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Uber Jahrmillionen ist es der Natur gelungen sich im Zuge der Evolution an immer neue
Gefahren und Gegebenheiten anzupasgem Schutz gegenuberdageinden oder bei sich
verandernden klimatischen Bedingungen, entwickelte die &ild Pflanzenwelt spdiche
Strategien, um sich den jeweiligen Umstanden zur Wehr zu s&ireprobates Mittehierfir

ist die Produktion sekundarer Metabolite, welche entwedeeigene Uberlebesfahigkeit

direkt begunstignoder eine aulRere Gefamquelledm Wachstunmbeentrachtigen, moglicher

weise sogar abtet. Solche teils hochkomplexen chemischen Verbindunggepw.Cephale

sporin C(1)M, zeigen haufigrielversprechende Wirksamken gegeniiber unterschiedlichen

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

Abbildung 1: Beispiele fur Naturstoffeverschiedenen Ursprungsind unterschiedlicher Wirksamkeit
(Cephalosporin 1), Acremoniuri, antibiotisch; Jerangolid A(2), Sorangium cellulosulfi, antimykotiscH3l).
Die pharmakphorenHeterozyklen sindblau hervorgehoben.

Cephalosporin (1) ist ein aus der Familidcreniumstammendes und leicht antibiotisch
wirkendes b-Lactam, welchesstrukturelle Ahnlichkeit mit den Penicillinen aufweist.
Wenngleich mit keiner sonderlich hohen Aktivitat in Verbindung gebracht, bildet der Grund
korper dieser Verbindung die Basis einer daeatibauenden, umfangreichen Wirkstoffklasse.
Cephalosporine sind Derivate des urspriinglich isolig@tephalosporin Q1) und haben im
Prozess der Entwicklung unglaubliche Verbesserungen im Einsatzgebiet und der Aktivitat

erfahren(!!
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Abbildung 2: Uberblick verschiedener Cephalosporinderivate unterschiedlicher Generationen und ihr jeweiliger
eingetragener Handelsnani@e pharmakologisch einflussreichen Heterozyklen biad hervorgehoben.

Wahrend es die Verbinduny aufgrund der geringen Aktivitaticht zur Verwendung als
Medikament geschafft hat, gibt es mit denAbbildung 2 dargestellten Strukturen, eine
Vielzahl vonkommerziell erhaltliche®erivaten.Diese Verbindungen zeigen ausgezeichnete
Aktivitaten gegenuber grampositiven (Cefapirin: ~@gdmL (Staphylococus aureuy
Cefuroxim: 0.8ug/mL (S aureu$, sowiel negativen (Cefotaxim: ~0.Q¥g/mL (Escherichia

coli)) Krankheitserregern.

Auch die Klasse der Jerangolidélgbildung 1) zeigte bereitkurz nach der Entdeckung
bedeutendd@ktivitdten gegeniber einer Vielzahl von Pilzderangolid A(2), unter anderem:
Trichosporon terrestreMIC = 0.13ug/mL; Hansenulaanomalag MIC = 0.07pug/mL)El.
Wenngleich diese eine potenziell vielversprechende itseruktur darstellen ist der
totalsynthetische Zugarmy dieser Substanzklasse nur mit gro3em Aufwand zu errei€resn
Einsatz chemoenzymatischer Synthesestufen konnte die Herstellung moglicherweise soweit
vereinfachen, dass potenziell hochwirksame Mawdliente darauabgeleitet werden kdnnen
Ein besonders imposant8gispiel hierfurstellt dieindustrielle Produktion des Antibiilkums
Erythromycin(6) dar. WahrendWoOODWARD et al in der 1981 \er¢ffentlichte Totalsynthese
mit 50 linearen Syntheseschrittekleinstmengen Erythromycin(6) mit eing finalen
Gesamtasbeute voi0.0064% /1 erhielten ist esheutemdoglichdiesesdurch Fermentatioim

groRen MaRstabereitsinnerhalbweniger Tagelarzustellerf!
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Ein heraustechendes Merkmadler bereits gezeigten, sowieeler weitererNaturstoffe ist das
Vorhandensein eines oder mehrerer heteroatomhaltiger Ringsysse&he farbliche Mar
kierung in Abbildung 1 und Abbildung 2). Durch die Polaritat der Kohlensteffetero
atombindung oder die Elekinendichte am Heteroatom s&fjhist dieses haufig dazu in der

Lage Uber attraktive Wechselwirkungen als Ligand an Proteine zu koorditileren.

Durch Koordinationbestimmter Botenstoffe und der datienétigtenpositiven Interaktion,
kommt es beispielsweise in ein@ebenrTransmembranrezeptor zur Konformationsandg
undin Folge dessenur Signalveiterleitung ins Innere der Zelldie weitereinduzierte Effekte

zur Folge haben karitf!

Heterozyklen in biologisch aktiven Verbindungen
ChemischeSynthesenethodenvon O-Heterozyklen

Im Laufe des 19. und 20ahrhundertsvurden immer neuehemischeéVethoden entwickelt,

um sauerstoffhaltigen Hetergklenselektiv aufzubauen.

0 OH |
z a
/\OW 89% -~ 0
7

Abbildung 3: Zyklisierungvia oxaMICHAEL-Addition aus der Totalsynthese véarangolid EnachHAHN et al.
Bedingungena) KOBu, CH.Cl, 0°C, 4h.MY

Eine einfache Variante ist die unselekt&sklisierung(Abbildung3) unterZuhilfenahme von

KO'Bu als sterisch anspruchsvolle Base, wie sie MaAN et al. in der Totalsynthese von
Jerangolid EVerwendung fandHierbei wurde ausgenutzt, dass es sich in deeigen
Struktur 6 um ein MICHAEL-System handelt und sich im 31Abstand ein potenzieller
Reaktionspartner befindet. Im protonierten Zustand zu schwach, kann das nach der
Deprotonierung vorliegende Alkoholainion intramolekular an der Doppelbindung angreif

und so den Ringschluss durchfihretur Verminderung maoglicher 1.8bstofdungen im
entstandenen Rin), sind alle Substituenten, auch der am astgebauterStereozentrum

aquatorial ausgerichtet. Die Konfiguration deiV2-Gruppe kann bei dieser Syntheseroute

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

dieses in den Folgeschritten zu einem Prochiralitatszentrum umgewanchit! !

Allgemein lasst sich der Ringschluss hinsichtlich deftrans-Selektivitdt mit Hilfe der
verwendeten MAtivierung (sauer, basisch oder metallkatalysiert), sowie kinetisch und
thermodynamisctkontrollieren Eine zuséatzlicheMdglichkeit biete die Konfiguration der

Doppelbindung und die Dareichungsform 8&sHAEL-Akzeptorst? 7]

51% ’ 072
(zwei Stufen) kf\/
1"

Abbildung 4: Zyklisierungvia Epoxidéffnung aus der Totalsynthese M@homactin Anach SARPONG et al.
Bedingungena) DMP, NaHCQ, CH.Cl,, RT, 5h, dann NaOMe, MeOH, ©C, 30min; b) RedAl, CHxCl>,
-78°C, 1h.8

Eine weitere Aufbaumdglichkeit bietet die V@RPONG et al. vorgestellte Epoxiddffnung
(Abbildung4). Dieser Schritt in der Totalsynthese WhomactinA zeigt zudem den Einfluss
raumlicher Nahe auf diBurchfihrbarkeit bestimmter Reaktiondn der Verbindun® steht

die zentrale Hydroxygruppe axiahd kann das ebenfalls pseudoaxiale Epoxid nicht angyeifen
da dies von der Ruckseite geschehen mii&st nach einer Kaskade aus Oxidation und
anschlieBender Reduktion, bei der die Hydgmppe die bevorzugte dquatoriale
Konformation einnimmt, kann der nukleophile Angriff am dreigliedrigen Ring stattfinden und
der Tetrahydropyranring (THRing) in 11 stereoselektiv geschlossen werdé&h.

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

Abbildung 5: Zyklisierung via PRINS-Reakton aus der Totalsynthese vd)-Spirolaxin Methylethemach
NAsINI et al. Bedingungena)TiCls, -70°C, 4h, dann-20°C, 1h.9
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Nachdem H. JPRINS? im Jahre 1919 die intermolekulak®ndensatiorvon Aldehyden und
Alkenen unter dem Einfluss einer Saugezeigt hae, gewanndieseReaktion mit der Zeit
immer mehr an Bedeutung. Gerade die intramolekulare Variante, bekannt unter der
BezeichnungPrINS-Zyklisierung ist ein haufig verwendetes Werkzeug zur Erzeugung von
Sauerstofieterayklen®! Abbildung 5 zeigt einen Ausschnitt aus der Totalsyntheles
Methylethers vor(+)-Spirolaxin NASINI et al. fihrten die Reaktion am Lact@B durchund
konnten so den chlorierten THRIng 14 erhalten. DieLEwis-S&ure TiC} aktiviert den im
Gleichgewicht mit dem Lactol3 stehenden Aldehyd und ermdglicht so den Angriff der
Doppelbindung vonl2 Der Ringschluss erfolgt anschlie@end durch die fortbestehende
Aktivierung des gebildeten Alkoholatsind den nucleophilen Angriff des ebenfalls
koordinierten Alkohols. Die vorhandene positive Ladung im JRiRg wird durch ein

Chloridanion neutralisiefY!

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

Bn( Bn

15 16

Abbildung 6: Zyklisierungvia Ringschlussmetathese aus der TotalsyntheseAwdruticin SnachLEE et al.
Bedingungena) GRuBBS |, Pb(OAc), CH.Cl,, Reflux, 3h.[?2

Zum Aufbau cyclischer Strukturmovie eignet sich Allgemeiren haufig die Ringschluss
metathesdn Abbildung6 ist beispielhaft ein Ausschnitt aus der TotalsyntheseArobruticin

S nachLEE et al. gezeigt. Vom Dienl5 ausgehend wurde hierbei unter iienahme des
rutheniumbasiertenGrRuUBBS |-Katalysators durch Freisetzung von Ethylen der Ring zum
Dihydropyran (DHP)16 geschlossen. Zunéchst koordiniert der Katalysator an der einfach
substituierten Doppelbindung und tauscht dabei seinen Styrolliganden aus. Nach Anlagerung
des disubstituierteAlkens kommt es zunachst zu Bildung eines viergliedrigen RBejsder

darauf folgenderRingdffnung wird das Ringschlussprodukt freigesetzt ded Katalysator

regeneriert??
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OTES OTES
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Abbildung 7: Zyklisierungvia asymmetrischeDIELS-ALDER-Reaktion aus der Totalsynthese vambruticin S
(28) nachJacoBsENet al. Bedingungena) 20, RT, 40h.12%

In einer anderen Syntheseroute zum bereits angesprocherieaticin Svurde der Weg tber
eine asymmetrischéletereDIELS-ALDER-Reaktion gewahltJACOBSEN et al. verwendeten
dabei den Aldehyd7 und das geagte Dienl18 (Abbildung 7). Die Stereoselektivitat wurde

bei derdurchgefihrten Umsetzung durainen chiralen Chromkatalysator induzieier
Aldehyd 17 wird zunadchst vom Chrom (IHXentrum koordiniert und bildet eine
Wasserstoffbriicke zum funfringebundenen Sauerstoffliganden aus. Aufgrund des sterisch
anspruchsvollen Adamantylsubstituenten tetrasubstituierten Aromatest es fir das Dien
energetish gunstiger sicimit derebenfalls groRe®TES Gruppevon diesem abuwende. Im
letzten Schritt findet der Ringschluss statt undDI® 19 entsteht?®!

b)

91%
(zwei Stufen)

Abbildung 8: Zyklisierung via S-Elektrophil ausder Totalsyntheseeines Fragments voBrevetoxinnach
NicoLAou et al. Bedingungena) NCSAgNQOs, SiO,, 2,6-Lutidin, MeCN, RT, 30min; b) mCPBA, CHCl,, 0°C,
dann E4SiH BFs;, 0°C, 2 h.[?4

Aus den Untersuchungen zur Synthese von Polyethern, durchgefiihMicomou et al,
stammt eineweitere Methodik, die zudem einen Zugang zu grol3eren Ringsystemaunbt
(Abbildung 8). Im Rahmen des Aufbaus von Brevetoxin sollte der dargestelltgliadnge
Ring Uber ein&-ElektrophilZwischenstufe aufgebaut werden. Hierfir wird zunachst im dem
Dithioacetal21 unter Ausbildung eines-C-Doppelbindung ein Schwefelsubstituent eliminiert.

Das ethylaktivierte Thioketon kann dann vom erzeugten Alkoholatanion intramolekular
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angegiffen und so der Ringschlugsi 22 vollzogen werden. Durch anschlieRende Oxidation
desS-Substituergn und anschlieRender Reduktwind die Verbindung entschwefelt und es
entsteht das Tetrahydrooxo@8.[*!

Abbildung 9: Zyklisierung via Ti-vermittelter Olefinmetathese aus der Totalsyntheises Fragments von
MaitotoxinnachNICOLAOU et al. Bedingungena) TEBBE-Reagenz, THF, R, 25min, dann Reflux, $.125:28]

Eine weitere vorNicoLAOU et al. entwickelte Methode zum Aufbau von Polyethern ist in
Abbildung 9 gezeigt Es handelt sich dabei um eifievermittelteOlefinmetathese, welche in

der Totalsynthese von Brevetoxin und Maitotoxin eingesetzt werden sollte. Im ersten Schritt
findet dabei die Olefinierung der Estercarbonylgruppe4 via TEBBE-Reagenz statt. Die
vorliegende Titanspezies bleibt anschlieend an dedidubstituierten Doppelbindung
koordiniert und die(Z2)-Doppelbindung wird angelagert. Danach kommt es analog zur
Olefinmetathese nachGRuBBs zur Ausbildung eines viergliedrigen Ri® und der

darauffolgenden Ringéffnung zum finalen Prodp&f?52]

Enzymatischer Aufbau von O-Heterozyklen

Einige vergleichbare Konzepmim Aufbau sauerstoffhaltiger Ringeurden bereits von der
Natur im Laufe der Evolution entckelt. Wahrend die Reaktioneim organischchemischen
Syntheseutendurch den speziellen Aufbau der Ausgangsverbindoigler die geschickte
Zugabe vorHilfsstoffen gescéhen werdendiese imnattrlichen Umfeld durch ddanwirken
katalytisch aktiver ProteinsogenannteEnzymeoder enzymatischer Doméanesrmaglicht.

Die dabei dargestelltedeterozyklersind in einer Vielzahl unterschiedlicher Naturstoffklassen
vorhanden und tragen maRgeblich zu deren biologische Aktivita"B8i.Sie wirken sich
zudempositiv auf die fir die Koordination in der aktiven Tasche des Zielproteins unabdingbare

strukturelleRigiditat aug"
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Mubirocin (26
upirocin (26) Granaticin (27)

Ambruticin S (28)

Abbildung 10: Ubersicht einigempolyketidischeNaturstoffe mitO-Heterayklen (blau).l!

In Abbildung 10 ist eine AuswahpolyketidischerNaturstoffe dargestellt. Dienzymatisch

Bildung des jeweiligefarblich hervorgehobe®-Heterayklenwird nachfolgendeschrieben

Mupirocin (26) ist das Produkt eindrochkomplexerPKS Typ | und besitzt eine Vielzahl
unterschiedlicher funktioneller Gruppen. Neben den Alkoholen, der Carbonséure und dem
U ,-umgeséttigten Ester befinden sich zuséatzlich z@édieterayklen im Molekil, deren

biochemigher Aufbau indirekt miteinander in Verbindung stéht?l

(0]
(0]
(\%k() H Mupw+Z
5-exo-tet 8 6-endo-tet
spontan
a b
OH (0]

HO OH 0
> HO o 0
- o\ Seroon
Y\/\\ O O s
OH 30

Abbildung 11: Aufbau des THFRings unter Einfluss zweier Enzyme aus beirpirocin-Biosynthese uth die
kritische Rolle von MupZ4
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Beide Ringe basieramspriinglich auf Epoxiden. DasMupirocin vorhandenEpoxidentstel
durch die Epoxidierung daas Abbildung 11 gezeigten Alkens an entsprechendeti&tend
bleibt zudem im finalen Naturstoff erhalteDer blau hervorgehobene TH®Ng hingegen
entsteht nach dem A&bbildungl1abgebildeteMechanismus. Hervorzuheben ist hierbei, dass
es theoretisch zu unterschiedlichen Ringschliissen kommen kann. In Abwesenhéiip#

ist das Hauptproduktaufgrund einer spontanemach BALDWIN kinetisch begunstigten
5-exotet-Zyklisierung,der dargestelltd HF-Ring 30. Liegt MupZ vor, so findet in der aktiven
Tasche eine Fixierung der Struktur Gber Wasserstoffbriicken statt, sodass deautagh
kinetisch benachteiligte6-endotetRingschluss geschehen kann. Dasrbei entstehende
Zwischenproduk81 wird durch weiterdailoring-Enzyme schlussendlich zum Mupiro¢izb)

prozessiert

©

H
OH O [~ o OH
O‘ “\8@ 0 Grab O‘ O O
OH OH
32 33

-H,0

OH OH =
P O O
Granaticin (27) =<_——
OH
34

Abbildung 12: Biochemischer Aufbau des 6stlichen THRhgs inGranaticin (27).%

Eine weiteraMi6glichkeit des Ringschluss@srd am Beispiel von Granaticif27) (Abbildung
12) vorgestellt. Hiebei handelt es sich um ein antibiotisch wirkendes PKS TFasddukt, das
unter anderem voS8treptomyces olivaceggbildet wird.In diesem Fallst kein zu 6ffnendes
Epoxid die Triebkraft der Reaktion, sondern die Bildung des Halbac8tlsvelches im
darauffolgenden Schritt dehydratisiert wird und durch Tautometier kromatisierung das
System34 als Zwischenprodukergibt. Durch weiteregpostPKS-Modifikationen entgehtdas

finale Granaticiri®®3l
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O OH OH o) OH
: : AmbDH3 :
ACPS H,0  ACP~8” N
35 36
AmbDH3

-
Ambruticin (28) =<_—

-

Abbildung 13: Bildung des 6stlichen THRings in der Biosynthesen AmbruticinS (28).37:381

Die Biosynthese des antimykotisth wirkenden PKS Tyd-Produkts AmbruticinS (28)
zeichnet sich durch mehrere multifunktionale enzymatische Doménen aus. Fir den Aufbau des
dargestellten THMRIings des Ostfragments ist die bifunktionale Domane AmbDH3
verantwortlich. Wahrend der Biosynthese liegt Basl 35 als Zwischenprodukt voDieses

wird im ersten Schritt zum AlkeB6 dehydratisiert und im Anschluss daran durch Umlaggru

des Rickgrates zum THRIng 37 zyklisiert. Da es sich inVergleich zu den anderen Beispielen

nicht um einen pofPKS-Prozess, sondern um Umwandlungen innerhalb einer PKS Typ
handelt, sindlie Substrag 35und36 sowie da$rodukt37 durchgehend an emAcyl-Carrier

Protein (ACP) gebundeld’-3840l

Einsetzbarkeit von Enzymen in der organischen Synthesehemie

Naturstoffe sind begehrte Leitstrukturen zur Entwicklung neuartiger pharmakologisch
wirksamer Verbindungeand derenotalsynthetischeZugang istines der wichtigsten Felder

der organischen Synthesechenkiér den Aufbau solcher teils hoch kompleXerbindungen
wurden mit der Zeit diverse Methoden entwickelt, die selg&tiePosition im Molekdil adres

sieren, welche umgewandelt werden &8if3!

Eine immer haufiger aufkommenddlternative zur klassischen organissynthetschen
Herargehensweise stellen enzyatélysierte Reaktionen dabiese biokatalytisch wirkenden

Polypeptide sincauf denGebietender Cheme und vor allem Stereoselektivitat haufig nicht
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mit synthetisch erschaffenen Katalysatoren zu Ubertreffefludem sind solchehéaufig
schwemetalbasierte Katalysatorerzumeistsehr empfindlich gegentiber Sauerstoff, Feuch
tigkeit oder Temperatut¥ Ein weiterer Aspekt, der gegen den Einsatz gerade toxjisulo
bedenklicher Metallkataatoren sprichtst eine angestrebte Verwendung der finalen Substanz
als Wirkstoff. Da sich in Medikamenten keine ungewollten Metallriickstdnde befinden dtirfen,

mussen diese vorher aufwandig entfernt wettfén.

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)vGal(ystatin A(41) nachENDERSet
al.. Bedingungena) Backerhefe, Amberlite XAEY, H,O, RT, 24h, 94%ee b) NaBH,, EtOH, 0°C, 30min; ¢)
pTSOH, Toluol, 120°C, 2 h.[46:47]

(-)-Callystatin A (41)

Im hier gezeigten BeispieApbildung 14) ist die stereeund regigelektive Reduktion eines
der beiden vorliegenden Ketoimre38 dargestelltDabei kdnnen unter klassischen reduktiven
Bedingungen die beiden Ketone nur schwer voneinander unterschieden vizudsn.die
Verwendung chiraler Katalysatoren £HRh(BINAP), CBSReduktion)lasst sich zwar die
Seite beeinflussen, von der die Reduktion stattfinddbch andert dies nichts daran, dass aller

Voraussicht nachicht regioselektiveduziert vird.[8:4%

Backerhefeenthalteine Alkoholdehydrogenase (ADH), welchie nach pHBereich entweder

aus Alkoholen Aldehyde/Ketongeneriert oder die umgekehrte Reaktioenzymatisch
katalysiert.Durch ihre speziell geformte aktive Tasche und die Koordinierung des Substrats
kanndas ReduktionsaquivaleNicotinamicedenirdinucleotid (NADH)den hydridischen An

griff nurvon einer Seite des Ketoas der 2Positionin 38 durchfiihren wohingegerdasan
der4-Position befindlich&etondurch den zu grof3en Abstand zuntihadn Zentrununberthrt
bleibt[46:47]

11
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a)
95%
—_—
oder
b), c)
84%
(zwei Stufen)

—>_ Pimecrolimus (44)

Ascomycin (42) 43

Abbildung 15: Chemaelektive Acetylierung voscomycin(42) aus der chemoenzymatimn Totalsynthese
von Pimecrolmus(44) nachGRISENTI et al. Bedingungena) CAL B, Vinylacetat, Toluol, RT80 h; b) Ac.O,
DMAP, Pyridin, 0°C, 90min; ¢) CAL B, nOctanol MTBE.

Ein weiteres gutes Beispiélir Enzyminduzierte Chemoselektivitat sind Lipasen. Je nach
Reaktionsbedingungen ist diese Klasse an Biokatalysatoren in deMNLageophileentweder

zu acylieren oder zuedcylieren. Das oben dargestellte Beispiiildung 15) zeigt beide
Maglichkeiten umausAscomycin42) das ImmunsuppressivuRimecrolimug44) (Elidel®)
herzustellenDie erstebesteht darin die selektive Acylierungsfahigkeit @andidaAntarctica
LipaseB (CAL B) auszunutzen. Hierbei wird Vinylacetat als Acetyldonor verwendet und die
angestrebte Acetylierung findet ausschlie3lich an der exponierten Hydroxygruppe statt. Die
alternative zweistufige Sequenxerlauft berden umgekehrten Weg. Es werden zuné&chst
chemisch mit AgO die beiden sekundaren Hydroxygruppen acetyliert und anschlieRend die
Hydroxygruppe im Makreyklus mitels CAL B wieder entfernt. Diese Variabilitdt in der
Reihenfolge verwendeter Agdierungsmethoden zeigt somitlass das in der Seitenkette
befindliche sekundéare Alkohatchnell von CAL Bacetyliert werden kann und auah
acetylierter Formbestehen bleibt. & im Makrolacton43 vorhandene sekundare Alkohol
hingegen scheint von der Rulckreaktion stark bevorzugt zu werden. Selbst bei schon
vorhandener Acetylierung, wirdod primér die Esterspaltung tiedysiert. Hervorzuheben ist

bei der selektiven Acetylierungit CAL B die Toleranz gegeniiber organischen Losemitteln.
Die Reaktion wrde nicht, wie fir ein aus der Natur stammendes Enzym zu vermuten ware

einem wassrigen Puffer, scerd in Toluol durchgefiihf®
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(0]
LT

OH OH o~ O
a) : * /\/\)\
SN
44%
rac-45 (R)-45 46
500 g 222 ¢

Abbildung 16: Kinetische Racematspaltung vonH2ptanol (rac-45) unter der Verwendung von CAL.B
Bedingungena) CAL B, Bernsteinsaureanhydrid53C, 48 h, 99.4%ee!>!

Lipasenzeigen neben der Chempusatzlich eine stark ausgepragte Stereoselektivitat. Diese
Eigenschaft kann sich fur die Spaidturacemischer Eduktgemischeldutze gemacht werden.

In Abbildung 16 ist die kinetische Racematspaltung voeii@ptanol(rac-45) zu sehen. Das
Prinzipahnelt denvorherigen Beispiel. Durch die unterschiedliche Geschwindigkeit der Hin
und Rickreaktion, reichedich mit der Zeit ein Stereoisomer an. In diesem Fall ist die
Acylierung des $)-Alkohols deutlich schriker als die desR)-Alkohols (R)-45, bei dem die
Deacylierung vorrangig stattfindet. Daraus resultiert, dass sich der acySeatkohol 46
bevorzug bildet und derR)-Alkohol (R)-45 zurtickbleibt. Dieser kann anschlieRend aus dem
Gemisch abgetrennt und so das optisch reine Produkt erhalten Wé&r&&men Nachteil hat

eine solche kinetische Racematspaltung jedoch. Ihre Ausbeute ist per Definition auf maximal
50% limitiert, daeines der vorliegenden Stereoisomere vom Enzym stark bevorzugt umgesetzt
wird. Abhilfe verschafft eine nachgeschaltete osierultanstattfindende Racemisierung des
Eduktes.

0
OH
ok a)
+ _—
\‘) 98%
47 48

Abbildung 17: Dynamisch kinetische Racematspaltung voi#hknylethanol47 nach BACKVALL et al.
Bedingungena) 50, CAL B, KO'Bu, N&CQ;, Toluol, RT, 3h, >99%eel>?

In Abbildung17ist eine solche dynamisch kinetische Racematspahiaispielhafdargestellt.
Die Arbeitsgruppe unBACKVALL strebte hierbei die Anreicherung der enantiomerenreinen
Verbindung49 tUber einen cbmoenzymatischen Ansatz aR)-{l-Phenylethanol wird von der

13
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bereits erwéhnten Lipase CAL B deutlich schneller verestert als QlEnéntiomer. Das
vorliegende Alkoholgemisch7 wird vom rutheniumbasierten Transferhydrierkatalys&@r
durchgehend zum Keton oxidiert und danach unspezifisch wieder zum Akohedluziert.
Dadurch wird der umzusetzend®-{Alkohol stetig nachgeliefert und verestert, bis kein Alko

hol 47 mehr vorhanden i$t?

Nicht nur die hervorragenden Selektivitdten sind ein hervorstechendes Merkmal vieler
enzymkatalysierter Reaktionen, auch Haufige Verwendung von Wasser, bzw. wassrigen
Puffern als Reaktionsmedium ist nicht von der Hand misen. Dies bedeutet fur einen
potentiellen industriellen Einsatz die Vermeidung grof3er Mengen brennbarer und/oder
gesundheitsschadlicher organischer Losemittelabfélle, die andernfalls kostenintensiv entsorgt
werden mussterfzir unpolare Substrate, bei @endie begrenzte Loslichkeit in Wasser ein
Problem darstellen wirde, kénnbastimmteEnzyme auch in organischen Losemitteln oder

wassrigorganische Losemittelgemischen eingesetzt welfden.

Polyketide

Polyketide bilden eine der umfangreichsten Naturstoffklassehbeinhalten Verbindungen

mit héchst 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 Polykeffdé&®
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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 beiSdbstanzen um teils sehr
komplexe Molektle hadelt, deren Verbindungntereinandemdglicherweise nicht sofort ins
Auge springt. Die hohe Dichte an Sauerstofffunktionalitaten lasst jdmkyeltseine mogliche

Verwandtschaft vermuten.

Polyketidsynthasen(PKS)

Die Vertreter derSubstanzklasse ddPolyketide werden vonPolyketidsynthasen (PKS)
biosynthetisiertund bestehen im Wesentlichen aus der Aneinanderreihung unterschiedlich

prozessierter £Einheiten Diese PKonnenin drei Typenunterteilt werder* 5!

Typ |

Alle Polyketidsynthasesind allgemeingleich aufgebaut. Bei Typ | PKS handelt es sich um
Multienzymkomplexe, die in sich aus verschiedenen Modulen und enzymatischen Domé&nen
aufgebaut sind. Diese Domanen werden der Reihe nach, wie ein Fliel3Bband einzeln durchlaufen
und am Ende wird das ProdukigespaltenEin Modul muss wenigstens aus drei Domanen
bestehen. Durch das Zusammenspielfamdtransferase (AT) unketosynthase (KS) wird das
Acyl-Carrier-Protein(ACP)gebundene Substratlurch eine decarboxylativeCLAISEN-
Kondensatioum eine gegebentalls substituierte GEi nhei t ver |l @2ngert und
Ketothioester. Dieser kann im Anschluss entweder weiter verlangert oder in der reduktiven
Schleife weiter prozessiert werden. Diese Kaskade aus Reduktionsschritten beginnt zunachst
mit der Re&ition vom Keton zum AlkoholNach dem Wirken deiketaeduktase (KR) findet

die Abspaltung von Wasser, katalysiert durch ddshydratase (DH), unter Bildung einer
Doppelbindung stattim letzten Schritt wird diese von eindénoylreduktase (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 zurickfuhren lasst.Nach vollstandigem Aufbau des Rulckgrats wirde di
Polyketidkette von einefhioesterase (TE) von der ACP abgespalten. Dieses-Pi¢8ukt

wird im Anschluss durcpbostPKS-Prozesse (bspw. Cyclase, Methyltransferase, Glycosylase)

weiter modifiziert, bis der fertige und wirksame Naturstoff vorliegt.
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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 Antiobiotikun&ythromycin A(6).58]

Beispielhaftfir einen Polyketid Naturstofdus einer Typ | PKSst in Abbildung 19 die
Biosynthese vorerythromycin A(6) dargestellt. Bei diesem Wirkstoff handelt es sich um ein
Makrolid-Antibiotikum, welches Aktitat gegeniber einiger grampositiver Bakterien,
beispielsweise Staphylokokken und Streptokokken, Z8itfl Im Lademoduffindet zunéchst

die Beladung der ACP mit Promiglrest statt. Dieser wird anschlieend in den Modulen 1 und

2 jeweils mit MethylmalonyEinheiten um insgesamt vier&ome verlangert. Die reduktive
Schleife besteht hierbei lediglich aus zwei unterschiedlicherD&Ranen, wodurch es zur
Ausbildung der Akohole 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
tionalitdt beibt als Keton im Produkt enthalten. Das darauffolgende Modul 4 fuhrt die
komplette Reduktion bis hin zur gesattigten Kette duibsh.Module 5 und &erlangern das
Rickgrat erneut um zwei Methylmalonyleinheiten und reduzieren die entstehenden Ketone
jeweils zum korrespondierenden Alkohbkvor die final agierende TE die Polyketidkette unter

Zyklisierung zum Zwischenproduld-Deoxyerythronolind B(53) von der ACP abspaltet.
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Mehreretailoring-Enzyme fihren danach letzte Modifikationen an der Kernstrukiuwhdund
Erythromycin A6) wird freigesetzt. Neben der Glycosylierung mit stark prozessierten Zucker
bausteinen, katalysiert durch EryBVIlI und EryCVI, sind die beiden Hydroxylierungen an C6
und C12von besonderer Bedeuturigiese nicht aktivierteRositionen werden von EryF und

EryK oxidativ adessiert>!

Typ |l

Im Vergleich zuTyp | PKS, ist der Typ Il einfacher aufgpaut Anstatt der beschriebenen
modularen Prozessierung der PKS Typ 1, geschieht der Aufbau des Rickgrats iterativ und
beinhalten haufig nur den VerlangerungsscHhoiéis zu verarbeitende Substrat ist auch hier an
ein ACP gebundeli!!

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#:5]

Beispielhafte Typ HProdukte msd in Abbildung20 dargestellt. Ein Strukturmotiv ist eindeutig
zu erkennen, welches in den allermeif&&-Naturstofferdes Typs vergeblich gestht wird,
sind aromatische Ringe. Grund dafur, idessdiesePKSsaufgrund der fehlenden reduktiven
Schritte Oligoketone produzieren,welche anschlieendzu (Poly-)Aromaten kondensier

werden
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Typ Il

Polyketidsynthasen des Typs Il lassen sichatam 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 fur Polyketide des Typs.§§4

Ahnlich wie dort werden minimalistische, jedoels Homodimer aufgebaute Module iterativ
durchlaufen und die Produkte anschlie3endki®minen aromatischen Systemen kondensiert
(Abbildung 21). Den groften Unterschied bildet die Art, wie der Verlangerungsbaustein zur
Ruckgratverlangerung angereicht wird. Im Gegensatz zu den Typen | und Il, bei denen
beispielsweise Coenzym A (CoAktivierte Malonylbausteine zunaclatf eine ACP geladen
werden niissenverwendetder Typ Il CoAgebundene Einheiten direkir die Ruckgratver
langerung®!!

Dehydratasen

Ein wichtiger Teil der reduktiven Schleife von TygPKS sind die Dehydratasen. Wie der
Name bereits vermuten lassind sie fur die Entfernung von Wasser zusténulid erzeugen

dabei eine ungesattigte Struktur.
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Abbildung 22: Bandermodelle verschiedener Dehydrata@e@urFDH®®! (orangd, b) RifDH1067 (braun), c)
CurHDH®®! (blav), d) EryDH488! (griin).

Wie inAbbildung22zu sehen ist, zeichnet sich die Klasse der Dehydratasen durch ihre typische
Proteinfaltung ausbei der zweiU-Helices in ein Konstrukt auparallelenb-Faltblattern
eingebettet sind. Aufgrundieses ania Brétchen erinnernde Aussehsird die Tertiarstruktur

als DoppelhotdogdraltungbezeichnetEin Blick in das aktive Zentrum dieser Dehydratasen

zeigt die an demsetzung beteiligten Aminos&auréfi !

19



Einleitung

Abbildung 23: Blick in die aktive Tasche von RifDH¥0 (Oberflacheund Zugangstunnélinks), katalytische
Diade (rechts)Asparaginsauregriin, Histidin: blau).

Charakteristisch fur die aktive Tasche von -Ddménen ist die grof3e Anzahl unpolarer
AminosaureresteAbbildung 23). Die einzige Ausnahme biltidie an der Reaktion beteiligte
katalytische Diadedie aus polaren Aminosauren aufgebaut ese besteht aus je einer

konserviert vorliegenden Aspartasowke Histidinseitenkett&’!

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

Abbildung 24: Allgemeiner Reaktionsmechanismus einer Dehydratase am Beispiel der RifBH10.

Der Mechanismus der Dehydratisieruigy in Abbildung 24 am Beispiel der RifDH10
dargestelltDas von der ACRngereichte Substraékommt in der aktiven Tasche so zu liegen,
dass Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden. Die Carboxylgerpfspadragin

s2ure an Position 215 f ¢hrt dHydroxygruppeidurthc h st
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Zeitgleich koordiniert das Histidimit seiner basischen Seitenkette an @d&oton. Durch
Abstraktion dieses Protons wird ein Wassermolekil uBtetung des Olefinsb7 aus der

Verbindung eliminiertt”]

Biosyntheseder Ambruticin e

Im Allgemeinen liegt die aktive Tasche von Dehydratasen sehr konserviert vor, es gibt keine
grof3en Unterschiede in der Verteilung und Art dehaadenemmminosauren. Eine kirzlich

von BERKHANE" entdeckte Dehydratase aus der Biosynthese des antimykotisch wirkenden
Ambruticing®*6% zeigteein ungewdhnliches Verhalten und wurde deshalb einer tiefergehenden

Untersuchung unterzogen.

Ambruticin S (28)

Abbildung 25 Struktur vonAmbruticin S(28). In blau hervorgehoben ist der biosynthetisch ungewoéhnlich
geschlossenBihydropyranringdes Ostfragments”

Im Zusammenhang mit deStudien zurAufklarung der Biosynthese dieses Naturstoffs
erwecktedie Bildung desRingsystems im Ostfragmef@bbildung 25) der Verbindung28
besondere Aufmerksamkeit. Laut GenclusteranalyselwioeN befindet sich keine Cyclase in

der PKS, die Zyklisierung musste demnach durch eine andere enzymatische Doméne

hervorgerufen werdef!!
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AmbA AmbB AmbC
Lademodul Modul 1 Modul 2 Modul 3
DH ER DH
AT AT KR AT KR AT KR
KS ACP KS ACP KS ACP KS ACP

g g g
S S S
fo 0 0
OH
1OH

Abbildung 26: Ausschnitt aus der Biosynthese der Ambruticineblu hervorgehoben ist der von AmbDH3
geschlossene Tetrahydropyranring des Ostfragnié§s.

In Abbildung26ist ein Ausschnitt aus d@&iosyntheseler Ambruticine dargestellt. Wie bereits

im Kapitel Uber Polyketidsynthasesrwéhnt sind mehrere, veeinander unterscheidbare
Module vorhanden, die das Ruckgrat schrittweise aufbauen und je nach Umfang der reduktiven
Schleife ein bestimmtes SubstitutionsmustereugenDie Module 1 und 2 fiihren jeweils die
angezeigten Verlangerungsschrigewie Redukbnendurch wodurch zunachst das Triketid
entsteht Im nachfolgenden ModuB hingegen ist mit der Bildung des THEINngs eine
Besonderheizu erkennenDer Fokusweiterer Forschungsvorhabéel daherauf die Dehy

dratase in Modul AererAminosauresequenz sehr @hnlich zu der von Rggeathasen istBei

der Umsetzung verschiedener Vorlaufermolekiile koneteigt weden, dass eben diese in der

Lage ist den zunachst als THP vorliegendendrzu bilden.57]

Intramolekulare oxa-M ICHAEL -Addition

Eng verwandt mit der Klasse der Dehydratasen sind (Pygdasedomanen deren

Mechanismus auhtramolekularen oxa-MICHAEL-Additionen (IMOMA) basieren
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PedF (Ausschnitt)

Modul 6 Modul 7 Modul 8
MT DH PS
AT KR AT KR
KS ACP ' KS ACP KS
$ g
S S
(0] (@]
HO /
HO HO
HN HO
(0]

HO! HO! HO!

Pederin (58)

Abbildung 27: Ausschnitt aus der Biosynthese v@aderin(58).['2

Solche Doménehesitzen eindohe Sequenzidentitat gegenibden Dehydrataseimd zudem
eine sehr ahlich geformte aktive Tasche, in der digergleichbarekatalytiscle Diade
konserviert vorliegt Ein Vertreter dieser Zyklasen ist PedPS7 aus der Biosynthese des
antiproliferativ wirkendenNRPSPolyketidnaturstoffsPederin (58) (Abbildung 27). Die
Analyse des Genclusters hat gezeigt, dass in Modul 7 zwei unterschiedlicB®m&hen
kodiert sind. Spatere Untersuchungen haben ergatass eine dieser Doménen ausschlie3lich
fur die Zyklisierung des Intermediatsim korrespodierenden THRRing zustandig istDiese
Ringschlussreaktion findenit Hilfe der bereits fir DHDomanen diskutierten katalytischen
Diade, bestehend audistidin und Asparaginsaure staburch umgekehrte SauBase
Katalysewerden der Alkohoin 6-Positionund dasMliCHAEL-System aktiviert, wodurch es zur
Reaktion kommt/273!

Ein weiteres Beispiel fur solche IMOMRatalysierende Doménen stdalie ZyklaseSorPS9
aus der Biosynthese desibidtisch wirksamen Sorangicitar[’# In Modul 9 der PKSindet
dabei eine Zyklisierung, analog zu deAbbildung 27 statt.
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Abbildung 28: Blick in die aktive Tasche von SorPS9 (katalytische Diade in Oberflagleks) und Bander
darstellung (rechts); Asparaginsauye:n, Histidin: blau).[’®

Im Jahr 2018 ist dSEATINGE-CLAY et al.gelungendiese Pyransynthase (PS) zu kristallisieren.
Im Zuge dessen konnte gezeigt werden, dass diefoRfEne vergleichbar zu BBoméanen
ebenfalls in einer DoppéflotdogFaltung vorliegt und sich der gleichen katalytischen Diade
bedient Abbildung 28)."!

(-)-Centrolobin

Ein bekanntes Beispiel fur THialtige Naturstoffe ist das iAbbildung 29 dargestellte
(-)-Centrolobin(59).

(7T
HO o~

(-)-Centrolobin (59)

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

Das Diarylheptanoid-)-Centrolobin(59) wurde vonMARINI-BETTOLO et all’®! erstmals im
Jahr 1964 audem Kernholz des in Brasilien vorkommend&mntrolobium robusturextrahiert
und tiber 30 Jahre spéter iano-VEeLosoet all’” ebenfalls im Stamm des Regenwaldbaums
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Brosinum potabilenachgewieserVertreter dieser Wirkstoklasse konnten bereits bedeutende

Wirksamkeitergegen die Tropenkrankheit Leishmaniose nachgewiesen wéfd&n.

Aufgrund des vegleichsweise einfachen Aufbaist (-)-Centrolobin(59) eine gern gewahlte
Beispielerbindung zur Anwendungon THP-bildenden Methoen Aufgrund dessen wurden
bereitsunterschiedlichstélerangehensweisen publiziert, um dieses Molekil racemisch, sowie

in beiden optischeinenFormen darzustellef? &l

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 vornt)-Centrolobin(59) nachCHALADAJ et al. Bedingungena) DANISHEFSKY-
Dien, [Cr], RT, 24h, 93%ee b) CeCk 7 H,O, NaBH,, MeOH, CHClI,, -30°C, 30min; c) TEA, AcO, DMAP,
CH.Cl, RT, 4h; d) LIHMDS, TBSCI, HMPA THF,-78 °CA 70°C, 2h; €) LiAIH 4, THF, 65°C, 3h; f) Hy, Pd/C,
EtOAc, RT, 2h; g) TEMPO, PhI(OAc), CHCl,, RT, 12h; h) 4-THPOPhMgBr, THF, RT, &, dann Salzsaure,
RT, 90min; i) NaBH,, TFA, THF, 60min.[84

CHALADAJ et al. verfolgten zum Aufbau des linksdrehenden Isomers eine Strategie Uber
insgesamt neun Synthesestufen(Abbildung 30), beginnend mit einem der beiden
Schlisselschritte zur Kontrolle der Stereozentren. Von Anisaldgbgdsgehend wurde eine
Cr(Salen)Komplex katalysierteHetereDIELS-ALDER-Cycloaddition amDANISHEFSKY-Dien
durchgefiihrt und anschlieRend nadurer Aufarbeitung das Bjidro-4-pyranon6l erhalten.

Nach Reduktion untdrucHe-Bedingungen und anschlie3ender Acetylierung des entstandenen
Alkohols, wurde ein System erhalten, welches nach Fixierung als Silylenolether die Kontrolle
des zweiten Stereozentrums ermdglichte. Mit Hilfe elrecAND-CLAISEN-Umlagerung und
nachfolgenderReduktion des Esters konnte so das-konfigurierte Dihydropyran62
dargestellt werderkine Pd/Gkatalysierte Hydrierung und TEMROXxidation fiihrte danach

zu Freisetzung des Aldehyd3, welcher in einerSequenz ausGRIGNARD-Reaktion und

anschlielender eduktiver Entfernung des sekundaren Alkohddgl erfolgreich zu
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(-)-Centrolobin (59) umgesetzt werden konntBie Gesamtausbeute betrug dabei 40% Uber

neun lineare Stufelff’]

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

65 TBSO

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

O

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

Abbildung 31: Totalsynthese vor{-)-Centrolobin (59) nach CLARKE et al. Bedingungen:a) CHAN-Dien,
Ti(O'Pr), (R)-Binol, LiCl, CH,Cl;, RT, 16h; b) Yb(OTf)s, Anisaldehyd, CkCl,, RT, 18h; c) LiOH, H.O,,
THF/H,O, 100°C; d) (CH.SH), BFy OEb, EO; €) Hz, RaNi, ELO.[8084

Die Gruppe unCLARKE verfolgte eine deutlich kiirzere Synthesestratemié lediglich funf
Stufen (Abbildung 31). Gleich im ersten Schritt fand hierbei der Aufbau beider im Produkt
auftauchender Stereozentren statt. Durch eine asymmetristhienanD -JAPP Reaktion des
Aldehyds65amCHAN Dien wurde selektiv dass-4-Pyranongeri€i6 erhalten. Zur Steuerung
der Stereokonfiguration wurd®)-Binol als chiraler Ligand im ersten, Ti@)-katalysierten
Zwischenshritt verwendet.Der dabei entstandene Ester wurde nachfolgend verseift und
dearboxyliert. Das Keto®7 konnte anschlieRend zum Dithian umgesetzt werden, welches im
letzten Schritt hydridisch mRANEY-Ni quantitativ entschwefelt wurde. Die Gesamtausbeute
dieser Synthesesequenmetrug dabe20% (iber fiinStufenl®:8¢l
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O

O (zwei Stufen) O (zwei Stufen)

0,
12% e)|92%
(zehn Stufen) J

f)-h)
61%
(drei Stufen)

—O0

71

(+)-Centrolobin (ent-59)

Abbildung 32 Totalsynthese von(+)-Centrolobin (ent59) nach MOHAPATRA et al. Bedingungen:a)
AllylmagnesiumbromidCul, THF,-10°C, 3h; b) PSC ( a A ma Vinylacetdt MTBE, RT, 4d; c) K2CQs;,
MeOH, RT, 4h; d) Acrolein,HG II, CHCl», RT, 12 h; €) All yltrimethylsilan I, THF, RT, 46 min; f) 2,6-Lutidin,
OsQ, NalQy, Dioxan/HO, RT, 3h; g) 4THPOPhMgBr, THF-78°C, 2h, dann Salzsaure, RT h2h) DMP,
CHCl,, 0°C, 4 h; i) Benzoesaure, CH&IRT, 2d; j) Hz, Pd/C, HCI, EtOH/EtOAc/KD, 10h.182

Mit einer vergleichsweisdéangen,zehrstufigen Strategie war ddOHAPATRA et al. gelungen

das rechtsdrehende Isomer von Centroldi@rzustellen(Abbildung 32). Nach einer Allyt
GRIGNARD-Reaktion wurde das entstandene racemische Alkoholgemisch einer kinetischen
Racematspaltung mit der Esterase®B unterworfen. Der entstanderoptisch reine Esté&8

konnte danach entschitzt und das Alken in einer Metathesereaktion mit Acrolein zum Aldehyd
69 umgesetzt werdemie anschlieRendgyklisierungs-Allylierungskaskade stellt den zweiten
Schlisselschritt der Route dar. Zunachst bildet sich datcimolekularen Ringchluss ein
Lactol aus, welches nachfolgend durch elemess lod aktiviert unanit Allyltrimethylsilan

zur Reaktion gebracht wird. Das so entstandene Alkemtetauft eine Dihydroxilierung mit
nachgeschalteter Periodatspaltungr Bldehyd wird in einelGRIGNARD-Reaktion verlangert,
entschutzt und mit DMP zum Keton oxidiert. Daans-Dihydropyran 71 konnte durch
Behandlung mit Benzoeséaure zumis-Isomer epimerisiert und durch finale Reduktion mit
Wasserstoff an Pd/C erfolgreichra anvisieren (+)-Centrolobin(ent59) umgesetzt werden.

Die lineare Gesamtausbeute iiber alanSynthesestufen betrug hier 1.
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A
a)
HO 51%
72 O/ BnO
28% b)
(drei Stufen) J
- 9

54%
(zwei Stufen) BnO

(+)-Centrolobin (ent-59)

Abbildung 33: Chemoenzymatischeotalsynthese vof)-Centrolobin(ent59) nachSHIINA et al. Bedingungen:
a) PivO, (RXNMBG, EtO, RT, 24h, 90%ee b) TiCls, Zn, PbC}, CHsCHBr,;, TMEDA, CHCl;, 65°C, 2h;
C) Hz, Pd/C, THF, RT, 48n.1BY

In der vonSHINA et al. vorgestelltendeutlich kiirzer gestalteteSynthesevurde (+)-Centro

lobin (ent59) in lediglich drei Stufen zugéanglich gemad#bbildung 33). Im ersten Schritt

wird unter der Verwendung des KatalysatdiR)-N-Methybenzaguanidin ((R)-NMBG)
stereoselektiv die Umsetzung zum Estedurchgefiihrt. Dieses esterhaltige Alken wird dann
einer TEBBE-artigen Olefinierung mit anschlie3ender titanvermittelter Ringschlussmetathese
unterzogen was das Dihydropyréaa erzeugte Durch Hydrierung an Pd/C wurde sowohl die
Benzygruppe, als auch da¥eton entfernt und (+Lentrolobin (ent59) in einer

Gesamtausbeute von 28% (iber drei Stufen erh&ten.
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Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit warzunachst dieVervollstandigung derbiochemische
Charakterisierungler enzymatischen Domane AmbDH& Zuge dessen sollten in einem
Kooperationsprojekt strukturbiologische Untersuchungen sowie Studien zur Auswirkung von
Punktmutationen auf di€yklisierungsaktivitat durchgefiihrt werden. Zusatzlich sollten

kinetische Paraeter aufgenommen umie Zyklisierung zeitaufgeltst verfolgterden.

Anschliel3end sollten disynthetisch releveten Eigenschaften von AmbDHtersuchen
werden Hierfur sollten zunachst die vVaBERKHAN begonnenen Studien deutlich erweitert
werden.Die Slalierbarkeit der Reaktion sollte untersucht werden, um die Nutzbarkeit fir die

praparative Synthese chiraler Heterozyklen bewerten zu kénnen.

O XH
Xl
RW)W \H\R
Rll n Rl
Abbildung 34: Allgemeine Struktur deanvisieren SubstratbibliotheKk R = H, Al k, Ar ; R6
Al k; R666 = BINkK, XdhBoCHLt ; X =

Zusatzlich zur Skalierbarkeit der Reaktistdie tiefgehende Kemtnisder Substrattoleranzon
groRter Bedeutung. Hierfivurdedie Planung und Durchfuhrung diverser Synthesestrategien
zum Aufbau eing umfangreiche Substratbibliothek angestreltAbbildung 34). Die
angestrebtersubstratsurrogate sollten sich dabei in den Positionen C2, C6 und C7 durch
Alkylketten verschiedener Langed sterisch anspruchsvolleren Aromaten unterscheiden um
einen breiten Bereich unterschiedlicher Substitutionsmuster abzud&cidEmsollten durch
Variation des Nukleophis an C7sowie @r Art des Rickgrees weitere Heterozyklen
zuganglich gemacht werdenEbenfalls sollte die Einsetzbarkeit unterschiedlicher
Carbonylfunktionen beleuchtet werde#usatzlich zur Umsetzbarkeit dieser Vorlaufer

verbindumgen sollte auch die Substratabhangigkeit der Stereoselektivitat untersucht werden.
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OH
o OH
> 2, 70
HO O
o OH
(-)-Centrolobin (59) Tubulexin B (75)

Abbildung 35: Potenzielle Zielverbindungen fir einen mdéglichen Einsatz von AmbDH3 in einer ehemo
enzymatischeiiotalsynthese.

Sollten die Ergebnisse dieser Studie vielversprechend ausfadielh, AmbDH3 in
weiterfihrende Syntheseprojekte eingebunden werden. Denkbar wareddaB@nsatz in
kinetische Racematspaltungerder cerchemoenzymatiscinel otalsynthese eines Naturstoffs
Dafur stellendie Diarylheptanoidg(-)-Centrolobin (59) und Tubulexin B (75) potenziell
geeignete Zielverbotungen darAbbildung 35).
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Ergebnisdiskussion

Struktur -Aktivitats -Beziehungen von AmbDH3

Im Rahmen eines Kooperationsprojekts mBItANKENFELD, SUNG und WAGNER wurden
zunachst Untersuchungen zur strukturellen Ursache der doppelten Aktivitdit von AmbDH3

angestellt.

Abbildung 36: Raumliche Struktur der bifunktionellen enzymatischen Doméne Ambbt&rflache und
Zugangstunnel (linksBanderdarstellungrechts); Asparaginsaureriin, Histidin: blay Valin: rot).l

Dier erfolgreiche Kristallisation von AmbDH3 erlaubte einen tiefgehenden Einblick in die
allgemeine Proteinstruktur und die aktive TaschAbbfldung 36). Dabei fiel auf, dass sich

neben der fir Dehydratasen Ublichen katalytischen Diade, bestehend aus H51 und D215, eine
Mutation in der aktiven Tasche befindet. An Position 173 befindet sich haufigsteingch
anspruchsvolle, polare Aminosaure (mé&istptopharoderHistidin), wohingegen in AmbDH3

ein sterisch wenig anspruchsvolles, unpolares Valin vorliegt. Hierdurch wird das Volumen der

aktiven Tasche erhdht und die Hydrophilie herabgesetzt. Desaveitt aufgefallen, dass die

aktive Tasche zus?2t zI|-HetixvergraBertoviid. ei ne abgewi nk
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Asp215 . Asp215 Aspmu
Y oY )
Dehydratisierun: )

—_—
P A Zyklisierung
L
vaii73 ﬁ val173 Val173 ﬁ
,}/ & ¥ His51 TZ & 31 His51 } & His51

Abbildung 37: Modellierung des Mechanismus der Dehydratisierung v@6 nach 77 mit anschlielender
Zyklisierungzu 78in der aktiven Tasche von AmbDH3VT.[38]

Amrrb\

Die Dehydratisierung des Diolg6 findet SaureBasekatalysiert an den Aminosaure
seitenketten von Asparaginsaure (Asp215) und Histidin (His51) statt. Der daraus entstehende
U ,-umgesattigte Thioest& ist aufgrund der gezeigten Riickgradorientierung in der Lage den
Ringschluss zum Tetrahydropyr@f durchzufihrenAbbildung 37).

/™, | 1 Y ¥ |

- a {/ *,J‘ a N L Y V/

i/, Asp21 { . { Asp21 {
\

‘v',v ) 1 '.\»» 1

. val173_ valt73_g
His51 & _( _(‘
{ |
\

e |
c /W :
= Asp21
|
Vali73Tyr %\Wﬁrﬂyr

Hiss1 W His51 %

Abbildung 38: VergleichdermodelliertenSubstratsurrogatéé und 77 in die aktive Tasche von AmbDH3 (a, b)
sowie AmbDH3V173Y (c, d).8]

Die Abbildung 38ist die Relevanz der Aminosaureseitenkette an Position 173 zu sehen. Das
Ruckgrat der modellierten SubssatrogateZ6 (a) und77 (b) liegt in der aktiven Tasche von
AmbDH3 WT gekrimmt vor, was durch die resultierende Nahe zwisch@i und C3 die
Madoglichkeit zur Zyklisierung bietet. Die Modellierung der Substi&ggdc) und77 (d) in die

aktive Tasche der Punktmutante AmbDH3 V173Y zeigt hingegen ein anderes Bild. Hier ist das
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Ruckgrat jeweils deutlich linearer orientiert und der resultierende grof3e Abstand zwischen

7-OH und C3 verhindert eine Zyklisierung.

Zur weiterfiUhrenden Untersuchung der Zyklase AmbDH3 wurden die Substratsuri@gate
77 stereoselektiv hergestellt.

ON ,, Cab) O\\S/\/O O ?TBS 0. d) ?TBS
T 79% N 58% TSO/W
(zwei Stufen) (zwei Stufen)

89

85%

11.5% e),
OTBS (zwei Stufen)

(acht Stufen) 0

Abbildung 39: Synthese deSubstratarrogats77. Bedingungena) TMSOTf, DIPEA, CHCIz, RT, 0.N., dann
TiCl4, PropanglCH.Cly, -78 °C, 1h; b) TBSOTT, 2,6Lutidin, CH.Cl,, -78 °CA RT, 0.N.;c) LiBH4, ELO/MeOH,
0 °CA RT, U.N; d) TsCl, Pyridin, DMAP, CHCI,, RT, 72h; €) AllylmagnesiumbromidetO, Reflux, 3h;f) Os,
CH.Cly, -78°C, dann PPH RT, U.N; g) 82, DBU, THF, 0°CA RT, 48h; h) PPTS, MeOH, 50C, U.N..

Zur Darstellungvon 77, konnte einein der Forschungsgruppe etabliersehtstufige
Syntheseroute verwendserden Abbildung39).27 Zunachst wurde dabei das fir die spatere
Umsetzung mit AmbDH3 unverzichtba&trukturnmotiv (Abbildung 39, griin markiert)durch

eine anti-selektive MUKAIYAMA -Aldolreaktion unter Verwendung degpropionierten
OppoLzERAuUXiliars 85 erfolgreich aufgebaut. Nach Schiitzung des entstand&jdoifigu-

rierten Alkohols 86, konnte der SilyletheB7 mit einer Ausbeute von 79% Uber zwei Stufen
erhalten werden. & Auxiliar wurde reduktiv abgespalten udédr primare Alkohol 88
freigesetzt. Die Uberfiihrundes Alkoholsin eine gute Fluchtgruppe erfolgtéa Tosylierung

in einer Ausbeute von 58% Uber zwei Stufen. In einer Reaktionssequenz aus nukleophiler
Substituton des Tosylat89 mittels Allyimagnesiumbromidnd daran an$diel3ender reduktiv
aufgearbeitete©zonolyse war es mdglich den Aldeh9d in sehr guter Auseute von 85%
cber zwei Stuf en dar zungesatidten €hioesfesigraents deahahb a u  d ¢
danach durch eine HW®Ilefinierung, gefolgt von demild-saurenAbspaltung der TBS
Schutzgruppe mit einer Ausbeute von 30% uber zwei Stufen. Das Ssinstrgat77 wurde

so mit einer Gesamtausbeute von 11.5% Uber acht lineare Stufen erhalten.
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O @) OTBS
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O OH OH oN //oO OTBS OTBS
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76 94

Abbildung 40: Synthese des Substratsogats/6. Bedingungena) 85, TMSOTTf, DIPEA, CHCI,, RT, 0.N., dann
91, TiCls, -78°CA 0°C, 1h; b) TBSOTf, 2,6Lutidin, CHCl,, -78 °CA RT, U.N.;c) LiOH, H,O,, THF/H;0,
0 °CA RT, 0.N.;d) HSNAC, EDC-HCI, CHCI,, 0°CA RT, U.N.;e) PPTS, MeOH, 50C, 48h.

Die Synthese des D®I76 wurde analog zUBERKHAN ausgehend vom bereits gezeigten
Aldehyd 91 durchgefuhrt®”! Von dieser Zwischenstufe ausgehend wurde abweichend zur
Darstellung des Alkens eine weitesmti-selektive MuKAIYAMA -Aldolreaktion mit dem
OppoLzerAuXiliar durchgefiihrt. Nach erfolgreicheTBS-Schitzung wurde dieTBS-
geschutzte Verbotung94 in 41% Ausleute Uber beide Stufen erhalten. Das Auxiliar wurde
danachLiOOH zur Carbonsaure umgesetzt. Diese wurde anschlielend in einer Sequenz aus
SteGLICH-Veresterung mit HSNAC und finaler Entschitzung weiterreagiert und dag®iol
wurde in 55% Ausbeute Uber drend daraus resultierend 8.8% Ausbeute Uber elf Stufen

erhalten.

Eine Mutationsstudie bezuglich der Position 173 hat die Wichtigkeit des Vorhandenseins einer
sterisch wenig anspruchsvollen, unpolaren Aminosaureseitenkette bestétigt. Im Rahmen dieser
Studie wurden unterschiedliche Punktmutanten (V173A, V173L, V173Y und V173H)
hergestellt und jeweils mit den$Substratsurrogat77 inkubiert. Zusatzlich wurde die
Dehydratisierungsaktivitat durch die Inkubation mit dem D®Liberpriuft. Dabei stellte sich
heraus,dass die Zyklisierungsaktivitéat der Alanisowie Leucinmutante vergleichbar zum
Wildtyp ist und nur kleine Anteile des Startmaterials im Reaktionsgemisch zurlckblieb.
Sowohl Alanin als auch das sterisch anspruchsvollere Leucin bieten demnach gentigend Pla
in der aktiven Tasche um die Zyklisierung zu erlauben. Im Gegensatz dazu kam die
Zyklisierungsaktivitat bei der Tyrosimind Histidinmutante beinahe vollstandig zum Erliegen.

Die sterisch anspruchsvollen, polaren Seitenketten dieser beiden Aminosabesndazu
gefuhrt, 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 Dehydrataseaktivitat blieb hingegen in allen untersuchten
Punktmutanten erhalten. Eine detailierAufstellung der aufgenommenen URMS-

Chromatogramme ist der Literatur zu entneh&n.

In einer anschlie3enden sequenzbasierten Suche wurde AmbDH3 mit andeBoniaHen
bezlglich ebenfalls an dieser, bisher nicht beachteten Position vorliegenden Mutation
verglichenEine solche Mtation kdnnte auf eine versteckte Zyklaseaktivitat hindeuten, die
aufgrund des zur Zyklisierung unfahigdsosynthetische Vorlaufembislang unerkannt

geblieben ist.

0 0 190 200 210 220

AmbDH3 PPAGA[EPVDVITRWVEALDAW[.|. RAWRV[EGRS . . . .A[YRDLALPE|GVSERAQDF|GLEEAMIEAALRALLRA . ELicRlG
EryDH4 PPEDA 3 AAWRKDDS . ...VYAEVSIAAD. ..EEG.YAFLSIVILEAVAQTLSLG . ALGEP
RifDH10 PPPEA AVWRRGSGNTTETFAEIALPEDARAEAGRF|GI[BFAMLMAALHSTMVS . AAAD|T
CurHDH CEQ.LR CAWIGEET. .. . SLLEIEVPKALAFQLAGEP IESJVIdIBACTRLTPE . . . DLFDF
CurKDH QRECS OLWKGQOGK. .. .ALGKIALPEEIAGQATDYQLEMAMLBAALOILG. H. AIGNT
CurFDH QAECS oLwWrGolex . . . . BlLGEMAFPEELTADLADYOL IR LAAFOIVS . Y. ATPHT
CurJDH QARCS| @V LGEGE. . . .LCQMKVPKTILN TK. |[Y|QLESATMVBISCFQSIIAL . VLDQS
MasDH LAAHP EAYVATAAEP . TV[VAAVALPGPLRSGQRGY|T ALACFQSVIAHPEKQNI
AmbDHZ2 PPPGANPVDV/ITQWLEIVDAW,.|. LWRVGRT. . . . IYADVALPDGVAGTAQDF/GLEIAMLNVALRAFLRA . ELSAD

Abbildung 41: Ausschnitt aus dem Sequenzvergleich veestdmer Dehydratasen, unterschiedlicher
Biosynthesewege. Die in AmbDH3 mutierte Position 174listi hervorgehobefl

In Abbildung41 ist zu erkennen, dass in fast allen der untersuchten Dehydratasen an Position
174 eine sterisch anspruchsvoliher polare Aminosaure (Tryptophan/Histidin) befindet.
CurJDH (Lewin) undAmbDH2 (Valin), in derAmb-PKSein Modul vor AmbDH3 befindlich,
zeigen Mutation zu einer hydrophoben, flexiblen Einheit

ACP ACP
s s
(0] DH2 (0] DH2
:1OH
+1OH ~1OH
97 98

Abbildung 42: Theoretisch von AmbDH2 katalysierbatgklisierung.
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DassAmbDH2in der Natur keine Zyklisierung durchfiihrt, liegt an der Beschaffenheit des im
betreffenden Modul prozessiertbiosynthetischen Vorlaufe@y. Dieses ist als Triketid nicht

in der Lage in den dargestellten Heterozykl@9 tberfihrt zu werdeigAbbildung 42). Um
dennoch eine mogliche doppelte Funktionalitdt ausfindig zu machen, wurden
Enzymaktivitatsassays durchgefuhrt. Mebdem bereits vorgestelltédinthioat 77, wurde
ebenfalls, um zusatzlich die Dehydrataseatdtvizu zeigen, das Diof6 einzelnin die
Enzymreaktion eingesetzt.

Beide Substrate wurden mit analog zu AmbDH3 heterolog exprimiertem AmbDH2 nach

Reinigung fur 161 inkubiert und die Experimentga UPLC-MS analysiert.

Umsetzungen mit AmbDH2

o) OH
SNACW + AmbDH2 () (A ) ()
A 77
O OH OH
SNACM + AmbDH2 k
B 76 | -
5
SNAC (o)
78
C __J
0 OH
77
D O OH OH E—
E 76 __J
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 45 5
Zeit [min]

Abbildung 43: UPLC-MS Chromatogrammeale Reaktionsgemischs nach Inkubation mit AmbDHR: (
Umsetzung deEnthioats77; B: Umsetzung des Diolg6), sowie relevanter Referenzverbindungén THP 78
m/z = 324 [M+Nal, D: Enthioat77 m/z = 324 [M+Na}, E: Diol 76 m/z = 342 [M+Naj).

In Abbildung43 sind die UPLCChromatogramme der Inkubationen der Substirabgater 6

und 77 mit AmbDH2, sowie relevanter Referenzverbindungen zusammenihsiargestellt.
Hierbei sind eindeutige Trends zu erkennen. In beiden Umsetzungen sind ein (A: Reaktion mit
Alken 77), respektive zwei (B: Reaktion mit Di@b) neue Signale zu erkennen. Diese deuten

in Ubereirstimmung 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 anschlieRender Zyklisierung wurden von AmbDH2 durchgefiihrt. Ein Vergleich
zwischendiesen Reaktionen mit denen von AmbDH3 zeigen deutlich unterschiedliche
Umsitze AmbDH3 setzte die Substrate beinahe vollstandig’jrmohingegen AmbDH2 nur

eine begrenzte Reaktivitat au@s Ein Blick in die Biosyntheseatt Ambruticine @bbildung

13) gibt jedoch einen Hinweis darauf, warum die Substrabgate/6 und 77 nicht so gut
akzeptiert werden, wie in den analogen Experimenten mit AmbDH3. Aufgrund der friiheren
Position des Moduls 2 ist die Dehydratisierung ausgelegt aufraiverzweigtesTriketid.

Dieses ist kiirzesterisch weniger anspruchsvals dieUverzwegten Tetraketide76 und 77,
weshalb auch aktive Tasche und Zugangstunnel kleiner ausgefallen sein kénnten. Daraus liel3e
sich ableiten, dass es auch bei den kinetischen Parametern (Affinitat und Wechselzahl)
signifikante Unterschiede geben konnte, die Uimsetzbarkeit der Tetraketide negativ

beeinflusst.

Enzymologische Charakterisierung von AmbDH3

Die Bestimmung kinetischer Parameter und zeitaufgeloster Reaktionsprofile sind wichtig fur
die Bewertung der katalytischen Effizienz eines Enzyinslog zur Arbeit vorFiERs et al [&”]

wurde einesteadystate Kinetik, basierend auf UPL®S-Messungen aufgenommen. Im
Gegensatz zu anderen Ansétzen der KinetikuntersuBfifigkonnten hierbei alle wichtigen
Daten aus jeweils lediglich zwei Werten abgeleitet werden, ohne die Aufnahme vieler
Datenpunkte Uber einen l&angeren Zeitraum hinweg. Die angewandte Variante ist moglich, da
in einem vorageschalteten Versuch die linear ablaufende Umsetzaim@7 zum zxlisierten
Produkt 78 UV-spektroskopisch gezeigt werden konnfbljildung 213. Die einzelnen
Experimente wurden im Kleinstmaf3stab mit Subktiazentrationen zwischen 0xim und
2.25mmM im Triplikat durchgefuhrt. Hierfir wurde die jeweilige Menge des Subsimatgats

77in DMSO (finale Konzentration 4%) vorgelegt. Der verwendete ABISO stellte einen
Kompromiss zwischen verbesserter Substratloslichkeit bei ungestorter Enzymaktivitat dar.
Durch Zugabe der Proteinlosung wurde die enzymatische Reaktion begonnen und nach
achtminutiger Inkubation durch Verdiinnung mit MeCN beendet. Diaudaresultierenden
Gemische aug7 und78wurdenvia 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 abgeleiténzentrationen unter
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Einbezug unterschiedlicher lonisierbarkeit der verschiedenen Komponenten, wurde jeweils
eine Kalibriergerade fur das Subssuatrogat77, sowie das Produki8 erstellt. Daflr wurden
zunachst die entsprechenden Stofflosungen mit defnidfonzentration hergestellt und
anschlieBend mit unterschiedlichen Injektionsvolumina aufgetragen. Die daraus resultierende
KalibriergeradgAbbildung214) konnte direkt fir die Umrechung der Integrale herangezogen

werden.

km = 8.2:3.1mMm
Kcat = 23083 s
Kcakm = 28.2+14.8'mm !

o [mh .fs_]

S [mM]

Abbildung 44: Ableitung der kinetischen Daten aus der Umsetzung Aomit AmbDH3 bei verschiedenen
Substratkonzentrationen.

Die aufgenommenen Daten sind mit Fehlerbalken (bezogen auf die Reaktionsgeschwindigkeit
v) in Abbildung44 zusammengefasstur Berechnung der Substrataffinitat) kder Wechsel
zahl (ka), sowie der katalytischen Effizienz c{kkm) wurden die aufgenommenen Daten

(Abbildung215- Abbildung218) via nichtlineareiRegression analysiert.

Der Wert k, von AmbDH3 betragt 8#23.1mm (Muramidase: 0.32x18nmE%), was einer
vergleichweise geringen Affinitat zum Substrat entspricht. Augh it mit 230+83s*
(Carbonanhydrase: & = 9.4+2.4x10s™1) gering und ein Indikator fiir eine langsam
ablaufende Reaktion. Die daraus resultierende katalytische Effizienz li2f8.@148 smm-

! (Carboanhydrase:cifkm = 7.6+0.3x10 smm1°Y) somit folgerichtig am untereBnde der
Skala. Da es sich bei AmbDH3 jedoch um eine enzymatische Domnéne aus dem
Multienzymkomplex einer PKSyp 1 handelt, sind diese niedrig erscheinenden kinetischen
Parameter nicht ungewohnlich(PikDH2: km=5.7+1.4mM, Kkcar=0.021+0.00328,
Kcafkm = PikDH2: 0.0037+0.0014%nMm ™% CurkKDH: km=12.0+4.7mM, Kcar= 721218,
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Kealkm = 6.00+1.41 3mm ™Y und kénnen fur den Einsatz in einer chemoenzymatischen
Synthese sogar von Vorteil sein. Durch die isolierte Position innerhalb des
Multienzymkomplexes war es evolutionar beispielsweise nicht notwendig, die Affinitat zum
Substrat zu optimieren, da dieseSRAgebunden herangereicht wird und somit die Gefahr der
Umsetzung einer nicht vorgesehenen Verbindung aul3erst geringt ist. Im synthetischen Kontext
fuhrt das dazu, dass auch unnatirliche Subsgaieinderund umgesetzt werden kdnnen.
Weitere Beispiele fughnliche Daten PKS integrierter, enzymatischer Domanen wurden bereits

publiziert!87:949]

zeitaufgeldste Umsetzung va@id
100

Umsatz [%]
iy (o2} [0}
o o o

N
o

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

Abbildung 45: Zeitaufgeldstes Experiment zur Umsetzwog 77 mit AmbDH3.

Basierend aufidsenkinetischen Daten zur Affinitat und Umsatzrate von AmbDH3 wurde die
Untersuchung der effektiven Reaktionszei zu hohen Substratumséatzengestrebt. Zur
Uberpriifung wurden vidsis auf die Laufzeidentische Experimenturchgefiihrt Abbildung

45). Es wurdeneweils 10mg des Substratsrogats/7 parallel mit AmbDHS3 inkubiert und die
entsprechenden Experimente bei Erreichen der angegebenen Reaktionszeit abgebrochen. Zu
erkennen ist ein relativ geradliniger Anstieg der UmsatzzatidrNMR-Spektren siehe
Abbildung221 -Abbildung224), bis diese sich demheoretischen 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 Hélfte

der Zeit diesem sehr starkgemahert hatte (9, 89%). Es lasst sich demnach ableiten, dass die
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Umsetzung potenzieller, gut akzeptierter Substratsurrogate bereits inn8rhatieendet
werden kann und es nicht zwingend notwendig ist, die Inkubation Gber Nacht durchzufihren.
Dieses Aktivitatsprofil kann durchausals Vorteil angesehen werderdn dynamischen
kinetischen Racematspaltunigt es glnstig, wenn die stereodifferenzierende Reaktion
erkennbar langsamer als der epimerisierende Hintergrundprozess ablauft, da sich hierdurch
prinzipiell hohere Stereoisomerenuberschiusse erzielen lassen. Aus Grinden der
Vergleichbarkeitvurden die in dieser Arbeit durchgefiihrten Zyklisierungen zur Untersuchung
der Substratspezifit&owie deiSkalierbarkeiunter den zeitlich nicht optimierten Bedinggen

(16 h) durchgefuhrt.

Aufbau der Substratbibliothek

Fur die eingehendeUntersuchung derSubstrattteranz der Zyklase AmbDH3 wurden
verschiedea Substratsurrogate in Mengeon 20.0mgi 1.25g bendtigt.

Abbildung 46: Ubersicht deranvisieren Zyklisierungsproduktel00-110. In Farbe hervorgehoben sind die
jeweiligen Unterschiede rierbindung78.
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Neben @m in der Forschungsgrupé®’! bereits untersuchten Subssatrogat77 wurden
weitere Surrogate zur Studie der Substratspezifitat dargestelkbbildung 46 sind die
jeweiligen Teile der Struktur farblich hervorgehoben, welche siah Poodukt 78 unter

scheiden.

DaEnzyme haufig daztendieremur spezifisch&ubstitutionsmuster umzusetzen, wurde eine
Auswahl represdativer Substituentergetroffen, die eian groRen Bereich funktioneller
Gruppen abdecken sollte. Die Substituenten an den Positionen C2, C6 und C7 sollten dabei in
ihrem sterischenAnspruch variiert werden um die Auswirkung auf Umsatz und
Stereoselektivitat zu beleuchtefudem sollte durch den Einbau des Phenylsubstituenten der
Einfl uss p- oWeehsawirlauhgene untersucht werdebie unterschiedlichen
Carbonylfunktionen, @wvie derBromidsubstituent konnteauRerdem fur Folgereaktionen von
grol3em Interesse sein. Die Veranderung des Ruckgrates, sowie des Nukleophils sollte eine

groRere Auswahl herstellbarer Heterozyklen ermadglichen.

O\\ L0 @) O\\ ,0 O OTBS OTBS
8 __ab s’ o od :
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), f)] R = Pent 74%
(acht Stufen) o OH oTBS (zwei Stufen)
R g9). h) :
- 9:Nn)
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 deSubstrasurroga¢ 118 und 126. Bedingungena) TMSOTf, DIPEA, CHCl,, RT,
U.N., dann TiC4, BenzaldehyaderHexanal CH:Cl,, -78 °C, 1h; b) TBSOTf, 2,6Lutidin, CHCly, -78 °CA RT,
U.N.; ¢) LiBH4, EtO/MeOH, 0°CA RT, U.N.; d) TsCl, Pyridin, DMAP, CHCl;, RT, 72h; €) Allyl-
magnesiumbromidetO, Reflux, 3h;f) Os, CHCly, -78 °C, dann PPH) RT, 0.N.;g) 82, DBU, THF, 0°CA RT,
48 h; h) PPTS, MeOH, 50C, U.N..

Die Darstellungvon 118 erfolgte in analoge Synthesesequenzvie sie bereits firdas
Substratsurrogat 7 beschriebemwurde (Abbildung 47). Die Gesamtausb#&ilaghierbei mit
6.6% Uber acht Stufen, um ungefahr 5% unterhalb der Ausbeuté7v@as Substratrrogat
118 zeigte in seiner Herstellung sowohl wahrend der Tosylierung, als auch der Entschiitzung
im Vergleichzu 77 deutlich niedrigere Ausbeuten. Ein Grund fir die schirchblaufende

Tosylierung kdnnte sein, dass der aromatische Ring des Tosylchlorids méglicherweise mit dem
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PhenylSubstituenten interagiert und somit zwisckaitig nicht fir die Reaktion mit dem
primaren Alkohol zur Verfiigung steht. Bei der absdidied@ sauren Entschitzungsreaktion
konnte es durch dieelektronisch aktivierte benzyischen Position zur teilweisen,
saurekatalysierten Dehydratisierung und dem damit vedmen Verlust der wichtigen

Alkoholfunktion gekommen sein.

Die Darstellungvon 126 erfolgte in analoge Synthesesequenavie diese bereits firdie
Substrasurrogate77 und 118 beschriebenwurde (Abbildung 39 und Abbildung 47). Die
Gesamtausbéeilag dabei mitl6.1% tber acht Stufemm ungefahr 5% oberhalb der Ausbeute
von /7.

0] 0]
A a), b) H
H,N —2x0) 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/ PrA——
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)

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

Abbildung 48 Synthese de®hosphonatd440. BedingungenA: a) Thionylchlorid, MeOH, (°CA RT, U.N;
b) K2COs, CHxCIy, 0°C, 30min, dann AcCl, OC, 3h; c) DMMP, "BuLi, Toluol, -78°C, 30min, dannl129,
-78°C, 1h; B: d) NaNs, DMSO, 50°C, 5h; €) DMMP, "BuLi, THF, -78°C, 30min, dannl134, -78 °C; f) Mel,
K2CQs;, Aceton, 0°CA RT, 66h; g) Ethylenglykol,pTSA, Toluol, Reflux, 12h; h) PPh, THF, 0°C, 2h, dann
H20, RT, 20h; i) AcCl, Pyridin, CHCI,, 0°C, 2h;j) 1M HCI, RT, 24h.

Die zunachst geplantgerstufigeSynthesesutezum Phosphondlt40 startete mit der Bildung
des Methylesters aasAminobuttersaur€l27) und der anschlieRenden Amidierung des Amins

(Abbildung48). Die Umsetzungen zur Verbindud@9 verliefen mitquantitativer Ausbeute.
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Beim Versuch der Uberfiihrung des Methyleste?8 in das Ketoril30 mithilfe von Lithium-
dimethylmethylphosphonakonnte lediglich ein Gemisch aus dem Ami81 und dem
Phosphonat32 erhalten werden

Die Synthesestrategie wurde daraufhin umgestellt, um diese unerwiinschte Transacylierung zu
vermeiden Ausgehend vom-Brombuttersaumaethylester(133) wurde Bromid mit einem
Azidsubstituenten in quantitativer Ausbewastituiert Nach erfolgreichePraparatiordes
Phosphonat435 analog zur bereits beschriebenen Methodik (Ausbeute 84%), konnte die
U-Positon mit einer Ausbeute von 61%nfach methyliert und die &bindung136 erhalten
werden. Das vorliegende Keton wurde als nachstes in Form einBsok@ans in sehr guter
Ausbeute von 89% geschiitzt. Der folgende Abbau des Azids zum AminSnachINGER

wurde ebenfalls mit einer sehr guten Ausbeute von 94% isztlli®as Amin138 wurde
anschlieend mit AcCl und Pyridin zum korrespondierenden Amid umgesetzt. Nach finaler
saurer Entschitzung wurde das Phosphbtrfolgreichin einer Gesamtausbeute vb2 6%

Uber sieben Stufeerhalten

y 0 OH
a), b) N WNNM
55%
(zwei Stufen) O 142 21%

; ; O\\S//O 9 0 OH (acht Stufen)
\NJ‘H C), d) ?
/
85 6% SNAC 2%

\ (zwei Stufen) Br 147 (acht Stufen)
39% o) OH
(sechs Stufen)\ e), b) z

OTBS 12% SNAC™ >~ . 5%

(zwei Stufen)

91 ), d) :
> N
153 (acht Stufen)

(acht Stufen)

O O (zwei Stufen)
~o g\oj\ o OH
d) B
143T 9), - =
21% SNACW 8%
6 o (zwei Stufen) 158 (acht Stufen)
SNACJ\/E\OJ\ 0 OH
145 h), d) NG NP :
50% 20%
161

(zwei Stufen) (acht Stufen)

Abbildung 49: Synthese der vom Aldehy&8b abgeleiteten Substsatrrogate Bedingungena) 140, DBU, THF,
0 °CA RT, 48h; b) HF/Pyridin, THF, RT, 3h; c) 145, NaH, NBS, THF, CCA RT, 21h; d) PPTS MeOH, 50°C,
U.N; €) 147, THF, 50°C, 64h; f) 143 DBU, THF, 0°CA RT, 48h; g) 156, DBU, THF, 0°CA RT, 48h; h) 159
DBU, THF, 0°CA RT, 48h.
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Die Substratsurrogat@bbildung49) konnten jeweils basierend auf dem AldeByichufgebaut
werden Die Reaktionsbedigungen der fur die Rickgrati@mgerung angewandten HWE
Olefinierung &hnel sich bei den viebetreffenderBeispielen. Ausnahme bildet lediglich die
bromierte Spezies. Zur Darstellung wurde in diesem Fall zunachshesite Bromierung des
HWE-Reagenzes vorgenommen, dieses wurde danach direkt weiter umgéssiitzlich

wurde fur die Verbindun@51die WiTTIG-Olefinierung, analog zBERKHANE™ herangezogen.

Die Entschitzungsbedingungen sind an denen der Syrthésien Abbildung 39 angelehnt.

Bei Durchflihrung der Entschitzungsreakti@um Substratsurrogat42 fiel auf, dass sich
bereits im Rohprodukt ausschlie3lich zyklisiertes Produkt befand. Scheinbar waren die
gewahlten Bedingungen fiir d&b,-umgesattigte Keton bereits zu sauer, weshalb nach einer
milderenAbspaltungsmethodik fiir den Silylsubstituentenugbs wurde Das Augenmerk fiel

dabei auf ein gepuffertes System, bestehend aus HF in B&tjdiai welchem die Verfolgung

der Reaktiorvia DC zunéachst die Bildunginer 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
entschitzten Substgtrrogat142 unter nur minimaler Zyklisierung erhalten werdetu
beachten ist die hohe Elektrophilie dewliegendenMICHAEL-Akzeptors Aufgrund dessen
musstel4?2 stets frisch hergestellt werden und besald selbst bei tiefen Temperaturen nur eine
sehr begrenzte Lagelfigkeit. Bereits nach kurzer Zeit unter diesen Bedingungen waren

grolRere Areile der spontamyklisierten Verbindung enthalten.

Ahnliche Beobachtungen wurden fiir die Bildwan 151 gemacht, wobei die Lagié@higkeit
bedeutend besser wals beim beschriebenen Ketd¥2 Die geringe Ausbeute der
Entschitzung lasst sich hierbei auf den vorzeitigen Abbruch der Reaktion und daraus folgenden
unvollstdndigen Umsatz des EdukitS2 zurickfuhren, da zu diesem Zeitpunkt bereits die
einsetzende Bilung der zyklisierten Spezies detektiert wurde.
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o0 00 OTBS OTBS
N | T, TsO A a), b) O :
W) e T
85 89 (zwei Stufen) 163
9.8%
(acht Stufen) QH
SNAC SN - c), d)
32%
O 165 (zwei Stufen)

Abbildung 50: Synthese des Oxepanvorlaufégs. Bedingungena) 3-Buten1-ylmagnesiumbromidLi>CuCls,
Et,O, Reflux, 3h; b) Os, CH:Cly, -78°C, dann PP -78 °CA RT, U.N.;c) 82, DBU, THF, 0°CA RT, 48h;
d) PPTS, MeOH, 50C, 48h.

Um neben einfacher Variation des Substitutionsmusters auch die Arardesieren
Heterozyklus zu veradndern, wurde zunédchst auf Basis dehkbiildung 39 gezeigten
Syntheseroute ein Substrat dargestellt, welches potentiell zum siebengliedrigen Oxepanring
zyklisiert werden kann. Dabei wurde die SynthesesequenzubisStufe des Tosylat89
beibehalten und durch eine Cu{ktalysierte Substitutionsreaktion mg-Butenytl-
ylmagnesiumbromiddas um eine CH-Gruppe verldngerfeRickgrat aufgebaut. Die
nachfolgenden Ozonolyse fulhrte zum Aldety&8 mit einer Ausbeute von 68% Uber zwei
Stufen. Nach abschliel3ender HVZEefinierung Ausbeute53%) und finaler Entschiitzung
(Ausbeute50%)wurde das Substsurrogatl65 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-j) HO
7~
178 (V|er Stufen) 174

Abbildung 51: Synthese deSubstrasurrogatsl 78. Bedingungena) NaH, THF 0°CA RT, 20min, dann BnBy
RT, 23h; b) LiAIH4, EO, -78°CA 0°C, 40min; c) DMSO, (COCI), CHCly, -78°C, 3h, dann DIPEA,
-78°CA RT, 30min; d) MgBr2-EtO, EtMgBr, CHCl,, -78 °CA RT, 5h, 92%,d.r. 19:1;e) TBSOTf, 2,6Lutidin,

CH.Cl,, -78°CA RT, 30min; f) Hy, Pd/C, EtOAc, RT, 4; g) NaH, THF, 0°C, 30min, dannAllylbromid,

0 °CA RT, 18h; h) O3, CHCly, -78°C, dann PP} -78°CA RT, 6h; i) 167, CH.Cl,, RT, 24h;j) PPTS, MeOH,
50°C, U.N..
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Im RahmenseinerMasterarbeithat KoLe die Synthese des Dioxaid®2 durchgefiihrt Der
dabei verwendete lineare Vorlaufer basiertecalMfilchsauremethylester, wodurcler Aufbau
einesStereozentrums eingespart werden kon@tenachst wurde der Alkohol mit einer Bn
Schutzgruppe (72%) versehen. Nach der darauffolgenden Reduktion des Esters mit LiAIH
wurde der primare Alkohdl70in quantitativer Ausbeute erhaltddie Umsetzungyia SWERN-
Oxidation lieferte den Aldehyd (76%), welcher danach in e@RIGNARD-Reaktion den
sekundaren Alkoholl72 lieferte. Dieser wurde anschlieRend mit einer Shgdhutzgruppe
versehenlIn Folge dessemvurde die BenzySchutzgruppehydridisch abgspalten und der
sekundéare Alkohadl 74 erfolgreich mit 66% Ausbeute Uber zwei Stufen erhalten. Aufgrund der
Instablitdt einzelner Zwischenstuferwurden die nachfolgenden vier Reaktionen ohne
Reinigungsschritte durchgefuhrt. Durch Allylierung und anschiidBeOzonolyse wurde
zunachst der Aldehyd gebildet. Dieser konnte danach in einer Kaskade au®ldiviierung

und sauer katalysierte Abspaltung des Silylresfisigreichmit einer Ausbeute von 12% Uber
vier Stufen und einer daraus resultierenden Gesabeatesvon 3.2% Uuber zehn Stufen zum
Substrasurrogatl 78 umgesetzt werden.

\_ /Br
Mg,
H 6’1 O\ Br H
o — H O
o2 = H 0\ &
| Br \ g r
Bn Bn

Abbildung 52: GRIGNARD-Reaktionvia CRAM-ChelatUbergangszustarief!

Schlusselschritt dieser Reaktionssequenz ist die diastereosel&Rig8ARD-Reaktion am
Aldehyd 171. Der Grund fur den hohen Grad an Selektivitat liegt in der chelatisierten
Komplexierungdeszuséatzlicheingesetzten MagnesiumsalZésbildung 52). Dieses fixiert
zunachsdie Konformation imCrAM-ChelatUbergangszustanavodurch nach Koordination
des GRIGNARD-Reagenzes der kieophile Angriff de Ethylgruppe hauptsachlichvon der
sterisch weniger anspruchsvollen Seite geschehen kann und sias $tadptproduki72
bildet*°
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oz

Hy
a), b) NHBoc ¢) g HBoc

HO
W 29% \/\( 42% /\/\/\(
O . .
179 (zwei Stufen) 181 (zwei Stufen) 183
)\ 45%
(

e), f ;
31% zwei Stufen)

(zehn Stufen)
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Abbildung 53: Synthese deSubstratsurrogats87. Bedingungena) NaBH,, I, THF, Reflux, 4h, dann MeOH,
RT, 30min, dann KOH, RT, 4; b) BocO, MeCN, 0°CA RT, 3h; c) TsCl, KOH, Reflux, 4; d)

3-Buten1-yimagnesiumbromid Cul, THF, -78°CA RT, 0.N.; €) "BuLi, THF, -78°C, 30min, dann BogO,

-78°CA RT, ii.N.;f) O, CH,Cly, -78 °C, dann PPh-78°CA RT, ii.N.;g) 167, CH.Cl,, RT, 48h; h) HCI (1M in

Et.O, 0°CA RT, 20h.

Im Rahmen der Bachelorarbeit voBCHRECK wurde eine Syntheseroute zu dem
Substrasurrogatl87 erarbeitet, welches den Vorlaufer fur das Piperidinded@stdarstellt
(Abbildung 53). Von D-Valin ausgehend wurde zunéchst Uber eine Reaktionskaskade aus
Reduktion und Bo&chitzung der Alkohdl81 mit einer Ausbeute von 29% Uber zwei Stufen
erhalten. Die geringe Ausbeute Bum Grof3teil der Reduktion zuzuschreiben, da diese
lediglich mit 33% ablief. Moglicherweise kam es bei der Reaktion durch Lichteinfall zu
Verlusten oder es wurde bder durchgefihrtenlestillativen Reinigundkeine vollstandige
Ruckgewinnung erzielt Als néchstes 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 anschligghd von Homoajllmagnesiumbromidukleophil geéffnet. Aufgrund

desin situ generiertenNORMANT-Cuprats konnte dabalirigiert werden, dass der Angriff
ausschliel3lich von der sterisch wenigehinderterseite geschieht. Das dabei generierte Alken
183 wurde danach ein zweiteBal mit einer BoeSchutzgruppe versehen und anschlie3end
einer Ozonolyse unteogen Die doppelte Schitzung war notwendip andernfallsdie
N,O-Acetalbildung mit darauf folgender Dehydratisierung zum Enaba@obachtet werden
konnte Der Aldehyd185 wurde schlief3lich in eineWiTTIG-Olefinierung mit dem Thioester

versehen und war damit bereit fur die Entschitzungsreaktion.

Die Entfernung der BeSchutzgrupperstellte zu Beginn eine Herausforderung.dBre
anfanglichgewahlten, sauren Entschiitzungsbedingungen (TFA #CGHY) erwiesen sich
als zu harschDie beiden Schutzgruppen wurden dabei zwarrhmdb von zwei Stunden
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vollstandig entfernt, jedoch flhrten die stark saure Umgekbongombination mit der
Loslichkeit im verwendeten Losungsmitieir Instabilitat des Ammoniumsalzes und der daraus
folgendenvollstandigenspontanerZyklisierung zum Epimengemisch des Piperidiri8.
Deutlich mildere MethoderHCI in H,0Y oder Nal in Acetoh®?) lieRen die BoeGruppen
hingegen unberiihrt. Erst durch den Einsatz HCI (1M in abs ELOM) fuhrte Giber Nacht

zur volligen Umschitzung des-@Boc-geschitzten Amins zum Ammoniumsal&7 mit einer
Ausbeute von 89% und der daraus resultierenden Gesamtausbeute von 3.1% Uber zehn lineare
Stufen Durch die geringe Loslichkeit des Ammoniumsali88 in EtO fiel dieses wahrend

der Entschitzung aus derdk#ionslésung aus und zeigte als ungeldster Feststoff eine hdhere
Stabilitat gegeniber der gelosten \aate Aufgrund der hohen Nukleophilie des freien Amins
konnte diese Verbindung lediglich als Hydrochlorid bei tiefen Temperaturen aufbewahrt
werden, wobi selbst unter diesen Lagerungsbedingungefgrund des vorheschenden

SaureBaseGleichgewichtsin groRer Teil binnen weniger Wochen spontan zyklisiert war.

O OTBS 0
__b)c)
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 deSubstrasurrogatel94 und 199. Bedingungena) DIBAL-H, CH.Cl,, 78°C, 1h;
b) 1870der192 CHCl,, RT, I.N.;c) TBSCI, Imidazol, CHCI,, RT, 1h;d) LiOH, MeOH/H0O, 0°CA RT, U.N.;
€) DIC, HSNAC, DMAP, CHCI,, 0°CA RT, U.N.

Zur Untersuchungon Substrate@hne Substitution an defr 6nd 7Positionwurdedie Synthese
der beiden primaren Alkohole)4 und199 durchgefuhr{Abbildung54). Zunachst wurde daflr
t-Valerolacton(188) mit DIBAL-H mit quantitativer Ausbeute zum LactdB9 reduziert.
Dieses wurde anschliel3end unter Einsatz der beiden unterschiediieliedlicherweise von
LINDNER bereitgestellteWITTIG-Reagenzienl90 und 195 gedffnet und der freiwerdende
primare Alkohol danach einer TBSchitzung unterzogen. Hierbei konnten manégeseute
49%, R = Me) bis sehr gutAsbeute95%, R = H) Ausbeuten, jeweils Uber zwei Stufen erzielt
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werden.In einer Reaktionskaskade aus basisdherseifung und anschlieRend8TEGLICH-
Veresterung konnte der Ethylester in beiden Fallen erfolgreich gegen denShbsGtuenten
augjetauscht werden. Nach vollstandiger Charakterisierung der isolierten Verbindungen stellte
sich heraus, dass auf dgeplante Entschiitzung verzichtet werden kann, da diesesbereit
geschehen war. Vermutlich waren die FB&hutzgruppen der primaren Alkohole gegenuber
der sauren Aufarbeitungzur Isohtion der Carbonsauren im Zuge der durchgefihrten
Verseifung nicht stabilenug. Dies wirde zudem die durchweg schlechten Ausbeuten von 12%
(R =H) und 10% (R = Me) plsibel erklaren, da sich somaiifgrund de bereits entschitzten
Alkohole wahrend derSTeGLICH-Veresterung zusétzlich zum HSNAC intramolekular ein
Konkurrennukleophil befand.Die beiden Substrate konnten dennoch mit Ausbeuten von
11.4% (A4, R = H), sowie 4.9%199, R = Me), jeweils Uber funf lineare Stufen erhalten
werden.

O OH

77
B o OH
118 199 H
O Q )O\H o) 165
SNAC)H/\/Y\/\/\ SNAC)W H
126 H 194 o) OH
o) OH 0
158 H 153 0 NH;ClI
N
SNAC™ N \ﬂ/ =
Br 147 o 142

Abbildung 55: Ubersicht der aufgebauteubstanzibliothek bisher ungetesteter SubstratsurrogateFarb
hervorgehoben sind die jeweiligen Unterschiedeoben dargestellteVerbindung77.

In Abbildung 55 ist eine Ubersicht tiber die erfolgreich hergestellten und zimsatzmit
AmbDH3 bereitstehenden Substrate darges¥étit. Beginn derExperimentemit AmbDH3,

musstedieseszunachstn aktiverForm dargestelliverden Hierfiir wurde das GeambDH3in
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transformierterEscherichia col(E. coliBL12) exprimiert und das dabei gebildete Protein im

Anschlussvia Ni-Affinitatschromatographian eineAKTA ™ startgereinigt.

Zyklisierungen und Bestimmungder absolutenProduktk onfiguration

Fur die emymatische Umsetzung im Kontext der Substrattolesmmiie wurde frisch
gereinigtes AmbDH3 verwenddEs wurden jeweild0 mg (Abweichungen sieh&abellel)

der entsprechenden Substréiie 16 h bei 37°C mit der enzymatischen Doméne in wassrigem
HEPESPuffer inkubiert. Zur Analyseder Reaktioren wurden von denRohprodukén direkt
nach Extraktion der enzymatischen Umsetzung #irNMR-Spektrum vermessen Die
jeweiligen Zyklisierungproduke wurden chromatg@raphisch gereinigt und erneuwtia
H-NMR-Spektroskopiaintersucht Aus den so gewonnenen Daten h@m sowohl Umsatz

der Reaktionals auch Identitat und Konfiguration der entstandenen Hafiden bestimmt

werden.
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Abbildung 56: Konfigurationsbestimmung von2undC3 in 78 via Analyse derchemischen/erschiebung und
Kopplungskonstanten ifH-NMR-Spektrum
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Zur Validierung der Methode fiir die Konfigurationsbesnung neu entstandener Hetero
zyklen, wurde diese fur i@ literaturbekannteVerbindung 78 angavandt und dabei die
raumliche Ausrichtung der Sstituenten bestéatigtDie absolute Konfiguration dieser
Verbindung wurde bereits in einer friheren Veroffentlichung anhand einer Kombination aus
'H-NMR-Spektroskopieind Réntgenkristadtrukturanalyse bewieséti] Die zur Bestimmung
verwendeten Signale und Kopplungskonstantenisiddbbildung56 dargestellt

Die chemischenVerschiebungen derelevanten Protonen im gezeigten Beispiel eines
2,6-cisTHP-Rings liegen bei 2.78pm (2H), 3.47ppm (3H) und 2.77ppm (7#H),
wohingegen die &quivalenten Signale in -2a&hsTHP-Ringen tendenziell ins Tieffeld
verschoben sind. Konstitutionell verglei@rbtrans THP-Naturstoffe zeigen Verschiebungen
von 3H und ZH von 3.63.7ppm (Zincophorin§®¥1%l 3.84.0ppm (Nigericiny®,
beziehungsweis8.9-4.2 ppm (Salinomycir}®®l. Die bau hervorgehoben&,.4 s.1-Kopplung
(Abbildung 56) betragt hier ungefahr 9Kz, wohingegenBERKHAN fUr das Q-Epimer
(2S,3R,6S,7R)-78 eine 3J..4 3n-Kopplungskonstante von ungefahr H2%7 beschrieb. Mit
diesen Daten und der aus der Synthese bereits fitekalkionfiguration an C6 und7diel3 sich
die Konfigurationbestimmung deProdukte der Enzymexperimentdurchfihren.Um den
Grad spontanemnselektiverZyklisierung unterden verwendeten Reaktidyedingungen zu

bestimmen, wurden zu jeder Enzymumsetzung enzymfreie Kontrollexperichentegefihrt.

Die nachfolgenden Bestimmungen der absoluten Konfigurationen der neu aufgebauten

Stereozentren wurden analog der hier beschrezb&tethodik durchgefihrt.
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Abbildung 57: a) *H-NMR-Spektrum (CDG), 500MHz) der Umsetzung voa00 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale derhtau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. 'HyNMR-Spektrum
(CDCl;, 500MHz) der enzymfreien Inkbation unter Assaybedingungen.

In Abbildung 57 sind sowohl die enzymatische Umsetzung des Substragats118 mit

AmbDHS3 (a), als auch das enzymfreie Kontrollexperiment (b) dargestellt. Durch die Inkubation

mit AmbDH3 konnte die Reaktion zum TH#®Ing 100 erfolgreichdurchgefiihrt werden. Der

erzielte Umsatz betrug dabei 89%nd liegt damit nah an dem der Reaktiont dem
Substratsurroga?7. Im abgebildeten enzymfreien Kontrollexperiment ist hingegen keine
nennenswerte Verdnderung zu erkennen, woraus abzuleiten ist, dass die gesamte beobachtete
Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurd®as Volumen der aktiven Tasctier enzymatischen
Domane, sowie der Zugangstunnel scheialso ausreichendjrol3 zu seinsadass selbstier

sterisch deutlich anspruchsvollereP#SubstituentPlatz findeé und in sehr gutem Mal3
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umgesetzt werdenakin Durch die rdumliche Nahe der aktivens€he zur Oberflache des
Proteins, konnte es auch sein, dass der Substituent aus dem Protein herausschaut. In der
Kristallstruktur mit hineinmodellierten Substsatrogaten(Abbildung 212) ist zu erkennen,

dass der Substituent aer 7-Position stets oberhalb von Vall173 und His51 in Richtung des
Loops (Gly227Gly235) zum Liegen kommtDieser Loop kdnnte sterisch anspruchsvollen

Substituenteiprinzipellausweichen und zuséatzlich den Raum zur Aul3enseite freimachen.
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Abbildung 58: H-NMR-Spektrum (CDCl;, 500MHz) des gereinigtenProdukts 100 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstamen eingebetteten Signaleurden 3H (ddd, links) und

2-Me (d, rechts) zugeordnet.

In Abbildung 58 sind die essenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
desProduktslO0dargestelltDie Signale von #H und 3H sind deuikh weiter im Tieffeld zu
sehenals im Vergleichssparum. Dies liegt jedoch nicht an einer anderen Konfiguration der
Stereozentren, sondern am Anisotropieeffekt, der vorduzierten Ringstrom des
Phenylsubstituentemervorgerufenwird. Aufgrund dempostullierterAusrichtung (siehe Sessel

Darstellung)befinden sich Protonen der ®IR> 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 dieMe-Gruppe orthogonal zur Ringebene lokalisiert, wird dadurch
abgeschirmt nd erfahrt folglich eine Hochfeldverschiebung. Dies istHANMR-Spektrum

klar zu erkennen, da sich das Sigdieser Methylgruppe mit & ppmim deutlich hohezn
chemischen Verschiebungsberebgfindetals das aquivalente Signal im Vergleichsspektrum
mit 0.79 ppm.Die ermittelte KopplundeonstantéJa.nz+ = 8.7Hz liegt sehr nah an den in der

Referenzverbindung/8 gezeigten 9.31z und bestéatigt daher die dargestellte absolute
Konfiguration des zyklisierten Produkif0.
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Abbildung 59: a) *H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) der Umsetzung voti26 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale derhtau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. By NMR-Spektrum
(CDClz, 500MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

54



Ergebnisdiskussion

In der Reaktion mit dem Substsatrogatl26zeigte sich ein Umsatz von 13%kbildung59)
Dieserliegt deutlich unterhallWlem der Reaktion mit77 sowie den bereitsbeschriebenen
Substradurrogat 118 Begriindet werden kann dieses Verhalten mit sehr geringe
Loslichkeit des Suligats im Reaktionspuffer. Selbst nach langerem Vorlésen bei der
Reaktionstemperatur von 3C war noch immer ein deutlicher Bodensatz zu erkennen
Aufgrund des permanent vorhandenen Bodensatzes kann es zur frihzeitigen Prazipitation des
eingesetzten Protes gekommen sein, weshalb die kffee Proteinkonzentration verringert
worden. Ein weiteres Indiz, dass es sich allgemein um ein Loslichkeitsproblem hastdids
durchgefuhrte Experiment mit subsgrasattigtem Puffer ohne Bodensatz. Hierbei wwide
UPLC-MS (Abbildung 219 ein ungefdhrerUmsatz von49% ermittelt Im abgebildeten
enzymfreien Kontrollexperiment istingegenkeine nennenswerte Verderung zu erkennen,
woraus abzuleiten ist, dass die gesamte beobachtete Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurde.
Das Volumen der aktiven Tasche der enzymatischen Dqnsiveie der Zugangstunnel
scheiren also ausreichendyrol3 zu sein, dassuchein langerer]inearer 7-Substituent Platz

findetundzumindest teilweiseamgesetzt werdenakin
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Abbildung 60: 'H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) des gereinigtenProdukts 103 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wifddd,Bnks), 2-H (dq,
mitte) und 2Me (d, rechts) zugeordnet.
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In Abbildung 60 sind dieessenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
des Produkts103 dargestellt.Die aufgenommenen chemischen Verschiebungen der beiden
OCHR2-Gruppen liegen mit 3.4@pm (3-H) und 2.84ppm (#H) genau im charakteristischen
Bereich fiir einen 2;8is-THP-Ring. Die ermittelte Kopplungskonstam®-x s1 = 9.1Hz liegt

sehr nah an den in der ReferenzverbindiBggezeigten 9.3z und bestatigt daher die

dargestellte absoluteonfiguration des zyklisierten Produki®3
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Abbildung 61 a) *H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) der Umsetzung vot58 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale derhtau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. By NMR-Spektrum
(CDCl;, 500MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktiorvon 158 zeigte sich ein Umsatz von 17%Mkbildung 61). Dieser liegt in
Bereich dedJmsatzes deSubstratsurrogats26. Grundfiir den geringen Wervar analog zu
Umsetzung vori26die geringe Loslichkeit des Substratsogatsl58im Reaktionspuffertir
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dieses Substratirrogatwurde daheranalog zul26 ein Experiment mit substratgesattigtem
Puffer durchgefuhrtHierbei wurdevia UPLC-MS (Abbildung 220 ein Umsatz vorb0%
ermittelt.Das Kortrollexperiment zeigt&einen spontanen Umsatz. Die enzymatische Doméne

ist demnach auch gegentber Variationen in eleo&ition tolerant.
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Abbildung 62 'H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) des gereinigtenProdukts 106 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wii(deld Jinks) und 2H

(ddd, rechts) zugeordnet.

Die aufgenommenen chemischen Verschiebungen der beidétROGruppen liegen mit
3.47ppm (3H) und 2.76ppm (#H) genau im charaktetischen Bereich fir einen 2@s-
THP-Ring (Abbildung62). Die ermittelte Kopplungskonstam-+ s+ = 9.2Hz liegt sehr nah
an den in der Referenzverbindui@g gezeigten 9.8z und bestatigt daher die dargestellte

absolute Konfiguration des zyklerten Produkt$06.
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Abbildung 63: a)*H-NMR-Spektrum CsDs, 500MHZz) der Umsetzung vob51mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der au und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt.*H}NMR-Spektrum CsDe,

500MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktiorvon 151 zeigte sich ein Umsatz von 90%Mkbildung 63). Dieser liegt in
Bereich desUmsatzes deSubstratsurrogatg7. Das enzymfreie Kontrollexperimemtrgab
jedoch eine spontane Zyklisierung von 32Begrindet werden kann dies dadyrdhass das
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Doppelbindungssystem bei fehlender Methytwegigung an der -Position insgesain
elektronenarmer isals mit der sonst vorherschenden Hyperkonjugatarsgelbt vorder
Methylgruppe. Aufgrund dessen ist d&diCHAEL-System deutlich aktivierter und die
Nukleophilie der Hydroxygruppe reicht aus, um den Ringschiugsh ohne vorliegendes
AmbDH3 durchzufiihren. Zu beobachten ist, dass sich scheinbar ein weiteres zyklisches
Stereoisomer gebildet hat. Das Signal bei 3% lasst vermuten, dass es sich hietlmei

einen bei der spontanen Zyklisierung entstandérsers THP-Ring handelt. Die beobachtete
chemischeVerschiebung liegt im Bereich des aquivaleritétP-Protonsin Salinomycir{t°8l

Vom spontanen Prozess abgken konnte gezeigt werden, dass aucltsdbstratsurrogdt51

von AmbDH3 akzeptiert und in hohem Mal3e umgesetzt wird.
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Abbildung 64: 'H-NMR-Spektrum (GDs, 500MHz) des gereinigtenProdukts 200 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale whdr@dd8, links) und
2-H (2xdd, rechts) zugeordnet.

In Abbildung 64 sind dieessenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten

des Produkts200 dargestellt.Die aufgenommenen chemischen Verschiebungen der beiden

59



Ergebnisdiskussion

OCHR2-Gruppen liege mit 3.71ppm (3H) und 2.71ppm (#H) genau im charaktetischen
Bereich fur einen 2;8is-THP-Ring. Die ermittelte Kopplungskonstarite.n,z+ = 8.6Hz liegt

nah an den in der Referenzverbindi@gezeigten 9.8z und bestatigt daher die dargestellte
absolute Konfiguration des zyklisierten ProduRB0 Der fehlende ZSubstituent scheint
demnach keinen negativ&influss auf die Koordination des Substrats in der aktiven Tasche

und der daraus residtenden Stereochemie zu haben.
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Abbildung 65: a) *H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) der Umsetzung vo99 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale derhtau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt. By NMR-Spektrum
(CDCl;, 500MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktiorvon 199 zeigte sich ein Umsatz von 37%hkbildung 65). Dieser liegt damit
zwischenden Umsatzen der ubstrasurrogatel26 und 118 Grund hierfir war, dass das
Ruckgrat des Substrats aufgrund fehlender Verzweigungen, se@udstitution deutlich
beweglicher und somit keine fur die Zyklisierung ide@igstratkonformatiom der aktiven
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Tasche maglich ist. Diese Theorie wird von Modellierungsstudien gestitzt, bei denen flr dieses
Substratzwar ein &hnlicher Abstand zwisch@&®H und C3(3.5A vs. 3.6 A (77)) berechnet
wurde, dieDistanz zwische®215und 7-OH (2.9A vs. 2.1A (77)) jedoch signifikant gréRer

ist (Abbildung 212). Zudem ist die Nukleophelie von@H verglichen mit 7substituierten
Substrasurrogatengeringer, da aufgrund der fehlenden Substitution die zuséatzliche Hyper
konjugation ausbleibt und dierdas folgende Elektronendichte am Sauerstoff geringer ausféallt.
Ein weiterer Grund fir den geringeren Umsatz kénnte die Lage des Sslbstrg@ts199in

der aktiven Tasche seillVenngleichder gréRere Abstand zu D2Eme deutlich geringere

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

umgesetzt
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Abbildung 66. H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) des gereinigterProdukts ent101 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale vii(den Ithks) und 2Me
(d, rechts) zugeordnet.
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In Abbildung 66 sind dieessenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
desProduktsent101 dargestelltDie aufgenonmene chemische Verschiebwn 3-H liegt

mit 3.71ppm genau im chiakteristischen Bereich fiir ein axial ausgerichtetes Pianahieser
Position Die ermittelte Kopplungskonstantth.zn = 87 Hz liegt nah an den in der
Referenzverbindung78 gezeigten 9.3z und bestatigt daher die dargestellgative
Konfiguration des zyklisierten Produkent10Ll In der Modellierug (Abbildung 212) ist
allerdings ein Unterschied zu allen anderen akzeptierten Substraten zu erkennen. Aufgrund der
fehlenden 7Substitution liegt deMICHAEL-Akzeptor um 90° gedreht in der aktiven Tasche,
wodurch laut Berechnung sowohl nukleophiler Angriff, als auch Protonierung eeoion
vermutlichvon der umgekehrten Seite stattfinden. Das entstehende Pre@h@damit auf 2

Me und 30 bezogerzwar immernochanti-konfiguriert, jedoch handelt es sich hierbei mit
(2539 sehr wahrscheinlichum das Enantiomer zur urspringlich erwarteteR 3R)-

Konfiguration.
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Abbildung 67: a) *H-NMR-Spektrum (CDG), 500MHz) der Umsetzung vot94 mit AmbDH3. Der Umsatz
wurde anhand der Integrale derbitau und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt.*by NMR-Spektrum
(CDCls, 500MH2z) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.

In der Reaktiorvon 194 zeigte sich ein Umsatz von 73%kbildung67). Das Rickgravonist

analog zm Substraturrogat199 aufgrund fehlender Verzweigungen, sowkSubstitution
deutlich beweglicher unés istsomitscheinbakeine fir die Zyklsierung ideal@®rientierung
in der aktiven Tasche moglichm Vergleich zurUmsetzungvon 199 konnte jedoch ein
deutlich hdherer Umsatz beobachtet werden. Dies liegt daran, dagsodagL-System, wie
bereits am Beispidl51gezeigiwurde aufgrund fehlender Hypleonjugation deuich reaktiver

ist. Im abgebildeten enzymfreien Kontrollexperiment isgegen der Literatl{! einegeringe
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sportane Zyklisierung vork6% zu erkennen. Daraus lasst sich ableiten, dass der gréfite Teil
der beobachteten Reaktion von AmbDH3 katalysiert wurde. Wenngleich die Aktivierung der
7-OH-Gruppe deutlich geringenls bei andererSubstratenausfallf wurde das Substrat

aufgrund der reaktiveren Doppeldung dennoch zum Grof3teil umgesetzt.
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Abbildung 68 'H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) des gereinigtenProdukts ent104 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wifdddd links) und 2H
(2xdd, rechts) zugeordnet.

In Abbildung 68 sind dieessenziellen Protonenverschiebungen, sowie Kopplungskonstanten
des Zyklisierungsproduktent104 dargestellt.Die aufgenommene chemische Verschiebung
von 3H liegt mit 3.78ppm genaum charakteristischen Bereich flr ein axial ausgerichtetes
Proton an dieser PositioAnalog zul199kénntees auch hier zur Bildung de3Sj- anstelle des

(3R)-Isomers gekommen seillm dese Hypotheseu stitzen wurdewlie Drehwerte von
ent104([ @I} -3 . AOCH.Cly, ¢ = 0.10)und der Referenzverbindungg @ ¥-0 . A BHCE,

¢ = 0.52)'% miteinander verglichen. @beide Drehwerte ein negativesr¥eichen besitzen,

wurde ent104 als das Hauptprodukt bestatigburch die verwendeten Analysemethoden
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konnte die zuséatzlicheBildung des Enantiomersicht ausgeschlossen werden. Uias
Enantiomerewerhéltniszu Uberprifenwurde dahewdie Derivatisierung mit einem chalen

Reagenz zur Bildung von Diastereomeren durchgefihrt.
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Abbildung 69: *H-NMR-Spektrum (CDGJ, 500MHz) der Derivatisierung voi202, ausdem Rohprodukter
enzymatischen Umsetzurig) undder basisch induzierten Zyklisierungn 191 (b). Die eingebetteten Signale
wurden 7-H (dt, links) und 3H (ddt, rechts)zugeordnet Bedingungen:a) DIBAL-H, CHCl,, -78°C,
b) (S-MTPA-CI, DMAP, CHCl..

Fur die Darstellung vo203 wurde zunédchst eine Reduktion des Ebters104 bzw. Esters

201 mit DIBAL-H durchgefuhrt. Bei der Aufarbeitung, insbesondere beim Entfernen des
Losemittels, war besonders auf die Flichtigkeit des entstandenen Alkohols zu &ohten.
Druck O400mbar bei einer Temperatur von 40 hattedenvollstandigerVerlust des Praakts

zur Folge. Aufgrund der Fluchtigkeit wurde bei dieser Stufe zudem auf eine Reinigung
verzichtet. Das erhaltene Rohprodukt wurde danach RN TPA-Ester203 umgesetzt und

via H-NMR analysiert. In Abbildung 69 sind die *H-NMR-Spektren der vesterten
Verbindunger203 abgebildet. DasintereSpektrum(b) zeigt dabei den racemischer§@R)-

(R-MTPA-Ester als Referenz. Es ist klar zu erkennen, dass sich in der Referenz zwei
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Signalsatze befinden, wohingegen dasere Spektrum (a) der veesterten enzymatisch
erzeugten Verbindungj04 lediglich aus einem Signalsatz besteht. Daraus lasst sich ableiten,
dass bei der Umsetzung des Substmabgats194 zu 104 nur ein einziges Enantiomer

entstanden ist.
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Abbildung 70: a)*H-NMR-Spektrum (GDs, 500MHZz) der Umsetzung vobh61mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der au und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt.*H}NMR-Spektrum (GDe,
500MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingurigéh.

In der Reaktiorvon 161 zeigte sich ein Umsatz von 43%hbildung 70). Dieser fiel damit
geringer aus, als beifBubstratsurrogaf7 und liegt im gleichen Bereich, wie bereits zuvor
gezeigt werden konnt&! Grund hierfur war analog zu anderen Substraten die mit bloRem
Auge sichtbare, geringe L&slichkeit des Substrats im Reaktiorepuffervorzuheben ist

66



Ergebnisdiskussion

zudem, dass fur die Durchfiihrung der Reaktion vom etablierten Protokoll abgewichen werden
musste. DasEnzymexperiment der Vorlauferverbinduril zeigte bei einer Substrat
konzentration von &M keinen Umsatz. Ersnhach Reduktion deBubstratbnzentrationauf

2mmMm konnte der beschriebenenUmsatz von 43%erreicht werden. Im abgebildeten
enzymfreien Kontrollexperiment ist keine nennenswerte Veranderung zu erkennen, woraus

abzuleiten ist, dass die gesamte beobachtete Reaktion von Amiadt&lert wurde.
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Abbildung 71: 'H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) des gereinigtenProdukts 204 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Diebatigten Signale wurd@H (ddd, links), 2H (dq,
mitte) und 2Me (d, rechts) zugeordnet.

Abbildung 71 zeigt dastH-NMR-Spektrum de$rodukts204. Die chemische Verschiebung
von 3H liegt mit 348ppm genau im charakteristischen Bereidir einen
2,6-cis-THP-Ring. Die ermittelte Kopplungskonstant@-+ s+ = 89 Hz liegt sehrnah an den

in der Referenzverbindungg gezeigten 9.3z und bestatigt daher die dargesteditesolute
Konfiguration des zyklisierten Produk®®4. In diesem Fall wurde abweichend vom fir das
Substrat verwendete Losemittedds wieder auf das bisher benutzte C@iriickgegriffen
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Die Vergleictbarkeit zwischen Substratund Produktspektrum ist damit zwar nicht mehr
gegeben, jedockwvurde unter Verwendung vonsOs im chemischen Verschengsbereich
zwischen3.0ppm und2.5ppm keine ausreichende Signalauflésung erreibi¢ korrekte

Bestimmung dechemischerVerschiebungen, sowiger Kopplungskonstantewar erst nach

dem Wechsel auf CDemdglich Die Abwesenheit des Acetamids und damit verbundenen

fehlenden, potdrellen 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 (GDs, 500MHz) der Umsetzung voi42mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale derltauhervorgehobenen Protonen ermittelt!tH)NMR-Spektrum (GDs, 500MHZz) der

enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.
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In der Reaktiornvon 142 zeigte sich eimuantitativerUmsatz Abbildung 72), jedochwar im
enzymfrei@ Kontrollexperiment eine spontane Zyklisierung mit vergleichbarem Unzatz
beobachtenDas dabei entstanderferodukt110 wurde als 2Me-Epimeremgemisch erhalten.
Grund hierfiir war, dass das Doppelbindungssystem W& chsel van Thioester zm Keton,
aufgrundgeringeretHyperkonjugation undamit verbundenestabilisierung durch Mesomerie
elektronenarmer ist, alseimvergleichbaren Thioest&7. Aufgrund dessen ist dd8ICHAEL-
System aktivierter und die Nukleophilie der Hydroxygruppe resclst, um den Ringschluss
bereits unter proteinfreien Assaybedingunghkmchzufihren.Aufgrund des vollstandigen
spontan ablaufenden Prozesses@mipréaparativeiMalistab istaherkeine Aussage Uber die
Akzeptanz deSubstrasurrogatsl42von AmbDH3treffbar.
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Abbildung 73: UPLC-MS-Analyse deenzymatischef(a), sowieenzynireien(b) Inkubation vori42im analyti
schenMal3stab(tr = 2.88min Substratl42 tr = 3.31min Produktll1Q tr = 4.77 5.3min Verunreinigung im
Laufmittel).

Die in Abbildung 73 dargestelltedlJPLC-MS-Chromatogramme zeigetie Analyse dezu
Abbildung 72 analogenExperimeng mit jeweils 0.1mg eingesetztem Subssatrogatsl42

Es ist klar zu erkennen, dass es beim enzymfreien Kontrollexperiment auch nhch 16
Inkubation zu keinerlespontanenmsatz gekommen ist. Im Fall des zugesetzten Proteins ist
hingegen ein Umsatz von 39% zu erkenri2a eine intramolekulare Reaktion bei niedrigeren
Konzentrationen bessals bei hohereablaufen sollte, kann es sich dabei nicht um den Grund
fur dieses Ergebnis handeln. Ein weiterer Unterschied zum vorher durchgefiihrten Experiment
im semipraparativeMalistab war die Art der Inkubation. Hier wurde aufgrund des geringen
Reaktionsvolumens aufPPENDORFReaktionsgefalie (AL Volumen) zurickgegriffenund

nicht mit einem Magnetrihrkern gerihrt, sondern lediglich im Thermomixer geschwenkt.
Moglicherweise kam es dabaufgrund der schlechteren Durchmischuzg einem sehr

langsamen Ubergang des Substrats in die wassrige Phase und einer damit verbundenen
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niedrigen effektiven Konzentration im Reaktionsmediubas Substrat wirde damit
hauptséchlich im stabilisierenden festen Bodensatz verweilemwndie kleine, tatséchlich
geloste Menge ware von der enzymatischen Umsetzung betroffen. Dadurch k&dme es zur
Abreicherung innerhalb des Reaktionsgemisches und anschliel3ender erneuten Losung frischen
SubstratsEs konnte damit gezeigt werden, dass der im nattrlichen 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

umgesetztverden konnte.
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Abbildung 74 'H-NMR-Spektrum (CDG, 500MHz) des gereinigtenProdukts 110 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale wifddd,3inks), 2H (dq,

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

Nach chromatographischer Reinigung dealbildung 72 abgebildeten Rohprodukts wurde
lediglich ein einziges Diastereomer erhalten. Dies legt den Schluss nah, dass es wahrend der
Prozedur zur Aquilibrierung gekommaést. In Abbildung 74 ist dasH-NMR-Spektrumdes

Produkts 110 dargestellt.Die aufgenommene chemische Verschiebung vét lB2gt mit
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3.35ppm genau imcharakteristischen Bereich fur einen -2i{§ THP-Ring. Die ermittelte
Kopplungskonstantél,sn = 9.1Hz stimmt fast mit den in der Referenzverbindufig
ermittelten 9.3Hz Uberein und bestatigt daher die dargestellte absolute Konfiguration des
zyklisierten Produkt4.10. In diesem Fall wurde abweichend vom fur das Substrat verwendete
Losemittel GDe erneut auf CDGlzriickgegriffen. Die Vergleichbarkeit zwischen Subsuat
Produktspektrum ist damit zwar nicht mehr gegeben, jedoch wurde unter Verwearadung
CeDs Im Verschiebungsbereich zwischeB.Oppm und 2.5ppm keine ausreichende
Signalauflésung erreichiDie korrekte Bestimmung dehemischeiWerschiebungen, sowaer

Kopplungskonstantewar erst nach dem Wechsel auf CB@iéglich
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Abbildung 75: a)*H-NMR-Spektrum(CsDs, 500MHZz) der Umsetzung voh78mit AmbDH3. Der Umsatz wurde
anhand der Integrale der au und griin hervorgehobenen Protonen ermittelt.*H}NMR-Spektrum (GDe,
500MHz) der enzymfreien Inkubation unter Assaybedingungen.
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In der Reaktiorvon 178 zeigte sich ein Umsatz von 29%hbildung 75). Dieser fiel damit
geringer aus, als beir8ubstratsurrogaf7. Eine mogliche Begrindung hierfliegt in der
Bildung von Nebenproduktenim abgebildeten enzymfreien Kontrollexperiment ist ein
spontaner Umsatz vanaximall2% zu erkenneedochwird das betrachtete Signabneiner
Verunreinigungiberlagert die das Integral kiinstlich erhoht. Der eigentliche spontane Anteil
ist demnach geringer einzuschatzeme Busatzliche beobachteroduktbildungwurde von
AmbDHS3 katalysiet.

—1929 89
1927 40
191087

—1908.36
130156

294 54
28743
285 85
127877
127166

‘ |
| ] ‘
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Abbildung 76: H-NMR-Spektrum (GDs, 500MHz) des gereinigtenProdukts 105 mit den farbig
hervorgehobenen essenziellen Kopplungskonstanten. Die eingebetteten Signale vidi(deld dinks) und 2+
(dq, rechts) zugeordnet.

Die aufgenommene chemische Verschiebung vehl ®efindet sich mit 3.84ppm
vergleichsweiseweit im Tieffeld. Da dieser Wert nicht eindeutig dem charakteristischen
Bereich furtransDioxan-Ring oder cis-Dioxan-Ring zuordenbar istwurde auf ein anderes
Signal zuriickgegriffen. IMAbbildung 165 ist dasH-NMR-Spektrum des Dioxan05 in
CDCls abgebildet. Die chemischen Verschiebungen der Protonen arRieitibn liegen bei
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3.833.75 und 3.32ppm. BAGNOLI et al bestimmten flir eir@hnlich substituiertes Dioxan
ebenfalls die entsprechenden chemischen Verschiebdeg®etrachteten Positioimd kamen
dabei auf3.75 und 3.2%pm (Cis-Dioxan), respektive 3.81 und 3.ppm (rans-Dioxan)t!
Die ermittelte Kopplungskonstant&,.n3+ = 8.6Hz liegt nah an denn Verbindung77

ermittelten 9.3z undbestatigtdamit zusatzlichdie synKonfiguration zwischen der 2und

O
0 3
SNAC =07
H o H

3-PositiondesDioxans105.

. 3.84 2097
%
e o s B p 105 o
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Abbildung 77: 1D-NOE-KorrelationsspektruniCsDs, 300MHZz) des gereinigteiProdukts105 zur Bestatigung
dercis-Konfiguration.

Zusatzlich zu den chemischen Verschiebungarde die relative Konfiguration des Dioxans

105 anhand eines IDIOE-Experiments bestimmt. Mit dieser Methode lassen sich Kerne
abbilden, die sich in raumlicher Nahe zueinander befinden. Das kann in der dargestellten
Verbindung nur dann geschehen, wesich die beiden hervorgehobenen Protonen auf d
gleichen Seite des Rings befen, sie alsais zueinandestehen.In Abbildung 77 ist der
relevante Ausschnitt eines solchen-lIDE-Spektrums zu sehen. Es wurde dabei auf elds 7
eingestrahlt und das einzige sichtbare Antwortsignal wurdé Bugeordnet. Mit der
Kombination aus passender Kopplungskonstasttemischer Verschiebunopd der psitiven
Antwort im 1D-NOE-Experiment wurde die dargestellte Konfiguration des Dioxa®s
bestétigt
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Tabelle 1: Zusammenfassung d8ubstratmsetzungemit AmbDH3.

# Substrat
0 OoH
118
0 oH
2 SNAC)W
126
o) OoH
3 SNACW
158
o) OH

0 OH
10 SNAC)H/\/ oﬁ
178
o NH.CI
11 SNACW
187

Produkt UmsatZ [%]
o
SNAC (0) 89
100
o
SNAC (6) 13
103
17
0
SNAC o 100 (1009
Br

109

X
SNAC “0” H 37

ent-101

(@
SNACWH 72 (<6}
H
ent-104
0
s o 0
H
107
O
D 39 (0f

o
- 0
SNAC

102

o) a
SNAC)K‘):OJ\’ <29 (<125)
105
0
)H)fl( 100 (100}
SNAC N

108

Ausbeute [%]

5

58

68

n.b.

24

58

n.b.

1

n.b.

a: 'H-NMR; b: spontane Zyklisierung in Klammern; c: UPIMCS aufgrund geringere8ubstanzmenge; d: nach
Saulenchromatographie; e: nach semipréparativer HPLC
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Zusammenfassend sind Tabelle 1 die aufgebauteéSubstratbibliothek, nebsanvisierem
Produkt und den ineweiligen Enzymexperiment beobachteten Umsatzen, sowie Ausbeuten
dargestellt. Es ist dabei klar zu erkennen, daissbreites Spektrum von Verbindungen
teilweise bis nahezu vollstandig, zu unterschiedlich substituie@étheterozyklenumgesetzt
werden konnteDer Umfang betrug dabei einfach, bis hin zu dreifach substituierten Hetero
zyklen, wobei unterschiedliche Grade von Komplexitat und sterischem Anspruch an verschie
denen Positionen der Verbindungadessiert wurdenWahrend einige Substrate zu einem
hohen Anteil umgesetzt wurden (Eintrage 1, 6), lieRen sich bei weiteren lediglich geringe
(Eintrage 2, 3, 5, 8, 10) oder gar keine Produktausbeuten (Eintrage 7, 9) beobachten. Zwei
Vertreter waren hingegen so reaktiv, dags bereits im Puffersystespontanzyklisierten
(Eintrage 4, 11).

Die vermeintlich schlechtere Akzeptanz einiger Substrate lasst sich hierléesentlichen
aufdiebegrenzte Loslichkeit zurtickfuhren, was besonder$2&Eintrag 2)und158(Eintrag

3) zu beobachten waBegiinstigt wird diese Theorie dadurch, dass bei Experimenten mit
substratgesattigtem Puffehne Bodensatzine deutliche Steigerunder Umséatze erzielt
werden konnteDie fehlende Akzeptanzon 153 (Eintrag 7)ist auf die andere elektronische
Situation desMICHAEL-Akzeptors zurlckfuhrbar. Dieser ist aufgrund der ausgepragten
Mesomerie im Oxoester, verglichen mit den Thioestern, bzw. dem Keton weniger rBaktiv.
ausgebliebene Zyklisierungpn 165 (Eintrag 9)kannmit dem Aufbauder aktven Tasche von
AmbDH3 begriindet werden. Wie in detodellrechnung(Abbildung 212) zu erkennen ist,
passt das Substrat zwar in den katalytisch aktiven Bereich hinein, jedogér Abstand
zwischen 7OH und demAspartat der katalytischen Diade mit &5verglichen mitden2.1A

bei 77 deutlich erhéht. Dadurchleibt die basische Aktivierung derQH-Gruppe aus und es

findet keine Reaktion statt

Bei den Verbindunget47 und 187 konnte ein hoher Grad spontane Zyklisierung beobachtet
werden. Aufgrund der hohen Nukleophilieed Stickstoffs, beziehungsweise der starkeren
Aktivierung desMICHAEL-Akzeptorsystemsbedingt durclden Bromid-Substituentesfanden

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

Eine essentielle Eigenschaft technisch anwendbarer Biokatalysatoren ist die Skalierbarkeit

derer Umsetzungen in praparative Reaktionsmal3stabe.

Die vonBERKHAN durchgefihrte Untersuchung zeigte die Anwendbarkeit von AmbDH3 bis zu
250mg (0.83mmol}*”! und sollte im Rahmen dieser Arbeit auf das vierfache erweitert werden
und somit zeigen, dass diese Zyklisierung auch im Grammmalfstalg (1.00 n3nolBuBter

der Verwendung eines einzigen Reaktionsgefal3es durchgefiihrt werden kann.

0] OH

2 DH3
SNACW SNAC

77
Skalierungsstudie

95 93
84 83
60

50 mg 100 mg 250 mg 500 mg 1000 mg

100 - 98

80
60
40

20

Abbildung 78. Zusammenfassung der Vorarbeiten MBARKHAN (50 i 250mg)°’, sowie Ergebnisse der
aktuellen Studi€5007 1000mg). Alle Experimentenvurden im angegebenen Mal3stab uarsonstergleichen
Bedingungen durchgefiihrDie zur Umsetzung verwendetéh-NMR-Spektren sind deAbbildung 210 zu
entnehmen(Umsatz:blay, Ausbeutebrange

Mit steigender Aisatzgrolie nehmen sowohl Umsaltz auch isolierte Ausbeute immer weiter

ab (Abbildung 78). Dieser Trend wurde bereits V®ERKHAN erkannt undsetze sichin den
Ergebnssen dieser Arbeit weiter fort. Bei Erhéhung des Reaktionsvoluikems es zur
Ausbildung von Temperaturgradiem oder hot bzw. cool spots kommen. Die dabei
entstehenden lokalen Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit kdnnen zur Verminderung
der Produktbildung fuhrerDurch solchen Temperaturstress konnen Enzyme zudem infolge
von Verédnderungen in ihrer Falyran Aktivitat einbiRenDesweiteren kénnte es wegen
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schlechterer Durchmischung zur Ausbildung substratabgereicherter Bereiche gekommen sein,
in denen ebenfalls eine verringerte Produktbildung zu erwartdfinsiveiterer Grundir den
geringeren Umsatzist die starkere Prezipitation des Proteins bei grof3er werdender
Gesamtmenge. Dadurch kommt es zum einen zu Einschl(isskrsion bodiesvon Substrat,

das nicht mehr zur Reaktion mit AmbDHS3 zur Verfigung steht. Zum anderen wird die Isolation
der Komponenten bei der Extration verhindert, was zur Verminderung der Gesamtausbeute des
Produkts und Reisolation nicht umgesetzten Substrats filhm. letzterem Effekt
entgegenzuwirken, &den dem Reaktionsgemisch nach Beendigung derstlidigen
Inkubation CaCGlund Proteinase K zugefihrt. Dieses bautid@usion bodiesab und setzte

dabei Substrat und Produkt wieder fi2urch einmalige Behandlgmit Proteinase K konnten

so 60% isolierte Ausbeute erreicht werden. Die weiterhin vorhandene Tribung des
Reaktionsgemischs legt den Schluss nah, dassl@gereNachbehandlung die Ausbeute
durchaus weiteerhohen kénnte. Nichtsdestotrotz ist es erfitdr gelungenden Mal3stab der

Zyklisierung bis auf 1.@ eingesetzten Substsatu erhéhen.

Kinetische Racematspaltung

Um die Untersuchungen zwinetischenRacematspaltung mit AmbDH3 durchfiihren zu

kénnen, wurden zunachst definierte Substratgemische zur Inkubatigestellt

a)-c) OTBS

i
—_— >
K/ 29% O/

205  (drei Stufen)

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

208

d). e) (zwei Stufen
0] OH

SNAC)Y\/\)\/
210

Abbildung 79: Synthese des Vorlaufergemisc0. Bedingungena) Pent4-en-1-ylmagnesiumbromid, D,
45°C, 3h:b) 2,6-Lutidin, TBSOTf, CHCly, -78 °CA RT, ii. N.;c) Oz, PPh, CH,Cly, -78°C, 15min; d) 82, DBU,
THF, 0°C A RT, 48h; e) PPTS, MeOH, 50C, U. N.
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Zum Aufbau der racemischen Verbinduitp (Abbildung 79) wurdezunachsmnit Pent4-en
1-ylmagnesiumbromideine GRIGNARD-Reaktion an Propionaldehy@05 durchgefiihrt. Der
daraus entstandene sekundarkofbl 206 wurde ohne vorherige Reinigung mit einer TBS
Schutzgruppe versehen. Das Ol&fd¥ wurde im Anschluss in einer Ozonolyse mit reduktiver
Aufarbeitung via PPimit einer Ausbeute von 29% Uber drei Stufen erfolgreich zum Aldehyd
208 umgesetzt. Durch eine HWReaktion mit dem Phosphon&® konnte @és Alken209
aufgebautverden und die abschlieBende Entschitzung mit FfeTAedas Substra210 mit

einerGesamtasheute vont.2% uber funf 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: Synhese desSubstrat219. Bedingungena) nBu,BOTf, DIPEA, CHxClz, 0°C, 30 min, dann
Propionaldehyd,-78°C, 2h; b) TBSOTf, 2,6Lutidin, CHxCl, -78°CA RT, 0.N.; ¢) LiBH4, EtO/MeOH,
0 °CA RT, U.N.;d) TsCl, Pyridin, DMAP, CHCI,, RT, 72h; €) Allyimagnesiumbromid EtO, Reflux, 3h;f) Os,
CH.Cly, -78°C, dann PP RT, 0.N.;g) 82, DBU, THF, 0°CA RT, 48h; h) PPTS, MeOH, 50C, 0.N.

Die Darstellung des racemischen Substratgehs 219 wurde Uber eindReaktionsequenz
analog zur bereits diskutierten Synthese zum AufbauAfrealisiert(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 Borenola)sDIPEA, B{Bu),OTf.[112.113]

Wahrend inAbbildung 39 eine anti-selektiveMukalYAMA -Aldolreaktion unter Verwendung
desOppoLzERAuUXiIliars durchgefihrt wurde,dganndie Synthese ibbildung 80 mit einer
synselektiven Aldolreaktion nachevans. Daflir wird zunachst ein Borenolat gebildet
(Abbildung81). Es konnen hierbei die beiden unterschiedlichen Ubergangszustanuks
eingenommen werderDa die anschlieRendanti-Deprotonierungin B zum Z-Enolat D
kinetisch gunstiger istwenn eine sterisch anspruchsvolle Base verwendet findgt dese
bevorzugt stattZudem weicht die Base hierbei dem Oxazolidinon und den Substituenten des

Borans au§12113]

(0]
(0]
2 - § g s
H - O’ H \_/ =

Abbildung 82 Mdgliche ZIMMERMANN-TRAXLER-Ubergangszustiande zusynSelektivitit der EVANS-
Aldolreaktion[*12

In Abbildung82ist der Ubergangszustand derans-Aldolreaktionam bevorzugt gebildeten
Z-Enolatdargestellt. Wegen der k¢Baxiale Abstol3ung zwischen dem Oxazolidinon und dem
axial positionierten ESubstiuenten des Aldehyds i\ kommt es hauptsachlich zur
Ausbildung des Ubergangszustamisit dem EtSubstituenten des Aldehyds in dquatorialer

Positionl**?l Nach erfolgter Reaktion entsteht im gezeigten Beispielsgag\ldolprodukt
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Aufgrund desfehlenden Substituenten an dePa@sition im propionierten Oxazolidindil1

wird beim nukleophilen Angriff keineMolekulseite stersch bevorzugt wodurch es zur
Ausbildung des Racemats komnftlach Durchfiihrung der gezeigten Synthesesequenz
(Abbildung80), wurde das Substratgemiszh9mit einer Gesamtausbeute von 3.7% Uber acht

Stufen erhalten.

Wahrend das Substratgemigt0bereits als Racemat vorlagusstenm Fall der hergestellten
Isomae von77 zunachst definierte Isomerenverhaltnisse eingestellt werden. Die Methode, die
dafur verfolgt wurde, basierte auferdMischung der Verbindungen, bis ein bestimmtes
Isomerenverhaltnis erreicht wurd@ie Verbindung(6R,79)-77 wurde freundlicherwees von
BERKHAN zur Verfugung gestellt. Es wurdemmehrere Gemische mit erkennbar

unterschiedlichen Anteilen der vier Stereocisomere hergestellt.

Die ausummierteGesamtkazertration aller Isomere betrug dabei im Fall viik0 2 mm und

bei den77-enthaltenenVersuchen jeweils #m. Die aus den entsprechendemcBmat
spaltungen erhaltenen Sianzgemische wurden zunéchistchiraler HPLC, sowiéH-NMR

analysiert, um dieentstanlenen Produktverhaltnisse zu bestimmuenl in Relaton zu den
eingesetzten Substvarhaltnissen zu setzen

Die Untersuchungenia chiraler HPLC konnte mit den Verbindung@é lediglich qualitativ
angewandt werden, da die Uberlagerung der Signale zweier Isomere zu beobachten war,
weshalb eine Qumifizierung nicht méglich warDie Aufspaltung der Signale das C6 nicht
verzweigterSubstrat10waren hingegen vollstandig und wurden daher zur Bestimmung des

Isomerenverhéaltnisses verwendet.
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Tabelle 2: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisskrmtischen Racematspaltung der beiden Substrat
gemische10(R = H)und77 (R = Me)

0 OH 0 R 0 OH
SNAC)M SNAC o™ SNACW
R R
Stereoisomere210 [%)] Umsatz zu220[%]°  Produktverhéltnis®
# 7R 7S E[R ¥ (7S] (7R)I(79
1 50 50 47 >05:<5
Stereoisomerer’7 [%0] Umsatz zu78[%]?  Produktverhaltnis®

# 6S7TR B6R7R 6S7S 6R7S E[ $7R) +(6R,R)]  (6STR/(BRTR)  pr/sr

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 ausummiert& Konzentrationen der jeweils eingesetzten Stereoisomere ergaben eine Gesamtkonzentration
von 2mM (210) und 4mM (77). b: Der Umsatz der einzelnen Stereoisomerger Umsetzung nact8 wurdevia

chiraler HPLC qualitativ abgeschatzt. Der Gesamtumsatz und die Verhaltnisse der zyklischen Stereoisomere von
78 und 220wurdenvia *H-NMR bestimmt.c: n.b.: nicht bestimmtpr: product ratiq Produktverhaltnig6S,7R)-
77/(6R,7R)-77 im Rohproduktsr: substrate ratipSubstraterhaltnis (&,7R)-77/(6R,7R)-77 im Statmaterial.

Nach Umsetzung voR10 mit AmbDH3 zeigtesich eine beinahe vollstdndige Umsetzung des
(7R)-Isomersunter praktisch ausschlie3licher Bildung einezigienStereoisomergélabelle2,
Eintrag 1).

Die Ubertragung dieses vereinfachten Systems auf das komplexere Stihsrédrderte zur
aussagekraftigen Bestimmung der Etmbarkeit mehrere, voneinander unterschiedliche
Isomerengemisché€Eintrdge 26). Neben beinaheacemischen Gemischen (Eintrage 2, 6)
wurden zusatzlich isomerenangereicherte Vierkomponentenmischungen (Eintfdge 3
getestetDie inS p a Ipiisg  Palbelle2 gezeigten Werte stellen ein MafR fiir die Selektivitat

der Reaktion dar. Je hoher dieser Wert ist, desto selektiver wurde ein Stereoisomer gebildet. Es

ist eindeutig zu erkennemlassbei jedemeingesetzten Isomerenverhaltnanalog zu den
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Ergebnissen der Substratspezifitatsstudas Hauptprodukt(6S7R)-78 war und nurrelativ
geringe Mengen &bk Sterecsomers(6R,7R)-78 erhalten wurde Das Verhaltnis zwischen
Produkten und Edukten lag durchgeld im sehr guten Bereich zwischen 8.1 und 9.1, was
anzeigt, wieviel besser das hauptsachlich umgesetzte Stereoisomer gegensiber de
nebenproduktbildenden Isomers akzeptiert und umgesetzt Wiedbei spielte es keine Rolle,

ob das hauptséachlich umgesetzte Stereois@$fR)-77 Aquimolareingestzt wurde oder ob

es das Uberschuseder lediglich das Untechussisomer darstellten Fall der Verbindung
rac-anti-77 konnte analog azu Experimentnit derVerbindung 210eine praktisch vollstandige

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

Die gezeigten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Substratsurrog&e<aitf({uration
absolut und mit (B, 7R)-Konfiguration teilweisediskriminiert werden. Gestitzt wirdies
zusatzlich von den ikbbildung 212 dargestellten Modellierungen. Aufgrund verschiedener
Orientierungen der Sutratsurrogate kommt es zu signifikanten Unterschieden in den fur die
katalytische Aktivitdt wichtigen Distanzen im Substrat sowie zwischen Substrat und
Aminosaureseitenkette(labelle 6). Bei Verbindung (R,7R)-77 fuhrt der héhere Abstand
D2157-OH (2.6 A) zur verringerten Aktivierung des Nukleophils im Vergleich z8 TR)-77
(2.1A). Zusétzlich hierzu ist das Nukleophil diich weiter vom Elektrophil entfernt (DH-

C3: (R 7R)-774.9A, (6S7R)-773.6 A), wodurch die Méglichkeit zur Zyklisierung zuséatzlich
vermindert wird. Im Kontrast dazu ist das Nukleophil b& 16)-77 zwar wieder etwas néher
am Elektrophil (FOH-C3: 3.9A), jedoch verhindert der Abstand D2T50H (6.2A) die
notwendige Aktivierung des Nukleophils und die Zyklisierung bleibt aus.

Die ausfuhrliche Darstellung aller fiir die Auswertuley Racematspaltungen aufgemoemer
UPLC-MS-Chromatogrammeand*H-NMR-Spektrersind der Literatur zu entnehmgt!

Totalsynthese {)-Centrolobin

Basierend auf debreiten Substrattolleranz von AmbDH®d der erfolgreich durchgefihrten
kinetischenRacematspaltungen wurde abschlieRdmedchemoenzymatischen Totalsynthese
des Diaryheptanoidg-)-Centrolobin(59) angestrebtAmbDH3 sollte dabei den Ringschluss
unter zeitgleicher kinetischer Racematspaltung durchfulibadurch sollte der zusatzliche
Einsatz stereoselektiver organisdiemischer Syntheseschrittem Aufbau der Stereozentren

umgangerund eine kurze Syntheseroute gewahrleistet werden
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Abbildung 83: RetrosynthetischBlanungder chemoenzymatischen Totalsynthese (v &entrolobin(59).

(-)-Centrolobin (59) sollte nachS-Ar-Substitution und reduktiver Deoxygenierung @23
dargestellt werden. iB Synthesevon 223 sollte durch den Einsatz von AmbDH3 unter
kinetischer Racematspaltung stattfindeias Rickgrad des Vorlaufe222 sollte durch
nukleophile Addition mit anschlie3ender Olefinierung zugénglich gemacht wektdbitdung

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

Abbildung 84: Synthese des LactoR25via GRIGNARD-Reaktion. Bedingungen: @HF, 2h, rt, dann Salzsaure
(1.5m), 3.5h, dann neutralisieren.

Im ersten Reaktionsschritwurde kommerziell erhaltlicherAnisaldehyd (221) in einer
Additiongreaktion mit (3(1,3-Dioxan-2-yl)propyl)magnesiumbromid224) als Nukleophil
umgesetzt (Abbildung 84). Dabei entstand zundchstdas dioxangeschitzten sekundare
Alkoholat Bei der sauren wassrigen Aufarbeitungpses Zwischenprodukts wurde die
Acetalschutzgruppe abgespalten und das Lactol freigesetzt. Die genaue Einhaltung der

Prozedur war hierbei von aul3erster Wichtigkeat,sdwohl bei zu langer Laufzeits auch zu
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geringem pHWert bei Aufarbeitung und Extrationifig@eise, bis hin zu vollstande 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: Ringdffnung des Letols 225via WITTIG-Olefinierung. Bedingungem) 149167229231, Toluol,
100°C, 24h;R=H,Me , R 6 SNAC.S E

Die Offnung des Lactolsia WiTTIG-Olefinierung gestaltete sich schwieriger, als zunachst
erwartet(Abbildung 85). Fir analogeReaktionen mit esterhaltigen Ylenen wurden bereits
einige Vorschriften publiziert, welche sich jedoch in den ersten Versuchen als nicht zielfiihrend
herausgestellt habéh# 1161 Sowohl delEinsatz des SNAC als auch SEhaltigen Ylens ergab

bei Raumtemperatur in CBIl> keine merkliche Umsetzung. Auch die Erhéhung der
Temperatur, sowie die Verwendung von THF als koordinierendes Losemittel brachten keine
besseren Erdgpmisse. Erst der Wechsalles Losemittels auf Toluol und der damit
einhergehenden Temperaturerhbhung auf °@0ergab die gewinschte Reaktivitat der
eingesetzten Edie. Grund hierfur kanrsein, dass sich das Lactol aufgrund seines sechs
gliedrigen Rings stabilisisert und nur eiahs geringer Anteil in der aldehydischen Form
befindet.

Die Entfernung des al®lebenproduktentstandene Triphenylphosphinoxids stellte nach
erfolgter Reaktion eine weitere Herausforderung 8awohl Flashchromatographie, als auch
Fallungsmethodererzielten keine zufriedenstellende Trennubgst die Kombination aus
saulenchromatograpluiser Reinigung an Kieselgelund anschlieRende mehrfache
semipraparative HPLC, unter Verwendung stoffspezifischer Gradientenprogramme
emoglichte die Isolierung et jeweiligen Substrate mit ausgezeichnetd-Verhaltnissen
(&13.5:1) wenngleich in geringen Ausbeuten v8i9%. Mdglicherweise kam es durch die
notigen erhdhten Temperaturen zu ungewinschten Zersetzungsreaktionen, fir die die deutlich
als Mehrkomponernhgemisch definierbareii-NMR-Spektren dejeweiligen Rohpodukte

ein Hinweis sein konnen.
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Abbildung 86: Uberscht der dargestellten Substratsurrogdiéitedie Umsetzung mit AmbDH3.

Die aus dieser variabel einsetzbaren Reaktionssequenz erhalteaeemischen
Substratsurrogatsind zusammenfassend Wbbildung 86 dargestellt. Zur Untersuchung
verschiedener Derivate, wurden neben dej¥Centrolobinvorlaufer222 das 2Me-Derivat

226, sowie die jewdigen SEtDerivate 232 und 233 dargestellt. Letztere brachten bei
erfolgreicher Umsetzung mit AmbDH3 mehrere Vorteile mit sich. Zum einen war die
Herstellung, sowie Reinigung deutlich einfacher, da sowohl dierid/Olefinierung mit
héherem Umsatz abligdls auch die Retentionszeit starker vom Kalppodukt Tripheny
phosphinoxid abwich. Zum anderen ging auch der Zugang der jeweiligdraBgenWITTIG-
Reagenzien mit deutlich héherer Ausbeute und einfacherer Reaktionsfibeogigchen mit

den SNACAnaloga,einher.

R
O/ R O/

Abbildung 87: Allgemeine Darstellung der AmbDH&atalysierten O-MICHAEL-Addition. Bedingungen:
AmbDH3 (50 mg/mL in HEPESPuffer), 10mg Substrat(4 mm Endkonzentration), 37C, 16h; R = H, Me;
R6 = SEt, SNAC.

Die soerhaltenen vier unterschiedlichen Substrate wurden anschlieRend in der Inkubation mit
AmbDH3 eingesetAtAbbildung87). Hierbei wurde zuné&chst das jeweilige Substrat vorgelegt,
mit AmbDH3-haltigem HEPESPuffer versetzt und anschlieRend bef@7ur 16h inkubiert.
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Die Ansatzgro3e des ersten Tdsetrugdabe 10 mg. Zur Umsatzbestimmung wurden nach

dem AssayH-NMR-Spektren der Rgprodukte aufgenommen.

) S
a 'IL‘ | r SNAC —’SNAC
|
H‘ ” e 23

\I N1
U\ R'a n'w 44% Umsatz
Jo LURVNIVIYY; AN Y (S BV PO L A . RPN W VRN VW W WP

b o] HO H 0
SNACM SNAC %4
222 o~ 223 o~

Inkubation fiir 16 h in HEPES pH 6.8 7% spontaner Umsatz

i o

- A_J\_A,__/ A P UV B

;J_J

~45 4.35 4.25 4.15 4.05 3.95 3.85 3.75 3.65 3.55

B L N A

Abbildung 88: 'H-NMR-Spektrum (GDs, 500MHZz) der Umsetzungvon 222 (a, oben) mit AmbDH3 und (b,
unten) ohne AmbDH3. Hervorgehoben st der zur Umsatzbestimmung verwentlemische
Verschiebungsbereiclfriir dassollstandge *H-NMR-SpektrumsieheAbbildung 206.

Der Vergleich der enzymatischen Umsetzuran 222 und der proteinfreien Inkubation
(Abbildung 88) zeig, dass das Substrat erfolgreich in hohem Mal3e von AmbDH3 akzeptiert
wurde Der Umsatz betrugiit 44% da es neben der reinen Umsetzung auch eine kinetische
Racematspaltung durchgefuhriurde, beinahe das theoretische Maximum von 5@te
isolierte Ausbeute betrug 33%lit 7% ist lediglich ein geringer Anteil unter degewahlten
Assaybedingungespontan zyklisiertDies wirde bezogen auf die 44% Umsatz und unter
Voraussetzung, dass derdbsterhaltige Substituent die energetisch bevorzugte aquatoriale
Ausrichtung einnimmt, eem maximalen Isomerenverhéltnis von6%:3.5 (3R, 7S3S7R)
entsprecherDieses erfolgreich durchgefiihrte Experiment machte den Weg frei fur die letzten
beiden notwenden Reaktionsschritte hin zum angestrelftg@Centrolobin(59). Bevor diese
letzten Stufen in Angriff genommen wurdelag der Fokus jedoch zunachst auf der
Ubertragung dieses Ergebnisses hinsichtlich weitey&téntrolobinderivate, alternativer und
tendenziellbesser herstellbar€@ubstrate, sowie Verbessersugrsucheder enzymatischen

Umsetzungen.
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Abbildung 89: 'H-NMR-Spektrum (GDs, 500MHz) der Umsetzungvon 226 (A) mit AmbDH3 und(B) ohne
AmbDH3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwerahamische/erschiebungsbereickir das
vollstandigeH-NMR-SpektrumsieheAbbildung 207.

Fir einen ersten Dieatisierungsversuch wurde die Verbindu226 mit AmbDH3 inkubiert
und parallel ein mogliche sponane Zyklisierunga enzymfreiem Kontrollexperiment
uberpruft. Anhand den Abbildung 89 dargesteten *H-NMR-Spektrenist zu erkennen, dass
es wedewdahrend der Enzymumsetzungch bei der Negativkontrolle zdrrodukbildung

gekommen ist.

Auf den ersten Blick scheinen sich die Verbind@2§ unddas von AmbDH3n ausgezeich
neem Mald umgesetzteSubstrasurrogat 118 nur in geringem MalRevoneinanderzu
unterscheiden und doetird eines umgesetzt und das andere nicht. Grund hierfur kénnte sein,
dassessichbei den aromatischen Substituentensiarisch anspruchsvolle, rigide Strukturen
handelt, diesichim Gegensatz zu Alkylkettersiehe Modellierungron 126 in der aktiven
Tasche vorAmbDH3 in Abbildung212) nichtfrei im Raum unorientiererkdnnen.Wéhrend

der Phenylring des Substrdts8eine zyklisierbee Ausrichtung des Ruckgrats zulagsnte

der zusatzlichel-OMe-Substituent in226 zur Kollision mit einem Aminosaurerest fuhren,
woraufhinsichdie Konformation des Substrats in der a&tiviasche dahingehend &ndert, dass
eine Zyklisierung nicht mehr moglich isfudem ist auch eine geringeReaktivitat des

Doppelbindungssystems aufgrund erhdhter Elektronendichitd die Methylgruppdenkbar.
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Dass222trotz des identischen-3ubstiuenten dennoch umgesetzt wufdigt einem Trend,

der bereits an anderer Stelle gezeigt werden konnte. Die Ausrichtung des Substrats in der
aktiven Tasche héangt namlich nicht nur vom Substituenten an Position 7 ab, sondern kann
zusatzlich signifikant vorler 2Position beeinflusst werden. Wie bereits beschrieben wurde,
konnte bei der Inkubatiomon 194 ein sehr guter Umsatz (72%) bei nur minimaler spontaner
Zyklisierung (<6%) beobat¢ht werden. Die analoge, methylieftéerbindung 199 konnte

jedoch lediglit zu 32% umgesetzt werden. Hier fuhrte die SubstitutiorRngtion dazu, dass

sich das Rickgrat des Substrats umgelagert hat und sich somit die fur die erfolgreiche
Umsetzung wichtigen Wasserstafiicken in ihrer Lange teilweise zum negativen verandert
haben Zusatzlich zur sich unterscheidiem Orientierung in der aktiven Tasche ist die
elektronische Situation innerhalb dddiCHAEL-Akzeptors zu betrachten. Durch die
Methylsubstitution ist die Elektronendichte in der Doppelbindung erhdht und diese damit
weniger elektrophil, was zu geringeren Umsétzen fihren. &nréhnliches Verhalten kénnte

im Fall 222vs. 226 zumvollstandigen Einbruch der Aktivitat gefihrt haben.

M
a | ‘ 1 0 OH c
H ‘ ‘ Ets” N 7
‘ ‘ 232 o
||w| b||‘
- [ | | |
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‘ H 232 o
H ‘H Inkubation fir 16 h in HEPES pH 6.8
i
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.
i b ‘l |
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Abbildung 90: *H-NMR-Spektrum (GDs, 500MHz) der Umsetzungvon 232 (a, oben) mit AmbDH3 und (b,
unten) ochne AmbDH3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwendete Verschiebunggisseich.
vollstandigeH-NMR-Spektrum ist der\bbildung 208 zu entnehmenDas Signal bei 4.3@pm wurde dem
Z-Isomer zugeordnet.
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Die Ubertragung auflas dargestellteBubstratsurroga232 gestaltete sich alschwierig. m
'H-NMR-Spektrum des Negativexperimergszwarzu erkennen, dasis Substratrrogaizu
keinerlei spontaner Zyklisierung neigt, allerdings ist auch nackrdgmatischen Umsetzung
keine Veranderung zu sehen, die auf den gezielten Aufbau desRIAgR hindeutet
(Abbildung 90). Die signifikant herabgesetzte Loslichkeibn 232 ist der ausschlaggebende
Punkt fur die fehlende Zyklisierungsaktivitat. Aufgrund des kleine®uistituenten ii61

lasst sich diese Verhilung zu einem geringen Teil in die wassrige Phase uberfuhren,
wohingegen der @fe aromatische Rest bei gleieltiiger Abwesenheit des
I6slichkeitsverbessernden SNAKRhioesters zur extremen Konzentrationsverminderung im
wassrigen Puffer gefuihrt hat. Dieambereits wahrend der Durchfihrung des Experiments
durch die permanente Anwesenheit kleiner Oltropfchen auf der Oberflache des Puffers

ersichtlich.
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Abbildung 91: 'H-NMR-Spektrum (€Ds, 500MHz) der Umsetzung des Substratsogats233 (a, oben) mit
AmbDH3 und (b, unten) ohne AmbDH3. Hervorgehoben ist der zur Umsatzbestimmung verwendete
VerschiebungsbereicRas vollstandigéH-NMR-Spektrum ist deAbbildung209zu entnehmerDas Signal bei
4.40ppm wurde denZ-Isomer zugeordnet.
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Analog zu 232 konnte auchbei 233 kein Umsatz beobachtet werden. Sowohl| MR-
Spektrum des Negativexperiments, als auch der Inkubation mit AmbDH3 zeigten nach
Extraktion mit EtOAc lediglich das eingesetzte Subs{Adibildung 91). Auch in diesem
Beispiel spielt die aulerst begrenzte Loslichkeit im verwendeten Puffersystem die

ausschlaggebende Rolle fur die fehlende Umsetzung zuraRikt?

In Anlehnung an dideschrieben&kalierungssidie wurdeder Versuchunternommenden
Umsatz und die daran gekoppelte Ausbeute zu erh&wsam Wechsel der Dareichungsform
der katalytischen Doméane von gereinigtem Protein Ziglilysat sank der Umsatz jedoch
signifikant auf34%. Moglicherweise befand sich im nicht gereinigten Lysatgarnngerer
Anteil AmbDH3, was zur Erniedrigung der Katalysatorbeladung gefihrt haben kdnnte.
Alternativ kbnnte es auclmi erhéhten Grad ausgefallener Protdieen Einsatz des Zelllysats
begriindet sein. Dies wirde zum Einschluss des Substrats fiihrenesed domit fur den

Zugang des Proteins unzuganglich machen.

Die unter identischen BedingungeaturchgefuhrtenVersuche mit den Substsafrrogaten

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

Zur Installation des zweiten aromatischen Substituenten wurde aufgrund der hohen
Verfugbarkeit zunachst au¥8 als Beispielsystem fiir Testreaktionen zurtickgegriffen.

Zusatzlich wurde Phenylagnesiumbromid staginesPhenotierivatsverwendet.

235

Abbildung 92 Substitution desSNAC- durch einenaromatischen SubstituenteBedingungen: a) PhMgBr,
Fe(acac) THF, 0°C, 2h.

Zunachst wurde eine Reaktion, basierend auf ArbeiterOrmoLzERet al. durchgefiihrit!’]
Sie hatten gezeigt, dasish Substitutionseaktionen votMMagnesiumorganylen an Thioeshsi
niedrigen Temperaturemnter Fe(lll}Katalyse selektiv auf Stufe des Ketdmsenderlassen
kénnen. Basierend darauf wurde dieAhbildung 92 dargestellte Synthese untersucht. Die

angegebenen Reaktionsbedingungen filhrten mit 10% Ausbeute unter Reisolierung des nicht
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reagerten Edukts zum ersten Erfolgvahrend der Reaktion wurde jedoch zuséatzlich die
Bildung des Homodimera35hbeobachtet.

MgBr O
‘S

236 235

Abbildung 93: Beobachtete Reaktion, die zum rapiden Abbau des eingesetzten Phenylmagnesiun86émids
fuhrte.

Dabeifuihrt die Behandlug von Phenylmagnesiumbromid mit Fe(agdmhnen kirzester Zeit
zur Ausbildung des Bipheny35 (Abbildung 93). DieseHomodimerisierung wurdbereits
von LErFeVRE et all*'® beschriebenAufgrund dieser hauptséchlich ablaufenden Reaktion

wurde der Ansatz verworfen.

Eine alternative, ebenfalls auf Magnesiumorganyle basierende Synthesemethode fur Ketone ist

der Weg Uber ein korrespondierendes Weinrebamid.

THPO

Abbildung 94: Zweite untersuchte Route zum Ket288 hier unter Verwendung des Weinrebami8Y als
Zwischenstufe. Bedingungen: a) (MeO)MedH 'PrMgCl, THF, -78 °C, 1h, dann °C, 5 h; b) (4-((Tetrahydre
2H-pyran2-yl)oxy)phenylmagnesiumbromid, THF, 5C, 2h.

Der Aufbau des Weinrebami@37 verlief ohne Probleme unter Verwendung eines Systems
aus (MeO)MeNHCI und'PrMgCl in THF mit einer Ausbeute vos8%. Der zweite Schritt

dieser Sequenz stellte sich jedoch als weniger erfolgreich heraus. Der Versuch das
Weinrebamid 237 via Substitution mit (4-((Tetrahydre2H-pyran2-yl)oxy)phenyl}
magnesiumbromidn das Keton238 zu Uberfihren flhrte lediglhc zur Reisolierungdes
Eduktes.

Durch die sterisch anspruchsvollen Substituenten beider Reaktionspartner konnte die

Aktivierungsenergie der Reaktion zu hoch gewesen sein, soda&€sni€ht ausgereicht haben
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kénntenZudem kénnte es zu unerwiinschter Komplexierung durchHieRinge gekommen
sein Aufgrunddessen wurde auch diese Reaktionssequenz zum Erhalt des Ra®&ns

verworfen.

a)

35%
Umsatz HO

Abbildung 95: Kreuzkupplung nach.IEBSEKIND-SROGL am Testsysterzum Aufbauvon 239, Bedingungen:
a) (4-((Tetrahydre2H-pyran2-yl)oxy)phenyl)boronsaur@40), CuTC, Pddbay CHCIs, P-Furyl);, THF, 50°C,
18h.

Die LOsung der Reaktivitatsproblematik war dielEBESKIND-SROGL-Kreuzkupplung.
Schwefelhaltige Substituentdtomplexierensehr haufig metallbasierte Komponenten eines
Systems aufgrund ihrer Thiophilie und dieselierendaraufhin stark an Aktivitat odererden
gar unbrauchbar gemachter in Abbildung95 gezeigte Reaktion wird daher ein Kupfersalz

zugesetzt, welches als Abfangreagenz fir die freiwerdende Schwefelspezies fungiert.
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Abbildung 96: Katalysezyklus der Kreuzkupplung nacleBESKIND-SROGL (R! = (CH;).NHAc, R? = 2-THP,
R®= 4 THPOPh)128l

Der Mechanismus dies&reuzkupplungist in Abbildung 96 dargestellt Der Schwefel des
Thioesters/8 koordiniert zunachst an der eingesetzten Cagégzies und bildet den Komplex

| aus. Durch die so induzierte Aktivierung detScBindung ist es dem Pd{@®rakatalysator
241 moglichim Rahmen einer oxidativen Additian diese Bindung zu insertieren und den
intermediarem Pd(Il)-Komplex Il auszubilden. Nachzuséatzlicher Koordination der
eingesetzten Boronsaur@40, wird der pseudesechgliedrige Ubergangszustandil
eingenommen, wel@r schlie3lich durch konzertierte Elektronenverschiebung zerféllt und es
dabei zur Ubertragung des urspriinglicly@undenen Aromaten auf das Pd@é&ntrum, der
Ausbildung eines Kompexes a8sSubstituenten und CufKation, sowie der Bindung des
Thiophertarboxylatsubstituenten an die Borspezies kommt. Der gebildete-Rd(tiplex |V
reagiert in Folge desseim einer reduktiven Eliminierung weiter und setzt dabei unter

Regeneration des Préakatalysat®4d das Ketor238frei und der Katalysezyklus beginnbv

neuen1sl
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Der erstedarauf basierendParstellungsversuch am etablierten Testsyst8meigte bereits
einen Umsatz von 35%, zudem wurde beobachtet, dass die saurelabi®chiutPgruppe,
welche liber die verwendete Boronséaure in die Reaktion eingebracht waddém finalen
Produkt nicht auftauchen splwahrend der wassrig sauren Aufarbegugrof3tenteils
abgespalten wurde und nur noch Spuren der-gesehiutzten Verbindung38 identifiziert
werden konnterErwahnenswert ist zudem, dass lediglich ein Stereoisomer erhalten Msrde
Indiz dafur dientdass das nah an der Reaktionsstelle Okdime Stereozentrum im Zuge der

durchgefihrtenSynthese unberihrt und auch der TRiRg konfigurationsstabil blieb.

SNAC O
78

Tabelle 3: Zusammenfassung der Optimierung der Kreuzkupplung h&EefESKIND-SROGL.
# CuTC Pdedbas P(o-Furyl)s 240 Laufzeit HCI Umsatz Anmerkung

[Ag]  [mol%] [mol%] [Ag.] [h] [min] [%0]

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

Vom ersten Erfolg ausgehend wurde diesem System eine Umsatzoptimierung angestrebt
Dasim Zuge der ReaktiofreiwerdendeHSNAC ist eine potenziell zur Chelatisierung fahige
Verbindung. Somit konnte diese durdkoordination am Pd deaktivierend auf das
Katalysatorsystem wirken. Um dies zu umgehen, wurde im ersten Schritletige des
Prakatalysators von 0.6 auf 1.5mol% und damit die effektive Katalysddolung von 1.2 auf
3.0mol% erhoht Trotz der Veranderunged eingesetzten Katalysatormenge, konnte mit 35%
Umsatz keine Verbesserung der Reaktbeobachteverden(Tabelle3, Eintragl).
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Bei den bis dahin durchgefuhrten Kreuzkupplungen war stets zu beobachten, dass sich das rote
CuTC mit der Zeit aul3erhalb der grinen Reaktionslésung an der Glaswand abgesetat hatte
zweiten Schritt wurde daher mehr vom schwefelbindenden CuTC (Farbwech&elgroin)
eingesetzt, um die effektive Oberflache und somit Verflugbarkeit dieser stidéichen
Komponente zu verbessern. Zeitgleich wurde die Menge der eingesetztead@meoebenfalls

etwas erhoht. Bereits durchedAnpassungvon CuTC (1.5A 2.0Aquiv.) und Boronsaure

(1.1A 1.5Aquiv.) konnte nach 24 Reaktionszeit eine Umsatzsteigerung%a#o beobachtet
werden(Tabelle3, Eintrag2).

Aufgrund madglicher Photolabilitéter eingesetzten Kupferspeziesrde die Reaktion darauf
hin durch Alufolie verdunkelt durchgefiihrt. Gleichzeitig wurde die Menge aufA&udv
erhoht,um die verfugbare Oberflache weiter zu vergroRern. Wenngleich dieses Experiment
bereits nach verkirzter Reaktionszeit vonhldbgebrochen wurde, konnte ein Umsatz von
58% identifiziert werden. Da zudem die Zeit zur Behandlung mit Salzsaure auf le8igiich
verklrzt wurde, konnte im Rohprodukt ein erhéhter Anteil geschitzten Produkgenaesen
(Tabelle 3, Eintrag 3). Die daraufhin getestete, auf &Bn verlangerte Behandlung mit
Salzsaure fuhrte zwar zur vollstandigen Entschitzung, jedoch zusétuati€&pimerisierung
der Methylguppe in 2Position mit einem finalen Diastereomerenverhéltnis von 2232R)
(Tabelle3, Eintrag4). Die weitere Erhohung der eingesetzten Menge C{ITEBelle3, Eintrag

5) stellte sich als nicht zielfuhrenlderaus, weshalb die ihabelle 3 fett hervorgehobenen

Bedingungerals optimal angenommen wurden.

SNAC o) T O o) O
223 O/ HO 243 O/

Abbildung 97: Kreuzkupplung nachLIEBSEKIND-SROGL zum Aufbau des -J-Centrolobinvorlaufers243.
Bedingungen: a240, CuTC, Pddbay CHCls, P(o-Furyl)s, THF,50°C, 24 h.

Unter Verwendung deoptimierten Bedingungen wurde die Umsetzung des Zyklisierungs
produkts223 angestreb{Abbildung 97). Die Ergebnisse aus der Optimierungsstudie konnten
problemlos auf das neue System Ubertragen werden und es wurde ein beinahe vollstandiger
Umsatz und 71% ddierte Ausbeute erreicht
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o _a) o
® (L [ ®
HO 243 o~ HO 59 o~

Abbildung 98: Reduktive Deoxigenierungum finalen Naturstoff-)-Centrolobin(59). Bedingungena) LiBHsa,
Et,O, 0°C, 90min, dannEtsSiH, TFA, 5min 0A RT, 55min rt.

Die reduktive Entfernung wurde ebenfalls zundchst am Testsy&B&naurchgefihrt. Die

analog zWAIDHEN et al.gewahlten Bedingungesrzielten bereits im ersten Durchgang beinahe
vollstandigen Umsatz, weshalb diese anschlieBend auf das Centrolobinsystem tUbernommen
wurden(Abbildung98). Hier konnte der vollstandige Umsatz reproduziert @4he€entrolobin

(59) mit 70% Ausbeute vergleichbamit derLiteratur isoliert werden*?

O o OH
a), b)
_— /
K(>\ 7% SNAC)‘\/\/\)\Q\
294 o~ (zwei Stufen) 222 o~
1.2% l ,
(finf Stufen) j l C)\33 %
0]
d). e)
O O O ~—aou  SNAC o
HO 59 o~  (zwei Stufen) 223 o

Abbildung 991 Zusammenfassung der Chemoenzymatischen Totalsynthese (-&@entrolobin (59).
Bedingungen: a) €81,3-Dioxan2-yl)propyl)magnesiumbromid, THF, RT, 2 dann HCI (1.8 in H,O), RT,
3.5h, danach neutligieren b) 149 Toluol, 100°C, 24h; ¢) AmbDH3 (5.0mg/mL), HEPESPuffer, 37°C, 16h;
d) 240 CuTC, Pddbay CHCIs, P(-Furyl)s, THF, 50°C, 24h, dann HCI (1.8 in H20), RT, 10min; e) LiBHa,
Et,O, RT, 90min, dann EiSiH, TFA, RT, 60min, e.e. 78%.

In Abbildung 99 ist die chemoenayatischeTotalsynthese des Diarylheptandicturstoffs
(-)-Centrolobin mit der Bildung des THHRings mittels AmbDH3 dargestellt. Innerhalb
lediglich zweier Stufen konnte der als Subsuwatogatverwendbaren sekundaren Alkol2a2
aufgebautwerden. In der anschlielenden Umsetzung mit AmbDMBrde erneut die
Effektivitat im Rahmen einer kinetischen Racematspaltung gezEgtkonnén hierbei die
Ergebnisse deFabelle2 erfolgreichauf das neue System Ubertragen wer@smerreichteee

von 78%zeigt an, dasdas §)-lsomer des Vorlaufersevorzugtumgesetzivurde Aufgrund
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der teilweisen spontanen Zyklisiexgiware hier ein maximaleevon 93% mdglich gewesen

Nach Austausch des Schwefelsubstituenten mit dem Phenolderivat und finaler reduktiver
Entfernung der Sauerstofffunktionalitdt konnfg-Centrolobin (59) erfolgreich in einer
Gesamtausbeute von 1.28&ber funf Stufen erhalten werdeAufgrund der Wabhleinfach
variierbarerEduktesteht zudem der Weg fur potenzielle Derivatisierungensowie nach der

Zyklisierungoffen.

97



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeitirdedas organiscisynthetische Potenzial der neuagtig
Zyklase AmbDH3 umfangreich erforschnd erfolgreich in unterschiedlichen Zusammen

hangemutzbargemacht

BLANKENFELD et al. gelang es die dreidimensionaleuktur durch Einkristallrontgenanalyse
aufzuklaren, sodass im Rahmen eines Kooperationsprojekts Hinweise auf die strukturelle
Ursache der ungewohnlichen doppelten Aktivitdt von AmbDH3 gewonnen werden konnten.
Eine im Vergleich zu kanonischen BBbmanen chakteristische Y173Wutation in der

Néhe des aktiven Zentrums ermdglieiie Umlagerung des Substratriickgrates nach erfolgter

Dehydratisierungsadass ein Angriff des-DH amMICHAEL-System mdglich wird.

o] OH o ot

Im Rahmen einesequenzbasierten Suche konnten weiterelkhanen identifiziert werden,
die die gleiche YV-Mutation zeigten. Am Beispiel der ebenfalls aus der Ambrutd{s
stammenden Domane AmbDH2 konnte dunchvitro-biochemische Charakterisierung des
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Proteins ebemills eine Zyklaseaktivitdt nachgewiesen werdBmese StruktwAktivitats-
Beziehungebnet den Weg undurch metagenomische Suche weitere versteckte Zyklasen
ausfindig zu machen. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, dasDbiHanen durch gezielte

Punktmutation in Zyklasen fur dem vitro- oderin vivo-Einsatz umgewandelt werden kdnnen.

X' _wR
o « N bus Q l
RIII)KK\/ Y\R R'" X R
Rll

Rll Rl

Zur Untersuchung der Substratspezifitat wurde eine breit gefacherte Substanzbibliothek
stereoselektiv aufgebaut und mit der Zyklase AmbDhi§esetzt. Dabei zeigte sich eine breite
Substrattoleranz des Enzymster Erzeugung enantiomerenreiner Produktepei die
Umsatze stark durch strukturelle Eigenschaften der einzelnen Vorlaufer beeinflusst wurden.
Das Substratsurrogat mitPhenylsubstittion wurde problemlos umgesetzt, wohingegeésn
Substratsurrogate mif-Pentyt oder 2-Ethylsubstitutiongeringere Umsétze zeigteies

wurde ebenfalls beim Einsatz des Ethylthioesters beobaEhése Ergebnisse lassen sich auf

die sehr gering®#asserdslichkeitdieserVerbindungereuriickfihren.

Besonders hervorzuheben sind die-@substituierten Substratsurrogate, bei denen aufgrund
der veranderten Orientierung in der aktiven Tasche die KonfigurationR@siBon im Produkt
invertiertvorlag.Bei der Umsetzung zum Dioxan kam es zur teilweisen spontanen Zyklisierung
aufgrund der erhohten Reaktivitdt des Systems. Zusatfieh ein hoher Grad an
Nebenreaktionen auf. Im semipraparativen MaRstab zeigte das Keton zwar vollstandige
spontane Zyklisierungjedoch liel3 sich diese durch die Verringerung der AnsatzgrofRe
umgehen. Die Substratsurrogate miBi@dmidsubstitution oder-Aminogruppe zyklisierten
ebenfalls vollstandig im verwendeten Puffer.

Der Oxoester zeigte mit AmbDH3 keinen Umsatz, wasléktronischen Effektebegrindet

liegt. Das Substratsurrogat mit verlangertem Ruckgrat wurde nicht akzeptiert, daroeases
ungunstigen Orientierung in der aktiven Taszhdiegen kommtDie in Kooperation erstellten
Modellierungen von Substratsogaten in die aktive Tasche von AmbDH3 bestatigten
zusatzlich die Ergebnisse dieser Studie.

Unter der Verwendung der vaBERKHAN optimierten Reaktionsbedingungen war es mdglich

den Reaktionsmalf3stais auf eine Stoffmenge von 1gzu erhéhen. Dabei konnééh Umsatz
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von 83% und eine isolierte Ausbeute von 60% des enantiomerenreinen Produktes erhalten

werden.

Zusatzlich wurdeder Einfluss der Vorlauferkonfiguration an C6 und €dwie die daraus
abgeleitet potenzielle Einsatzbarkeit ifdynamisch) kinetischen Racematspaltungen
beleuchtetBei der Umsetzung definierter Stereocisomerengemische mit dem Bmelyauf,
dass das G7R)-Isomer durchgehend fast vollstandig zyklisiert wurdehiwgegen nur ein
geringer Anteil des @@ 7R)-Isomers diese Reaktion einging. Die Verbindungen mit
(79-Konfiguration wurdenvon AmbDHS3 nicht umgesetztDie deutlichen Reaktivitéts
unterschiede der verschiedenen Stereoisomere machten damit den WeglériHiirsatz von

AmbDH3 in (dynamisch) kinetischen Racematspaltungen.

WITTIG-
Olefinierun GRIGNARD-

Addition

HO enzymatische
Zyklisierung

Final wurden die Erkenntnisse alenSubstratund Raematspaltungsstudikombiniertund

die chemoenzymatisch&otalsyntheseeines Diarylheptanoidsentwickelt. Dabei gelang es
(-)-Centrolobinin 1.2% Ausbeutenit eineme.e. von 78%iiber insgesamt flinf lineare Stufen
darzustellen. Der Schlusselschritt war dabei die enzymatische Zyklisierung bei zeitgleicher
kinetischer Racematspaltung, vezlcherder THRRing mit 40% Umsatz und 33% isolierter
Ausbeute im 20ng-Mafl3stab aufgebaut wurde. Da AmbDH3 ein breites Spektrum an
Substratsurrogaten umsetzt und dabei hochselektiv arbeitet sind die Voraussetzungen gegeben

diese Doméanauch in anderen chemoenzgtsche Totalsyntheserinzusetzen
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Abstract

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

different organiesynthetic contexts was succesfully elucidated.

BLANKENFELD et al were able to solve the thré@mensional structure of AmbDHB8a X-ray
crystal structureThereby we were able to further elucidate the unconventidfugctionality
as partof a cooperation. The naturally occuring Y173V mutation coegbtr canonic DH
domains near the active cemtallows thebackbone tearrangement of the substedter

dehydratiorso that an attack oft he@H at theMICHAEL system is possible

As consequence af sequece based search an other DH domain with the sarvenYutation
was identified. AmbDH2, which as well originates from the ambruft{i$ showed a similar
in vitro cyclisation atvity with the shown substrate surrogate. This struetutévity relation

paves lhe way to searclior further hidden cyclases:zurthermoreit might be possible to
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reprogranDH domainsvia specific point mutations to aawe anin vitro or in vivocyclisation

activity.

Xl \\Rl
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To investigate the acceptance mdturally unrelated substrate surrogates a wide array of
substances with diverse substitution patterns was estabNshedultistep synthesis in an
enantio pure way and converted with AmbDH3The sucessfully generated heterocyclic
compounds shogd highenantio puritiesHowever different conversionrates were observed
depending on the substitution patternh&kkasthe 7phenyl substituted compound was
converted in an excelent way, theP&nt, 2Et, as well as the SEhioester containing
compounds suffete from low water solubility. The conversions of the -Gr%ubstitutd
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
surroga¢s showed a certain degree of spoetas cyclisation due to higher reactivity.

The oxoester was not converted at all, mainly because of eleatftetts The surrogate with
elongated backbone was not converted as well. In this case the reason wiasthigoorin the

active site, leading to a too long distance between C3 #did.8The model studies that were
obtained during the cooperation confirms the gained results ofitiisas well.

Utilizing the optimised reaction conditions BERKHAN it was pasible to expand the reaction
scale up to 1.@ of starting material, while maintaining high conversion rates and yields oft he

enantiopure product.

Additionally, theconfiguration of he starting materiat C6 and CWas invesigated to identify
the potentiaversatilityof AmbDH3 in (dynamic) kinetic resolutions. Aftdifferenttreatments
of well defined isomeric mixtures with AmbDH3 one highly dominant product configuration

(6S7S was observedBeside only minor mounts of a second sterecisomeR, &) could be
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detected, whereafié remaining two isomers RG7/R/6S,7R) were not convertedt all. This

paves the wato use AmbDH3 in (dynamic) kinetic resolutions.

WITTIG-
addition
/@ o
~
HO enzymatic O
cyclisation

Finally, the results from the substrate investigations, as well as the racemic resolution were
combined in the chemoenzymatic total synthesishef diarylheptanoid(-)-centrolobire.
Utilizing the AmbDHS3 catalyzed THRormation and th&inetic resolution as key stép0mg,

40% conversion, 33% isolated yielthe promising drug candidate)-centrolobinewas
succesfully synthesized in 1.2% yid[88% e over five linear stepsBecause oft he broad
substrate tolerance, whilst working hlg selective, AmbDH3 might be suitabler beeing

appliedin further chemoenzymatic total syntheses.
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Allgemeine Methoden

Chemikalien und Lésemittel

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

Reinheitsgraden technisghA. oder HPLCgradebezogen.

Feuchtigkeits oder sauerstoffapfindliche Reaktionen wurden in kommerziell erhaltlichen
wasserfreien Losemitteln vohcrRos ORGANICS oder TCI, gelagert iber 3A Molsieb, unter
SchutzgasatmospharexBl0 oder Ar 5.0) in ausgeheizten Glasgeréaten durchgefiihrt. Auf diese
Art durchgefuhrte Raktionen sind nachfolgend durch den Zusatzsolutiert (abs)

gekennzeichnet.
MILLIPORE Wasser (MPW)

Das zur Herstellung einiger Puffer und Laufmittel verwendete MPWOQ®55uS,
TOC < 2 ppb) wurde eineB30 TraceReinstwasseranlage (Auslassfilter: i) VonADRONA

entnommen.
Dunnschichtchromatographie

Analysenvia Dunnschichtchromatographie wurden auf PolyeBtatigfolien (Polygram Sil
G/UVas4 Kieselgel 60, Schichtdicke Orm) von MACHEREY-NAGEL durchgefuihrt. Die
Detektion erfolgte entweder durch Fluoreszenzléschung ben@5dder durch Anfarben der
DC-Karte. Hierfiur verwendete Anfarbereagenzien wateader verdinnte yerd) KMnOas-
Lésung (1.50) KMnOs, 10.0g KoCOs, 2.5mL Natronlauge (5% in #D), 200mL H20).

Séaulenchromatographie

Fur sadulenchromatographische Reinigungen wurde Kieselgel 60 (Partikelgra®e &8)

von MACHEREY-NAGEL als stationare Phase verwendet. Zum Packen wurde das Kieselgel
zunachst im verwendeten Laufmittelgemisch aufgksnmt, in die Saule geflllt und
anschlielend unter Druck komprimiert. Die Zusammensetzung der Laufmittelgemische ist in

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

Strukturanalyservia NMR-Spektroskopie erfolgte bei Raumtemperatur (B98n NMR-
Probendhrchen mit 5Smm Durchmesser und einer Lange von 8. Fir Aufnahme dée#i-,

13C- und3P-NMR-, sowie 2DKorrelationsspektren wurde eivance 11l HD500 VOnBRUKER
verwendet. 1D NOEDifferenzExperimente wurden amAvance 300 von BRUKER
aufgenommen. Die erhaltenen NM&pektren wurden in deuterierten Losemitteln durchgefihrt
und anhand des Restlosemittelsignals normiédQlg, *H: 7.26ppm,*3C: 77.2ppm; GDs, *H:
7.16ppm,*C: 128.1ppm)[*?? Die Verschiebungen der aufgenommefhSpektren wurden
aufgrund fehlenden Referenzsignalshne Normierung angegeben. Die chemische
Verschiebung wird auf d€kSkala inparts per millionppm], Kopplungskonstanted)(werden

in [Hz] angegeben. Zur Beschreibung der Signalformen werden folgende Abklirzungen, sowie
Kombinationen dieser verwendet: breit (br), Singulett (s), Dublett (d), Triplett (t), Quartett (q),
Multiplett (m). Die genaue Zuordnung der Protonsowie Kohlenstoffsignaleurdevia 2D-
Korrelationsspektren durchgefuhrt. Die dafur verwendeten Experimente umfassten HMQC,
HMBC undH,H-COSY. Zusétzlich kamen zur ndheren BestimmundieBignale 135DEPT

und JMODExperimente zum Einsatz. Zur Beschreibung térSignale werderfolgende
Abklrzungen verwendet: primar (p, Methyl), sekundar (s, Methylen), tertiar (t, Methin) und
quarér (g). Alle eindeutigen Zuordnungen der Protonesowie Kohlenstoffsignale sind in

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

Zur Reinigungwurde einesemipraparativer HPLG500 Controller2 4 8 7 Du a | > Abso
Detector(235nm, 265nm)) vonWATERS, unter der Verwendung einer FFaule (Kinetex®,
PorengroRe fim, Gs, PartikelgroBe 100A, 50x3@m) verwendet Zur Probenvorbereitung
wurde das Rohprodukt zunéchst in HRg@adeMe OH  (mD)Yauf§enommen und mittels
Spritzenfilter (PTFE, 0.am) von Schwebteilchen befreit. Die Auftragung auf die Saule wurde
durch einen Injektionkoop (2mL) realisiert. Die verwendeten Laufmittel (MPW, HPLC
gradeMeCN) wurden vor dem Einsatza Ultraschallbehandlung unter vermindertem Druck
fur mindestens 1&in (MPW: 300mbar, MeCN: 600nbar) entgast und danach direkt
verwendet. Die Laufmittelzusammensetzung istMaol.-% angegeben Das verwendete
Gradienteprogrammentsprach>0:CHCN = 95:5 {5 min}, Gradient bHD:CH:CN 95:5A

5:95 {20 min}, HO:CHs:CN = 5:95 {5min}, 20 mL/min). Abweichende Gradientesind der

betreffendervVersuchsvorschrift zu entnehmen.
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Untersuchungemia chiraler HPLC wurden an einer Alliance HPLZGQ5 separation module
2487 e Ab s or b &t5nm)) vDre Werers, ounter Verwendung einer
Normalphasensaule (€H, 4.5x250mm, CHIRALCEL) durchgefuhrt. Das verwendete

Laufmittelgemisch bstand aus-Hexan'Propanol (95:5, 0.81L/min).
Ultra Performance Liquid Chromatographyvass SpectrometrflUPLC-MS)

Fur Umsatzbestimmungen von Enzymexperimenten im Kleinstmal3stamg(<3ubstrat),

sowie ldentifikation isolierter Fraktionen aus der ReinigurgHPLC, wurde eine Acquity

Ultra Perfomance LC (RB&aule: BEH Gg, 1.7um, 1x50mm; Detektion: PDA, SQ) von
WATERS verwendet. Die lonisierung wurde mittels ESI im Positivmodealisiert Zur
Umrechnung der Integrale in Konzentrationen wurde eine Kalibriergerade fir den zu
erwartenden Intensitatsbereienstellt Die verwendeten Laufmittel wurden in der Qualitat
UPLC grade(MeOH, A) vonHONEYWELL gekauft oder aus der Reinstwasseranlage (MPW, B)
entnommen und ohne weitere Behandlung eingesetzt. Es wurde ausschlieBlich das
Gradientenprogramm (MeOHz28 = 10:90Y 90:10 {4min}, MeOH:H20 = 90:10 {2min},

0.5mL/min) verwendet.
High Resolution Mass spectromet({iRMS)

Hochaufgeloste massenspektrometrische Untersuchungen wurden an @ingéractive
Massenspektrometer v@mERMO SCIENTIFIC mit Direkteinlass durchgefuhrt. Die lonisierung
wurde mittels ESI im Positivmodusealigert. Zur Probenvorbereitung wurde aus der
Reinsubstanz zunachst mit HPIlgtade MeOH oder MeCN eine Stammlésung hergestellt.
Diese wurde anschlieend auf eine finale Konzentration vomgdmilL eingestellt und mittels
Spritzenfilter (PTFE, 0.2m) von Schwebteilchen befreit.

Transformation von E coli-Zellen

Chemisch kompetente ZelleE.(coli BL21(DE3), 50uL) von NovAGEN™ werden mit dem
Plasmid pET28ambDH3 (1 uL) versetzt und fir 1@nin bei 0°C inkubiert. Anschliel3end
wird fuir 50s bei 42°C ein Hitzeschock durchgefuhrt. Danach wird die Suspension fur weitere
5min bei 0°C inkubiert. Im Anschluss daran wird dYWledium (500uL, 16 g/L Trypton,

10 g/L Hefeetrakt, 5g/L NaCl) hinzugegeben und die Suspension fliloki 37°C inkubiert.
Nach Zentrifugation (38, 5000rpm) wird der Uberstand verworfen, der Riickstand auf einer
Agarplatte ausplattiert und tber Nacht bei°87inkubiert. Es wird eine einzelne Kanie

gepickt und damit eine Vorkultur (XL dYT-Medium, 0.1mM Kanamycin) inokuliert und
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erneut Uber Nacht bei 3T inkubiert. Aus dieser Vorkultur wird eine Hauptkultur (100
dYT-Medium, 0.ImM Kanamycin) auf Okyo = 0.05 inokuliert und tber Nacht ib&7 °C
inkubiert. Aus 50QuL Hauptkultur und 50QuL Glycerin (50% in MPW) werden Kryokulturen
hergestellt und bis zur Verwendung b&0 °C gelagert.

Genexpression

Zur Genexpression wirdzunachst Wachstumsmediug25mL dYT-Medium, 0.1mM
Kanamycin) mit arer kleinen Menge der Kryokultur inokuliert und tber Nacht bet@7
inkubiert. Aus der Vorkultur werden Hauptkulturen (je 200 dYT-Medium, 0.1mM
Kanamycin) auf Obyo = 0.05 inokuliert und bei 37C inkubiert, bis eine O&o = 0.400.80
erreicht ist. Dé Expression wird durch Zugabe von IPTG (finale Konzentratiorm®A}
induziert und die Inkubation fur 22bei 15°C fortgefuhrt. Die Suspension wird zentrifugiert
(15min, 5000g, 4°C) und der Uberstand verworfen und das resultierende Zellpellet bis zur
Verwendung bei20 °C gelagert.

Proteingewinnung

Zur Proteingewinnung wird die entsprechende Menge des Zellpellets in HEFES (25mM
HEPES, 100nM NacCl, pH 6.8) suspendiert und bet® mittels Ultraschall (45% Intensitét,
10min, 30s Ultraschall, 8 s Pause) mit einer Sonoplus HD3100 (Sonde:M%®der KE76)
von BANDELIN aufgeschlossen. Die Suspension wird zentrifugierng8Q 10000g, 4°C) und
das Zelllysat entweder direkt verwendet oder mit einem Spritzenfilter (CA,uénd5/0n
Schwebteilcherbefreit undvia Affinitatschromatographie gereinigt. Die Reinigung wird mit
einer AKTA start vonFISHER SCIENTIFIcan einer NiNTA-Saule (Bettvolumen BiL) von
NOVAGEN durchgefiuhrt. Das System wird zun&chst mit Laufpuffem@0 Tris-HCI, 200mM
NaCl, 10mM Imidazol, pH 7.5) aquilibriert und die Saule durch Zugabe des Zelllysats zum
Laufpuffer beladen. Durch Spulen der Saule mitd5Laufpuffer, werden alle unspeziftsc
bindenen Proteine eluiert. Das Zielprotein wird mit Elutionspuffemf® Tris-HCI, 100mM
NaCl, 500mM Imidazol, pH 7.5) eluiert und die Fraktima UV-Absorption detektiert. Die
Proteinlésung wird mittels GroéfRenausschlusschromatographie an eDiEF-Saule auf
HEPESPuffer umgeuffert und anschlie3end mittels Konzentrator (MWCO 10D8Q0an der
Zentrifuge (500Q, 4°C) auf eine Proteinkonzentration von ®@/mL eingestellt.Zur
Konzentrationsbestimmung wurde ein Mikroplattenlesegerat (VarioScanlamx)IMERMO

SCIENTIFIC verwendet.
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Allgemeine Arbeitsvorschriften

Allgemeine Arbeitsvorschrift fir OppPoLzER-Aldolreaktionen (AAV A)

PropioniertesOppoLzeERAuXiliar (1.0Aquiv.) wird in abs CH.Cl, (0.1m) vorgelegt und
DIPEA (1.5Aquiv.) und TMSOTf (1.8Aquiv.) langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend@@&UE gekunhlt. In einem
zuséatzlichen Kolben wird der Aldehyd (1A§uiv.) in abs CH.Cl, vorgelegt und ebenfalls auf
-78°C gekiihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von Ti@lm in CHxClz, 1.5Aquiv.) wird die
enolathaltige Losung langsarna cannulazur aldehydhaltigen Lésung gegeben. Die Reaktion
wird fur 1 h bei-78°C gerihrt und im Anschluss dih die Zugabgesattigte(ges) NH4Cl-
Losung beendet. Das Gemisch wird adferwarmt und fir eine weitere Stunde gerthrt. Die
Phasen werden getrennt und die wassrige mgGGHextrahiert. Die vereinigte organische
Phase wird Gber MgSQyetrocknet, firiert und unter vermindertem Druck vom Lésemittel
befreit. Das erhaltene Aldolprodukt wirchne weitere Reinigung direkt in der nachsten

Reaktioneingesetzt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift fur TBS-Schutzungen sekundéarer Alkohole (AAV B)

Das Aldolprodukt (10 Aquiv.) wird in abs CHxCl> (0.1Mm) vorgelegt und auf78 °C gekuhlt.

Nach tropfenweiser Zugabe von ,6tidin (1.5Aquiv.) und TBSOTf (1.5Aquiv.) wird das
Reaktionsgemisch fir 3@in bei -78°C geruhrt. Die Reaktion wird auf Raumtemperatur
erwarmtund Uber Nacht weitergerihrt. Durch Zugabe gessHi6sung wird die Reaktion
beendet. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase 18it Ekirahiert. Die
vereinigte organische Phase wird mit ges. Nafidlung gewaschen, tber MgS@etrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wird

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

Das geschutzte Aldolprodukt wird inJB:MeOH (0.1m, 20:1) vorgelegt und auf@ gekuhlt.
Nach Zugabe von LiBH(1.5Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch tber Nacht gertihrt und
langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Durch Zugabe von Salzsauyev({fd die Reaktion
beendet und die Phasen werdetragt. Die wassrige Phase wird mib@textrahiert. Die

vereinigte organische Phase wird Uber Mg$@trocknet, filtriert und unter vermindertem
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Druck vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel

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

Der priméare Alkohol (1.@quiv.) wird in abs CH,Cl, vorgelegt und auf 8C gekiihlt. Nach
Zugabe von Pyridin (1:3.2Aquiv.) und Tosylchlorid (1.2.0Aquiv.), wird das
Reaktionsgemisch auf Ratemperatur erwarmt und fur 96 gerthrt. Durch Zugabe ges.
NaHCQ-Losung wird die Reaktion beendet und das GemischHiiwéitergerihrt. Die Phasen
werden getrennt und die wassrige Phase miGTHéxtrahiert. Die vereinigte organische Phase
wird Uber Mg@SQs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit.

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

Magnesium (4.8\quiv.) und eine katlytische Menge lod werden @&bs EtO (1M, bezuglich
Allylbromid) vorgelegt und auf 0C gekiihlt. Allylbromid (4.0Aquiv.) wird zu der Suspension
getropft und das Reaktionsgemisch filr iei 0°C gerthrt. Die Suspension wird raibs ELO

(0.1m, bezuiglich Tosylat) verdiinnt und das Tosylat @dliv.) zugetropft. Die Reaktions
wird fur 3h refluxiert, anschlieBend auf Raumtemperatur abgekuhlt, durch Zugabe verd.
NH4CI-Losung beendet und furiweitergerihrt. Die Phasen werden getrennt und disngas
Phase wird mit EO extrahiert. Die vereinigte org@ésthe Phase wird Uber MgaQetrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulen

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

Das Alken (1.0Aquiv.) wird in CHCI> (0.1Mm) vorgelegt und auf78°C gekuhlt. Ozon wird

durch das Reaktionsgemisch geleitet, bis eine persistente blaue Farbung zu erkennen ist.
Uberschissiges Ozon wird anschlieBend durch Bémleibn Sauerstoff ausgetrieben. PPh
(1.5Aquiv.) wird zugegeben, die Suspension auf Raumtemperatur erwarmt und tber Nacht
geruhrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fir WITTIG -Reaktionen (AAV G)

Das Phosphoniumylid (1Aquiv.) wird in abs Toluol (0.1m) vorgelegt und das Lactol
(1.0Aquiv.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiih b&i 100°C geruihrt und danach
auf Raumtemperatur abg@Mt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und
der Ruckstand zunachst saulenchromatographisch an Kieselgel und anschie®end

semipraparativer HPLC gereinigt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift flir HORNER-WADSWORTH-EMMONS -Reaktionen (AAV H)

Der Aldehyd (1.0Aquiv.) wird in abs THF (0.1m) vorgelegt und auf 0C gekiihlt. Nach
Zugabe des Plsphonats (1.Aquiv.) und DBU (3.0Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch
zunachst fur 3@nin bei 0°C und dann fur 48 bei Raumtemperatur gerihrt. Das Loséghit

wird unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in EtOAc und ge€H\Bisung
aufgenommen. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase wird mit EtOAc extrahiert.
Die vereinigte organische Phase wird Uber Mg§&rocknet, filtriert undinter vermindertem

Druck vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fir Verseifungen (AAV 1)

Der Ester (1.QAquiv.) wird in MeOH:HO (0.1Mm, 3:1) vorgelegt und auf @ gekiihlt.Nach
Zugabe von LiOH (5.@\quiv.) wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und
Uber Nacht gertihrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Ruickstand
in H2O aufgenommen. Die wassrige Phase wird miOExtrahiert, mit Sakaure (Im) auf

pH 1 angeséauert und erneut mit@&textrahiert. Die vereinigte organische Phase der sauren
Extraktion wird Gber MgS® getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Die Carbonsdure wiahne weitere Reinigung @kt in der nachsten

Reaktioneingesetzt.
Allgemeine Arbeitsvorschrift flr Veresterungen (AAV J)

Die Carbonsaurel(0Aquiv.) und der Alkohol oder das Thiol (1&quiv.) werden inabs

CH2Cl2 (0.1m) vorgelegt und auf 6C gekuhlt. Nach Zugabe von EDC-HCI, DCC oder DIC
(1.1 Aquiv.) undDMAP (0.1 Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt
und Uber Nacht gerthrt. Durch Zugabe von Salzsauve Yerwendung von EDC-HCI) oder

ges. NHCI-L6sung wird die Reaktion beendet. Die Phasen werden getrennt und die wassrige

Phase wird mit CECl extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird mit ges. NaH@@
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ges. NaCGlL6sung gewaschen, Uber MgSgetrocknet, filtriert und unter vermindertennugk

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

Der geschiitzte Ber (1.0Aquiv.) wird in MeOH (0.1v) vorgelegt. Nach Zugabe von PPTS
(5.0-10.0Aquiv.) wird das Reaktionsgemisch fiir Bdei 50°C geriihrt und anschlieBend auf
Raumtemperatur abgekihlt. Das Lésemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in verd. NkCI-Losung und EtOAc aufgenommen. Die Phasen werdenngetnad

die wassrige Phase wird mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird tber
MgSQs getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel s@esemipraparatier HPLC

gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift flir Enzymumsetzungen im Mal3stab bi20 mg (AAV L)

Das Substrat (1.8quiv.) wird vorgelegt. Nach Zugabe von gereinigtem AmbDH3 in HEPES
Puffer (5.0mg/mL) wird das Reaktionsgemisch fur iéei 37°C geruhrt. Durch Zugabe von
EtOAc wird die Reaktion beendet. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase wird
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird Uber Mg8tocknet, filtriert

und unter vermindertem Druck vom Ldsemittel beéfrddas Rohprodukt wird séaulen
chromatographisch an Kieselgel odéx semipréaparativer HPLC gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fr Enzymumsetzungen im Maf3stab 501000mg (AAV M)

Das Substrat (1.8quiv.) wird in Toluol (IVol.-%) vorgelegt. Nach Zugabdes AmbDH3

haltigen Zelllysats (aus 2d@Zellpellet pro 50ng Substrat) wird das Reaktionsgemisch fih16

bei 30°C geruhrt. CaCl (finale Konzentration InM) und Proteinase K (fdhg pro 50mg
Substrat) werden hinzugegeben und fir ki 37°C gertihrt.Durch Zugabe von EtOAc wird

die Reaktion beendet. Die Phasen werden getrennt und die wassrige Phase wird mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wird Uber Mgi@ocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. DashRoodukt wird saulenchromatographisch

an Kieselgel gereinigt.
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Synthese de Substratsurrogate
N-AcetylcysteamifHSNAC) (79)

H

WNV\SH

o

CysteaminHydrochlorid (30.0y, 264mmol, 1.0Aquiv.) wurde in HO (300mL) vorgelegt
und auf O°C gekiihit. NaOH (84.8, 2.11mol, 8.0Aquiv.) wurde hinzugegeben undhter
Ruhrenvollstandig in der wassrigen Phase gelost2QA¢74.4mL, 792mmol, 3.0Aquiv.)
wurde langsam zugegeben whas Reaktionsgemisch fur &tin bei Raumtemperatur geruhrt.
Nach Neutralisation der Losung mit kor&alzsaure, wurde die wassrige Phase miz@H
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tber Mg8@ocknet, filtriert und unter
vermindertem Duick vom Losemittel befreit. Das HSNAC (289242mmol, 92%) wurde als

farbloses Ol erhalten.

IH-NMR (500MHz, CDCk): U [ppm] = 5.92 (brs, 1H, NCH,), 2.68 (q,d = 6.2Hz, 2H,
NHCH>), 2.68 (dt,J = 8.5, 6.4Hz, 2H, (H2SH), 2.02 (s, 3H, OCBs), 1.35 (t,J = 8.5Hz, 1H,
CH,SH).

Die analytischen Daten entsprechen denen ititieratur 12!

Ethyl 2-(diisopropoxyphosphoryl)propanoa80)
O O
||

/\O)H/Z\OJ\

Ethyl-2-brompropanoat (10.81L, 82.2mmol, 1.0Aquiv.) und Triisopropylphosphit (201L,
82.2mmol, 1.0Aquiv.) wurden fur én refluxiert. Alle fliichtigen Verbindungen wurden unter
vermindertem Druck entfernt und der EsB&wurde ohne weitere Reinigundirekt in der

nachsten Reaktiogingesetzt.
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2-(Diisopropoxyphosphoryl)propionsaure3g)
O O
1]
HO)J\( g\o)\

Der Ester80(20.9g, 82.8mmol, 1.0Aquiv.) wurde in THF (160nL) vorgelegt. Nach Zugabe
von NaOHL6sung (Im in H20O, 140mL) wurde das Reaktionsgemisch furh5refluxiert.
AnschlieRend wurde mit Salzsaurev(lauf pH 1 angesauert. Die Phasen wurden getrennt und
die wassrige Phase mit QEl> extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tber ¥gSO
getrocknet, filtriert und unterermindertem Druck vom Losemittel befreit. Die Carbons&dre
wurde als gelbliches Ol erhalten uakne weitere Reinigung direkt in der nachsten Reaktion

eingesetzt.

S-(2-AcetamidoethyB2-(diisopropoxyphosphoryl)propanthioaB@)
O O
H I
W N \/\S)H/(Fl;\oj\
0 Y

GemalR AAVJ wurde aus der Carbonsaws# (7.40g, 31.1mmol, 1.0Aquiv.) und HSNAC
(3.719, 31.1mmol, 1.0Aquiv.), DCC (7.06g, 34.2mmol, 1.1Aquiv.) und DMAP (380mg,
3.11mmol, 0.1Aquiv.) das Phosphond2 (10.2g, 30.1mmol, 37% Uber drei Stufen) als
gelbliches Ol erhalten.

IH-NMR (500MHz, CDCE): U [ppm] = 6.35 (brs, 1H, NCHy), 4.764.67 (m, 2H, OEl),
3.563.48 (m, 1H, 1xNHE), 3.443.37 (m, 1H, 1xNHE), 3.293.14 (m, 2H, PE,
1xCH,S), 3.022.96 (M, H, 1xCH,S), 1.96 (s, 3H, OCEs), 1.43 (ddJ = 17.7, 7.2Hz, 3H,
PCHH3), 1.361.31 (m, 12H, OCHEl).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Litéf4tur.
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(3aR,6S)8,8-Dimethyt4,5,6, #tetrahydro3H-3a,6methanbenzo|c]isothiaze®, 2-dioxid
(83

9 o
%\
—N

(R)-(-)-Camphersulfonsaure (126 753mmol, 1.0Aquiv.) wurde vorgelegt und
Thionylchlorid (109mL, 1.51mol) Uber 1h 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 anschliel3end mit Toluol
(280mL) codestilliert Der Rickstand wurde in Dioxan (28@L) aufgenommen und mit konz.
AmmoniakLdsung (2.8.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde ftirr2fluxiert und danach

auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Suspension wurde filtriert und der Filterkuchen mit kaltem
Wasse gewaschen. Das IsothiazoldioXs® wurde als farbloser Feststoff erhalten withe

weitere Reinigung direkt in der ndchsten Reakémyesetzt.

(3aR,6S)8,8-Dimethylhexahydre3H-3a,6-methanbenzo|c]isothiaze®,2-dioxid (84)

(0]
w_0O

S/

\
%NH

Isothiazoldioxid83 (1619, 753mmol, 1.0Aquiv.) wurde in MeOH:HO (3:1, 1.0L) vorgelegt

und auf O°C gekuhlt. NaBH (28.5g, 753mmol, 1.0Aquiv.) wurde portionsweise zugegeben
und das Reaktionsgemisch fuhdei 0°C geruhrt. Das Losemittel wurdmter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in &Hb aufgenommen. Die organische Phase wurde in
verd. Schwefelsaure {1, 1.0L) gegeben und die Phasen wurden getrennt. Die wassrige Phase
wurde mit CHCI, extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde mit ges.-INgDhg
gewaschen, Uber MgS@etrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck vom Ldésemittel
befreit. Das SultarB4 (1379, 637mmol, 85% Uber zwei Stufen) wurde als farbloser Feststoff

erhalten.

IH-NMR (500MHz, CDCk): U [ppm] = 4.22 (d,J = 6.4Hz, 1H, CHNH), 3.41 (td,J = 7.9,
4.9Hz, 1H, GINH), 3.12 (d,J = 13.8Hz, 1H, 1xC4,S), 3.08 (d,) = 13.7Hz, 1H, 1xG2S),
1.991.82 (m, 5H, €&,CHNH, CH.CH,CH, CHCHCH,), 1.471.41 (m, 1H, 1x€,CH,CH),
1.331.27 (M, 1H, 1x@2CH,CH), 1.12 (s, 3H, CBs), 0.92 (s, 3H, CH3).
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Die analytischen Daten entsprechen denen in der Litét&tur.

1-((3aR,65)8,8-Dimethyl2,2-dioxidotetrahydre3H-3a,6methanbenzoclisothiazel (4H)-
yl)propan-1-on (85)

Das SultanB4 (30.0g, 139mmol, 1.0Aquiv.) wurde in Toluol (600nL) vorgelegt und NaH
(60% in Mineraldl, 8.3@), 209mmol, 1.5Aquiv.) portionsweise zugegeben. Das Reaktions
gemisch wurde fur B bei Raumtemperatur geruhrt. Propionylchlorid (18L3 209mmol,
1.5Aquiv.) wurde hinzugegeben und das Reaktionsgemisch wurde fur weiterbep
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Uberfiihren in gesLiaig beendet.
Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde nm@l.Céktrahiert. Die
vereinige organische Phase wurde tUber Mg$étrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck vom Ldsemittel befreit. Das propionie@erPoLzer Sultam85 (36.1g, 133mmol, 95%)

wurde nach Umkristallisation aus Toluol als farbloser, kristalliner Feststoff emhalt

IH-NMR (500MHz, CDCk): U [ppm] = 3.84 (ddJ = 7.7, 5.0Hz, 1H, GHN), 3.47 (d,J =
13.8Hz, 1H, 1xG42S), 3.41 (d,) = 13.8Hz, 1H, 1xC4,S), 2.782.66 (M, 2H, Gl,CHs), 2.14
2.08 (m, 1H, 1x@,CHN), 2.05 (dd,J = 13.9, 7.8Hz, 1H, 1xG4,CHN), 1.921.84 (m, 3H,
CH2CH2CH, CHCHCH;), 1.411.30 (m, 2H, G12CH,CH), 1.151.12 (m, 6H, CHCHs, CCH3),
0.95 (s, 3H, CEls).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Litét&tur.
(2R,3R}1-((3aR,6S)8,8-Dimethyl2,2-dioxidotetrahydre3H-3a,6-methanbenzo[c]iso
thiazol1(4H)-yl)-3-hydroxy-2-methylpentanl-on (86)

Qo
S\/ o)
N4§_€i

GemalR AAV A wurde aus Sultan85 (10.0g, 36.8mmol, 1.0Aquiv.), DIPEA (9.4mL,
55.3mmol, 1.5Aquiv.), TMSOTf (12.0mL, 66.3mmol, 1.8Aquiv.) und Propionaldehyd
(4.0mL, 55.3mmol, 1.5Aquiv.) das Aldolproduk86 als gelbes Ol erhalten umtine weitere
Reinigung direkt in der naclest Reaktioreingesetzt.
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(2R,3R}3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy}1-((3aR,6S)8,8-dimethyt2,2-dioxidotetrahydre
3H-3a,6methanbenzo[c]isothiazel (4H)-yl)-2-methylpentanl-on (87)

Q.0
S\/ o)

GemaR AAVB wurde aus dem Aldolprodulé6 (12.1g, 36.8mmol, 1.0Aquiv.), 2,6.Lutidin
(6.4mL, 55.3mmol. 1.5Aquiv.) und TBSOTf (13.0nL, 55.3mmol, 1.5Aquiv.) das TBS
geschitzte Produk®7 (13.8g, 31.0mmol, 84% uber zwei Stufen) nach saulenchromato

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

Rr (PE:EtOAC / 9:1): 0.32!H-NMR (500MHz, CDCk): i [ppm] = 4.04 (ddd,) = 7.4, 6.2,
3.0Hz, 1H, OGHCH), 3.86 (dd,) = 7.5, 5.1Hz, 1H, GHN), 3.47 (d,J = 13.8Hz, 1H, 1xCH,S),
3.41 (d,J = 13.8Hz, 1H, 1xG4,S), 2.051.96 (m, 2H, ECHN), 1.921.83 (m, 3H,
CH2CHCH,, CHCH.CH), 1.521.25 (m, 4H, ©l,CHs, CH.CH,CH), 1.13 (s, 3H, CHs), 1.09
(d,J = 6.8Hz, 3H, CHGH3), 0.95 (s, 3H, CH3), 0.870.84 (M, 12H, CKCH3, SiC(CH3)), 0.07
(s, 3H, SiCGH3), 0.05 (s, 3H, Sifl).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Lité?4tur.

(2S,3R}3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy}2-methylpentanl-ol (88)

OTBS
HO/\‘/\/

Gemall AAV C wurde aus dem TB§eschutzten Aldolproduk87 (13.8g, 31.0mmol,
1.0Aquiv.) und LiBH; (1.00g, 46.5mmol. 1.5Aquiv.) der Alkohol88 (5.67g, 24.4mmol,

79%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc / 9:1) als farbloses
Ol erhalten.

Rr (PE:EtOAC / 9:1): 0.39H-NMR (500MHz, CDCl): ti [ppm] = 3.78 (dtJ = 10.8, 3.%Hz,
1H, 1xHOM,), 3.63 (dt,J = 6.3, 5.1Hz, 1H, OGHCH), 3.54 (dt,J = 11.1, 5.6Hz, 1H,
1xHOH,), 2.76 (t,J = 5.3Hz, 1H,HOCH,), 1.8+1.74 (m, 1H, OCHE), 1.631.57 (m, 2H,
CH2CHs), 0.99 (d,J = 7.1Hz, 3H, CHGH3), 0.90 (s, 9H, SiC(83)), 0.87 (t,J = 7.5Hz, 3H,
CH2CHs), 0.09 (s, 3H, Si€l3), 0.08 (s, 3H, Sifls).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Lité?4tur.
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(2S,3R)3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy}2-methylpentyld-methylbenzolsulfonat&9)

OTBS
Tso/\r\/

GemalR AAVD wurde aus dem Alkohd$8 (4.73g, 20.3mmol, 1.0Aquiv.), TsCl (4.26g,
22.4mmol. 1.1Aquiv.) und Pyridin (2.5nL, 30.5mmol, 1.5Aquiv.) das TosylaB9 (3.48g,
13.5mmol, 67%) nah saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc /

39:1) als farbloses Ol erhalten.

Rf (Hexan:EtOAc / 39:1): 0.32H-NMR (500MHz, CDCh): U [ppm] = 7.797.77 (m, 2Hm
CHaMe), 7.357.33 (m, 2H,0-CHarMe), 4.07 (ddJ = 9.4, 5.1Hz, 1H, 1xOG>), 3.85 (dd,
J=9.4, 7.3Hz, 1H, 1xO®>), 3.49 (qJ = 5.5Hz, 1H, OGHCH), 2.45 (s, 3H, CkCqar), 1.98
1.90 (m, 1H, OCH@), 1.471.33 (m, 2H, E2CHs), 0.86 (d,J = 6.9Hz, 3H, CHCH3), 0.82
0.79 (m, 12H, SiC(B3)3, CH.CHz), 0.00(s, 3H, SiCts), -0.04 (s, 3H, Si€3).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Lité?4tur.

tert-Butyldimethyl(((3R,4S¥4-methyloct7-en-3-yl)oxy)silan @0)
OTBS
/\/\r\/
GemalR AAV E wurde aus dem TosylaB9 (10.5g, 26.9mmol, 1.0Aquiv.) und
Allylmagnesiumbromid (M in EtO, 87mL, 86.9mmol, 4.0Aquiv.) das Alken90 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 AAVF wurde aus dm Alken90 (3.74g, 14.6mmol, 1.0Aquiv.) und PPk (5.73g,
21.9mmol, 1.5Aquiv.) 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,EJ-((tert-butyldimethylsilyl)oxyj2,6-dimethylnon2-enthioat
(92

H 0 OTBS
\H/N\/\S = '
0]
Gemal AAVH wurde aus dem Aldehy@l (3.77g, 14.6mmol, 1.0Aquiv.), Phosphona82
(5.93¢g, 17.5mmol. 1.2Aquiv.) und DBU (6.5mL, 43.7mmol, 3.0Aquiv.) der ThioesteB2
(2.05g, 4.94mmol, 34% Uber drei Stufen) nach saulenchromatographischer Reinigung an

Kieselgel (Hexan:EtOAc / 1:1) als farbloses Ol erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc/1:1)0.21;*H-NMR (500MHz, CDCb): t[ppm] = 6.76 (tg,)= 8.6, 1.2Hz,
1H, CHCCHg), 6.86 (brs, 1H, NCHy), 3.4%3.41 (m, 3H, NHE&,, OCHCH), 3.083.05 (m,
2H, CH2S), 2.322.25 (m, 1H, 1xCCH8>), 2.192.11 (m, 1H, 1xCCH#Hy), 1.96 (s, 3H,
OCCH3), 1.88 (d,J = 1.0Hz, 3H, CHC®3), 1.621.50 (m, 2H, 1xE€>CHCHs, CHCHj),
1.441.38 (m, 2H, E12CHs), 1.291.22 (m, 1H, 1xE&2CHCHs), 0.890.88 (m, 12H, CHEls,
SiC(CHa)3), 0.86 (t,J = 7.4Hz, 3H, CHCHs3), 0.04 (s, 3H, Si€3), 0.03 (s, 3H, Si€).

Die analytischen Dateentsprechen denen in der Literafij.

S-(2-Acetamidoethyl) (6S,7R,EJ-hydroxy-2,6-dimethylnon2-enthioat (77)
H 0 OH
\H/N\/\S =
0
Gemal AAVK wurde aus dem TB§eschiitzten Thioesté@ (2.05g, 4.94mmol, 1.0Aquiv.)
und PPTS (18.6, 74.0mmol, 15.0Aquiv.) das Substraf7 (1.19g, 3.95mmol, 80%) nach

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

R (EtOAC): 0.16;'H-NMR (500MHz, CDCh): i [ppm] = 6.76 (tq,J = 7.1, 1.3Hz, 1H,
CHCCHg), 5.96 (brs, 1H, NCHy), 3.463.42 (m, 2H, NHEl>), 3.36 (ddd,) = 8.8, 5.4, 3.5z,
1H, HOCHCH), 3.073.04 (m, 2H, E1,S), 2.352.27 (m, 1H, 1xCCHE)), 2.222.14 (m, 1H,
1xCCHy), 1.96 (s, 3H, OCHs), 1.87 (d,J = 1.0Hz, 3H, CHCGH3), 1.7£1.64 (m, 1H,
1xCH,CHCHs), 1.581.50 (m, 2H, 1x@,CHs, CHCHs), 1.441.35 (m, 1H, 1xE&2CHa),
1.341.24 (m, 1H, 1x@&>CHCHs), 0.97 (t,J = 7.4Hz, 3H, CHCHs3), 0.93 (d,J = 6.8Hz, 3H,
CHCHa).

Die analytischen Daten entsprech@meh in der Literatuf’]
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S-(2-Acetamidoethyl) (RR-((2R,5S,6R¥6-ethyt5-methyltetrahydre2H-pyran-2-yl)propan
thioat (78)

\
\\\

o)
Produkt 78 wurde durch enzymatische Umsetzung von Substvamit AmbDH3 nach

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

Rf (EtOAC): 0.35'H-NMR (500MHz, CDCk): ti [ppm] = 5.89 (brs, 1H, NCHy), 3.493.42
(m, 3H, OGICH:CH,, NHCH>), 3.062.96 (m, 2H, ©l>S), 2.78 (td,J = 9.3, 2.6Hz, 1H,
OCHCH,CH?), 2.72 (dg,J = 9.0, 7.0Hz, 1H, CGHCHs), 1.96 (s, 3H, OCH3), 1.8+1.77 (m,
1H, 1xCH;CHCHs), 1.691.60 (m, 2H, 1x@CHs, 1xOCHQH:CHy), 1.341.15 (m, 4H,
CH2CHCHs, 1XOCHGH,CHz, 1xCH2CHCHs, 1xCH2CH3), 1.10 (dJ = 7.0Hz, 3H, CCHGH3),
0.86 (t,J = 7.4Hz, 3H, CHCH?3), 0.79 (d,J = 6.6Hz, 3H, CHCHCHs3).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Lité?4tur.
(2R,3R,6S,7RY-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy}1-((3aR,6S)8,8-dimethy}2,2-dioxidotetra

hydro-3H-3a,6-methanbenzo|c]isothiazel (4H)-yl)-3-hydroxy-2,6-dimethylnonan1-on
(93

GemalR AAVA wurde aus Sultan85 (303mg, 1.12mmol, 1.0Aquiv.), DIPEA (0.29mL,
2.68mmol, 1.5Aquiv.), TMSOTf (0.36mL, 2.01mmol, 1.8Aquiv.) und 91 (433mg,
1.68mmol, 1.5Aquiv.) das Aldolproduk®3als gelbes Ol erhalten und ohne weitere Reinigung
direkt in der ndchsten Reaktion eingesetzt.
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(2R,3R,6S,7R)B, 7-bis((tert Butyldimethylsilyl)oxy}1-((3aR,6S)8,8-dimethy} 2, 2-dioxido-
tetrahydro3H-3a,6methanbenzolc]isothiazel (4H)-yl)-2,6-dimethylnonan1-on (94)

o

\.O

Gemafl AAVB wurde aus dem AldolproduRB (592mg, 1.12mmol, 1.0Aquiv.), 2,6Lutidin
(0.20mL, 1.68mmol. 1.5Aquiv.) und TBSOTf (0.38nL, 1.68mmol, 1.5Aquiv.) das TBS
geschutzte Produl@4 (262mg, 0.41mmol, 37% Uber zwei Stufen) afarbloserFeststoff

erhalten.

IH-NMR (500MHz, CDC): Ui [ppm] = 4.124.09 (m, 1HCCHCHOTBS), 3.88 (dd, 1H,) =

7.6, 4.9Hz, CHN), 3.49 (d, 1H,) = 14.3Hz, 1xCH.S), 3.443.39 (M, 2H1xCH,S, CHOTBS),

3.31:3.26 (m, 1HNCCHCHs), 2.05 (dd, 1H,J = 13.5, 7.8Hz, 1xCHCH,CH), 1.531.28 (m,
8H, OCHCH;CHz, CH;CHCHs, CHCHOTBS, GH2CHs, CCHoCH), 1.14 (s, 3HCCH3), 1.11
(d, 3H, J = 6.4Hz,NCCHCH3), 0.96 (s, 3HCCHs), 0.88 (s, 9HSIC(CH)s), 0.88 (s, 9H,
SiC(CHb)s), 0.84 (t, 3H,J = 7.8Hz, CH,CH3), 0.81 (d, 3H,) = 6.4Hz, CH.CHCHS3), 0.09 (s,
3H, SiCHs), 0.07 (s, 3HSICHs), 0.02 (s, 3HSICHs), 0.01 (s, 3HSICH).

Die analytischen Daten entsprechen denen in der Lité?8tur.

(2R,3R,6S,7RB, 7-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)2,6-dimethylnonanséure 5)
O 0oTBS  OTBS

HO

Das Sultam®4 wurde in THF/HO (3:1,3.2mL) vorgelegt und das Gemisch auf® gekihlt.
LiOH (23 mg, 0.40mmol, 1.25Aquiv.) wurde hinzugegeben und anschlieRen®H{30%,.
0.18mL, 2.00mmol, 5.0Aquiv.) langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und tber Nacht riihren gelassen. Durch Zugabe8#3:-Nasung

und HCI (1M in H20) wurde die Reaktion beendet. Die wéassrige Phase wurdEt@wc
extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde Uber Mg8ttbcknet, filtriert und unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Die Carbons@Bevurde als farbloses Ol

erhalten und ohne weitere Reinigung direkt in die ndchste Reakticasetag
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S-(2-Acetamidoethy(2R,3R,6S,7RB, 7-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)2,6-dimethyt
nonanthioat @6)

O OTBS OTBS

s
o]
Gemal AAVJ wurde aus der Carbonsa@®(179mg, 0.40mmol, 1.0Aquiv.) und HSNAC
(53mg, 0.44mmol, 1.1Aquiv.), DCC (91mg, 0.44mmol, 1.1Aquiv.) und DMAP (11mg,
88.0umol, 0.2Aquiv.) das Produk®6 als gelbliches Ol erhalteand direkt in die nachste
Reaktion eingesetzt

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

s

O

O OH OH

Gemal AAVK wurde aus dem TB8eschiitzten Thioesté6 (50 mg, 91.0umol, 1.0Aquiv.)
und PPTS (34819, 1.37mmol, 15.0Aquiv.) das Substraf6 (24 mg, 74.0umol, 81%) nach
Reinigungvia semipraparativer HPLC als farbloser Feststoff erhalten.

IH-NMR (500MHz, CDCL): ti[ppm] =6.06 (brs, 1H, M), 3.71-3.68 (m, 1H, CCHE), 3.49
3.39 (m, 2H, NHE), 3.33 (ddd, 1H]J = 9.1, 6.1, 3.34z, CHCH.CHs), 3.162.97 (m, 2H,
CH,S), 2.822.75 (m, 1H, CEICHs), 1.96 (s, 3H, OCHs), 1.721.50 (m, 4H,1xCH.CHCHs,
CHCHs, CH>CHg), 1.431.32 (m, 2H, &1.CH,), 1.271.19 (m, 4H, CHCHCHs, CHCH3), 0.96
(t, 3H,J = 7.4Hz, CH:CHs), 0.89 (d, 3H,) = 7.0Hz, CHCHs).

Die analytischen Datesntsprechen denen in der Literddt.

(2R,39)-1-[(3aR,69)-8,8-Dimethyt2,2-dioxidotetrahydre3H-3a,6-methanbenze
[clisothiazol1(4H)-yl]-3-hydroxy-2-methyl3-phenylpropanrl-on (111

.0
S\/ 0
N OH

GemaR AAV A wurde aus Sultan85 (1.00g, 3.69mmol, 1.0Aquiv.), DIPEA (0.96mL,
5.53mmol. 1.5Aquiv.), TMSOTf (1.2mL, 6.63mmol, 1.8Aquiv.) und Benzaldehyd
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(0.56mL, 5.53mmol, 1.5Aquiv.) das Aldolproduktl1l als gelbes Ol erhalten unshne
weitere Reinigung direkt in der nachsteeaktioneingesetzt.
(2R,3S)3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy}1-[(3aR,6S}8,8-dimethyt2,2-dioxidotetrahydre
3H-3a,6methanbenzaf]isothiazol1(4H)-yl]-2-methyl3-phenylpropan-1-on (112

0

O
\S\/ o)
N OTBS

Gemal AAVB wurde aus dem Aldolprodufti1(1.39g, 3.69mmol, 1.0Aquiv.), 2,6Lutidin
(0.64mL, 5.53mmol. 1.5Aquiv.) und TBSOTf (1.3nL, 5.53mmol, 1.5Aquiv.) das TBS
geschitzte Produkt 112 (1.30g, 2.65mmol, 72% (ber zwei Stufen) nach
saulenchromatographischHgeinigung an Kieselgel (Hexan:EtOAc / 9:1) als farbloser Feststoff

erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc/9:1): 0.33U32-2 8 .. 1BI-AIMR (500MHz, CDCh): ti[ppm] = 7.337.23
(m, 5H, (Har), 4.82 (d,J = 8.9Hz, 1H, OGHCH), 3.91 (dd,) = 7.8, 5.0Hz, 1H, CHN), 3.52
(d,J=13.7Hz, 1H, 1xQ;S), 3.42 (dJ = 13.7Hz, 1H, 1xC4,S), 3.403.35 (m, 1H, EICHy),
2.252.20 (m, 1H, 1xCE:CHy), 2.10 (ddJ = 13.8, 7.9z, 1H, 1xC®1,.CH), 1.951.86 (m,
3H, CHCHCH;, 1XxNCHCH, 1xCHCH,CH), 1.431.33 (m, 2H, 1xCHCH,CH, 1XNCHCH)),
1.21 (s, 3H, CEl3), 0.97 (s, 3H, CEg3), 0.87 (d,J = 6.8Hz, 3H, CHGH3). 0.76 (s, 9H,
OSIiC(CHs)3), -0.08 (s, 3H, 0Si€3), -0.29 (s, 3H, 0SiB3); 3C-NMR (125MHz, CDCL):
U[ppm] = 174.1 (g, LO), 142.5 (qCar), 128.2 (tCHar), 127.9 (tCHar), 127.8 (tCHar), 78.6
(t, OCHCH), 65.8 (tCHN), 53.3 (sCH2S), 49.0 (tCHCHj), 48.3 (qC(CHs)2), 47.9 (qCCHo),
45.0 (t, CHCHCHy), 39.0 (s, ©H2CHy), 33.2 (s, NCKLHy), 26.7 (s, CHCH.CH), 26.0 (p,
OSIC(CHs3)3), 21.5 (p, ©Hs3), 20.1 (p, ©Hs3), 18.2(q, OSIC(CHa)3), 14.8 (p, CKCH3), -4.5 (p,
OSIiCHs3), -4.6 (OSCH3); HRMS (ESI+) m/z fiir GeHaiNNaQySSi [M+Na]': ber. 514.2412,
gef. 514.2418.

122



Experimenteller Teil

(2S,3S)3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy}2-methyl 3-phenylpropanl-ol (113

oTBS

Hom

Gemall AAV C wurde aus dem TB8eschutzten Aldolproduki12 (1.07g, 2.18mmol,
1.0Aquiv.) und LiBH: (71L0mg, 3.27mmol. 1.5Aquiv.) der Alkohol 113 (400mg,
1.42mmol, 65%) nach saulenchromatographischer Reinigung an KieselgeCKELHils

farbloses Ol gnalten.

R (CH:Cl2): 0.22;] §%-2 9 ; ®1AMR (500MHz, CDCh): Ui [ppm] = 7.347.24 (m, 1H,
CHar), 4.56 (d,J = 6.8Hz, 1H, OGHCH), 3.68 (ddd,) = 10.7, 6.3, 3.4z, 1H, 1xHOG,),
3.60 (dddJ=10.9, 6.1, 4.64z, 1H, 1xHO®,), 2.962.94 (m, ITHHOCH;), 1.961.89 (m, 1H,
CHCHj), 0.88 (s, 9H, OSiC(B5)s), 0.85 (d,J = 7.0Hz, 3H, CHGH3), 0.04 (s, 3H, OSids),
-0.26 (s, 3H, OSifl3); 1*C-NMR (125MHz, CDCL): ti[ppm] = 143.7 (q, &), 128.2 (tCHa),
127.6 (t,CHar), 126.8 (t,CHar), 81.3 (t, GCHCH), 66.5 (s, H@H,), 43.2 (t,CHCHz), 25.9 (p,
OSIC(CH3)3), 18.2 (q, OST(CHs)s), 14.5 (p, CKCH3), -4.4 (p, OSCH3), -5.1 (p, OSCHa3);
HRMS (ESI+) m/z fur GeH260Si [M-H20+H]*: ber. 263.1826, gef. 263.1820.

(2S,39)3-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy}2-methyt 3-phenylpropyt4-methytbenzolsulfonat
(114

OTBS

TsO/Y\©

GemaR AAVD wurde aus dem Alkohdl13(400mg, 1.43mmol, 1.0Aquiv.), TsCl (326mg,
1.71mmol. 1.2Aquiv.) und Pyridin (0.17L, 2.14mmol, 1.5Aquiv.) das Tosylatl14
(400mg, 0.92mmol, 65%) nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Hexan:EtOAc / 19:1) als farbloses Ol erhalten.

R (Hexan:EtOAc / 19:1): 0.22H-NMR (500MHz, CDCk): U [ppm] = 7.787.76 (m, 2H,
CHa), 7.347.32 (M, 2H, ®la), 7.287.22(m, 3H, GHa), 7.187.16 (M, 2H, Gla), 4.42 (d,
J=7.4 Hz, 1H, OGICH), 4.09 (dd,) = 9.3, 6.3Hz, 1H, 1xOG), 4.05 (dd,J = 9.3, 4.4Hz,
1H, 1xOQHy), 2.45 (s, 3H, CHCaCHs), 2.071.99 (m, 1H, GICHs), 0.78 (s, 9H,
OSIC(CH3)3), 0.72 (d,J = 6.9Hz, 3H,CHCH3), -0.05 (s, 3H, OSi€3), -0.32 (s, 3H, OSi6);
13C-NMR (125MHz, CDCl): i [ppm] = 144.8 (qCar), 142.7 (qCar), 133.1 (qCHar), 129.9
(t, CHar), 128.2 (tCHar), 128.1 (tCHar), 127.6 (tCHar), 126.9 (tCHATr), 76.1 (t, GCHCH),
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725 (s, @Hy), 41.5 (t, CHCHs), 25.9 (p, OSiOCHs)s), 21.8 (p, CH:CaCHs), 13.5 (p,
CHCHa), -4.5 (p, OSCHa), -5.2 (p, OSCHs).

tert-Butyldimethyl[((1S,2S)2-methyt1-phenylhex5-en-1-yl)oxy]silan (115

oTBS
/\/\‘/-\@
GemalR AAV E wurde aus dem Tosylail4 (230mg, 529umol, 1.0Aquiv.) und
Allylmagnesiumbromid (aus Allylbromid (0.18L, 2.12mmol, 4.0Aquiv.) und Magnesium

(62.0 mg, 2.54mmol, 4.8Aquiv.)) das Alkenl15nach saulenchromatographischer Reinigung

an Kieselgel (Hexargls farbloses Ol erhalten und direkt in die nachste Reaktion eingesetzt.

(4S,59)5-[(tert-Butyldimethylsilyl)oxy}4-methyt5-phenylpentanal {16)

OTBS
Gemal AAVF wurde aus dem Alkeh15(150mg, 493umol, 1.0Aquiv.) und PPh(194mg,
740umol, 1.5Aquiv.) der Aldehyd116 (110mg, 359umol, 68% Uber zwei Stufen) nach

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

erhalten.

Rt (Hexan:EtOAc / 19:1): 0.2§; 3 $-5 2 ; 18I-AIMR (500MHz, CDCls): il [ppm] = 9.71 (t,
J=2.0Hz, 1H,HCO), 7.317.21 (m, 5H Gla), 4.41 (dJ = 6.0Hz, 1H, OGHCH), 2.45 (dddd,
J=17.0, 9.7, 5.7, 1.Bz, 1H, 1xHCO®,), 2.32 (dddd,J = 16.2, 9.4, 6.4, 2.Hz, 1H,

1xHCOM), 1.94 (dddd,] = 13.6, 9.9, 6.4, 3.Blz, 1H, 1xCH2CHCHs), 1.761.68 (m, 1H,
CHCH), 1.451.37 (m, 1H, 1xEl,CHCHs), 0.88 (s, 9H, OSiC(B3)3), 0.78 (dJ = 6.8Hz, 3H,

CHCHa), 0.01 (s, 3H, OSif3), -0.25 (s, 3H, OSifl3); 1*C-NMR (125MHz, CDCh): ti[ppm]

= 203.2 (t, HCO), 143.9 (q,Car), 128.0 (t,CHar), 127.2 (t,CHar), 126.9 (t,CHar), 79.4 (t,
OCHCH), 42.0 (s, HC@H>), 41.2 (t,CHCHs), 26.0 (p, OSiQTH3)3), 24.1 (s,CH.CHCHy),

18.3 (q, OSC(CHs)3), 16.1 (p, CHCH3), -4.4 (p, OSCH3), -5.0 (p, OSCH3).
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