 220: UPLC-MS-Chromatogramm der Umsetzung von 158 im 0.1 mg-MaRstab mit AmbDH3.
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Abbildung 221: *H-NMR-Spektrum der Inkubation von 77 mit AmbDH3 fiir 2 h. Die zur Umsatzbestimmung
(27%) verwendeten Signale wurden hervorgehoben und farblich markiert.
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Abbildung 222: 'H-NMR-Spektrum der Inkubation von 77 mit AmbDH3 fiir 5 h. Die zur Umsatzbestimmung
(49%) verwendeten Signale wurden hervorgehoben und farblich markiert.
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Abbildung 223: *H-NMR-Spektrum der Inkubation von 77 mit AmbDH3 fiir 9 h. Die zur Umsatzbestimmung
(89%) verwendeten Signale wurden hervorgehoben und farblich markiert.
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Abbildung 224: 'H-NMR-Spektrum der Inkubation von 77 mit AmbDH3 fiir 16 h. Die zur Umsatzbestimmung
(96%) verwendeten Signale wurden hervorgehoben und farblich markiert.
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