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Zusammenfassung

Salimabromid

Das erste Thema dieser Arbeit behandelt den Naturstoff Salimabromid (1) mit einem
neuartigen Kohlenstoffgeriist und die enantioselektive Totalsynthese des aus dem marinen
Myxobakterium, Enhygromyxa salina, isolierten Polyketid.*Y] Ausgehend von dem
hochfunktionalisierten lodtetralin 2[**) wurde in vier Stufen mit einer Z-selektiven Wittig-
Olefinierung der robuste Ketenvorlaufer, das Pyrrolidinamid 3, hergestellt (siehe Schema 1).
In einer substratkontrollierten regio- und stereoselektiven intramolekularen
[2+2]-Ketenzyklisierung wurden drei der vier enthalten Stereozentren aufgebaut und das
Zyklobutanon 5 liber die Zyklisierung des Ketens 4 erhalten. Eine regioselektive radikalische
One-Pot-Tandem-Oxidation aus einer Baeyer-Villiger-Oxidation und allylischen Oxidation
vollendete die Totalsynthese von (+)-Salimabromid (1) und erméglichte die Entdeckung, dass

der marine Naturstoff nahezu racemisch vorliegt.™!

4 Stufen
(2)-Olefinierung

t
intramolekulare [2+2] “, Br
Ketenzykloaddition ’ A\

- ® 13
NS
“Co
1 Br
4

Tandem
Oxidation

(+)-(11S,12R,13R,15S)-
Salimabromid (1)

Schema 1: Enantioselektive Totalsynthese ausgehend vom lodtetralin 2.

Xl
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Acyldepsipeptid

Das zweite Thema dieser Arbeit befasst sich mit den Naturstoffen der Acyldepsipeptiden,
zyklischen Hexapeptiden, die in der Bakteriengattung Streptomyces vorkommen(®”:88l und
einen neuen Wirkmechanismus aufweisen.®? Die Darstellung des bioaktiveren
ADEP-Derivates 6 wurde (ber eine effiziente und modulare Festphasen-Synthese und
Makrolactamisierung angestrebt sowie tiber die Decarboxylierung des Asp-ADEP-Analogons 7.
Die benotigten Dipeptide 9/10 (tlrkis) wurden in vier Stufen ausgehend von L-allo-Threonin (8)
synthetisiert (siehe Schema 2). Uber die Festphasen-Synthesen mit 11 (rot) und 12 (orange)
wurden die Amidkupplungsvorlaufer (16-20) hergestellt. Eine Makrolactamisierung von 16/17
konnte nicht realisiert werden. Nachdem die Entschiitzung von 18 nicht in der Anwesenheit
des Rest 15 moglich war, wurden intermolekulare Wechselwirkungen bei dem gescheiterten
Versuch der Makrolactamisierung von 19 an der Festphase ausgeschlossen. Jedoch zeigte eine
Amidkupplung zwischen 20 und 10 zur Darstellung des offenkettigen Pentapeptid 22, dass

HATU-Bedingungen unzureichend sind.

OAIl @\o <N\)\’¢O <Nj\’//o
\/&O Boc (0] 4 Stufen H )
NF; | OﬁJ:\lHAuoc
OFm
10

<o
NHFmoc o Yy
NHAIlloc
12 1 HO
SPPS| |SPPS OH
9 (@) ”
‘NH,
OH
N o} ) N 8
13 N 1) Y\/\/\
. «NH
OR" (0] 5% - <Nj\fo
ﬁ/&o 0 ' "’N’R' Amidkupplung / 6) ©
NH A N
O

Makrolactamisierung

0] O~ _NH .
Ri 14 ? N
N F H
N 15 N
16 R4=14 R,=H R'=15 R"=Boc R™"=H 6 R'=15 Ro=H
17 Ri=14 R,=H R'=15 R"=H R"=H 6 R'=15 Ry=H
Ri=14 R,=13 R'=15 R"=Alloc R™=All R'=15 R,=CO,H
R4=14 R,=13 R'=Fmoc R"=H R™=H R'=Fmoc R,=13
R4s=Fmoc R,=13 R™=H + 10 R'=Alloc R,=13

Schema 2: Ubersicht der Festphasen-Synthese von 6.

Xl






2023 Einleitung André Palm

1. Einleitung

,»Aller Anfang ist leicht, und die letzten Stufen werden am

schwersten und seltensten erstiegen.”

Johann Wolfgang von Goethe, Wilhelm Meisters Wanderjahre |, 4

Diese Anfange, diese Einleitungen von Dissertationen sind Bestandteil der letzten Stufen eines
jeden, der sich auf die Reise zur Verleihung des akademischen Grades eines Doktors gemacht
hat. Eine Prasentation seines Umgangs mit einer wissenschaftlichen Fragestellung in seinem

Fachbereich.

Die folgende Prasentation ist aus dem Fachgebiet der Naturstoffchemie. Diese befasst sich mit
der Isolierung, der Strukturaufklarung, dem synthetischen Zugang und damit auch der
Verifizierung der Struktur, der spezifischen Wirkung und der Modifizierung von Naturstoffen
mitunter durch die Identifizierung des Pharmakophors. Die zugrundliegenden Naturstoffe sind
meistens eine Unterkategorie von Metaboliten, also chemische Verbindungen, die als
Intermediate oder spezifische Produkte enzymatischer Umsetzungen des Stoffwechsels in den

Zellen von Organismen vorkommen!? — die Sekunddrmetaboliten.

Sekundarmetaboliten sind Stoffwechselprodukte, die keine essentielle Rolle fiir das
Uberleben eines Organismus haben, vielmehr sind es chemische Verbindungen, die mit
anderen Organismen interagieren konnen, mit unterschiedlicher spezifischer Wirkung in
Bezug auf individuelle Spezies.’! Die oftmals toxischen Sekundirmetaboliten nehmen tiber
ihre Wirkung Einfluss auf spezifische Enzyme und biologische Prozesse. So sind Antibiotika,
Insektizide und Pestizide artspezifische Toxine, in den Bereichen der Medizin oder
Landwirtschaft weit genutzt. Die Metabolite werden Uber die Strukturmerkmale unter
anderem in Alkaloide,*®! Terpenoide,® Flavonoide,”! Glycoside,’® natiirliche Phenole und

Phenazine, neben den gréReren Polyketiden™ und Peptiden!*? unterteilt.
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Das allgemeine Interesse, das mit den Forschungen an Naturstoffen einhergeht, ist die Suche
nach weiteren Verbindungen, deren Verwendungen einen spezifischen Nutzen haben

konnten, sei es in der Medizin, der Agrarwirtschaft oder anderen Fachbereichen.

Der erste Naturstoff, mit dem sich diese Arbeit intensiver auseinandersetzt, ist
Salimabromid (1), ein Polyketid, dessen Struktur 2013 von Konig et al. nach Isolierung
aufgekldrt wurde.'l Der entdeckte Sekundirmetabolit stammt aus dem marinen
Myxobakterium Enhygromyxa salina. Aufgrund der schwierigen Kultivierung von marinen
Myxobakterien besteht eine geringe Verfligbarkeit an Salimabromid (8 pg L). Die geringe
Menge ermoglichte lediglich die Feststellung einer Wirksamkeit gegenliber Arthrobacter

cristallopoietes (MHK 16 pg mL?) einem Gram-positiven Bakterium.!

Abbildung 1: Struktur und wichtige Strukturbestandteile von Salimabomid (1).

Salimabromid (1) (siehe Abbildung 1; 2) weist einen neuartigen Tetrazyklus (a-d) mit einem
trizyklischem Kohlenstoffskelett 23 (a-c) auf, bestehend aus einem Benzol (a), einem
Zyklohexan (b), die zusammen das Tetralin-Gerust (a,b) bilden, welches von einem
Zyklohepten (c) am Zyklohexan (berbriickt wird. Der Trizyklus 23 (a-c) bildet zusammen mit
einem y-Lacton (d) den Tetrazyklus 24 (a-d). Das y-Lacton (d) bindet Gber den verbriickenden
Kohlenstoff des Bizyklus am Zykloheptenon in a-Position des Enons. Fir die konkrete Struktur
und ihre Flexibilitat sind das y-Lacton (d) und die drei Methylgruppen von groRer Bedeutung.
Neben dem neuartigen Tetrazyklus stellen der Ethyl- sowie die beiden Brom-Substituenten
am Aromaten eine Besonderheit in naturlichen Produkten dar. Interessant an der
kristallisierten Struktur ist die nahezu senkrecht abstehende, verbriickende Zykloheptenon-

Einheit und die Drehung des Zyklohexanringes aus der Ebene heraus (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Kristallstruktur von Salimabromid (1).1471

Das Kohlenstoffgeriist und die funktionellen Gruppen von Salimabromid (1) sind Indizien fir
ein Polyketid, dem Produkt einer Polyketid-Synthase (PKS). Halogenide in bioenzymatisch
hergestellten Polyketiden werden durch post Polyketid-Synthase Modifikationen, als Produkt
von Halogenasen generiert. Genanalyse des marinen Myxobakteriums zeigten ein
PKS-IlI-System und eine Halogenase in relativer Nahe zueinander, die der Ursprung fiir diese

Verbindung sein kénnten.%
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2. Vorangegangene Studien zur Totalsynthese von Salimabromid

2.1. Syntheseplan der 1. Generation

Der reprasentierte Inhalt in den Kapiteln 2.1. und 2.2. basiert auf der Arbeit von

Dr. B. Schmalzbauer. 12

intramolekulare
Michael-Add.
— e}

Br Grubbs /
Lactonisierung
— o)

0] OBI‘
1 31
O- 30
~P(OR3)2
Wittig-
X
R20 Olefinierung
29
SiCl3; O OH
| Denmark- Formylierung /
AN . ) . Br
Crotylierung Dimethylierung
+ e — 1) & ——— o
|
R40 Br R40 Br R,0 O Br
25 26 27 28

Schema 3: Retrosynthese zur Darstellung von Salimabromid (1).

Der Syntheseplan der 1. Generation (siehe Schema 3) sah den Aufbau des quartdren
Stereozentrums  mittels einer Denmark-Crotylierung von  Trichlorsilan25 und
3,5-Dibromo-4-ethylbenzaldehyd (26) vor. Der durch die Denmark-Crotylierung entstandene
sekundare Alkohol 27 sollte zum Keton oxidiert werden, um fir eine anschlieBende
Dimethylierung zur Verfiigung zu stehen. Uber eine Formylierung zum aromatischen
Aldehyd 28 sollte eine Wittig-Reaktion mit dem Phosphorylid 29 am Aromaten ermdglicht
werden. Nach der Darstellung des Enons 30 sollten die Lactonisierung und die
Grubbs-Metathese unter Einflihrung der Z-Doppelbindung zum Trizyklus 31 fiihren. Die
intramolekulare  Michael-Addition sollte neben der Denmark-Crotylierung einen
Schlisselschritt darstellen und zur selektiven substratkontrollierten Generierung von drei
Stereozentren dienen und somit die enantioselektive Totalsynthese von Salimabromid (1)

abschlielRen.
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(0]
33

/

32

1. TBDPSCI, Imidazol 1. H,SO,. MeOH

2. AlMeg, ZrCp,Cls, (CH20), 2. Bry, AICl3

3. NCS, DMS 3. DIBAL-H

4. HSICls, CuCl, DIPEA 4. MnO,

tiber die ersten 3 Stufen 50% uber 4 Stufen 54%
TBDPSO OI (212 g)og’ﬁ OH

Br DibER TBDPSO.__,
+
| 82%:; ee 82% x
Br Br
SiCl; 27
25 26

Schema 4: Uberblick der realisierten Darstellung des Denmark-Crotylierungsprodukts 27 nach der Retrosynthese.

Die Edukte fur die Denmark-Crotylierung konnten ausgehend vom 3-Butinol (32) und von der
para-Ethylbenzoesdure (33) jeweils in vier Schritten dargestellt werden (siehe Schema 4). Die
para-Ethylbenzoesdure (33) wurde nach der Generierung des Methylesters Uber zwei
elektrophilen aromatischen Substitutionen mit Aluminiumtrichlorid als Katalysator dibromiert.
Nach anschlielender Reduktion mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H) wurde per
Oxidation mit aktiviertem Braunstein (MnO3) der 3,5-Dibromo-4-ethylbenzaldehyd (26) mit
einer Gesamtausbeute von 54% Uber vier Schritte erhalten. 3-Butinol (32) wurde nach einer
Silylschiitzung des primaren Alkohols Uber eine Zirkonium-vermittelte methylierende
Carboaluminierung mit Paraformaldehyd zum Allylalkohol umgesetzt. Uber eine Corey-Kim-
Chlorierung wurde das Allylchorid mit einer Gesamtausbeute von 50% Uber drei Schritte
dargestellt, dass schliefSlich mittels Silicochloroform in das Trichlorsilan 25 Gberfihrt wurde.
Aufgrund der Luftempfindlichkeit des Silans 25 wurde es direkt in der Denmark-Crotylierung
umgesetzt. Unter Verwendung des literaturbekannten chiralen Katalysators (R,R)-34134 und
Diisopropylethylamin (DIPEA) konnte bei der optimalen Katalysatorbeladung (20 mol%) Gber
die sterischen Wechselwirkungen (siehe Abbildung 3) das (S,S)-Crotylierungsprodukt 27 mit

einer Ausbeute von 82% und einem ee von 82% erhalten werden.

-5-
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(R,R)-34

Abbildung 3: Katalysator und Ubergangszustinde der Denmark-Crotylierung.

Bei der anschlielenden Oxidation und Dimethylierung stellte sich der 1,4-Diol-Abstand als
problematisch heraus (siehe Schema 5). Die zweite Methylierung konnte aufgrund der
Etherbildung zum Oxalan 36 oder der Lactonisierung zum y-Lacton 37 nicht stattfinden. Uber
das TBDPS- oder Methyl- geschitzte 1,4-Diol und den Methylester 35 wurden die

Zyklisierungsprodukte 36 und 37 mit den untersuchten Bedingungen erhalten.

OTBDPS
(/ OH 1. SOCl, AlMes, OH
", Br 2. AlMe; TMSOTf ’/OWT/%' Br
X o X
Br Br
27 35

Schema 5: Erste Problematik: Die zweite Methylierung in Anwesenheit der 1,4-Sauerstoff-Funktionalitaten.

Zur Vermeidung einer Zyklisierungsreaktion wahrend der zweiten Methylierung des
Benzylalkohols wurde das 1,3-Diol 40 synthetisiert (siehe Schema 6). Hierzu wurde ausgehend
vom Ethyl-(E)-3-methyl-4-oxobut-2-enoat (38) mit Natriumborhydrid der Aldehyd zum
Alkohol reduziert und anschlieBend mit ‘Butyl(chloro)diphenylsilane geschitzt. Daraufhin
wurde der Ethylester mit Diisobutylaluminiumhydrid zum Allylalkohol reduziert. Analog zum
3-Butinol (32) wurde mittels Corey-Kim-Chlorierung das Allylchorid mit einer Gesamtausbeute
von 84% uber vier Schritte dargestellt. Das Allylchlorid wurde mittels Silicochloroform in das
Trichlorsilan 39 (berfliihrt, um in der anschlieBenden Denmark-Crotylierung das primar

silylgeschutzte 1,3-Diol 40 mit einem besseren ee von 95% zu erhalten.
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o)
o~ |
o) HO
OEt

38 33

1. NaBH,

2. TBDPSCI, Imidazol 1. H2S04, MeOH

2. Brz, A|C|3

3. DIBAL-H 2 DISALL

4. NCS, DMS 4 MnO,

5. HSiCls, CuCl, DIPEA .

iber die ersten 4 Stufen 84% Uber 4 Stufen 54%

Y
20 mol%
OTBDPS OH
O| (R,R)-34, B B
Br DIPEA  TBDPSO~
+ 85%: ee 95% §
i Br
SiCls Br 40

39 26

Schema 6: Uberblick der Darstellung des 1,3-Diols 40 mittels Denmark-Crotylierung.

Der 1,3-Diol-Abstand wurde neben der Vermeidung der Zyklisierungsreaktionen (siehe
Schema 5) zur Aktivierung des Alkohols 41 nach der ersten Methylierung mit Thionylchlorid
genutzt, um das 1,3,2-Dioxathian-2-oxid42 zu bilden. Dieses wurde mithilfe von

Trimethylaluminium erstmalig in das dimethylierte Produkt 43 lberfiihrt. (siehe Schema 7).

OH OH
’ Br SOCl, AlMe; s, Br
A 50% Uber X
2 Stufen
Br Br
41 43

Schema 7: Losung der ersten Problematik tiber das 1,3-Diol 37.

Nach der erfolgreichen Dimethylierung sollte nun die Formylierung am Aromaten erfolgen.
Jedoch fand unter den notwendigen Bedingungen ein Lithium-Halogen-Austausch statt,
sodass ein Bromsubstituent durch die Formylierung substituiert wurde. Eine lodierung am

Aromaten sollte die Formylierung in meta-Position zum Ethylsubstituenten zum Erfolg fiihren.

-7-
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Die Umsetzung mit elementarem lod und Selectfluor® (siehe Schema 8) fiihrte zur lodierung
am Alken. Vermutlich wurde das lodoniumion 44 als Intermediat gebildet, welches durch den

nukleophilen Angriff des Aromaten selektiv zyklisiert und das lodtetralin 45 (iber die SeAr

bildete.
t
‘1, Br | ’, B ‘1, Br
HO™ 2 HO™ ' _ Ho
39 %
NN AIFCI A o |
Br [N*\? Br Br
43 / 2BFy 44 45

Selectfluor®

Schema 8: Darstellung des lodtetralins 45 mit elementarem lod.

2.2. Syntheseplan der 2. Generation

Die unerwartete 6-endo-lodozyklisierung mit der Darstellung des lodtetralin 45 erforderte
eine Uberarbeitung des urspriinglichen Syntheseplans von Salimabromid (siehe Schema 9). In
der 2. Generation des Syntheseplans sollte das lodtetralin 45 als Grundlage dienen, jedoch
musste das Enantiomer dargestellt werden, da die stereogene Methylverzweigung die
enantiomere Stereoinformation enthielt. Das Enantiomer 2 wurde mit einer Gesamtausbeute
von 19% bezogen aufs Ethyl-(E)-3-methyl-4-oxobut-2-enoat (38) Uber die langste analoge
Synthesesequenz dargestellt. Die Denmark-Crotylierung erfolgte in diesem Fall jedoch mit
dem enantiomeren (S,S)-Katalysator 34 und die 6-endo-lodozyklisierung mit dem Benzoyl-

geschiitzten priméaren Alkohol.[*215!

Ausgehend vom lodtetralin 2 sollte der a,3-ungesattigten Ester 46 lber eine Estereinfiihrung
und  Selenoxid-Eliminierung  hergestellt werden. Nach der Abspaltung der
Benzoyl-Schutzgruppe von der primaren Hydroxyfunktion und einer anschlieBenden
Oxidation sollte der erhaltene Aldehyd in einer Z-selektiven Still-Gennari-Wittig-Reaktion zum
Enon 47 umgesetzt werden. Aufbauend auf dem Enon 47 sollten im Folgenden die

Ringschlisse angestrebt werden, einerseits der Zykloheptenonring59 Uber eine
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Michael-Addition und andererseits das a,B-ungesattigte -Lacton 48 lber eine Lactonisierung.
Der Abschluss der Synthese mittels der Michael-Addition wiirde Uber den unglinstigeren
5-endo-trig-Ringschluss erfolgen. Im Vergleich dazu ware die 7-endo-trig-Zyklisierung von 47

nach 49 nach den Baldwin-Regeln erlaubt.

1. Estereinfihrung 1. Entschitzung
2. Selenoxid-Eliminierung 2. Oxidation
: 3.Still-Gennari
BzO E
Rl S I U | R E
2
;’/ N

intramolekulare
Michael-Add.

intramolekulare
Michael-Add.

1. Entschiitzung
2. Lactonisierung

€ --mmm - -

2. Lactonisierung

Schema 9: Syntheseplan der 2. Generation zur Darstellung von Salimabromid (1).

Eine direkte Einfihrung der Ester-Funktion (iber das lodtetralin 2 scheiterte durch die
bevorzugte Eliminierung des lods. Mit meta-Chlorperbenzoesdaure (mCPBA) wurde die
Eliminierung ausgenutzt, um in einem Schritt zu den Diastereomeren 50 zu epoxidieren (siehe
Schema 10). Durch den Einsatz von Zink(ll)iodid und dem Borch-Reagenz (NaBHsCN) erfolgt
die reduktive Epoxidoffnung selektiv in benzylischer Position, sodass die sekundaren
Alkohole 51 dargestellt werden konnten. Nach der Oxidation mit Dess-Martin-Periodinan zum
Keton52 und der Generierung des Enoltriflats 53 mittels Comins Reagenz und
Natriumhexamethyldisilazid (NaHMDS) wurde der angestrebte a,B-ungesattigten
Methylester 54 liber eine Palladium katalysierte Kohlenmonoxid-Insertion erhalten. Somit
konnte das lodtetralin 2 Uber fiinf Schritte mit 53% Ausbeute in den a,B-ungesattigten

Methylester 54 umgesetzt werden.
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Br NaBH3CN, Br
BzO mCPBA BzO Znl, BzO
—_— —_—
I 83% 73% HO
Br Br
2 51
DMP
96%
CoO,
Pd(PPh3),, Comins
DIPEA, Reagenz Br
MeOH NaHMDS BzO
B -
94% 97% o

Br
52

Schema 10: Darstellung des a,B-ungesittigten Methyl-esters 54.

Nun sollte der Benzoyl geschiitzte primdre Alkohol entschiitzt und zum Aldehyd oxidiert
werden, um die Still-Gennari-Wittig-Reaktion zum Enon 47 durchzufiihren (siehe Schema 9).
Eine Abspaltung der Schutzgruppe in Anwesenheit des Carboxylatsalzes oder der
Ester-Funktion fihrte zu einer erneuten ungewinschten spontanen Lactonisierung und damit
zum y-Lacton 55 (siehe Schema 11). Ebenso fiihrte eine Oxidation des Dialkohols 56 Uber die

Oxidation des Allylalkohol und der Bildung des a,B-ungesattigten Aldehyds zum y-Furanol 57.

Entschiutzung

1. Reduktion
2. Entschitzung

Oxidation

Schema 11: Zweite Problematik: Die Lactonisierung und Furanolbildung bei Anwesenheit eines y-Alkohols zur Sdure-
Funktionalitat.

-10 -
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Aufgrund der vy-Lactonbildung konnte eine Estereinfihrung nicht vor einer Phosphor-
Olefinierung erfolgen. Dementsprechend wurden Vorstufen nach einer Oxidation des
primaren Alkohols zum Aldehyd Phosphor-Olefinierungen unterworfen. Eine allgemeine
substratgesteuerte (E)-Selektivitdt fuhrte zur Verwendung des Alkens, welches durch die
Eliminierung von lod aus dem lodtetralin 2 entstand. Uber diese Route wies der (2)-selektive
a,B-ungesattigte Ester 58 mit 39% (49% E-Produkt) die hochste (Z)-Selektivitat auf (siehe
Schema 12). Eine effektive Nutzung des benzylischen Alkens sah eine intramolekulare
[2+2]-Ketenzyklisierung vor. Auf diese Weise sollte die Synthese von Salimabromid (1) liber

eine Baeyer-Villiger-Oxidation abgeschlossen werden konnen (siehe Schema 12).

1. DIBAL-H
g 1-NaOH 51% 5 2. DMP Br
BzO 2.DMP 98% ' 3. Aldol-Add. A\
3. Still-Gennari \\ EtOAc, LIHMDS N
|
: Br
B 39% Z/49% E 0 Uber 3
r ;oPr Stufen 53% g0\ N
2
58 0 59
3. ABNO, NMI, 1. LIOH 1 TBSOT
Cu(CNMe),OTf 2. Pyrrolidin 2. LiOH
MeObpy - \ uber 2
iiber 3 DEPBT NEt3 Stufen 24%
Stufen 85%
B /’/,' BI’
3. Mel, Agzo N\
3A MS A
uber 3 Br
Stufen 78% OTBS
HO
O 60
: | 1.T,0, Collidin :Mukajyama
2. H,0 | -Salz, NEts
V
‘1, s, Br
@) X \\
\C\ N
O N Br
1 64 63 X=0/NR,"

Schema 12: Ergebnisse der [2+2]-Ketenzyklisierung.

-11 -



André Palm  Vorangegangene Studien zur Totalsynthese von Salimabromid 2023

In Hinsicht darauf wurde der (2)-selektive a,B-ungesattigte Ester 58 mit
Diisobutylaluminiumhydrid zum Alkohol reduziert, um Uber die Oxidation mit Dess-Martin-
Periodinan den Aldehyd zu erhalten. Die Aldol-Addition mit Ethylacetat und
Lithiumhexamethyldisilazid (LiIHMDS) bildete den pB-Hydroxyester 59. Ausgehend vom
B-Hydroxyester 59 wurden die [2+2]-Ketenzyklisierungsvorldaufer 60, 61 und 62 fir die
intramolekulare [2+2]-Ketenzyklisierung dargestellt. Das Ketenzyklisierungsprodukt 64
konnte jedoch unter keiner der untersuchten Bedingungen mit der Modifizierung des

Ketens 63 erhalten werden. Lediglich eine Zersetzung der Edukte konnte festgestellt werden.

Br

gr intermolekulare 1. Schitzung

X~ Aldol-Add. 2. Entschitzung
"""" N § (0] ek I (O}
TfO :
Br o '
Ent.--- 53 X= OBz
Ox. -= 65 X= 0 M otss .
66 .
CO-Insertion E
¥

1. Eliminierung
2. intramolekulare

Michael-Add. Lactonisierung

Schema 13: Alternativer Syntheseplan der 2. Generation.

Der Aufbau der Enon-Einheit mit der (Z)-selektiven Doppelbindung und gleichzeitigen
Einfihrung der Hydroxy-Funktion ist scheinbar nicht effektiv tUber eine Wittig-Reaktion
moglich. Folglich sollte die (2)-selektive Doppelbindung nach einer erfolgten Zyklisierung iber
eine Eliminierung dargestellt werden (siehe Schema 13). Auf diese Weise kann statt der
Still-Gennari-Wittig-Reaktion eine Aldol-Addition durchgeflihrt werden. Die Aldol-Addition
ermoglicht die Verwendung des quantitativ erhaltenen Aldehyds 65 ausgehend vom
Enoltriflat 53. Uber den Aldehyd 65 konnte die Michael-Addition des Syntheseplans der
2. Generation untersucht werden. Dementsprechend sollte nach der Aldol-Reaktion mit

O-TBS-Hydroxyaceton (66) der gebildete sekunddre Alkohol 67 orthogonal zum primaren
-12 -
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Alkohol geschiitzt werden. Eine selektive Abspaltung der Schutzgruppe des primaren Alkohols
ermoglicht die initiierte Lactonisierung zum (-Lacton 70 spontan nach der Palladium-
katalysierten Kohlenmonoxid-Insertion von 68 zu 69. Die problematische Eliminierung nach
der Aldol-Reaktion von 59 nach 60 (siehe Schema 12) sollte im letzten Schritt zur Bildung der
(2)-Doppelbindung genutzt werden, die anscheinend nicht uber die

Still-Gennari-Wittig-Reaktion zuganglich war.

OR
a) Me;OBF,, Br
Protonenschwamm

TfO
b) TBSOTT, Lutidin 5
c) MOMCI, DIPEA obr
. OTBS
1.DIBAL-H oy oo
2.DMP [ _ )
quant. 65 X=0 a);72 R= Me 38%

b): 73 R= TBS 88%
c):74 R= MOM 61%

D-CSA

CO, DIPEA,
Pd(PPh3),

0] OBF

a): 76 31% uber 2 Stufen c): 75 R= MOM 99%
C): 77 12% + 78 45%

Schema 14: Ergebnisse der 2. Generation mit den drei Schutzgruppenstrategien a, b und c.

Die Aldol-Reaktion lieferte mit 94% ein Diastereomeren-Gemisch von 5:3 fur die
Aldolprodukte 71, deren sekundarer Alkohol Uber drei orthogonale Schutzgruppenstrategien
geschiitzt wurde (siehe Schema 14). Eine PMB-Schiitzung von 71 war nicht moglich. Acetat
und Silyl-Schutzgruppen waren unerwarteterweise saure-labiler als der primare TBS-Alkohol,
sodass lediglich bei 72 wund 74 die Abspaltung der TBS-Schutzgruppe mit
D-Camphersulfonsdure (D-CSA) realisiert werden konnte. Die carbonylierende Lactonisierung
zu 76 und 77 erfolgte nur mit schlechten Ausbeuten, mitunter durch die Bildung des

y-Lactonisierungsprodukts 78. Kristallographie zeigte, dass der Abstand zwischen der

-13 -
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B-ungesattigten Position des (-Lactons und der heteroatomhaltigen a-Position des Ketons fiir
die angestrebte Michael-Addition mit 76 und 77 verringert werden muss. Die angestrebte
Eliminierung wiirde Gber die sp?-Hybridisierung den Bindungswinkel erhéhen, dabei wiirde
der Abstand der erwdhnten a-Position zur B-ungesattigten Position des (-Lactons gemindert.
Die fiir die Michael-Addition bendtigte Eliminierung konnte jedoch nicht realisiert werden. Der
Methoxy-Ether 76 reagierte nur unter Zersetzung und der MOM-Ether 77 bildete nach
gegliickter Abspaltung das y-Lacton 78, analog zu den Verbindungen 37 und 55 (siehe Schema
5 und Schema 11). Der Abschluss des Syntheseplans der 2. Generation (iber die
Michael-Addition konnte nicht durchgefiihrt werden. Die intramolekulare Umesterung

verhinderte die Darstellung des benotigten Eliminierungsproduktes 48.

2.3. Benzylische Additionen

Aufbauend auf den Ergebnissen von Dr. Bjorn Schmalzbauer und Dr. Christopher Knopf wurde
in der eigenen vorangegangen Masterarbeit(*®! eine Funktionalisierung der benzylischen
Position durch eine Addition bzw. Oxidation dieser versucht. Eine Epoxidoffnung unter

nukleophiler Addition wurde zur Funktionalisierung herangezogen.

a) Cul, VinylMgBr
b) Znl,, Cul,VinyIMgBr

BzO c) CITi(O'Pr);, VinyIMgBr RO

a) Cul, VinyIMgBr

b) Znl,, Cul,VinyIMgBr
c) CITi(OPr)3, VinyIMgBr HO

O a) 54% 82 x
81 b) 17% 82 82 anti-Enantiomere
c) 18% dr 1:8 (82:83) 83 syn-Enantiomere

Schema 15: Ergebnisse der vinylierenden Epoxid6ffnung.

Die Ergebnisse der Epoxidoffnung unter nukleophiler Addition eines Vinylrestes filihrten

wegen des sterischen und elektronischen Anspruchs nicht zum Additionsprodukt, sondern

-14 -
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generierten die Eliminierungsprodukte 79 und 80 sowie die durch Reduktion gebildeten
Alkohole 51 (siehe Schema 15). Die verwendeten Reaktionsbedingungen ermoglichten am
vergleichbaren Testsystem 81 eine selektive Darstellung von entweder des

anti-Additionsproduktes 82 oder des syn-Additionsproduktes 83.

Fiir die Funktionalisierung der benzylischen Position sollte das verwendete Substrat in den
weiteren Versuchen, statt als Elektrophil, als Nukleophil eine Addition ermdéglichen. Das
Keton 52 sollte auf diese Weise in einer Vielzahl an Reaktionen (iber das benzylische Enolat

reagieren.

r @) NaH, O

BzO b) NaHMDS, O, BzO

o)

(0] Br

52 / 84
Mel, Allyliodid,

lNaHMDS NaH, O,

BzO

HO

86 (27%)

Schema 16: Ergebnisse der Addition von Elektrophilen.

Statt einer direkten Addition eines Elektrophils iber das Enolat, wurde die Bildung des
Diketones 84 in den Versuchen beobachtet, welches eine Addition eines Methyl-Restes und
Allyl-Restes ermoglichte. Durch eine anschlieBende Eliminierung oder Addition eines
Sauerstoffbiradikals, werden das a-methylierte-Enol 85 sowie das a,B-ungesattigte Keton 86
und die diastereomeren Acetale 87 gebildet (siehe Schema 16). Die elektrophile Addition
eines Vinyl- oder Allylrestes unter Erhalt der Funktionalitat konnte nicht realisiert werden. Die

Reaktionsprodukte waren fiir eine weitergehende Synthese uninteressant.
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2.4. Syntheseplan der 3. Generation

Im Syntheseplan der 3. Generation sollte in der eigenen vorangegangen Masterarbeit[*®! die
starre Struktur aufgebrochen werden, um diese spater in einer enantioselektiven 6-exo-trig

Michael-Additions-Lactonisierung wieder aufzubauen (siehe Schema 17).

gr 1. Oxonolyse

BzO 2. Reduktion BzO

HO

N
N
©
[+
]

benzylische
Wittig- Oxidation

- -------

Olefinierung
BzO BzO
Br  Substituion
mit Cyanid

€ - - m - -

91 s

6-exo-trig
Michael-Additions-
Lactonisierung

¥

Epoxidierung

¥

Entschitzung
Oxidation
Aldolkondensation

Br

94

Schema 17: Syntheseplan der 3. Generation zur Darstellung von Salimabromid (1).
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Das lodtetralin 2 sollte liber eine Eliminierung ins Alken 79 (iberfiihrt werden. Mittels einer
Ozonolyse mit anschlieRender Reduktion sollte der Dialkohol 88 gebildet werden. Eine
Oxidation mit Braunstein sollte selektiv den benzylischen Aldehyden 89 generieren, der zur
Darstellung des a,B-ungesattigten Ketons 90 Uber eine E-selektive Wittig-Olefinierung
verwendet werden sollte. Der primare Alkohol des Enons 90 sollte als Triflat aktiviert werden,
um dieses durch Cyanid zu substituieren. Wassrige Aufarbeitung sollte die Carbonsdure 91
freisetzten, die nach Smith et al.'”! (iber die 6-exo-trig Michael-Additions-Lactonisierung mit
Hilfe des aktivierten Carbonsaureamides 92 das o-Lacton 93 bilden sollte. Eine Epoxidierung
des d-Lactons 93 sollte nach Smith et al.[*”) das y-Lacton 94 darstellen. Mit dem y-Lacton 94
sollte nach der Entschiitzung des primaren Alkohols und Oxidation zum Aldehyd der Abschluss

der Totalsynthese Uber eine Aldolkondensation zu Salimabromid (1) vollzogen werden.

TBSOTY,
BzO Lutidin ~ TBSO
quant.
, 80 95
3. NaBH,, MeOH ‘; Zérllsdﬁj’ o
l 46% l 50%

) phype

b) NaOH, Aceton

Br

Schema 18: Ergebnisse der 3. Generation.
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Fir den Syntheseplan der 3. Generation wurde eine One-Pot Entschiitzungs- und
Eliminierungreaktion realisiert, wobei der primare Alkohol 80 neu geschitzt wurde (siehe
Schema 18). Die Ozonolyse des Alkens 95 ermdéglicht den Zugang zum Dialdehyden 96. Die
Bildung der unreaktiven, diastereomeren g-Lactole 97 durch Reduktion in Methanol, sorgte
fiir die Notwendigkeit einer anderen Differenzierung der aus der Ozonolyse resultierenden
Sauerstofffunktionalitaten. Versuche die diastereomeren e-Lactole 97 zu reduzieren oder
direkt mit Nukleophilen reagieren zu lassen scheiterten. Die zuletzt durchgefiihrte, oxidative
Aufarbeitung der Ozonolyse, die mit dem Testsystem 100 durchgefiihrt wurde, scheint eine

Option zur Differenzierung der Sauerstofffunktionalitdten zu sein (siehe Schema 19).

I. O3, MeOH
II. Ac,0, NEts ~o e
- oL+ N

o) OH
100
101 (21%) 102 (56%)

Schema 19: Ozonolyse mit oxidativer Aufarbeitung des Testsystems 100.
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3. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die enantioselektive Synthese von Salimabromid, aufbauend
auf der vorliegenden Synthese zum Abschluss zu bringen. Die Herangehensweise mit der

Ozonolyse sollte weiterverfolgt und alternativ Zykloadditionen in Betracht gezogen werden.

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Syntheseplan der 3. Generation

Die Syntheseroute sollte durch Strategien zur Differenzierung der mit der Ozonolyse
entstehenden Aldhyden vorangebracht werden. Die Halbacetalbildung, entsprechend der
reduktiv erhaltenen Halbacetale 97 (siehe Schema 18), kdnnte mit Funktionalisierung des
TBS-geschiitzten Alkohols ausgenutzt werden, damit ein Aldehyd selektiv geschiitzt wird.
Neben einer selektiven Lactolbildung ist die Vermeidung der unkontrollierten Lactolbildung
eine weitere Option. Die oxidativen Aufarbeitungsmethoden, oder eine mogliche Umsetzung

des Dialdehyds 96 soll dafiir untersucht werden.

Zunachst wird die intramolekulare Halbacetalbildung betrachtet, die durch eine Modulierung
des in der Ozonoylse verwendeten Alkens ausgenutzt werden kénnte. Die Verwendung des

Alkohols 80 kénnte hierbei den Benzylaldehyden selektiv Schiitzen.

Pyridin, O,
-78 °C, 5 min

21%

Schema 20: Ozonolyse des Alkens 80.

Das Ergebnis der Ozonolyse!*®! von 80 zeigte (sieche Schema 20), dass die Annahme der
Schitzung des Benzylaldehyden durch den freien Alkohol, richtig war. Die raumliche Nahe,
des benzylischen Halbacetals zum anderen Aldehyden, fiihrte zur Bildung des benzylischen

Acetals 103. Eine Anderung der entstehenden RinggréRe mit den aliphatischen Aldehyden
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vom theoretischen B-Lactol zum y-Lactol, kdnnte zu einer selektiven Halbacetalbildung mit

diesem fihren.

I. PhsP-CH,OMe, LDA,
THF, 0 °C, 20 min
11.104, RT, 14 h
Il. HCI, RT, 2 h

67%

105

52 %
B tber 2
OH ©Br Stufen

107

a) DMP, DCM, RT, 2 h 98%
b) Pyridin, O3, -78 °C, 5 min

Schema 21: Synthese zur geplanten aliphatischen Halbacetalbildung.

Die Erweiterung der RinggroRe konnte in zwei Schritten erreicht werden (siehe Schema 21).
Daflr wurde der Alkohol 80 mit Dess-Martin-Periodinan selektiv zum Aldehyd 104 oxidiert.
Mit einer Wittig-Reaktion,*®! die zum Methyl- geschiitzten Enolat fiihrt, wird der Aldehyd 105
mit einer verlangerten Kohlenstoffkette nach saurer Aufarbeitung erhalten.?”! Die Oxidation
des verlangerten Aldehyden 105 zur Carbonsaure 106 wurde mit Silber(l)oxid im basischen
Milieu durchgefiihrt.?!l Die Synthese der Carbonsiure 106 wurde zur Bildung des in
Salimabromid (1) enthaltenen vy-Lactons angestrebt (siehe Schema 17), trotz der
enantiomeren Stereoinformation von 106. Die geringere Nukleophilie wiirde eine spatere
Spaltung des Lactons, gegeniiber dem moglichem Lactol aus dem entsprechenden Alkohol,
vereinfachen. Aus der Oxonolyse wurde jedoch das unerwiinschte Vollacetal 107 erhalten,
dessen Halbacetal entstrechend des Lactols 97 (siehe Schema 18) keine Reaktion einging. Ein
Gleichgewicht zwischen den offenkettigen Aldehyden und dem geschlossenen Acetal konnte

flir die chemische Umsetzung nicht festgestellt werden.
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Eine selektive Halbacetalbildung, die eine Funktionalisierung einer der aus der Ozonolyse
stammenden Aldehyde bietet, konnte nicht realisiert werden. Die erhaltenen
Verbindungen 97, 103 und 107 waren inert gegenliber optionalen Bedingungen. Der Fokus
wurde auf die Differenzierung der Aldehyde Uber deren unterschiedlichen Eigenschaften
gelegt. Daflir wurde zunachst die zuvor erwdhnte Ozonolyse mit oxidativer Aufarbeitung

betrachtet.

Die Oxonlyse mit der oxidativen Aufarbeitung!?? fiihrte mit den authentischen Alkenen zu
keinem Ergebnis (siehe Schema 22). Weder beim TBS- geschiitzten 95, noch mit dem freien
Alkohol 80 konnte das Sekundarozonid 110, das Produkt aus der 1,3-dipolaren Zykloaddition
von 109 der Ozonolyse, oxidativ gedffnet werden.?22324] Die Darstellung der aliphatischen

Methylester 111 und 112, analog zum Testsystem 100 war nicht moglich (siehe Schema 19).

1. 03, MeOH, NaHCO,

-78 °C, 5 min
2. Ac,0, NEt3
-78°C > RT, 2h
80 R4= CH,OH 111 R4= CH,OH
95 R=CH,OTBS 112 R= CH,OTBS
1,3-dipolare NEt
O3 l Zykloaddition % A023O
1,3-Zyklo- 1,3-dipolare
reversion Zykloaddition R1
R g

Schema 22: Ozonolyse mit oxidativer Aufarbeitung mit den authentischen Alkenen 80 und 95.

Der Versuch der Umsetzung des Dialdehyds 96 zeigt eine ungewdhnliche Stabilitdt der
Verbindung (siehe Schema 23). Alle durchgefiihrten Reaktionen haben je drei mogliche
Produkte bei idealer Umsetzung der Aldehyde. Eine Differenzierung der Aldehyde sollte
mithilfe der unterschiedlichen Reaktivitdat von Alkylaldehyden gegentliber Benzylaldehyden
erfolgen. Geplant war eine Oxidation mit Wasserstoffperoxid und Methanol zu dem

Methylester 112,12°! oder eine Meerwein-Ponndorf-Verley-Reduktion?%27! mit Aluminium-
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triisopropanolat zu dem womdglich, im thermodynamischen Gleichgewicht, stabileren
Produkt 113. Neben dem oxidativen und reduktiven Ansatz wurden
Kohlenstoffbindungsmetathesen untersucht. Mit einer Wittig-Reaktion sollte ein Methyl-
geschitztes Enolat 115 hergestellt werden, wahrend mit dem Petasis-Reagenz einer der
Aldehyde in das entsprechende Alken 116 (iberfiihrt werden sollte.!?®! Entgegen den
Erwartungen konnte nahezu kein Umsatz in den Versuchen beobachtet werden. Es war

lediglich eine Reisolierung des Edukt 96 moglich.

1. O3, DCM,
-78 °C, 5 min

2. H,0,, RT, 20 h

Al(O'Pr)s,
iPrOH, RT, 20 h

Cp,TiMe,, THF,
Reflux, 4 h

II. 96, RT, 24 h

Y2 Br
115 Y=CHOMe /O 116 X=CH, /O

Schema 23: Synthese mit dem Dialdehyd 96.

Um einen Einfluss auf die Reaktivitdt des Dialdehydes zu nehmen, sollte die sterisch
anspruchsvollere TBS-Schutzgruppe ersetzt werden. Die Umschitzung der primaren

Alkoholfunktion in eine Ether- oder Nitril-Funktion war dafiir angestrebt.
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NaCN, DMSO,
RT, 18 h
TsCl, Pyridin,
RT, 20 h
58%
l. Tf,0, NEt
- Br 2 ’ 31
U0 e 0 - Q0
> +
II. Tf,0, -78 °C
Br —RT, 1,5h Br B
80 56% 120 121
1,2-Methylshift Verhaltnis .
H 120/121 = 5:3 -H
- TfO" |
0 .
118 122 122

Schema 24: Intramolekulare Umlagerung nach Einfiihrung einer besseren Abgangsgruppe.

Fir die Darstellung des Nitrils 119 sollte der Alkohol 80 in das Tosylat 117 oder das Triflat 118
Uberfiihrt werden.?3% Dje Bildung des stabileren Tosylates 117 war in moderaten Ausbeuten
moglich, jedoch konnte die Verbindung 118 mit dem Triflat als bessere Abgangsgruppe nicht
isoliert werden (siehe Schema 24). Das Nucleofug wurde anscheinend durch den nukleophilen
Angriff der Doppelbindung, unter Ausbildung des Zyklopropanrings mit dem benzylischen
Kation 122, substituiert. Bei der Abspaltung des Elektrofug, dem Proton, findet bevorzugt ein
1,2-Methylshift statt, sodass die Verbindung 120 mit der konjungierten Doppelbindung
entsteht. Ohne stattfindende Wagner-Meerwein-Umlagerung wird das endstandige Alken in
der homobenzylischen Position gebildet und damit das Dialken 121 erhalten. Bei dem Versuch

das Tosylat 117 mit Natriumcyanid in Dimethylsulfoxid zu substituieren, flihrten niedrige
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Temperaturen zu keinem Umsatz und hohe Temperaturen zur intramolekularen Reaktion,

analog zum Triflat 118.

Aufgrund der interessanten, aber unerwiinschten intramolekularen Umlagerung wurde die
Darstellung des geschiitzten Ethers fokussiert. Hierbei stand die 2-Methoxy-ethoxymethyl-
Gruppe (MEM), die Methoxymethyl-Gruppe (MOM) und die Methyl-Gruppe wegen der
unterschiedlichen Lange, fir die Untersuchung des Einflusses der Schutzgruppe auf die

Reaktivitat des entstehenden Dialdehyds, im Vordergrund.

MOMCI, NEt;,
THF, 60 °C,

MOMCI, NaH,

0,
THF, 50 °C, 18 h | 22%

MEMCI, NEt,,
DCM, RT, 20 h
9%
TfOMe, DCM, ‘
RT, 44 h o Verhaltnis o
35% 120/121 -53 5%

[SrRe S

Schema 25: Einfithrung einer der Etherschutzgruppe am Alkohol 80.

Die Einfuhrung der Schutzgruppen an dem primdren Alkohol 80 fiihrte sowohl mit der

Methoxymethylchlorid als auch mit 2-Methoxyethoxymethylchlorid zu (iberraschenden

Nebenprodukten (siehe Schema 25). Wahrend der Verwendung von Methoxymethylchlorid
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zusammen mit Natriumhydrid®%32 wurde das Zyklisierungsprodukt 123 isoliert. Bei der
Verwendung der organischen Stickstoffbase Triethylamin®3 wurde erst nach lidngerer
Reaktionszeit das Reaktionsprodukt 124 mit der durch das Losemittel umfunktionalisierten
Schutzgruppe erhalten. Die Installation der MEM-Schutzgruppe mit dem technischen
Methoxyethoxymethylchlorid und Triethylamin!®# generierte in sehr geringer Ausbeute den
Ethoxymethyl-geschiitzten Alkohol 125. Die Synthese des Methylethers 126 konnte Uber
Methyltriflat!®> mit einer passablen Ausbeute aufgrund der Bildung der Nebenprodukte 120
und 121, (iber das in der Reaktion entstehende Triflat 118, erhalten werden. Die Bildung des
Produktverhaltnis von 120 und 121 scheint substratkontrolliert zu sein, da der thermische
Unterschied (-78/RT) nahezu keinen Einfluss hat. Mildere Reaktionsbindungen sollten noch

zur selektiveren Darstellung des Methylether 126 Gberprift werden.

Die Produkte 123 und 124 aus den Versuchen mit literaturbekannten Bedingungen zur
Einflhrung der MOM-Schutzgruppe mit Methoxymethylchlorid sind, einerseits wegen der
Teilnahme des Losungsmittels an der Reaktion und anderseits wegen der Teilnahme der
Doppelbindung an der Reaktion, interessant. Die Eigenschaften von a-Amidohalogeniden!3®!
weisen eine hohe Reaktivitat gegeniliber nukleophilen Substitutionen erster und zweiter
Ordnung (Sn1 bzw. Sn2), Uber die Mesomeriestabilisierung der Methoxyfunktion fir
Methoxymethylchlorid, auf. Das Scheitern der Einflihrung der Schutzgruppe gegeniiber

TBS (95) sollte auf intramolekulare Wechselwirkung beruhen.

Bei der Installation der MOM-Schutzgruppe mit Methoxymethylchlorid konnte das
MOM-geschiitzte Produkt 127 nicht isoliert werden. Die isolierten Produkte 123, 124 und 125
deuten darauf hin, dass die Verbindung 127 womoglich gebildet werden kénnte, aber
scheinbar unter den Reaktionsbedingungen nicht stabil ist. Entscheidend fir den
Reaktionsverlauf scheint die verwendete Base zu sein (siehe Schema 26). Durch den Einsatz
von Natriumhydrid als Base, sollte die mit einem Natriumkation stabilisierte
Methoxyfunktion 128 intramolekular iber den Angriff der Doppelbindung substituiert
werden. Nach Deprotonierung in homobenzylischer Position des entstehenden
Benzylkations 129 wird der zyklische Ether 123 und die schwachere Base Natriumethanolat

erhalten. Die Bildung von 125 verlduft analog mit dem Uber die konjungierte Saure des
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Triethylamins koordinierten 1,4-Ether 130, der durch ein Hydridion substituiert wird. Die
Nutzung der organischen Stickstoffbase Triethylamin unterband eine Bildung des Ethers 123,
aber nicht die Substitution der Methoxyfunktion. Scheinbar wurde Tetrahydrofuran durch den
Angriff eines Chloridions nukleophil gedffnet. Das entstehende Alkoholat subsituierte die

Methoxyfunktion und bildete die thermodynamisch stabilere Verbindung 124.

MeO..  -NEts’
130 125 123

124

Schema 26: Erklarungsansatz fiir die entstandenen Substitutionsprodukte 123-125.

Um die Untersuchung des Einflusses der Alkoholschutzgruppe auf die Reaktivitat des
Dialdehyds voranzubringen, wurde eine effizientere Methylether-Synthese angestrebt. Durch

eine Anderung der Methode sollte das angestrebte Ergebnis erreicht werden.

Eine Irvine-Purdie-Methylierung mit Silber(l)oxid und Methyliodid®®”! verbesserte die
Ausbeute des Methylethers 126 um mehr als das doppelte. Dem Versuch die Reaktionszeit
durch Erhéhung der Temperatur zu reduzieren, wirkte die Bildung der intramolekularen

Eliminierungsprodukte 120 und 121 entgegen. Die Ozonolysel'®! des Methylethers 126 bildete
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den Dialdehyden 131. Eine sdaulenchromatische Aufreinigung der Verbindung 131, analog zu
der des TBS- geschiitzten Dialdehydes 96, war nicht ohne teilweisen Zerfall umsetzbar. Die
Labilitat des Methyl- geschitzten Dialdehyds 131 kdnnte ein Zeichen fiir eine hdhere
Reaktivitit der Verbindung sein. Eine Aldol-Reaktion/Kondensation®® und eine Wittig-
Reaktion1®2% sollte dariiber Aufschluss geben. Weder der geringe sterische Anspruch des
Enolates der Aldol-Reaktion, noch die Oxophilie des Phosphorreagenz der Wittig-Reaktion
wiesen die notwendigen Eigenschaften auf fir die Umsetzung des Dialdehyden 131 zum
Aldolprodukt 132 oder dem Wittigprodukt 133. Uber NMR-Analysen wurde in beiden Fillen

das nicht umgesetzte Edukt nachgewiesen.

Pyridin, O,
gr DCM,-78 °C,
RO 5 min MeO
Br
80 R=H 131
a) [ 126 R=Me o
b)
B B
MeO ' MeO r
0~ 07
B (@) B
MeO f '
133

132
a) Ag,0, Mel, Et,0, RT, 9d 75%
b) I. Aceton, NaHMDS, -78 °C, 15 min
11.131,-78 °C, 3 h; RT, 16 h
c) I.CIPPh3-CH,OMe, LDA, -78 °C, 20 min
11131, -78 °C, 2 h; RT, 16 h; 60 °C, 24 h

Schema 27: Uberpriifung der Reaktivitit von 131.

Die Ergebnisse rund um die Ozonolyse fiihren zu nur einem logischen Schluss, dass die
Synthese von Salimabromid (1) Gber den Syntheseplan der 3. Generation mit den aus der
Ozonolyse erhaltenen Sauerstofffunktionalitaten nicht realisierbar ist. Das starre
Zyklohexengeriist aufzubrechen war effizient durchfiihrbar, doch die dadurch vorliegende,
raumliche Anordnung reduzierte die intermolekulare Reaktivitat deutlich. Die beobachteten
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Reaktionen der Doppelbindung die wahrend der versuchten Einfiihrung der Schutzgruppen
am Alkohol 80 stattgefunden haben (siehe Schema 24, Schema 25, Schema 26), ermoglichten
einen Einblick in die Reaktivitdt der desaktivierten Funktionalitat und fuhrten zu der
Entscheidung, vergleichbare Zyklisierungsreaktionen zu der [2+2]-Ketenzyklisierung der
2. Generation zu Uberprifen. Bei den entsprechenden Zyklisierungen ist davon auszugehen,
dass die Reaktionen Uber das bereits mehrfach entstandene Benzylkation stattfinden. Eine
Adaption des Syntheseplans der 3. Generation mit einer Pauson-Khand-Reaktion sollte die

Totalsynthese voranbringen.
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4.2. Pauson-Khand-Reaktion und [2+2]-Ketenzyklisierung

Die Untersuchungen zu einer optionalen Zyklisierungsmethode befasst sich im Folgenden mit
der Pauson-Khand-Reaktion®**! und der im Kapitel Syntheseplan der 2. Generation

durchgefiihrten [2+2]-Ketenzyklisierung (siehe Schema 12).

4.2.1. Pauson-Khand-Reaktion

134

Pauson-Khand ,
v

Baeyer-
Villiger-Ox.

135

137

R= CH,Br Y= CH,
R= CHzoCHchzBr Y= CH20CH2CH2

Schema 28: Synthesestrategie mit der Pauson-Khand-Reaktion.

Die Pauson-Khand-Reaktion ist eine attraktive Variante, um die Totalsynthese Uber eine
Adaption des Syntheseplans der 3. Generation voranzubringen. Das neben dem Alken
bendtigte Alkin 134, kann Uber eine Ethersynthese mit dem Alkohol 80 schnell eingefiihrt
werden. Hierbei soll der kurzkettige Propargylether und die um einen Ethylenglykolether
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verlangerte Einheit hergestellt werden. In der Pauson-Khand-Reaktion soll vorzugsweise das
o,B-ungesattigte Keton 135 entstehen. In der anschlieBRend geplanten Baeyer-Villiger-
Oxidation soll selektiv das hoher substituierte d-Lacton 136 gebildet werden. Eine Bromierung
des Enollactons 136 soll nach Mandal et al.!*® iber das Bromonium-lon 137 durch eine
Umlagerungsreaktion zum Keton 138 fiihren. Die Umlagerungsreaktionssequenz kann
alternativ Giber eine Epoxidierung des Enols 136 nach Smith et al.[*”) durchgefiihrt werden. Die
effiziente Nutzung des aus der Pauson-Khand-Reaktion resultierenden Strukturelements
sowie die Variabilitat der Kettenlange des bendtigten Alkins fiihrten zur Entscheidung die

Pauson-Khand-Reaktion fiir eine mdgliche Zyklisierung zu untersuchen.

a) 1. 139, MsClI, NEt;, DCM, 0°C - RT, 2 h
Il. 80, KOH, MeCN, 50 °C, 16 h

b) 1.139, Tf,0, NEt;, DCM, RT, 2 h
Il. 80, NEt;, DCM, RT, 3 h

c) 80, 4x 139, Amberlyst-15, DCM, 50 °C, 4x 24 h
d) 1. 80, NaH, THF, RT, 30 min

II. 140, RT, 18 h

[ll. NaH, 140, RT, 4 h

Schema 29: Propargylethersynthese.

Tabelle 1: Ergebnisse der Ethersynthese.

Ansatz- Methode Reagenzien (dq.) Ergebnis
nummer g 9 8
1 a) 139 (1.5), MsCl (1.8), NEts (2.2), KOH (1.5) -
2 b) 139 (3.0), TF,0 (3.0), NEt; (5.0) -
3 c) 139 (4x 1.0), Amberlyst-15 (30% w/w) 120/121 15%
4 d) NaH (2x 2.7), 140 (2x 2.5) 78%

Die Synthese des Alkins 134a wurde zuerst mit dem verfligbaren Propargylalkohol (139)

untersucht (1-3) (siehe Schema 29 und Tabelle 1). In den ersten beiden Experimenten wurde
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zuerst das Propargylmesylat bzw. das Propargyltriflat gebildet und im Anschluss sollte eine
nukleophile Substitution zweiter Ordnung (Sn2) mit dem Alkohol 80 stattfinden.?*3% Die
sauren Bedingungen (3) mit Amberlyst-15% generierten mit der erhéhten Temperatur und
Zeit lediglich die intramolekularen Umlagerungsprodukten 120 und 121. Mit der
Verfligbarkeit des Propargylbromids (140) konnte die eigentlich angestrebte Williamson-
Ethersynthesel3>4?1  (4) durchgefiihrt werden. Der Propargylether 134a konnte mit
Natriumhydrid in hoher Ausbeute erhalten werden. Die etablierte Ethersynthese sollte fir die

Herstellung des verlangerten Ethylenglykolethers 134b angewendet werden.

I. Glycol,NaH,
THF, 0°C,1h
II. 140, RT, 18 h ~~_-OH
/Br > /O
59%
140 141
I. NEt;, DCM, RT, 15 min
Il. p-TsClI, RT, 3h
76%
DMF, LiBr,
A~_-Br RT, 22 h ~_OTs
/0 - /O
quant.
143 142
I. NaH, THF,
RT, 30 min
II. 143, RT, 20 h
20%

80

Schema 30: Synthese des Propargylethers 134b.

Die Williamson-Ethersynthese wurde genutzt, um aus Propargylbromid (140) und Glycol den
primaren Alkohol 141 herzustellen (siehe Schema 30). Die Alkoholfunktion wurde in eine gute
Abgangsgruppe, das Tosylat 142, (iberfiihrt.[*3! Durch die Verwendung von Lithiumbromid in
N,N-Dimethylformamid wurde die Tosylatfunktion durch das Bromanion substituiert.[**] Mit

der etablierten Ethersynthese und dem Bromether 143 wurde analog zur Darstellung von
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134a der verlangerte Ether 134b hergestellt. Somit konnten beide Propargylether 134a und

134b fir die Pauson-Khand-Reaktion vorbereitet werden.

a) PdCl,, LiCl, TMTU, THF,
CO (1 atm), 60 °C, 48 h

b) Co,(CO)g, TMTU, Toluol,
CO (1 atm), 70 °C, 18 h

134a Y=CH, 135a Y=CH,
134b Y= CH20C2H4 135b Y= CH20C2H4

144 Y=CH, a)34% 145 Y=CH, a)31%
146 Y= CH,OC,H, 147 Y= CH,OC,H,

Schema 31: Ergebnisse der Pauson-Khand-Reaktion.

Fiir die Pauson-Khand-Reaktion wurde eine modifizierte Methode mit Palladium(ll)chlorid und
den Ethern 134a und 134b nach Yang et al.1**! angewandt. Um die Methodik zu (iberpriifen
wurde eine weitere Reaktionsbedingung von Yang et al.*® mit Dicobaltoctacarbonyl und dem
Ether 134a durchgefiihrt. Die untersuchten Reaktionsbedingungen lieferten nicht wie
erwartet die a,B-ungesattigten Ketone 135a oder 135b (siehe Schema 31). Stattdessen
konnten die Enollactone 144 (34%) und 145 (31%) unter den Bedingungen a) ausgehend von
134aisoliert werden. Die Anwendung der identischen Bedingungen a) und die Bedingungen b)
zur Uberpriifung mit dem Ether 134b bildete analog zu 134a die Enollactone 146 und 147. Eine
Erklarung der Beobachtungen kénnte eine zu geringe Nukleophilie der Doppelbindung und zu
niedrige Aktivierung der Doppelbindung tber die Koordination sein, sodass keine Reaktion mit
dem koordinierten Alkin stattfindet. Bei der Bildung der Enollactone ist unklar, ob diese mit
dem anwesenden Kohlenmonooxid oder mit Spuren von Kohlenstoffdioxid entstanden sind.
Mit diesen Ergebnissen wurde die Pauson-Khand-Reaktion als Zyklisierungsmethode nicht

weiterverfolgt.
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4.2.2. [2+2]-KetenzyKklisierung
Tf,0, Collidin, .
DCE, 80 °C O
89% s
oA
14

9

Schema 32: [2+2]-Ketenzyklisierung von Magauer et.al. fiir die Totalsynthese von Salimabromid.[47]

Zu diesem Zeitpunkt der Arbeiten wurde die Totalsynthese von Salimabromid (1) durch
Magauer et.al.¥”) verdffentlicht. Der Schliisselschritt der Totalsynthese ist eine
[2+2]-Ketenzyklisierung, vergleichbar mit der von B. Schmalzbauer geplanten
[2+2]-Ketenzyklisierung (siehe Schema 12). Ein stabileres Amid 148 mit einer
elektronenreicheren Doppelbindung, bedingt durch Abwesenheit der beiden sterischen
anspruchsvollen Bromsubstituenten am Aromaten, sind mafigeblich fir den Erfolg der
Reaktion. Die erfolgreiche Anwendung der [2+2]-Ketenzyklisierung am nahezu identischen
Grundgeriist (sieche Schema 32) und weitere neue Literaturl*®4%5051521 7y  den
[2+2]-Ketenzyklisierungen legten eine erneute Untersuchung dieser Reaktion nahe. Das
stabilere Amid 148 sollte dabei als Vorlage zur Synthese dienen, da in von Dr. B. Schmalzbauer
durchgefiihrten Reaktionen eine Zersetzung des Eduktes stattgefunden hat. Die
Anwendbarkeit der Bedingungen nach Magauer®’! auf das dibromierte System wurde

aufgrund der elektronendarmeren Doppelbindung skeptisch betrachtet.

Flr die erneute Untersuchung der [2+2]-Ketenzyklisierung sollte das benétigte Amid Gber die
Bedingung nach Magauer et al.*’) qusgehend vom Aldehyd 104 hergestellt werden (siehe
Schema 33). Dafir soll die (2)-selektive Wittig-Reaktion und die Substitution des Ethylesters
zum Amid3 durchgefiihrt werden. Der Schlisselschritt, die intramolekulare
[2+2]-Ketenzyklisierung mit dem Keten 4, soll die Synthese des Zyklobutanons 5 ermdglichen.
Mittels Riley-Oxidation soll der Allylalkohol 150 hergestellt werden. Nach anschlieRender
Oxidation zum Enon 151 soll die enantioselektive Totalsynthese zu Salimabromid (1) tber eine

Baeyer-Villiger-Oxidation des Zyklobutanons zum y-Butyrolacton abgeschlossen werden.
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Z-Olefinierung

Amidierung
________________ >
t
“w,, O Br intramolekulare [2+2] “, Br
Ketenzykloaddition
Y e @R
0] “Ca
Br Br
5 4

@) OBr

r-- 150 X= OH 1

OX. |+ 151 x=0

Schema 33: Syntheseplan der 2. Generation, die [2+2]-Ketenzyklisierung mit anschlieBender Oxidation.

Die (2)-selektive Olefinierung des Aldehyden 104 mit dem Wittig-Ylid 153, welches aus dem
zugrundliegenden Phosphorsalz 152 mit Natrium-bis(trimethylsilyl)amid hergestellt wird,
lieferte in Tetrahydrofuran!®”! schlechte Ergebnisse (siehe Schema 34). Ein Produkt/Edukt-
Gemisch von 1:2 bildete sich mehrfach und reagierte trotz erneuter Zugabe des Wittig-
Ylid 153 nicht weiter. Eine Aufreinigung des Gemisches war trotz unterschiedlicher R-Werte
bei der Diinnschicht-chromatographie, sdulenchromatographisch nicht separierbar. Aufgrund
der Produktinhibierung und der nicht moglichen Auftrennung, wurden die
Reaktionsbedingungen optimiert. Die Anderung der Base auf Natriumhydrid, oder
Lithiumdiisopropylamid verschlechterte die Bildung des Wittig-Ylid 153. Eine Anderung des
Losungsmittels auf Toluol konnte das Produkt/Edukt-Verhaltnis auf 1:1 verbessern. Die
anscheinend vorliegenden m-n-Wechselwirkungen zwischen Produkt 154 und Aldehyd 104
konnten scheinbar mit dem Lésungsmittelwechsel minimiert werden. Die Produktinhibierung

der Reaktion konnte dariber hinaus nicht verbessert werden. Das Gemisch wurde
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aufgereinigt und fir eine Amidierung des Esters 154 in Anwesenheit des nicht umgesetzten
Aldehyden 104 zum Amid 3 in Pyrrolidin eingesetzt. Mit dem Amid 3 wurde nach geeigneten

Bedingungen fir die [2+2]-Ketenzyklisierung gesucht.

I. 153, 104, Toluol, -78 °C, 4 h
Br |1..78°C - -40°C, 16 h

~Umsatz 50%

154
Pyrrolidin,
100 °C, 52 h
Ph,
P< PPh 44% (58% brsm)
Br NaHMDS, THF, 2R liber 2 Schritte
-78 °C, 30 min
0~ “OEt 0~ “OEt
152 153

Schema 34: Optimierte Wittig-Reaktion mit anschlieBender Amidbildung.

Eine mechanistische Betrachtung der [2+2]-Keteniminiumsalzzykliserungsreaktion soll ein
besseres Verstandnis fir den Reaktionsverlauf in Abhdngigkeit der Reagenzien mit

besonderem Blick auf die Bildung des , Keteniminiumsalzes” und der Base liefern.

Im Zusammenhang mit dem Mechanismus soll die Definition von Sdaure und Base nach
Brgnsted und Lewis hervorgehoben werden, da im Hinblick auf 2-Halopyridine ein pKs-Wert
von ca. -0,5-2 vorliegt.>3! Nach dem Konzept von Brgnsted wird die Theorie von Arrhenius
verallgemeinert, indem Sdure und Base miteinander reagieren unter Ausbildung der
konjungierten Base und der konjungierten Saure.!® Stirke der Sdure oder Base wird {iber den
pKs- und pKs-Wert reprasentiert. Nach dem Konzept von Lewis werden Sauren und Basen lber
deren Elektronenpaarakzeptor- und -donatoreigenschaft klassifiziert, bei der eine Lewis-Saure
mit einem unbesetzten Orbital mit einer Lewis-Base und deren besetzten Orbital und einem

nicht bindenden Elektronenpaar eine koordinative Bindung eingehen kann.% Die
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Klassifizierung nach Lewis beriicksichtigt das HSAB-Konzept und ist Protonen-unabhangig. Die
Bezeichnungen Lewis-Sdure und Lewis-Base sind bei einer kinetischen Betrachtung im Grunde

durch Elektrophilie und Nukleophilie austauschbar.

XN Tf,0 XN
—_ —_—
| b Rx | 2 Rx
N | "OTf
/ Tf \ B N ]
156
X | +ij
0 OTf | IR« N oTf
R, Ry THO R4 Ry N Ry A\ LRy
R \ N Re—H V"
° R, Rs ° R, R, OTf 5~ R, Ry OTf
155 157 158
XN
Rg = H [ P SR«
5 N// X 5~ '\Il+ oTt
H
N S | \_R
| +jRX | +jRX N/) X R2 R3
N oTf N oTf — )—=C=N" -OTf
R X . R R _R R R
1>H\N+ 4 1\%\N 4 1 4
R5 | _ |
R, Rs OTf R; Rs 159
161 160

Nu Nu Ji(
R1>H§N+R4 R1\%\N’R4 R4 \N+ R4

[ | R
Ry Ry OTf Ro Rs ? Rs

163 162 164

“OTf

Schema 35: Mechanistische Betrachtung zur Bildung des , Keteniminiumsalzes*.[49.50,56,57,58,60]

Im ersten Schritt des Mechanismus wird das Amid 155 mittels Triflatanhydrid aktiviert und das
O-Triflyliminiumtriflat 157 gebildet (siehe Schema 35). Bei Verwendung Pyridin-artigen Lewis-
Basen wurde das Triflylierungsreagenz  N-Triflylpyridiniumtriflat 156 nachgewiesen
(ausgenommen 2-Chloropyridin),[*>°8 welches mit zunehmenden Elektronenreichtum das

O-Triflyliminiumtriflat 157 generiert.[*>58 Eine Riickreaktion von 157 zum Amid 155 kann bei
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sterisch anspruchsvollen Verbindungen mit zu nukleophilen Lewis-Basen auftreten.!*®! Das
O-Triflyliminiumtriflat 157 reagiert mit einer Lewis-Base zu den nachweisbaren
Pyridiniumintermediaten 160°% und 161, im Fall das kein a-Wasserstoff vorliegt.[*>°8 Bei
Anwesenheit eines a-Wasserstoffes wird vermutet, dass das Dikation 158 analog zu 161
gebildet wird, oder direkt das Keteniminiumsalz159. Das Vorliegen des
Keteniminiumsalzes 159 wurde dabei Uber eine Absorptionsbande in IR-Messungen mit
2030 cm™, entsprechend einer nachgewiesen A-typischen Bande von Ketenimine mit
2040 cm,B% postuliert.® Wahrscheinlich reagieren die Pyridiniumintermediaten 160 und
161, bei denen eine scheinbare Elektrophilieerhéhung des Diamin-Kohlenstoffs vorliegt,°->?
unter nukleophiler Substitution zu 162 und 163. Mit Alkenen und Alkinen wird mit dem
Pyridiniumintermediat 160 ein Zyklobutan/en 164 erhalten.!®®! Die Produkte 163 und 164

konnen im Anschluss tGber Hydrolyse des Amins eine Keton-Funktion bilden.

Aus den bisherigen Erkenntnissen zum Mechanismus geht hervor, dass die Nukleophilie der
Base entscheidend ist und nicht die Basizitat. Starke Brgnsted-Basen werden der Reaktion als
Lewis-Basen durch das Vorhandensein der konjungierten Sdure entzogen. Relativ zur
Elektrophilieerhohung des Diamin-Kohlenstoffs und dessen Labilitat, wird in Abhangigkeit von
der Sterik der Lewis-Base die Reaktion beschleunigt. Dementsprechend ermdoglichen
elektronenarme Lewis-Basen mit geringen sterischen Effekten ein besseres prozesszieren der
Reaktion.® In Abhingigkeit der Elektronenarmut des vorliegenden Nukleophils ist eine
Aktivierung und Destabilisierung des Pyridiniumintermediat 160 mit einer elektronenarmen
Lewis-Base mit geringer Sterik notwendig, damit eine nukleophile Substitution stattfindet

kann.

I. LSM, Base
RT, 30 min
Il. Tf,O, 70 h, AT ‘,,

) Br

24 h, 77 °C 0

Br
5

Schema 36: [2+2]-Ketenzyklisierung mit dem Amid 3.
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Die [2+2]-Ketenzyklisierung des Amides mit dem dibromierten aromatischen Systemen zeigte
unter den Standartbedingungen mit 2,4,6-Collidin (TMP) nahezu keine Reaktivitdat. Das
stabilere Amid 3 reagierte lediglich unter Zersetzung. Die von Magauer et.al.!*”! durchgefiihrte
Zyklisierung war wie erwartet mit dem Amid 3 nicht zielflihrend (1-2), auch nicht bei héherer
Temperatur in Toluol (siehe Schema 36 und Tabelle 2). Die Minderung der Nukleophilie des
Alkens durch den elektronischen Einfluss des Aromaten mit den desaktivierenden und sterisch
anspruchsvollen Bromsubstituenten verhindern das Stattfinden der Reaktion unter der

Verwendung von dem elektronenreichem 2,4,6-Collidin.

Tabelle 2: Systematische Testverfahren zur Optimierung der Reaktionsbedingung.

Ansatz-  Losemittel Base (aq.) Tf.0 (3g.)  Temperatur Ergebnis
nummer
1 DCE 2,4,6-Collidin (1.3) (1.3) 80°C -
2 Toluol 2,4,6-Collidin (1.3) (2.3) 100 °C —
3 Pyridin Pyridin (200) (1.3) 100 °C —
4 DCE DBU (1.3) (1.3) 80 °C -
5 Toluol DBU (1.3) (1.3) 100 °C <2%
6 DCE EtsN (1.3) (1.3) 80 °C <2%
7 Toluol EtsN (1.3) (1.3) 100 °C 15%
8 Toluol EtsN (3.0) (3.0) Reflux 18%*?
9 Toluol EtsN (12.0) (12.0) Reflux 9%
10 Toluol 2-Fluoropyridin (3.0) (3.0) Reflux 40%?
11 Toluol 2-Fluoropyridin (2.0) (2.0) Reflux 55%2P

2Hydrolyse des Imines wurde wahrend der Aufarbeitung mit Wasser durchgefiihrt.

bTriflatanhydrid wurde zuerst hinzugegeben (II. vor I.).

Im Vergleich zu 2,4,6-Collidin wurden die vorhandenen Basen Pyridin, Diazabicycloundecen
und Triethylamin gewahlt. Pyridin ist eine schwachere, kleinere, nukleophilere und
elektronenirmere Base. Ebenfalls klein, weniger nukleophil und basischer ist Triethylamin. %]
Die letzte und starkste Base, Diazabicycloundecen, weist einen héheren pKs-Wert als
Triethylamin auf, hat aber aufgrund der Sterik eine geringe Nukleophilie. Diese im Vergleich

unterschiedlich variierten Eigenschaften sorgten fiir die getroffene Wahl der Basen.
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Die Reaktion mit Pyridin (3) zeigte keinen Unterschied zu 2,4,6-Collidin (siehe Schema 36 und
Tabelle 2). Eine Verwendung von Diazabicycloundecen ergab erstmalig Spuren des Produktes
bei hoheren Temperaturen in Toluol (4-5). Durch den Einsatz von Triethylamin konnte eine
analysierbare Menge des Produktes der [2+2]-Ketenzyklisierung hergestellt werden und
zusammen mit den anderen Reaktionen erste Rickschllisse getroffen werden (6-7). Fir das
Amid 3 sind die hoheren Reaktionstemperaturen und sterisch weniger anspruchsvolle und
elektronendarmere Basen von Noten, wie es aus dem Mechanismus hervorgegangen ist. Bei
der Reaktion mit Pyridin scheint entweder die Riickreaktion zum Edukt stattzufinden oder das
Pyridiniumintermediat 160 ist zu stabil, sodass eine Zyklisierung unterdriickt wird. Die
hervorgebrachten Erkenntnisse wurden durch das Beispiel der Synthese von Strigolactonen
bestitigt,®!! ebenso wurde die Zersetzung des Produktes mit hdheren Aquivalenten an
Triethylamin beobachtet (8-9). Die Verwendung einer elektronenarmen Lewis-Base, wie es
2-Fluoropyridin ist, sollte ein besseres Ergebnis liefern. 2-Fluoropyridin lieferte nach
Optimierung der Aquivalenten und der Reihenfolge der Zugabe, entsprechend des
Mechanismus, gute Ergebnisse (10-11). Die Ausbeute der Reaktion wurde hierbei von
anfanglichen 0% auf 55% verbessert und damit konnte die sterisch und elektronisch
schwierige [2+2]-Ketenzyklisierung unter vollstdndig substratkontrollierten regio- und

stereoselektiven Bedingungen erfolgreich umgesetzt werden.

4.2.3. Allylische Oxidation

Zum Abschluss der Totalsynthese muss das hergestellte Zyklobutanon 5 in der allylischen
Position oxidiert werden und (iber eine Baeyer-Villiger-Oxidation zum Lacton hochoxidiert
werden. Die allylische Oxidation kann Uber koordinative metallische Oxidationsmittel erfolgen,
oder auch Uber radikalische Additionen unter Oxidation. Aufgrund der madglichen
Nebenreaktionen und/oder unerwiinschten Zersetzungen einer radikalischen Umsetzung,
wurde der Fokus auf die koordinativen metallischen Oxidationsmethoden gesetzt. Eine Riley-
Oxidation mit Selendioxid ist fiir die Oxidation des a-standigen Kohlenstoffes zu einer
C=C-Doppelbindung eine gingige Methode. Analog zu Magauer et al.”*’! sollten Varianten

dieser Oxidationsmethode zuerst versucht werden.
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Die Riley-Oxidation verlauft Gber eine konzertierte En-Reaktion mit dem elektrophilen
Selen(IV) und einem nukleophilen Olefin 165 (siehe Schema 37).162631 Uber die auch genannte
Alder-En-Reaktion entsteht die Allylselensdure 166, die in einer 2,3-sigmatropen Umlagerung
uber den bevorzugten dquatorialen, funfgliedrigen, Briefumschlag-artigen
Ubergangszustand 167 zum Allylselenitester 168 reagiert. Durch Hydrolyse wird der

Allylalkohol 169 unter Retention der Konfiguration der Doppelbindung freigesetzt.

Se=0  Alder- HO,
1 )\ En-Rkt. 1(Se=O 2,3-Shift
RN\\£<H _— R@ -
R2 R2
165 166 167
R’ OH  Hydrolyse HO-Se
_\\_< L R1 \ e}
R2 _\—<
R2
169 168

Schema 37: Mechanismus der Riley-Oxidation.[64.65.66,67]

Nach der mechanistischen Betrachtung der Reaktion sollte der Angriff auf das Zyklobutanon 5
durch das Selendioxid von der (re)-Seite der prochiralen Doppelbindung erfolgen. Der
elektronische Einflussbereich des Aromaten mit den Bromsubstituenten auf der (re)-Seite

erschweren das Stattfinden der Reaktion mit dem Zyklobutanon 5.

., Br /, Br
Bedingungen § O - O
+
siehe Tabelle 3 o . L o E
OH o) Br

150 151

‘n,, Br

Br

Schema 38: Oxidation der allylischen Position.

Die Oxidation der allylischen Position stellte sich als noch schwieriger heraus, als erwartet

(siehe Schema 38 und Tabelle 3). Die Riley-Oxidation mit Selendioxid scheiterte (1-3). Selbst
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unter harscheren Bedingungen in der Mikrowellen als von Snider et al.[®8 publiziert wurden
(2-3), die zur Uberoxidation zum Alkendienon bei deren untersuchten Substrates fiihrten,
konnte das Edukt vollstandig reisoliert werden. Die Reagenzkombination von Selendioxid und
‘Butylperoxid (4) nach Sharpless et at.!®® fiihrte zu einer Baeyer-Villiger-Oxidation mit dem
Produkt-verhaltnis 170 / 171 von 3:2 (siehe Schema 39 und Tabelle 3). Die Kontinuation der
Reaktion fiihrte zu keiner Anderung, fiir eine Oxidation der allylischen Position des
Zyklobutanons 5 oder den Lactonen 170 / 171 waren die Bedingungen unzureichend. Eine
Oxidation der aktiven Methylen-Gruppe mit dem Collins-Reagenz (Chrom(IV)-oxid und Pyridin)
nach Edgar et al.U% fiihrte zu keinem Umsatz (5). Die reaktivere Reagenzkombination von
Chrom(IV)-oxid und 3,5-Dimethylpyrazol (6) nach Bermejo et al.’!! zeigte nach 14 Tagen

keinen Umsatz.

Tabelle 3: Oxidation der allylischen Position.

Ansatz- Reagenz (4q.) Reaktionszeit Losemittel Temperatur Ergebnis
nummer
1 Se0; (5.0) 90 min Dioxan 110 °C —
2 Se0; (5.0) 90 min Dioxan 140 °C -
3 Se0; (10.0) 90 min DCM 150 °C —a
170 36%
4 Se0; (3.4), TBHP (8.0) 24 h DCM RT
171 24%
5 CrOs (3.0), Pyridin (6.0) 24 h DCM RT —
6 CrOs (3.0), 3,5-DMP (6.0) 14 d DCM 65 °C -

aReaktion wurde in der Mikrowelle bei erhéhtem Druck durchgefiihrt.

Nach den gescheiterten allylischen Oxidationsversuchen am Zyklobutanon 5 wurde noch die
Oxidation der Lactone 170 und 171 mit Chrom(IV)-oxid und 3,5-Dimethylpyrazol nach
Bermejo et al.’Y Gberpriift. Eine Oxidation fand auch nicht mit den mehr als fiinffachen
Aquivalenten, zusatzlichem ‘Butylperoxid und einer langen Reaktionszeit statt (sieche Schema

39).
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l. SeO,, 'BUOOH,
DCM, RT, 30 min
I.5,RT, 24 h

, Br
O .50 °C, 72h
a 60%

Verhaltnis
170/171 = 3:2

[.CrOg3, Pyridin, DCM, RT, 24 h

l O Br II. 'BUOOH, RT, 14 d
O 7

Schema 39: Baeyer-Villiger-Oxidation von 5 und allylischer Oxidationsversuch.

Die allylisch oxidierten Produkte 150 und 151 konnten unter keiner der untersuchten
Bedingungen nachgewiesen werden. Eine allylische Oxidation liber die Riley-Reaktion oder die
Verwendung von Chrom(VIl)oxiden wurde mit den durchgefiihrten Versuchen, als nicht
realisierbar angesehen. Die Befiirchtungen nach der mechanistischen Betrachtung der Riley-
Reaktion, dass die sterischen und elektronischen Effekte der Bromsubstituenten eine

Oxidation mit den sterisch anspruchsvollen Oxidationsmitteln erschwert, scheint zuzutreffen.

In Anbetracht der erfolglosen Studien mit den konventionelleren polaren Reagenzien,
Selendioxid und Chrom(VI)oxid, wurde der Fokus auf radikalische Methoden verschoben. Die
Baeyer-Villiger-Oxidation mit ‘Butylperoxid bestarkte den Entschluss, dass die moglichen
Nebenreaktionen und/oder unerwiinschten Zersetzungen einer radikalischen Umsetzung, die
zuvor ein Ausschlusskriterium fir radikalische Methoden waren, nicht vermeidbar sind.
Hierfiir sollte einerseits mit einer Wohl-Ziegler-Bromierungl’?! eine selektive allylische
Halogenierung untersucht werden und anderseits eine allylische Oxidation mit verschiedenen
Peroxid-basierten Methoden untersucht werden. Unter den peroxidhaltigen Bedingungen

wird die Baeyer-Villiger-Oxidation als moégliche Nebenreaktion erwartet.
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3 x(NBS, AIBN),

Br n,, Br
, O CCly, Reflux, 3x 3 h s O
. 0 . Br
Br

//,

0 Br

5 172

Schema 40: Wohl-Ziegler-Bromierung des Zyklobutanon 5.

Fiir die Wohl-Ziegler-Bromierung wurde braunliches N-Bromsuccinimid verwendet. Die darin
enthaltenen Bromspuren verbessern das Stattfinden der Reaktion.!”3! Detektierbare Mengen

des Additionproduktes 172 konnten mit drei Zugaben N-Bromsuccinimid und

Azobis(isobutyronitril), als Radikalstarter, nicht beobachtet werden (siehe Schema 40).

0 g Br

5

O T o
~ =

l. SeO,, ‘BUOOH,
DCM, RT, 30 min
II.5,RT, 4h

NaClO,, 'BUuOOH, NHPI,

O Br EtOAc, 50 °C, 48 h

a) ‘BUOOH, Mn(OAc);-2 H,0, EtOAc, 4A MS, RT, 14 d
Br b) ‘BUOOH, NaClO,, MeCN / H,0 3:1, 50 °C, 5 d
171 b,) ‘BuOOH, NaClO,, EtOAc, 50 °C, 5 d
c) BBUOOH, CuO, MeCN, 70 °C, 4 d

Schema 41: Selektive One-Pot-Oxidation zur Darstellung von Salimabromid (1).

Unter den Reaktionen mit ‘Butylperoxid wurde eine mit Mangan(lll)acetat nach Shing et a/.7%
adaptierte Variante (1) durchgefiihrt (siehe Schema 41 und Tabelle 4). Nach 14 Tagen hatte
ein sehr geringer Bruchteil des Zykloketons 5 reagiert. Trotz des Fortschrittes musste der
Umsatz der radikalischen Umsetzung deutlich erhéht werden. In diesem Zusammenhang
wurde das sterisch anspruchsvolle Mangan(lll)acetat ersetzt. Zwei vielversprechendere

Alternativen waren eine allylische Oxidationsmethode mit zusatzlich Natriumchlorit und
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N-Hydroxyphthalimid (NHPI) 7! sowie eine mit Kupfersalzen.”®! Die y-Lactone 170 und 171,
welche durch Selendioxid und 'Butylperoxid hergestellt wurden, bildeten unselektiv eine
Vielzahl an Produkten (1), 173-175 mit sehr geringen Mengen, wahrend unbekannte
Nebenprodukte mengenmaRig (iberwiegten (5). Eine Durchfihrung der Baeyer-Villiger-
Oxidation vor der allylischen Oxidation erschien damit mehr als ungeeignet. Die
Reaktionsbedingungen mussten wesentlich adaptiert werden. Die Verwendung von
N-Hydroxyphthalimid erschwerte lediglich die Aufarbeitung und hatte keinen signifikanten
Einfluss in der schwerlich prozesszierenden Reaktion, sodass NHPI nicht mehr hinzugegeben
wurde. Eine aggressive Zugabe des 'Butylperoxids und Natriumchlorit oder Kupfer(l)oxid

fiihrte beide allylischen Oxidationsmethoden (2-4) zum Erfolg.

Tabelle 4: Radikalische Oxidationsmethoden mit tButylperoxid.

Ansatz- Edukt Methode Reagenz (3q.) Ergebnis
nummer
1 5 a) Mn(OAc)s (0.5), TBHP (15.0) Spuren (1)
2 5 bs) NaClO; (24.0), TBHP (120.0) (1) 15%
3 5 b2) NaClO; (24.0), TBHP (120.0) (1) 15%
4 5 <) CuO (5.0), TBHP (60.0) (1) 15%

Spuren von (1)
5 170 + 171  by) + NHPI  NaClO; (5.0), TBHP (15.0)
und 173-175

Eine Untersuchung des Reaktionsverlaufs offenbarte (ber NMR-Analysen, dass diese
faszinierende Reaktion Uber die zunachst selektive Bildung des vy-Lactons 170 ohne
detektierbare Spuren von 171 abliuft, was auf einen Radikalpfad hindeuten kénnte.[”>77]
Vermutlich erfolgt die anschlieBRende Umwandlung zu Salimabromid (1) tGber eine allylische

a-H-Atomabstraktion, Rekombination mit dem TBHP-Radikal””! und ‘Butanol-Eliminierung.

Das Ergebnis ist eine vollkommen substratkontrollierte regioselektive One-Pot-Tandem-
Oxidation, mit Baeyer-Villiger-Oxidation und allylischer Oxidation, zur selektiven Darstellung
von Salimabromid (1) mit akzeptablen Ausbeuten (15%). Neben der bestatigten Annahme der
gleichzeitig stattfinden Baeyer-Villiger-Oxidation wurde die Uberlegenheit der Methoden

gegenlber einer zweistufigen Synthese gezeigt.
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4.2.4. Synthetisches und natiirliches Salimabromid

( |
| I
| |
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| | [
1 ! | | ! II'-‘ J
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'o 615 610 575, 5 'S o 315 30 s, L3 15 g T 1
oo %0 =20 Lmppm) A 5 # #% : = 9-= ppm

75, 70 -

Abbildung 4: Uberlagerte NMR-Spektren vom natiirlichen (schwarz)!*1l und synthetischen (blau) Salimabromid (1).
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Tabelle 5: NMR-Daten vom synthetischen und natiirlichen Salimabromid (1) im Vergleich.
13C-NMR
13C-NMR
(175 MHz,
IH-NMR (700 MHz, (125 MHz,
H-NMR (500 MHz, MeOD)
MeOD) synthetisches A *H- MeOD) ABC-
Position MeOD) nattirliches synthetisches
(+)-Salimabromid NMR natirliches NMR
Salimabromide [ppm] (+)-
[ppm]? Salimabromi
Salimabromid
d [ppm]
[ppm]
1 197.7 197.7 0.0
2 177.9 177.9 0.0
3 6.34(dd, J=13.1,1.4 | 6.35(dd, J=13.1 Hz, -0.01 149.8 149.8 0.0
Hz, 1H) 1H)
4 147.5 147.6 -0.1
5 142.7 142.7 0.0
6 7.65 (s, 1H) 7.65 (s, 1H) +0.00 131.5 131.5 +0.0
7 130.1 130.1 +0.0
8 128.1 128.1 +0.0
9 5.70 (dd, J=13.1,2.0 | 5.70 (dd, J=13.1 Hz, +0.00 126.5 126.5 +0.0
Hz, 1H) 1H)
10 125.7 125.7 +0.0
11 5.65(dd, J=8.3, 2.0 5.65(dd, J=8.3, 2.0 +0.00 83.5 83.5 +0.0
HZI 1H) HZ, 1H)
12 45.8 45.8 +0.0
13 3.38(dd,/=8.3,1.4 3.38(dd,J=8.3,1.4 +0.00 45.1 45.2 -0.1
Hz, 1H) Hz, 1H)
14 44.7 44.7 +0.0
15 4.44 (t,J=8.3 Hz, 1H) | 4.44 (t,J=8.3 Hz, 1H) | +0.00 42.6 42.6 +0.0
16 3.09 (m, 2H) 3.09 (g, J=7.5 Hz, +0.00 31.9 31.9 +0.0
2H)
17 1.25 (s, 3H) 1.25 (s, 3H) +0.00 29.1 29.1 +0.0
18 1.51 (s, 3H) 1.52 (s, 3H) -0.01 22.5 22.5 +0.0
19 1.61 (s, 3H) 1.61 (s, 3H) +0.00 21.8 21.8 +0.0
20 1.17 (t,J=7.5Hz,3H) | 1.17 (t, /= 7.5 Hz, 3H) | +0.00 12.7 12.7 +0.0

@ Alle Angaben mit der Kalibrierung entsprechend der Literatur bei 6H = 3.35 ppm (Eichung des Pentett).
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Die NMR und Massenspektrometrie-Daten flir das synthetisch hergestellte
(+)-Salimabromid (1) sind vollstindig identisch mit denen des Naturstoffes** (siehe Abbildung
4 und Tabelle 5) und den von Magauer berichteten Daten fiir das racemische Salimabromid.”]
Das vermessene Ergebnis der optischen Rotation der synthetischen Probe ([a]p?°= +181.1°)
korrelierte zwar mit dem Vorzeichen des natiirlichen Sekundarmetaboliten ([a]p?°= +57.9°), 121
aber der absolute Wert des enantioselektiv hergestellten Polyketides ist deutlich hoher. Das
nach der UV/Vis-Sprektrometrie gemessene Circulardichroismus-Spektrum (CD-Spektrum)
der chiralen Probe, bestitigte die Diskrepanzen zum Naturstoff. Um den Unterschied

aufzuklaren, wurde der Naturstoff neu vermessen und die Ergebnisse verglichen.

UV-Vis-Spetrum synthetisches Salimabromid UV-Vis-Spetrum natirliches Salimabromid
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Abbildung 5: UV/Vis- und CD-Spektrum vom synthetischen und natiirlichen Salimabromid.

Die gemessenen UV/Vis-Spektren der beiden Proben weisen eine eindeutige Korrelation
zueinander auf (siehe Abbildung 5). Bei anndhernd gleicher Konzentration liegt bei beiden
Spektren fiir die Extinktion ein Maximum bei ca. 210 nm vor. Die Kurven nahern sich im
Bereich von 220 nm bis 260 nm mit einer leichten Erhebung dem Null-Wert an. Fir das
synthetische Salimabromid ist ein lokales Minimum vor dem Maximum bei ca. 200 nm im

Vergleich zum natirlichen Metaboliten sichtbar.
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Fur die CD-Spektren wurden die entsprechenden UV/Vis-Probe vermessen (siehe Abbildung
5). Fiir das synthetische Salimabromid ist fir die Elliptizitdt ein Minimum bei 202 nm, ein
Maximum bei 212 nm, ein lokales Minimum bei 221 nm und lokales Maximum bei 238 nm
deutlich zu erkennen. Die Probe des marinen Naturstoffes weist jedoch fir die Elliptizitat eine
starke Fluktuation im Bereich von 190 nm bis 215 nm um den Wert Null fir die Elliptizitat auf,
diese Schwankungen werden im weiteren Verlauf schwéacher, womit sich die erhaltenen Daten
deutlich voneinander unterscheiden. Keine Abweichung vom Wert Null fiir die Elliptizitat in
der durchgefiihrten CD-Messung kann ein moglicher Hinweis auf eine geringe optische

Reinheit sein aufgrund der sich neutralisierenden optischen Aktivitat von Enantiomeren.

Die deutlichen Differenzen fiir die chiralen Messmethoden blieben bestehen. Da die
erhaltenen Messdaten nicht in Einklang zu bringen sind, muss eine Erklarung, die die Chiralitat
betrifft, gefunden werden. Uberzeugt von der prisentierten enantioselektiven Synthese des
Naturstoffes wurde die optische Reinheit des natiirlichen Sekundarmetaboliten infrage

gestellt.

Eine HPLC-Analyse mit chiraler Phase (DAICEL, Chiralpak IC-U) von beiden Proben brachte die
Erklarung. Das isolierte Salimabromid des marinen Myxobakterium liegt als Mischung zweier
Enantiomere mit einem Verhaltnis von 52/48 (+)-Salimabromid (1) / (-)-Salimabromid (ent-1)
annahernd racemisch vor (siehe Abbildung 6), wahrend das aus der enantioselektiven
Synthese stammende Salimabromid ein Verhaltnis von 39/1 aufweist. Mit der Aufklarung der
optischen Reinheit des natiirlichen Salimabromids Uber die chirale HPLC-Analyse kann der
geringere Drehwert und das weniger aussagekraftige CD-Sprektrum erklart werden. Das
synthetisch hergestellt Salimabromid weist weiterhin den aus der Denmark-Crotylierung
stammenden ee von 95% auf (siehe Schema 6: Uberblick der Darstellung des 1,3-Diols 40
mittels Denmark-Crotylierung. - 7 -), sodass die nachfolgenden zehn Reaktionsschritte keinen

Einfluss auf die optische Reinheit haben.
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synthetisches (+)-Salimabromid natirliches Salimabromid
er (1:ent-1) = 97.5/2.5 er (1:ent-1) = 52/48
(+)-(1) (-)-(ent-1) (+)(1)
(-)-(ent-1)
<
220 ze0 | zes | 2@ ok zw | zes |z
Minute: Minutes

<k
S

0'511 \\O Br
(+)-(11S,12R,13R,15S)- (-)-(11R,125,13S5,15R)-
Salimabromid (1) Salimabromid (ent-1)

Abbildung 6: Enantiomerenverhaltnisse aus der HPLC-Analyse vom synthetischem und natiirlichem Salimabromid.

Die enantioselektive Synthese von (+)-Salimabromid ermoglichte die Aufklarung der fast
racemischen Natur des natirlichem Salimabromids und lieferte erste chirale Analysen zur
Differenzierung beider Enantiomere. Die Aufklarung der fast racemischen Natur von
Salimabromid (1) ist hochst unerwartet und duBerst ungewoéhnlich fir einen natirlichen
Sekunddarmetaboliten mit vier Stereozentren. Naturlich vorkommende racemische Gemische
sind meistens die Erzeugnisse von nicht enzymatischen, spontanen Dimerisierungsreaktionen
oder Zyklisierungsreaktionen von zwei dhnlichen Verbindungen.’®) Einige Beispiele fiir nicht
enantiomerenreine racemische Naturstoffe sind (+)-Carpanon,l’?! (%)-Kingianin, &%
(¥)-Santalin Y,!8Y oder die wesentlich schlichteren nicht enantiomerenreinen Metaboliten mit
nur einem Stereozentrum,®? Knipholon,®3 und Peperobtusin A. ¥ Ebenfalls gibt es
Veroffentlichungen zu Fallen von aus verschiedenen Organismus-stammenden (Pseudo)-
Enantiomeren , Tetronomycin!®! und Tetronasin'®®, die jedoch enantionmerenrein in den
entsprechenden Organismen hergestellt werden. Eine Erklarung der ungewdhnlichen
optischen Reinheit fiir den nahezu racemischen marinen Naturstoff kdnnte durch eine
Erforschung des biosynthetischen Ursprungs aufgedeckt werden. Das Auffinden einer
moglichen Post-Polyketid Synthase Modifikation, z.B.: einer unselektiven Epoxidierung, ist in

diesem Zusammenhang mit einer darauffolgenden Zyklisierung denkbar.
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5. Kompakte Zusammenfassung zu Salimabromid

Salimabromid (1) besitzt eine neuartige und einzigartige Struktur mit seltenen
Strukturelementen, darunter das vom Zykloheptenon verbriickte Tetralin-Gerlst und die
Brom- und der Ethylsubstituent am Aromaten (siehe Abbildung 7). Die schwierige
Kultivierung von marinen Myxobakterien und eine geringe Verfligbarkeit an natirlichem
Salimabromid (8 pg L)*Y1 erhdhten das Interesse an einer effektiven enantioselektiven

Totalsynthese zur Bestatigung der Struktur.

Abbildung 7: Kristallstruktur von Salimabromid (1).[47]

In vorangegangenen Studien zur Totalsynthese von Salimabromid (1) wurde das
hochfunktionalisierte Tetralin-System 2 enantioselektiv aufgebaut (siehe Schema 42).02
Dafiir wurde der 3,5-Dibromo-4-ethylbenzaldehyd (26), mit einer Gesamtausbeute von 54%
Uber vier Schritte sowie das Trichlorsilan 39 in finf Schritten, mit einer Gesamtausbeute von
84% Uber vier Schritten, jeweils ausgehend von kommerziell erhdltlichen Edukten hergestellt.
Die  enantioselektive  Lewisbase  katalysierte = Denmark-Crotylierung  generierte
reagenzgesteuert den Benzylalkohol (S,5)-40 unter der Verwendung des literaturbekannten
Katalysators ($,5)-34 mit einer Ausbeute von 85% und einem hervorragenden ee von 95%.
Uber vier Stufen mit 41% Ausbeute wurden die beiden benzylischen Methylgruppen von
(5,5)-43 nacheinander eingefiihrt und das lodtetralin 2 nach der Schiitzung und der
6-endo-lodozyklisierung mit einer Gesamtausbeute von 19% uber die langste lineare Sequenz

mit zwolf Stufen erhalten.
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4. NCS, DMS 3. DIBAL-H
5. HSIiCl3, CuCl, DIPEA 4. MnO,
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1. IBX
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a BF, II. AlMeg

Selectfluor®

Br

BzO 1. BzCl, DMAP, Pyridin HO

2. 1,, Selectfluor®
Br Uber 2 Stufen 68%
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Schema 42: Darstellung des lodtetralin 2.

Im Syntheseplan der 2. Generation sollte ausgehend vom lodtetralin 2 das a,B-ungesattigte
(-Lacton 48 darstellen werden, um mittels einer intramolekularen Michael-Addition als
Schusselschritt mit einem 5-endo-trig-Ringschluss Salimabromid 1 herzustellen (siehe Schema
43). Fir dieses Ziel wurde das Enoltriflat 53 in vier Stufen mit 56% Ausbeute gebildet. Nach
der Bildung des Aldehyds 65 wurde (ber eine Aldol-Reaktion das Keton 71 mit 94% Ausbeute
Uber drei Stufen erhalten. Der Methyl- bzw. MOM-geschiitzte sekundare Alkohol erlaubte die

primdre TBS-Abspaltung und ermdéglichte die initiierte Lactonisierung zum (-Lacton 76 bzw.
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77 spontan nach der Palladium katalysierten Kohlenmonoxid-Insertion und dem
Umesterungsprodukt 78. Die gescheiterte Eliminierung zur Darstellung des a,B-ungesattigte
{-Lactons 48 verhinderte die Durchfiihrung der Michael-Addition und den erfolgreichen

Abschluss des Syntheseplans der 2. Generation.

1. mCPBA

Br 2. NaBH3;CN, Znl, TiCI4
B20 3. DMP iPr,NE
| 4. Comins Reagenz, 94%
Br NaHMDS By o
56% Uber 4 Stufen
1. DIBAL-H N
2 2.omp [ 23 %7 OF* M _otss
quant. - 66

1. a) Me3OBF,,
Protonenschwamm
b) MOMCI, 'Pr,NEt
2. a; b) D-CSA

CO, 'Pr,NEt
Pd(PPhs),
(0] oBr
) a): 76 R=Me 12% Uber 3 Stufen b): 75 R= MOM
intramolekulare b): 77 R= MOM 12% + 78 45% 61% (iber 2 Stufen

Michael-Addition

Schema 43: Ergebnisse zum Syntheseplan der 2. Generation.

Ein anderer Ansatz sah eine intramolekulare [2+2]-Ketenzyklisierung als Schllsselschritt vor
(siehe Schema 44). Dafiir wurden die Cis-Alkene 60, 61 und 62 hergestellt, die Uber eine
intramolekulare [2+2]-Ketenzyklisierung das zyklisierte Enol oder Enon 64 bilden sollten. Eine
Baeyer-Villiger-Oxidation hatte die Totalsynthese von Salimabromid (1) abgeschlossen,

jedoch scheiterte dieser Syntheseplan an der fehlgeschlagenen [2+2]-Ketenzyklisierung.
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1 64 63 X=0/NR,"

Schema 44: [2+2]-Ketenzyklisierungsstrategie der 2. Generation

Die geringe Reaktivitat des desaktivierten benzylischen Alkens wurde in der vorangegangen
Masterarbeit!*®! weiter untersucht. Aufbauend auf den Ergebnissen der benzylischen
Additionen wurde im Syntheseplan der 3. Generation die Synthese des d-Lactons 93¢, welches
Uber Epoxidierung das y-Lacton 94 bilden sollte, angestrebt (siehe Schema 45). Die erste
Herangehensweise sah die selektive Funktionalisierung der aus einer Ozonolyse-stammenden
Sauerstofffunktionalitaten vor. Mit dem angestrebten Enon 91 war eine reagenzkontrollierte
enantioselektive  6-exo-trig-Michael-Additions-Lactonisierung  zur  Darstellung  des
d-Lactons 93‘ nach Smith et al.!”) geplant. Fiir die zweite Herangehensweise zur Darstellung
des d-Lactons 93‘ sollte eine substratkontrollierte intramolekulare Pauson-Khand-Reaktion
ein Cyclopentenon 135 darstellen, damit Uber eine Baeyer-Villiger-Oxidation das
d-Lacton 93 erhalten wird. Nach der Epoxidierung zum y-Lacton 94 sollten die Synthesen von
Salimabromid (1), jeweils in wenigen Schritten unter Darstellung des Zykloheptenons

abgeschlossen werden.
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Ozonolyse &

BzO _Enonsynthese
_______________ >
_______________ >
¥ 6-exo-trig
;; E Pauson-Khand ' Michael-Additions-
V. . Lactonisierung
Y \
Baeyer-
Villiger-Ox.
_______________ -

Schema 45: Syntheseplan der 3. Generation.

Im Bestreben der ersten Herangehensweise das Enon 91 herzustellen, wurde das lodtetralin 2
modifiziert und anschlieRend verschiedenen Ozonolysen unterworfen (siehe Schema 46).
Sowohl die oxidative als auch die reduktive Ozonolyse fiihrten nicht zum angestrebten
Produkt. Uber unterschiedliche Reaktionssequenzen wurden die (Halb- & Voll-) Acetale 103
und 107 erhalten sowie die Dialdehyde 101 und 131. In Methoden zur Darstellung einer
C-C-Bindung (Aldol-, Wittig- und Tebbe-Reaktion) wurden diese Verbindungen lediglich
vollkommen reisoliert. Die Synthese des Enons 91 (iber eine selektive Funktionalisierung nach

der Ozonolyse wurde damit ausgeschlossen und die zweite Herangehensweise verfolgt.
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80 103

1. DMP
2. PhsP-CH,OMe, LDA
dann HCI
3. Ag,0, NaOH
4. Pyridin, O3 1. Schitzung

34% Uber 4 Stufen 2. Pyridin, O3

101 R= TBS 50%
131 R= Me

107

Schema 46: Ergebnis des ersten Ansatzes.

Fiir die Pauson-Khand-Reaktion wurden zwei Alkine 134a und 134b hergestellt und die PKR
untersucht (siehe Schema 47). Jedoch konnte mit zwei Reaktionsvarianten nur die Herstellung

der Enollactone 144-147 nachgewiesen werden und nicht das PKR-Produkt.

a) PdCl,, LiCl, TMTU, THF,
CO (1 atm), 60 °C, 48 h

b) Co,(CO)g, TMTU, Toluol,
CO (1 atm), 70 °C, 18 h

134a Y= CH, 135a Y=CH,
134b Y= CH20C2H4 135b Y= CH2002H4

144 Y=CH, a)34% 145 Y=CH, a)31%
146 Y= CH,0OC,H, 147 Y= CH,0OC,H,

Schema 47: Ergebnis des zweiten Ansatzes.
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Der Syntheseplan der 3. Generation wurde mit den gescheiterten Versuchen zur Darstellung

der Schlisselverbindung nicht weiterverfolgt.

Aufbauend auf den beobachteten Ergebnissen der [2+2]-Ketenzyklisierung der 2. Generation
sowie inspiriert durch neue Literaturl#®4:50:51521 ynd der Totalsynthese von Magauer et.al.[*”]
sollte die Totalsynthese von Salimabromid durch eine [2+2]-Ketenzyklisierung als

Schlusselschritt erneut versucht werden.

1. LDA, NaOMe
2. DMP
3. 152, NaHMDS

4. Pyrrolidin
31% Uber 4 Stufen

. Br I. Tf,O ‘,, Br '
s O [l. 2-Fluoropyridin </\] ' \
N X
(@] . 55% \\C\
Br B

BzO

5 4
Phs
’ “, Br P\Br
o0 & ﬁ
b) CuO,
TBHP o OBr 0~ TOEt
15% Salimabromid (1) 152

Schema 48: [2+2]-Ketenzyklisierung zur Darstellung von Salimabromid (1).

Ausgehend vom lodtetralin 2 wurde das Amid 3 trotz Schwierigkeiten bei der Wittig-Reaktion
mit 31% uber vier Stufen hergestellt. Basierend auf dem Mechanismus und der Rolle der
Lewisbase konnte die substratkontrollierte regio- und stereoselektive [2+2]-Ketenzyklisierung
mit dem Uber die Bromsubstituenten desaktivierten Alken von anfanglichen 0% auf 55%
Ausbeute verbessert werden. Die eigentlich geplante Riley-Oxidation an dem Zyklobutanon 5

war nicht moglich. Eine radikalische Oxidation des Zyklobutanons5 mit TBHP und
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Natriumchlorit oder Kupfer(l)oxid bildete selektiv in der substratkontrollierten regioselektiven
One-Pot-Tandem-Oxidation, mit Baeyer-Villiger-Oxidation und allylischer Oxidation,
Salimabromid (1). Die enantioselektive Totalsynthese von Salimabromid wurde mithilfe der
Denmark-Crotylierung und der [2+2]-Ketenzyklisierung in der ldngsten linearen

Reaktionssequenz von 18 Stufen mit 0,66% Ausbeute und einem ee von 95% abgeschlossen.

Bei optischen Untersuchungen des synthetischen und natirlichen Salimabromids wurden
groRere Diskrepanzen zwischen den beiden Proben festgestellt. Eine HPLC-Analyse mit
chiraler Phase enthiillte die hochst unerwartete und duBerst ungewohnliche, annahernd
racemische Zusammensetzung des natirlichen Sekundarmetaboliten, mit seinen vier
Stereozentren, die durch eine Erforschung des biosynthetischen Ursprungs aufgedeckt

werden konnte (siehe Abbildung 8).

synthetisches (+)-Salimabromid natlrliches Salimabromid

er (1:ent-1) = 97.5/2.5 er (1:ent-1) = 52/48

(+)-(1) (-)-(ent-1) (+)(1)

(-)-(ent-1)

RN N N e R R LR R LR s L R R R R LR R

R>
’Eﬂ\"\[\\o Br
(+)-(11S,12R,13R,15S)- (-)-(11R,12S,13S,15R)-
Salimabromid (1) Salimabromid (ent-1)

Abbildung 8: Enantiomerenverhiltnisse aus der HPLC-Analyse vom synthetischem und natiirlichem Salimabromid.
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6. Acyldepsipeptid

Die zweite Verbindungsklasse, mit dem sich diese Arbeit befasst, leitet sich von den
Naturstoffen der Acyldepsipetide (ADEP) ab. Acyldepsipeptide sind Produkte der aeroben
Fermentation von Streptomyces hawaiiensis, "8 die antibiotische Eigenschaften aufweisen.
Die natlirlichen ADEPs 178 bis 185 (siehe Abbildung 9) variieren neben der Substitution von
Prolin mit dem trans-4-Methyl-Prolin (blau) hauptsachlich im Rest R* mit zwei Enopeptinen A

& B (R*=176) und die A54566 Vertreter Faktor A-E (R’ = CyHx) und Faktor H (R = CH,OH).

R HO
; (0]
('\leo ,EW\)J\ H
176
o (0]

\(&o o) OMR'
Enopeptin A (178) (R= Me R'= 176)
o ‘
H

Ox-NHy © wNH Enopeptin B (179) (R=H R'= 176)

i N A54556 Faktor A (180) (R= Me R'= %Xy~ )
N A54556 Faktor B (181) (R=H R'=.%"Xx~)
| A54556 Faktor C (182) (R= Me R'= Me)

A54556 Faktor E (183) (R=H R'= Me)
177 A54556 Faktor D (184) (R= Me R'= Pr)
A54556 Faktor H (185) (R= Me R'= CH,OH)

Abbildung 9: Die natiirlichen ADEPs 178 -185.

Der neuartiger Wirkmechanismus von ADEPs ist die erstmalig entdeckte Aktivierung der
lytischen Kasein-Protease (ClpP)% (siehe Abbildung 10), die durch Stabilisierung der aktiven
ClpP-Konformation®? einen unkontrollierten Proteinabbau, eine Hemmung der Zellteilung
und den anschlieBenden Zelltod verursacht.®°? Dieser Wirkmechanismus kdnnte genutzt
werden, um grampositivel®” 9394 und antibiotikaresistente Mikroben zu bekdmpfen oder bei
der Bekdmpfung von Krebs Anwendung finden.® Natiirliche ADEPs wie Enopeptin A 178 und
B 179 weisen bereits eine niedrige minimale Hemmkonzentration (MHK) mit MHK = 1-16
ug/mL auf, die durch Modifikation der Aminosauren, in dem Fall die Substitution von
N-Methyl-L-Alanin durch Pipecolinsiure (blau)®® und Serin durch L-allo-Threonin (orange)®”),
verbessert wurde (siehe Abbildung 10). Die Einschrankung der Konformationsdynamik tber
die beiden Aminosauren sei nach Sello et al. der Grund fiir die erhéhte Aktivitdt gegeniber
der Kasein-Protease durch die stabilisierte bioaktive Konformation mit Phenylalanin und der

ungesattigen Saure als Pharmakophor.®”! Die Methyl-Gruppen an Prolin, Pipecolinsiure und
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L-allo-Threonin (statt Serin) erhéhen die MHKs um das bis zu 200 fache durch das Fiillen der
hydrophoben Bereiche im Rezeptor und den Einfluss auf die bioaktive Konformation,®8!

entsprechend der Anderung von 184 nach 186.

A54556 Factor D  ClpP(N. meningitidis) N Sb"t‘-

?

X Pr

\(§ X Pr

NH O NH 0] ”
I i |
N
A54556 Faktor D (184) 186

F
MHK= 0.0625-0.5 pg/mL MHK= 0.0019-0.125 pg/mL

o

Abbildung 10: Darstellung und minimale Hemmkonzentration von zwei ADEP-Derivaten und der kristallographischen
Wechselwirkung von 184 mit der ClpP von N. meningitidis.[*°]

Die antibiotischen Eigenschaften der Acyldepsipeptide sind hochst interessant. Die
strukturellen Veranderungen, die durch ADEPs an den aktivierten ClpP zugrunde liegen,
wurden roéntgenkristallographisch an Bacillus subtilis (1- and 10-BsClpP),11% E. coli
(1-EcClpP)1°U und Mycobacterium tuberculosis (11-MtClpP1P2)[%2 yntersucht. Die Analyse
dieser Strukturen zeigte, dass die ADEPs Uber die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Phenylalanin und Alanin mit Tyrosin und Serin in den hydrophoben Leucin- und Isoleucin-
haltigen Taschen zwischen den zwei Untereinheiten (siehe Abbildung 11 in weiR/schwarz und

blau) auf der apikalen Oberfliche der ClpPs koordiniert werden.[0?]

-59-



André Palm Acyldepsipeptid 2023

D26
~
128) ~
) 2
o
190) N\, L114)
Y112 o F82)
0
Os _NH_O% .,
0 N
LK)
N
AP
- HO
L189
OH
/
$60

Y62

Abbildung 11: Supramolekulare Wechselwirkungen zwischen A54556 Faktor A (180) und B. subtilis ClpP.[103]

Die Hydrophobizitat, die aus den unpolaren Aminosauren bestehenden ADEPs resultiert, wird
durch die héheren Aktivitaten fir unpolarere Modifikationen bestatigt. Die aktive ClpP-Form
ist ein Tetradecamer aus zwei Heptameren (ClpP1 und ClpP2) und kann durch die 14
bindenden ADEPs stabilisiert werden kann (siehe Abbildung 12).11% |nfolgedessen
verschieben sich die den proteolytischen Kanal verschlieBenden N-terminalen flexiblen
B-Schleifen nach auRen, begleitet von den Verschiebungen von zwei a-Helices (al und a2),
vier B-Strangen (B1, B2, B3 und B5) und anderen Schleifen, die zur Offnung und VergréRerung
des Kanals fiihren (gelb).[*%? Die im ,,Handle“-Bereich (aE und B9), die dquatoriale Grenzfliche
zwischen dem ClpP1-Heptamer und dem ClpP2-Heptamer, auftretende Veranderung scheint
im Zusammenhang mit der Aktivitat des “triad“ und damit der enzymatischen Aktivitat zu
stehen.[102103] Neyere Réntgenstrukturen zeigen einen unbekannten strukturellen Einfluss des
katalytischen “triad” fiir die Stabilisierung der kompakten Konformation, neben der
Bedeutung fiir die Proteolyse.®® Die Regulierung des Proteinabbauenden Kanals ist durch die
GroRRe und einer bendétigten Protein entfaltenden Adenosintriphosphatase (ATPase) im
Organismus streng geregelt.® Die strukturbeeinflussende Wirkung der 14 ADEPs (lila)
befahigt die aktive ClpP-Form zur Proteolyse gefalteter in der Nahe befindlicher Proteine,
unabhangig von der ATPase. Ein Prozess der sonst nur kurze Peptide durch Diffusion

betrifft.[104
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inaktive ClpP

" Katalytische o katalytische
gebogen  "triad" inaktiv "handle" "triad" aktiv
gerade

Abbildung 12: Model der ClpP mit Strukturbeeinflussung durch die bindenden ADEPs (lila).[103]

Die Interaktionen zwischen ADEPs und den beiden ClpP-Hexameren steht in Konkurrenz mit
der bindenden ATPase, die den aktiven Komplex stabilisieren kann.!*% Bisher konnten keine
Kristallstrukturen des ATPase-ClpP-Komplexes zur Untersuchung dieser erhalten werden. Die
Wechselwirkung von ClpP1 und ClpP2 mit den Acyldepsipeptiden und deren Kristallstrukturen
offnen den Forschungsbereich der lytischen Kasein-Protease. Noch ist ungeklart fiir welche
Anwendung die ADEPs geeignet sind, weil ClpP-Proteasen der Menschen ahnliche
Wechselwirkungen aufweisen konnten. Bei Wechselwirkung von menschlicher
mitochondrialer (Hs)ClpP mit ADEPs wurde bereits eine zytotoxische Wirkung auf Zellen, die
sich Uber die intrinsische, Caspase-abhingige Apoptose manifestierte, beobachtet.®! Zellen
mit hoher mitochondrialer Akitvitat, wie es Krebszellen sind, kdnnten moglicherweise (iber
eine Adaption der ADEP-Derivate und ihrer Anwendung nahezu selektiv der Apoptose

unterworfen werden.
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7. Synthesestrategien zu Acyldepsipeptiden

Eine Synthese der zyklischen Hexapeptide kann Gber eine Fliissigphasen-Synthese sowie eine
Festphasen-Synthese durchgefiihrt werden. Die Festphasen-Synthese hat sich im Bereich der
Peptidsynthese aufgrund der sich wiederholenden Reagenz- bzw. Reaktionssequenzen
durchgesetzt. Die Startverbindung wird kovalent an die Festphase gebunden. Die kovalente
Bindung ist nach Wahl der Festphase inert gegentiber den Amidkupplungsbedingungen und
Amin/Saure-Entschutzungsbedingungen, sodass eine Kettenverlangerung durchgefiihrt
werden kann. Der Vorteil der Festphasen-Synthese ist die leichte und schnelle Aufreinigung
mit geringerem Verlust fiir die Ausbeute nach jedem Schritt, wodurch sehr viel Zeit eingespart
werden kann und die Gesamtausbeute hoher ausfallt. Zudem ist auch die Wiederholung einer
Reaktion bei Unvollstidndigkeit schneller. Eine Abtrennung von aus Nebenreaktionen
gebildeten Produkten ist jedoch nicht moglich. Ein weiterer Nachteil einer Festphasen-
Synthese ist die Notwendigkeit von der orthogonalen Stabilitdt der lediglich temporaren
Anbindung an die Festphase gegeniber den Reaktionsbedingungen. Dies kann die
Reaktionsbedingungen stark einschranken, sodass unter Umstdanden keine groRe Variation an
Reaktionen moglich ist. Neben den eingeschrankten Reaktionsbedingungen ist die
Reaktionskontrolle auf optische Nachweise von der durch die Reaktion betroffene
funktionelle Gruppe beschrankt. Wenn der Nachweis nicht spezifisch gegeniiber der
funktionellen Gruppe ist, in Anbetracht der Festphase und des gebundenen Molekiils, ist eine

Kontrolle nur nach der Abspaltung von der Festphase Uber analytische Methoden méglich.

In der Peptidsynthese kdnnen die Nachteile der Festphasen-Synthese mit einer geringen
Reaktionsvariation, den betroffenen funktionellen Gruppen sowie hoch effizienten
Reaktionen mit geringen Nebenreaktionen groRtenteils Gberwunden werden. Folglich fihren
die Zeiteffizienz und hohere Ausbeuten zum Durchsetzten der Methode in der Peptidsynthese,

aufgrund der oftmals hohen Reaktionszahl.

Die ADEPs sind mit der geringen Aminosdurenanzahl ein Fall, bei dem beide
Synthesevarianten sinnvoll sind. Dementsprechend gibt es Literatur zu beiden Varianten, die

im Folgenden vorgestellt werden.
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Zunichst soll eine Fliissigphasen-Synthese des ADEP-Derivats 191°41%! qufbauend auf den

Ergebnissen der Synthese von Enopeptin B bei Schmidt et al.[*%6107] petrachtet werden.

7.1. Fliissigphasen-Synthese
OH
Q\fo ,~= Verersterung Q\{/
0 H o/ \(g 0
Ugi-Reaktion & Oy NHO ' / 2) Oo
- LN \ ., —— NH y
oo -, O /NHCbZ o) NHCbz
C'J\‘ ) OPac N)S OH
188 BocN
189
QY QY
0]
\'/&O 0] \(&O
c NH O
NHO ° ~NH 4 O “NHCbz
F
F
a) 1. CH,Cl,, HOBt, TBTU, DIPEA, 0 °C — RT, 62% c) 1. MeOH, wassrige HCI,
2. AcOH/H,0 (9:1), Zn, 2 h, RT, 67% H, (1 bar), Pd/C, 92%
2. 3,5-F-N-Boc-Phe-OH, DMF,
b) 1. CH,Cl,, PFPOH, EDC, 0 °C —» RT, 18 h HATU, DIPEA, RT, 87%
IIl. 4 N HCl in Dioxan, 1 h, RT 3. CH,Cly, TFA/H,0 (9:1),
lll. CH,Cl,, H,0, NaHCO3, RT 45 min, RT quant.
62% Uber drei Stufen 4. 2-Hexensaure, DMF,

Schema 49: Fliissigphasen-Synthese nach Hinzen et al. 94,1051,

HATU, DIPEA, 88%

Die Synthese von Hinzen et al. P*'%] peginnt mit der Amidkupplung zwischen dem
Tripeptid 187, welches entweder (iber zwei Amidkupplungen oder eine Ugi-Reaktion
hergestellt werden kann, und dem geschitzten Serin- und Prolin-Ester 188. An dem

erhaltenen, offenkettigen Pentapeptid wurde der Phenacylester reduktiv mit Zink gespalten
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und damit der Zyklisierungsvorlaufer 189 erhalten. Der Schlisselschritt, die
Makrolactamisierung, wurde {ber drei Stufen nach Schmidt et al.!°”! durchgefiihrt. Hierbei
wurde der Pentafluorophenolaktivester gebildet, die ‘Butyloxycarbonyl-Gruppe (Boc) im
Sauren protolytisch zersetzt und in einem wassrigen, basischen Zweiphasen-Gemisch wurde
der Pentafluorophenolaktivester mit dem entschiitzten Amin zyklisiert. Bei dem auf dieser
Weise erhaltenen, geschlossenen Pentapeptid 190 wurde die Benzyloxycarbonyl-Gruppe (Cbz)
heterogen, katalytisch hydriert. Nach der Amidkupplung mit 3,5-Difluoro-N-Boc-phenylalanin
wurde die '‘Butyloxycarbonyl-Gruppe im Sauren gespalten und die letzte Amidkupplung mit
der 2-Hexensaure abgeschlossen. Das ADEP 191 wurde mit 18% Gesamtausbeute Uber die

angegebenen neun Stufen hergestellt.

7.2. Festphasen-Synthese

Nach der Flissigphasen-Synthese wird die Festphasen-Synthese vorgestellt, die zur
Darstellung mehrerer ADEPs Anwendung fand.['°8! Dafiir entwickelte die Arbeitsgruppe von
Batey eine Methode zur Makrolactonisierung mit dem offenkettigen Pentapeptid 192, als
Testsystem fir die Zyklisierung (siehe Schema 50). Die vielversprechendste
Shiina-Makrolactonisierung konnte mit der zusatzlichen Verwendung eines Lanthanoids

weiterentwickelt werden und erhdhte die Ausbeute fiir 193 von 31% auf 91%.[108]

(N\JYO |. Dy(OTf)3 30 mol%, MNBA, Q\fo
DMAP, DIPEA, DCM,
\(&O OH_OH Reflux, 24 h \(KO o
OxNMy O “NHBoc 11 192 iber 20 h O Ny O~ 'NHBoe
\ N (c= 2.0 mM/L) N
|

91% ']‘

192 193

Schema 50: Testsystem 192 fiir die Makrolactonisierung.[108]

Das Dysprosium(lll)triflat katalysierte die Reaktion scheinbar lber die Koordination der

Carbonsdureanhydride 195 und beschleunigt, mit reduzierter Rotation zwischen einer Vielzahl
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an Pseudokonformeren (194, 194°)[1%% der Anhydride und deren Aktivierung beider Carbonyl-
Funktionen, die Veresterung (siehe Abbildung 13). Bei schlechter Umsetzung der

Zyklisierungen wurde das Lanthanoid in stéchiometrischen Verhiltnissen verwendet. 108

oTt
TIO-gj-OTf

Ol |O Ol R‘ é-oll \Ioé-
R)@oé\R' hl R)\o)*o R)“\O)S*\R'

194 194' 195

Abbildung 13: Moglicher Einfluss der Lanthanoide auf die Carbonsdureanhydride.

Nach der Optimierung der Zyklisierungsbedingungen’®! wurde eine modulare
Fluorenylmethoxycarbonyl-  (Fmoc)-Festphasen-Synthese genutzt, um die sechs
Peptidbindungen entlang des N-Terminus (lila) am 2-Chlorotrityl-Harz 196 aufzubauen (siehe
Schema 51). Die so erhaltenen Hexapeptide 197 wurden mit der modifizierten Shiina-
Ringschlussmethode in die korrespondierenden elf ADEP-Derivate 198 mit einer

Gesamtausbeute von 20-46% zyklisiert.[108!

. HATU, HOBt, Aminoséaure,
R DIPEA, NMP
‘. Q II. 20% v/v Piperidin/DMF

pd 8

0 lll. HATU, HOBt, DIPEA,
196 NMP, 2-Hexenséure
IV. 1% viv TFA, 5% viv Pr3SiH

R/

N

[. Dy(OTf)3 100 mol%,

0
R' 0 O MNBA, DMAP, DIPEA,
© 2 g DCM, Reflux, 24 h
N
N

II. 197 Giber 20 h
(c= 2.0 mM/L)

Uber alle Schritte
20-46%

- O
—Z Z
OI
o

T

Schema 51: Von Batey et al. entwickelte ADEP-Derivat-Synthese.[108]

-65 -



André Palm Aufgabenstellung und Zielsetzung 2023

8. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Synthese solcher ADEP-Derivate fiir weitere
Untersuchungen mit den hoch potenten Wirkstoffen. Basierend auf den prasentieren
Synthesen sollte inspiriert von Batey et al.!1% eine modulare Festphasen-Synthese (blau) mit
anschliefender Makrolactamisierung zur Darstellung des ADEP 6 angestrebt werden, die
womoglich bessere Zyklisierungsergebnisse und eine effizientere Darstellung fir mehrere
ADEPs bieten kénnte (siehe Abbildung 14). Die modifizierte Shiina-Ringschlussmethode nach
Batey et al.'%8 sollte aufgrund des vorliegenden sekundiren Alkohols (orange) mit der
Verwendung von L-allo-Threonin vermieden werden. Der Vorteil der Festphasen-Synthese ist,
dass nach der Etablierung der Methode weitere ADEPs, auch im GrammaRstab, in einem

kurzen Zeitraum hergestellt werden kdnnten.
R
(@)

O

\(&O Y\/\/\

(@) NH_ O » NH
O /N W\
Y N

Makrolactamisierung

N F
N
Rl\\\‘
6 R=H R=H F
6a R=H R'=Me
6b R=Me R'=Me

Abbildung 14: ADEP-Syntheseziel.

8.1. Syntheseplan

Die Synthese des ADEP-Derivates 199 soll liber eine Festphasen-Synthese ausgehend vom
Alanin erfolgen. Daraus resultiert die Darstellung des orthogonal geschiitzten Dipeptid 200,
das fiir eine Festphasensynthese pragmatischer ist, als die Veresterung beider Aminosauren
an der Festphase. Als Schlisselschritt und Abschluss der Synthese ist eine
Makrolactamisierung nach Schmidt et al.11%6197 (blau), analog zu der Zyklisierung von 189 nach
Hinzen et al.®*1%! (orange), vorgesehen (siehe Schema 52). Auf diese Weise wird die

modifizierte Shiina-Ringschlussmethode nach Batey etal.[’% (rot) gemieden, die
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ausschlieBlich zur Zyklisierung primarer Alkohole mit der Aminosdure Serin angewendet

wurde.

Menche . _ Batey
Menche \(go PG2 0

”NHPG1
200
0] 2
N OH /
o] o]
o] 0] H
O NHy Oy "NHCbz == Oy NHj + o
OH ,Ejoc Os -,
N o N NHCbz
BocN\> OPac
189 188

Schema 52: Retrosyntheseplane im Vergleich.

Die Synthese des Dipeptids 200 kann durch unterschiedliche Herangehensweisen erzielt
werden. Wichtig flr die Darstellung und die Verwendung in der Festphasen-Synthese ist eine
orthogonale und zweckgebundene Schutzgruppenstrategie in Anbetracht der Festphase der
N-terminalen Schutzgruppe.*1° Eine Fmoc-basierte Festphasen-Synthese erméglicht weitere
orthogonal abspaltbare Schutzgruppen aufgrund der milden und zeitsparenden
Schutzgruppenabspaltung. Eine Schiitzung des primare L-allo-Threonin-Amins entsprechend
der N-terminus Schutzgruppenstrategie, ist die Patentlésung. In diesem Zusammenhang
bietet sich die Verwendung des 2-Chlorotrityl-Harz an, die Abspaltung von dieser
Festphase 201 kann unter leicht sauren durch Hexafluorisopropanol (HFIP)1 (pKs= 9.3) mit

geringer Nukleophiliel*'?) oder stark sauren Bedingungen mit Trifluoressigsdure (TFA)110

-67 -



André Palm Aufgabenstellung und Zielsetzung 2023

(pKs= 0.52)1131  durchgefilhrt werden (siehe Schema 53). Passend zu den
Reaktionsbedingungen ist die Einflihrung der 'Butyloxycarbonyl- (Boc)-Schutzgruppe am
sekunddaren Amin des Prolins ideal, da diese unter leicht sauren Bedingungen bestandig ist
und labil unter den stark sauren Bedingungen. Die beiden Schutzgruppen sind orthogonal
abspaltbar und fiir die geplante Verwendung pragmatisch, weswegen die Synthese von dem

Dipeptid 200a ausgehend von Boc-Prolin-OH (202a) und L-allo-Threonin (8) angestrebt wurde.

\ﬂ/i\huiR 0N

201 200a o
Abspaltung a) HFIP Abspaltung c) Piperidin

b) TFA
ﬂ

Do o

o

N + ) “y
Boc gHz

OH OH
202a 8

Schema 53: Abspaltungs- und Entschiitzungsbedingungen fiir die Syntheseplanung.

Aufbauend auf der Schutzgruppenstrategie der Amine und der Labilitat der Fmoc-Gruppe,
kann die Synthese des Dipeptids 200a durch zwei Synthesestrategien theoretisch dargestellt
werden. Die erste Herangehensweise ist die Veresterung in Anwesenheit der freien
L-allo-Threonin-Carbonsadure 203 mit dem Boc-geschiitzten Prolin 202a (siehe Schema 54). Die
Veresterung von L-allo-Threonin mit der nicht geschiitzten Carbonsdure 203 wirde eine
schnelle und unkomplizierte Synthese des Dipeptids 200a ermoglichen. In der Literatur finden
sich einige Beispiele fiir im sauren Milieu durchgefiihrte Veresterungen mit einem
Carbonsiurehalogenid und dem ungeschiitzten Threonin.[*'* Die zweite Darstellung beruht
auf der Ent- und Umschitzung des L-allo-Threonins der Verbindung 205 nach der Veresterung.
Eine kostenglinstigere Darstellung von 205 kénnte lber eine Veresterung unter Inversion der

Konfiguration, ausgehend von Threonin, tiber 206 erreicht werden. Die bekannte Bildung von
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Aziridin- oder Oxazolinpeptide unter Mitsunobu-Bedingungen fiir Threonin, %! sollten fiir die
Realisierung einer Substitutionsreaktion gemieden werden. Wegen der Labilitat der Fmoc-
Schutzgruppe sollte diese fir langere Synthesen mit unbekannt Bedingungen und
saulenchromatischen Aufreinigungen ersetzt werden. Der Weg Uber die geschiitzten
Verbindungen 204 und 205 reduziert inter- und intramolekulare Interaktionen und sollte tGber
eine geeignete Schutzgruppenstrategie und den damit verbundenen zusatzlichen Reaktionen

realisierbar sein.

HO
o)
(Nj\fo + o J. (. Veresterung N
Boc ‘NHPG; Boc

202a 203

HO \
<Ni1\T§o Ent- und :
* 0 K Umschitzung !
Boc NHPG,  Veresterung
OH OPG, 3
202a 204 N 0
| Boc
HO ‘\\\\ I)____‘» (@)
(0] + O . SN2 /,'/ 0] >
(EEY \\‘J ‘NHPG; ----------~ NHPG;

OH OPG,
202a 205 206

Schema 54: Zwei Synthesestrategien zur Darstellung von 200a.
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9. Ergebnisse und Diskussion
9.1. Dipeptid-Synthese

9.1.1. Veresterung unter Inversion

Da L-allo-Threonin deutlich teurer als das natirliche L-Threonin ist, sollte eine Veresterung
unter Inversion der Konfiguration zunachst in Betracht gezogen werden. Die Mitsunobu-
Reaktion%®! jst eine solche Sn2-Reaktion, die tiber den nukleophilen Angriff der Carbonséiure

auf den aktivierten Alkohol stattfindet.

Zu Beginn reagiert die Azo-Verbindung, in diesem Fall Diisopropylazo-dicarboxylat (207)
(DIAD), mit Tributyl- oder Triphenylphosphan und einer anschlieBenden Deprotonierung eines
Alkohols oder Sdure zu 208 (siehe Schema 55). Durch Reaktion mit einem Alkohol wird, unter
Bildung der Schlisselverbindung, dem Oxyphosphonium-lon 209, Hydrazodicarboxylat
freigesetzt. Durch einen nukleophilen Angriff der deprotonierten Carbonsdure auf das
Intermediat 209 wird das Phosphanoxid und der Ester 210 gebildet.[*'”] Die Reihenfolge der

Zugaben hat Einfluss auf den Erfolg fiir manche Reaktionen. 18]

+ HOR
o on A/S y o
YOTN\\NJLOL PR YOTN\NLCA
-0 |
o ORuss O ‘PR,
207 208
- Hydrazodi-
* HORAJ carboxylat
+ RgCO,H
RsCOzRA R3+P_ORA
- OPRj3

210 209

Ra= Alkoholrest

Rs= Carbonséaurerest

Schema 55: Vereinfachter Mechanismus der Mitsunobu-Reaktion.
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a) |. PR3, DIAD, Boc-Pro-OH,

HO_ .» trockenes Toluol/THF (2:3),
0 °C, 30 min
"’NHPG1 II. RT, 24 h ,
OPG,

b) I. PR3, DIAD, trockenes

205 Toluol/THF (2:3), 0 °C, 30 min
II. 205, 0 °C — RT, 40 min

Ill. Boc-Pro-OH, RT, 20 h

NHPG;
OPG,
211
Schema 56: Reaktionsbedingungen der Mitsunobu-Reaktion.
Tabelle 6: Variierung der Mitsunobu-Reaktion zur Minimierung sterischer Effekte.
Ansatz- Methode PG: PG; R Ergebnis
nummer
1 a) Cbz Bn Ph 205b (77%) + 211b NI
2 a) Cbz Bn "Bu 205b (70%) + 211b NI
3 a) Cbz  All Ph 205a (67%) + 211a (24%)
4 b) Cbz All "Bu 205a (63%) + 211a (22%)
5 b) Alloc All "Bu 205c (61%) + 211c NI

Die Anwendung der Mitsunobu-Reaktion zur Inversion der Konfiguration konnte nicht
realisiert werden (siehe Schema 56). Zwar wurde die Bildung des Oxophosphonium-lon 210
mit der Anderung der Schutzgruppen und dem Phosphan beeinflusst (siehe Tabelle 6; 1 — 5),
jedoch hatte dies lediglich Einfluss auf die Eliminierung der Hydroxy-Funktion zum
Eliminierungsprodukt 211, ohne die Bildung der Aziridin- oder Oxazolin-Produkte. Eine
intermolekulare Reaktion von 205 mit Boc-Pro-OH 202a zur Bildung des Produktes 206 konnte,

trotz der Minimierung der sterischen Effekte, nicht festgestellt werden.

Eine Inversion der Konfiguration sollte noch (iber eine alternative Aktivierung des Alkohols
versucht werden. Daflir wurde die Bildung des entsprechenden Mesylats, des Tosylats und
des Triflats Gberpriift.?®3% Das Mesylat 212a konnte zwar hergestellt und isoliert werden,

aber eine direkt Verwendung der eliminierenden Sulfonate 212 erwies sich als sinnvoller
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(siehe Schema 57). Zu den Sulfonaten 212 wurde das Kalium-Salz 213 des Boc-geschiitzten
Prolins 202a gegeben. Das gebildete Salz213 sollte Uber eine nukleophile
Subtitutionsreaktion[?®3% mit 212 den Ester 206a bilden. Entsprechend der Mitsunobu-
Reaktion wurde groRltenteils nur das Edukt beobachtet und das die starker aktivierten
Sulfonate lediglich schneller und mehr des verworfenen Eliminierungsproduktes 211a
bildeten. Mit diesem Ergebnis wurden die Versuche zur Inversion der Konfiguration Gber eine

Veresterung beendet.

R
|. DIPEA, DCM &
, , 0=S=0
HO_.» 0 °C, 10 min o
o Il. CISO,4R, 0 °C
“/NHCbz Il.0°C > RT, 2h o) )
OAll T NHCbz
205a
212 IV. DMF,
RT,
20 h
K,CO3, DMF,
N O RT, 30 min N O
B B BE—
°¢ OH °¢ ok
202a 213
o}
(Nj\’// v
Boc
o}
e NHCbz
= e
Re Tol OAIl OAIl
R= CF, 206a 211a

Schema 57: Bildung des Sulfonat 212a-c und die anschlieBende Substitutionsreaktion.

9.1.2. Direkte Veresterung

Eine weitere elegante Losung fiir die Darstellung des Dipeptid 200 ist eine direkte Veresterung
der einfachgeschitzten Aminosduren 202 und 203. Basierend auf verschieden Methoden zur
Darstellung und Umsetzung von Carbonsdurehalogeniden sowie mit verschiedenen
Durchfiihrungen zur Steglich-Veresterung sollte die folgende Reaktion lberprift werden.
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a) SOCl,, 80 °C, 2.5 h
b) C,0,Cly, RT, 2.5 h
C12) C20,Cly, DMF, -20/40 °C, 1 h

0 (@)
N N
PG, 5 d) TFFH,DCM,RT, 3h PGy »
202 e) CDI, AlIBr, CHCI3, RT, 1.5 h 214
| )
HO f) Add, DCM, RT, 18 h (N\J\’//
g)RT, 1h;75°C,3h PGz ¢
ON“NHPG, o. .
OH “NHPG;
203 OH
200
Schema 58: Aktivierung der Carbonsdure und Veresterung.
Tabelle 7: Reaktionsbedingungen der Aktivierung und Veresterung.
Ansatz- Aktivierungs- Veresterungs- .. .
X PG PG . Ergeb
nummer reagenz (ag.) additiv (Add) ! 2(4q.) reeonis
1 Cl a) SOCl, (>20) f) NEts Cbz Boc (1.5) —
2 Cl a) SOCl, (>20) f) DMAP Cbz Boc (1.5) -
3 Cl b) C,0,Cl; (>20) f) NEts Cbz Boc (1.5) —
4 Cl a) SOCl, (>200) f) TFA H Alloc (10) —

o c1) DMF (3.5),
5 \=N*cr f) Pyridin Fmoc Boc (1.0) -
\ C,0,Cl; (1.1)

wnn

o ,  c)DMF(3.5)
6 \=nN*cr f) Pyridin Fmoc Boc (1.0) -
\ C,0:Cl, (1.1)

wnn

7 F d) TEFH (10) f) NEts Cbz Boc (5.0) -
8 F d) TFFH (20) f) Pyridin Fmoc Alloc (10)  Spuren?®
Br e) CDI (1.0),
9 eNTINA g)— Cbz Boc (1.0) —
— AllyIBr (4.0)

Die Umsetzung der Veresterung mit der freien Carboxygruppe des L-allo-Threonin 203 wurde

mit dem Sadurechlorid, dem Saurefluorid, dem Ester mit dem Vilsmeier-Haack-Reagenz und

2 Nachweis GUber NMR.
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dem Allyl-substituierten Acylimidazol untersucht (siehe Schema 58 und Tabelle 7). Nach der
Bildung des Saurechlorids 214 (1-2) mit Thionylchlorid®! oder (3) Oxalylchlorid*?! reagierte
dieses nicht unter basischen Bedingungen weiter. Die Bedingungen von Previero et al.'*¥ sind
hierbei (1-3) nicht anwendbar, da die ‘Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe labil gegentiber der
Verwendung von Trifluoressigsaure ist. Mit der sadurestabileren Allyloxycarbonyl-Gruppe (4)
konnte die Veresterung des Carbonsaurechlorids in Trifluoressigsdure nach Previero et a/.[*14
Uberprift werden. Auch unter diesen Bedingungen fand keine Reaktion statt. Neben der
N,N-Dimethylformamid katalysierten Bildung des Saurechlorids ist es bei tieferen
Temperaturen moglich eine Veresterung iber den Ester mit dem Vilsmeier-Haack-Reagenz
durchzufiihren. Dementsprechend wurde versucht mit den Bedingungen von Stadler et al.*?!]
(5) und einer modifizierten Variante bei —40 °C (6) das Dipeptid 200 herzustellen. Ein weiteres
Carbonsadurehalogenid ist das Saurefluorid, dieses ist im Vergleich zum S&urechlorid stabiler
gegeniiber einer Hydrolyse,'??! sterisch weniger anspruchsvoll und besitzt anndhrend die
gleiche Reaktivitdt in Veresterungen(*?3! und Amidkupplungen.l?412% Diese Eigenschaften
verbessern die Umsetzung auf Kosten von einer schwierigeren Einfihrung der Funktion. Die
tButyloxycarbonyl-Schutzgruppe ist nicht vollstdndig stabil gegeniber Nukleophilen. Eine
Einfihrung des Saurefluorids mit TFFH!2%! statt mit dem dafiir geeignetem Cyanurfluorid (7)
generierte einen Bruchteil der fiinf Aquivalenten von 214. Der Einsatz der stabileren
Allyloxycarbonyl-Gruppe (8) |6ste dieses Problem und mit mehr Aquivalenten war die Bildung
des Produktes in Spuren moglich. In der Reaktion mit dem in-situ gebildeten Acylimidazol!?]
(9) konnte kein besseres Ergebnis zur direkten Darstellung des Dipeptids erzielt werden. Die
ungeschiitzte Carboxy-Funktion scheint moglicherweise (ber die intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindung einen starken Einfluss auf die Reaktivitdt der Hydroxy-Funktion
des Threonins bezlglich einer Veresterung zu haben, sodass diese Reaktion fast nicht

stattfindet.

Um dieses Reaktionsverhalten zu bestitigen, wurden einige Steglich-Veresterungen!*28 mit
dem katalytischen Acylgruppen-Ubertrager 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) durchgefiihrt.
Die Aktivierung der Carbonsaure 215 erfolgt in-situ Gber das Carbodiimide, welches nukleophil
von der deprotonierten Sdure 216 an einer C=N-Doppelbindung zu 217 addiert und

anschlieBend protoniert wird (siehe Schema 59). Der O-Acylisoharnstoff 218 reagiert mit
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4-Dimethylaminopyridin zu einem reaktiven N-Acylpridiniumion 219 unter Freisetzung des
Dicyclohexylharnstoffs. Die Reaktion von dem Alkohol mit dem N-Acylpridiniumion 219 unter
Deprotonierung zum Ester 220 ist wesentlich schneller als mit dem O-Acylisoharnstoff 218.
DMAP katalysiert die Reaktion und verringert die Bildung des N-Acylurea-Nebenproduktes,
welches aus einer 1,3-Umlagerung des hochreaktiven O-Acylisoharnstoff 218 sonst vermehrt

entsteht.['?% Dje Steglich-Veresterung ist ohne den quantitativen Einsatz einer Base moglich.

Q + DMAP o N o N
X - N - A

R® 'OH .pmAPH* R™ O Cy_@ R” "O7SN
215 216 017 CY

+ DMAPH l_DMAP
_ _ +H
R__O R_O
\ pr—
——F T c
Q + HOR' NY N3 FARRN /N\o N
Aor “mar | [ ~— 1 |
R” "OR' -DMAP ¢ — -DCU R” 07 "NH
220 -H' cll ¢
y
BEAN N 218
219 219"

Schema 59: Mechanismus der Steglich-Veresterung.[129]

Die Steglich-Veresterung wurde in unterschiedlichen Variationen mit verschiedenen
Modifikationen durchgefiihrt (siehe Schema 60 und Tabelle 8). Neben der gangigen
Anwendung der Eintopfreaktion (1) und mit hohen Aquivalenten der Siure (2), wurde der

reaktive N-Acylpridiniumion mit dem Boc-Pro-OH (202a) auch vorgebildet (3-4).

a) Boc-Pro-OH, DCC, DMAP,
DCM, RT, 20 h
HO b) I. Boc-Pro-OH, DCC, DMAP,
DCM, RT, 1h

II. 203, RT, 20 h
NHPG; .

OH c) |. Boc-Pro-OH, DCC, DMAP,
Pyridin, DCM, RT, 1 h
203 Il. 203, RT, 20 h

Schema 60: Variation der Steglich-Veresterung.
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Tabelle 8: Steglich-Veresterung mit ungeschiitzter Carboxy-Funktion am r-allo-Threonin.

Ansatz- . Kupplungsreagenz und . .. .
nummer Methode Verbindung PG, Additiv (3q.) Saure (3g.) Ergebnis
1 a) 203a Cbz DCC(1.1), DMAP(0.1)  202a(1.2) -

2 a) 203b Alloc  DCC (2.0), DMAP (0.2)  202a (10.0) -

3 b) 203c Fmoc DCC (1.3), DMAP (0.8)  202a (1.4) -

DCC (1.1), DMAP (0.1),
4 c) 203a Cbz 202a (2.2) -
Pyridin (2.2)

Trotz der Variation und der erhéhten Mengen des Boc-geschiitzten Prolins 202a konnte das
Veresterungsprodukt 221 in keiner der untersuchten Bedingungen (iber NMR-Analyse
nachgewiesen werden. Das zuvor beobachtete Reaktionsverhalten mit den Saurehalogeniden
war erneut aufzufinden. Die Interaktion der freien Sdure des Threonins scheint eine
Veresterung zu verhindern. Eine Veresterung mit ungeschiitzter Carboxy-Funktion wurde

ausgeschlossen und die Strategie der Schutzgruppenanderung nach der Veresterung verfolgt.

9.1.3. Schutzgruppenidnderung nach der Veresterung

Die Fmoc-Schutzgruppe ist im basischen Milieu nicht stabil®3® und wird wegen der
saulenchromatischen Aufreinigung fiir die ersten Schritte der Synthesesequenz durch die
Allyloxycarbonyl- (Alloc)-Schutzgruppe ersetzt. Die Alloc-Gruppe ist eine orthogonal
entschiitzbare Alternative, die eine schnelle und effektive Abspaltung, oder auch
Umschitzung, ermoglicht. Basierend auf der Wahl der Schutzgruppe fiir die Amin-Funktion
sollte die Carboxy-Funktion mit einer Allyl-Gruppe geschiitzt werden. Uber eine globale
Abspaltungsmethode sollte die Anzahl der Syntheseschritte fiir das Dipeptid geringgehalten
werden. Fir diese Herangehensweise gab es noch die Kombinationsoptionen der
Benzyloxycarbonyl-Gruppe (Cbz) und Benzyl-Gruppe, die nicht orthogonal zur
Fmoc-Schutzgruppe abgespalten werden kénnen und die 2-(Trimethylsilyl)ethoxycarbonyl-
Gruppe (Teoc) und B-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl-Gruppe (SEM). Die Teoc- und SEM-Gruppe
sind Uber Fluoridion orthogonal entschiitzbar, aber im Vergleich zur Alloc- und Allyl-Gruppe
meistens zeitaufwendiger in der Abspaltung, sterisch anspruchsvoller und die fir die

Installation der Schutzgruppe bendétigten Reagenzien sind teurer.
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I. Na,COj3, DMF/H,0 (2:1), Boc-Pro-OH,
HO RT, 30 min HO DMAP, DCC, B

. I AllylBr, DM, RT, 18h DCM, RT, 24h -°°
“’NHAlloc 77% - “"NHAlloc 94%
OH OAIl NHAIIOC

203b 204a OAll
‘ 206b
AllocCl, Na,COs, Pd(PPhs),, PhSiHs,
H,O/THF (2:1), Si0,, DCM, RT, 20 h
RT, 44 1. AllocCl, Na,COs, 78%
90% H,O/THF (2:1), RT, 4 d
2. 1. Na,CO3, DMF/H,0 (2:1),
HO RT, 30 min
IL. AllylBr, DMF, RT, 18 h
0 ., Uber 2 Schritte 75%
‘NH,
OH
8

Schema 61: Synthese zur Strategie der Schutzgruppenanderung nach der Veresterung.

Die Einfihrung der Alloc-Gruppe zur Schitzung der Amin-Funktion von
L-allo-Threonin (8)*311321 war nach vier Tagen vollstindig. Eine Beschleunigung der Reaktion
mit 60°C und 24 Stunden Reaktionszeit flhrte neben dem Zeitgewinn zu einem
Ausbeutenverlust von circa 20%. Das doppelgeschiitzte Produkt 204a wurde in zwei Schritten
hergestellt. Wenn die Installation der Alloc-Schutzgruppe mit dquimolaren Mengen Uber vier
Tage durchgefiihrt wurde, lieferte die Einfiihrung der Allyl-Gruppe33] mit dem Rohprodukt
um 6% bessere Ausbeuten als die zwei Schritte mit dem isolierten Alloc-L-allo-Threonin (203b).
Die Steglich-Veresterung funktionierte mit dem Amin- und Carboxy-geschitzten Alkohol 204a
hervorragend. Die anschlieBende Abspaltung der Allyl-basierten Schutzgruppen von 206b
konnte nach einigen Schwierigkeiten mit guter Ausbeute realisiert werden. So wurde statt
Kaliumcarbonat in Methanol®* Phenylsilan3>! verwendet und die vollstindige
Allylsubstitution erst mit der Zugabe von Kieselgel, als Desilylierungsreagenz, erreicht. Uber

vier Schritte mit einer Ausbeute von 55% konnte 222 hergestellt werden.

Nun sollte die Amin-Funktion des L-allo-Threonins von 222 wieder geschiitzt werden, um das

Dipeptid 221 zu erhalten.
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a) Carbonat/Chlorformiat,
Na,COs, H,O/THF (1:1),

RT, At

7

b) Carbonat/Chlorformiat,

NEt;, DCM, RT, At

Schema 62: Installation der Schutzgruppen zur Darstellung des Dipeptids 221.

Die erneute Schiitzung der Amin-Funktion!®! von 222 war nicht méoglich (siehe Schema 62 und

Tabelle 9), weder die Einfihrung liber das Chlorformiat, der Fmoc- noch der Alloc-Gruppe (1-4)

konnte erzielt werden. Auch die Verwendung von N-(Fluorenyl-9-methoxycarbonyloxy)-

succinimid (FmocOSu) zeigte keine Verdanderung und das Edukt konnte vollstandig reisoliert

werden (5-6). Die Azidomethyloxycarbonyl- (Azoc)-Gruppe ist eine weitere orthogonale

Schutzgruppe, die mit Triphenylphosphan schnell abgespalten werden kann und Anwendung

in Festphasensynthesen findet.[*3¢! Das wasserlabile Chloromethylchloroformiat, welches fiir

die Herstellung des Zwischenproduktes zur Darstellung der Azoc-Gruppe eingefiihrt werden

sollte, reagierte unter den Bedingungen nach Winssinger et al.1*3% (7) nicht. Die Verwendung

von Pyridin statt Triethylamin (8) sollte eine mogliche Reaktion der Carboxylgruppe mit dem

Alkylchlorid vermeiden. Trotz der Minimierung der Nebenreaktion wurde 221 nicht gebildet.

Tabelle 9: Versuche zur Installation der Schutzgruppe zur Darstellung des Dipeptids 221.

Ansatz- Methode
nummer
1 a)
2 a)
3 b)
4 b)
5 a)
6 b)
7 b)
b) Pyridin
8
statt NEts

Carbonat/
Chloroformiat
FmocCl

AllocCl

FmocCl

AllocClI
FmocOSu
FmocOSu

CCIO,CHCI

CCIO,CHCI

Zeit

4d
4d
24 h
4d
4d
24 h

30 min

4d

PG:

Fmoc
Alloc
Fmoc
Alloc
Fmoc
Fmoc

~CO,CH,)CI

~CO,CH,)ClI

Beobachtung

kein Umsatz
kein Umsatz
kein Umsatz
kein Umsatz
kein Umsatz
kein Umsatz

Zersetzung

kein Umsatz
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Nach den gescheiterten Versuchen zur Einflihrung einer Amin-Schutzgruppe wurde noch die

Umschiitzung der Alloc-Gruppe von 206b zur Darstellung von 221 untersucht.

a) Pd(PPh3)4, PhSiH3, SiO,,
N (0] FmocOSu/CCIO,CH,CI,
Boc DCM, RT, 20 h

~ >

., b) Pd(PPhg)s, PhSiH3,
NHAlloc~ ccl0,CH,CI, DCM,

OAIl RT, 20 h
206b
a)lb)
0
Boc SiO, Boc
0 o)
0
, _SiH,Ph .
© Wq/u\o M2 © NH,
oH M OH
221a 222

Schema 63: Darstellung von 221 {iber die Umschiitzung von 206b.

Eine solche Umschiitzung mit FmocOSu oder Chloromethylchloroformiat war nicht in der
Anwesenheit des Palladium/Phenylsilan-Systems realisierbar (siehe Schema 63). Die
Abspaltung des Allyl-Restes fand unter Addition des Phenylsilans an der Amin-Funktion unter
Bildung von 221a statt. Eine Desilylierung erfolgt normalerweise durch wassrige
Bedingungen, '3 bei Verbindung 221a sind jedoch wissrige Bedingungen und die aktivierten
Formiate unzureichend fiir eine Umsetzung. Dementsprechend wurden lediglich die
Abspaltungsreaktionen der Allylgruppen und die Darstellung von 222, wie zuvor, Uber die

Wechselwirkung mit Kieselgel realisiert. Die geplante Umschitzung fand nicht statt.

Die Problematik der Einflihrung der Schutzgruppe nach der Veresterung fiihrte zu der
Entscheidung, dass die Synthese des Fmoc-geschiitzten Dipeptids 200a nur liber die Synthese
mit der Einflhrung der Schutzgruppe zu Beginn moglich, aber zu dem Zeitpunkt der Arbeiten
nicht erstrebenswert war. Fir die Synthese des Dipeptids sind drei orthogonal abspaltbare

Schutzgruppen notwendig, sodass nach der Veresterung die Carboxy-Funktion selektiv

-79 -



André Palm Ergebnisse und Diskussion 2023

entschiitzt werden kann. Hierfiir wurde die zuvor erwdahnte SEM-Gruppe in Betracht gezogen

unter der Weiterverwendung von der Boc- und Alloc-Gruppe.

I. NEt;, DCM, RT,
30 min Boc-Pro-OH,
HO Il. SEMCI, 0 °C —» HO DMAP, DCC,
0 ., RT, 20 h 1) ., DCM, RT, 24 h
‘NHAlloc > ‘NHAIlloc >
80% quant.
OH OSEM
203b 204b

Schema 64: Darstellung des Entschiitzungsvorldufer 206c.

Beide Esterbildungen (siehe Schema 64), die selektive SEM-Schiitzung zur Herstellung des
doppelgeschiitzten L-allo-Threonin 204b und die Steglich-Veresterung zur Verbindung 206c,
konnten effizient realisiert werden. Zum Abschluss der Dipeptid-Synthese fehlt die selektive
Esterspaltung der Carboxy-Funktion des L-allo-Threonins unter Erhalt der nukleophil und

Lewissduren labilen Boc-Gruppe an der Amin-Funktion des Prolins.

a) CsF, DMF, RT, 20 h
N o) b) Hf(OTf)4, MeOH, RT, 18 h N o)
Boc ¢) MgBr,, Et,O/MeNO,, Boc

(0] RT, 18 h 0]
., i ° .,
‘NHAlloc ) CBra, ProH, 90°C, 3h ‘NHAlloc
OSEM OH
206¢ 9
Schema 65: Abspaltung der SEM-Schutzgruppe zur Darstellung des Dipeptids 9.
Tabelle 10: Methoden zur selektiven Spaltung der SEM-geschiitzten Carboxyl-Funktion.
Ansatz- Methode  Reaktant/Katalysator Anwendungsbereich Ergebnis
nummer
1 a) Caesiumfluorid Silyl-Gruppen —
2 b) Hafnium(IV)triflat Silyl-Gruppen 30%
3 c) Magnesium(ll)bromid SEM-Gruppe 16%
4 d) Tetrabromkohlenstoff MOM- & MEM-Gruppe 72%
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Die Entschitzung der SEM-Gruppe kann Ublicherweise mit einer Fluoridionenquelle zur
Abspaltung der Trimethylsilyl-Gruppe erfolgen,*37:138] doch der Versuch mit dem milderen
Caesiumfluorid (1) gegeniber Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF), fiihrte nicht zum
gewdlinschten Ergebnis (siehe Schema 65 und Tabelle 10). Neben den Fluoridionenquellen sind
auch Lewissduren gangige Alternativen, gegeniliber denen die SEM-Gruppe labil ist. Die
katalytische Verwendung von Hafnium(IV)triflat in Methanol erméglichte eine chemoselektive,
differenzierte Desilylierung verschiedener Silyl-Gruppen, basierend auf der Stabilitat, in
Abhingigkeit der Katalysatormenge.l'3®) Uber diese Methode (2) wurde erstmalig das
Dipeptid 9 hergestellt, jedoch ist eine Ausbeute von lediglich 30% fir die Abspaltung einer
Schutzgruppe kein akzeptables Ergebnis. Die Methoden zur Abspaltung der SEM-Gruppe tber
eine Desilylierung waren erniichternd, weswegen eine modifizierte Variante mit
Magnesium(ll)bromid (3), welche zur selektiven Abspaltung der SEM-Gruppe verwendet
wird,14% gngewandt wurde. Diese fiihrte zu keiner Verbesserung der Ausbeute im Vergleich
zu (2) mit Hafnium(IV)triflat. Die Analogie der SEM-Gruppe zur B-Methoxyethoxy-
methylether-Gruppe (MEM) sollte in einem weiteren Versuch genutzt werden, um ein
besseres Ergebnis zu erzielen. Zur selektiven Esterspaltung von MOM- und MEM-Gruppen
kann Tetrabromkohlenstoff als milde Lewissidure verwendet werden.!**! Diese Methode (4)
konnte auf die komplizierte SEM-Esterspaltung angewendet werden und generierte im
Vergleich zu den hier getesteten Methoden eine hervorragende Ausbeute von 72% fir das
Dipeptid 9. Dies konnte Uber eine Differenzierung der vier Esterfunktionen mit der ebenfalls
Lewissduren labilen Boc-Gruppe geschafft werden und lieferte das Dipeptid 9 mit einer

Gesamtausbeute von 52% Uber vier Schritte.

Vor dem Beginn der Festphasensynthese sollten die Abspaltungsbedingungen fir die
Alloc-Schutzgruppe lberprift werden, um verlassliche und anwendbare Methoden zu haben.
In diesem Zusammenhang sollte eine Alloc-Esterspaltung der Verbindungen 230 und 9
untersucht werden. Die Allyl/Alloc-Abspaltung mit Palladium(0) und Phenylsilan verlauft Gber
eine Silyl-Spezies, die unter wissrigen Bedingungen hydrolysiert wird.[3>] Diese aktivierte,
elektrophile Spezies kann fiir eine direkte Amidkupplung genutzt werden. Dies ist auch mit
der Verwendung von Tributylzinnhydrid,[*4?} statt Phenylsilan, moglich und soll in diesem

Zusammenhang auch untersucht werden.

-81 -



André Palm

Ergebnisse und Diskussion

2023

OR

“’NHAlloc

206c R=SEM
9 R=H

a) Pd(PPhj),, PhSiH3, DCM, RT, 1 h

@)
b) I. Fmoc-Ala-OH, DCC, HOBt, DCM, RT, 2 h (E?c\’&

II. Pd(PPh3),, PhSiH3, DCM, RT, 1.5 h

c) . Fmoc-Ala-OH, DCC, HOBt, DCM, RT, 2 h
II. Pd(PPh3)s, BusSnH, DCM, RT, 1.5 h

d) I, H,O, MeCN, 60 °C, 18 h

Schema 66: Alloc-Abspaltungs- und Amidkupplungstestbedingungen.

Die Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe mit der SEM-geschiitzten Carboxyl-Gruppe 206¢

funktionierte verlasslich (1), ohne die notwendige Zugabe von Kieselgel (siehe Schema 61,

Seite - 77 -), wahrend die Methode a) bei 9 (2) auch mit Additiv ergebnislos blieb (siehe

Schema 66 und Tabelle 11). Die Anwendbarkeit der direkten Amidkupplung von 206c und

Fmoc-Ala-OH zu 223b wurde mit 70% Ausbeute aufgezeigt (3), jedoch ist dies nicht mit der

ungeschiitzten Carboxyl-Gruppe von 9 anwendbar (4-5). Die Alloc-Abspaltung von 9 konnte

unter der Verwendung von lod und Wasser in Acetonitrill**3l mit 70% Ausbeute auch zum

Erfolg gebracht werden (6).

Tabelle 11: Alloc-Abspaltungs- und Amidkupplungsmethoden.

Ansatz- Methode

nummer
1

2
3
4
5
6

a)
a)
b)
b)
c)

d)

Edukt

206¢
9
206¢

R

SEM
H
SEM

™Y
H
H
-O-Ala-Fmoc
-O-Ala-Fmoc
-O-Ala-Fmoc
H

Ergebnis

223a 100% Umsatz; NI
222 -

223b 70%

223c¢ -

223c¢ -

222 70%

Die erfolgreichen Palladium(0)-Methoden sollten fiir eine Verwendung wahrend der

Festphasensynthese anwendbar sein. Die lod-basierte Methode ist eine optionale Alternative,

wenn die

koordinativen

Abspaltungsmethoden

scheitern.

Die Anwendbarkeit in

Zusammenhang mit der Festphase ist nicht bekannt, weswegen die Methode weitestgehend

gemieden werden soll.
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9.2. Festphasen-Synthese und Zyklisierung

Die Darstellung des Dipeptids 9 und die Uberpriifung der Abspaltung der Schutzgruppen,
bildeten die Grundlage fir die Durchfliihrung der Festphasen-Synthese. Mit Abschluss dieser

Arbeiten konnte die Synthese des Hexapeptids angestrebt werden.

Boc ?/>
(0] @\O OY\N
o & S TN
O ON“NHAlloc \(&O 2 e
0 9 OH o) ,

NH,. O ' NH
0—4 .. - (0] N °
N, F
Q cl NH a) Fmoc-Pipecolinsiure-OH N
b); a) Fmoc-Pro-OH
11 b); a) 9

c) Pd(PPh3),, PhSiH3 224 F
a) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH
b); a) (E)-Hept-2-enséure Abspaltung

| d)

\

®)
, O ” o
O N © “N «NH Markolac- O N
N H F tamisierung N H F
N -€ - - - - - - - - - - - - N
6

a) HATU, HOB, (Amino)séaure, DIPEA, DMF
b) 20% Piperidin/DMF

dq) 1-2% TFA/DCM

d,) 20% HFIP/DCM

Schema 67: Geplante Synthese zur Darstellung des ADEP-Derivates 6.

Die Festphasen-Synthese wird mit dem vorgeladenem Alanin-2-chlortrityl-Harz (11) zur
Darstellung der Hexapeptide 16 und 17 angestrebt (siehe Schema 67), die fir eine
Markolactamisierung zum ADEP 6 verwendet werden sollen. Die

Standardkupplungsbedingungen (HATU, HOBt, DIPEA und Aminosdure in DMF) sollen
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zusammen mit den Entschitzungsbedingungen (Piperidin in DMF) fur die Fmoc-
Schutzgruppen und (Palladium(0) und Phenylsilan) fiir eine Alloc-Schutzgruppe zur
Herstellung des an der Festphase gebundenen Zyklisierungsvorldaufer 224 dienen. Die
Abspaltung von der Festphase soll Gber die Bedingungen d;) das Boc-geschiitzte offene
Hexapeptid 16 bilden. Unter der Verwendung der Bedingungen di) soll das ungeschiitzte
offene Hexapeptid 17 entstehen. Der Abschluss der Synthese soll ({ber die

Markolactamisierung von 16/17 zum ADEP-Derivat 6 erreicht werden.

Zur Nachverfolgung der Synthese an der Festphase gibt es Reagenzlosungen, die zum
Nachweis von primiaren oder sekundiren Aminen verwendet werden.[*** Uber den Kaiser-
Test konnen primdre Amine hervorragend nachgewiesen werden, wahrend bei der
Uberpriifung von sekundidren Aminen ein zusatzlicher Chloranil-Test Sicherheit gibt.[4]
Mithilfe der Tests konnen die Kupplungsreaktionen und Entschiitzungsreaktionen auf
Vollstandigkeit der Reaktion tiberpriift werden. Uber den relativen Nachweis hinaus, der An-
oder Abwesenheit von primdren oder sekundaren Aminen, konnen NMR-Analysen und

Massenspektrometrie der Zwischenstufen aufschlussreicher sein.

Aufgrund der geringen Anzahl an Aminosauren in der Zielverbindung wurden die
Zwischenstufen hergestellt und Glber NMR-Analyse und Massenspektrometrie analysiert. Die
Ergebnisse dieser Analysen sind hilfreich fiir die Bestatigung der Herstellung der
Zwischenprodukte, als auch fiir die Optimierung der Bedingungen in Bezug auf Racemisierung
wahrend der Amidkupplungsreaktionen. Die Uberpriifung der Zwischenergebnisse wurde
unter Berlcksichtigung der multiplen NMR-Datensatze der einzelnen Verbindungen gemacht,
die durch die eingeschrankten Inversionen der Stickstoffatome von den sekundaren Amiden
beobachtet werden koénnen. Die entsprechenden Beobachtungen wurden bei den
Datensatzen von Verbindungen in der Dipeptid-Synthese gemacht und sollen nun eine spatere
Identifizierung des Festphasenergebnisses (iber die Analysen der Aufbaustrukturen
erleichtern. Die folgenden angegeben Ausbeuten kdnnen dabei héher oder niedriger ausfallen,
weil die Quantifizierung liber die Stereoisomerenverhaltnisse mittels NMR-Analysen korrigiert
wurde. Im Fall, dass eine Bestimmung der Verhaltnisse nicht vollstandig verifizierbar war,

erfolgte eine geminderte, ungefahre Angabe der Ausbeute in Relation zur Vorstufe.
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OR
@\O a) Fmoc-Pipecolinsaure-OH, \(go
HATU, HOBt, DIPEA, DMF 0] NH
o b) 20% Piperidin/DMF
NH, NH

o [ 225 R= ®

228 R=H 87%

a) Fmoc-Pro-OH, HATU,
HOBt, DIPEA, DMF
b) 20% Piperidin/DMF

OR
\(&O
a) 9, HATU, HOB,
o DIPEA, DMF o NHO
H
5*@
N

o [ 227 R=BD R=Boc o [ 226 R=E

230 R=H R'=H ~47%"* 229 R=H 61%

c) 10% TFA/DCM, 1% H,0

Schema 68: Zwischenergebnisse der Festphasen-Synthese. *Schitzwert: Racemisierungsprifung zur Gite der
Kupplungsreaktion mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhiltnisse aller Diastereomere.

Unter der Verwendung der vorgeladenen Festphase und Standardbedingungen wurden in der
Peptid-Synthese, mit fiinf aufeinanderfolgenden Schritten, die Verbindungen 225, 226 und
229 hergestellt. (siehe Schema 68). Die erste Amidkupplung zu 228 erfolgte unter einer
Racemisierung von ca. 3%, wahrend zwischen Pipecolinsaure und Prolin ein Wert von ca. 28%
far 229 erfasst wurde. Die Bestimmung war mit finf Aminosauren nicht mehr eindeutig
moglich. Die Ausbeute von 230 nach der Addition des Dipeptids 9 betragt ungefahr 47%. Die
Bedingungen c) zur Abspaltung von der Festphase mit Trifluoressigsdure zeigten bei 227, dass

die Boc-Schutzgruppe ebenfalls abgespalten wurde und 230 erhalten wurde.

Die Abspaltung der Alloc-Gruppe an der Festphase konnte ohne Probleme realisiert werden
(siehe Schema 69). Ein Todvolumen wurde fiir die Gasentwicklung wahrend der Reaktion
eingeplant und konnte zur Beobachtung des Reaktionsfortschrittes genutzt werden. Nach der

Kupplung des difluorierten Phenylalanins zu 231 wurde 232 mit ungefdahr 45% Ausbeute
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identifiziert, wobei die Fmoc-Schutzgruppe unter den sauren Abspaltungsbedingungen d1)
erhalten blieb. Nach der letzten Fmoc-Entschitzung und der anschlieBenden
Kupplungsreaktion wurde der Zyklisierungsvorlaufer 17 mit ungefdahr 40% Uber die gleichen
Abspaltungsbedingungen erhalten. Eine Aufreinigung mittels HPLC-Trennung wurde nach
Uberpriifung des Laufverhaltens als nicht sinnvoll erachtet, da durch die Rotation, die freie

Saure und die Amide eine selektive Auftrennung der Verbindung stark erschwert wird.

0O

o)

o}

a) Pd(PPhs),, PhSiH,, DCM

O NH, © “INHAlloc  P) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH ~NHFmoc
N F
N
227 F

231 R=Ed R=Boc

d) 232 R=H R'=H ~45%*

b) (Amino)saure, HATU, HOBt, DIPEA, DMF
¢) 20% Piperidin/DMF
d) 10% TFA/DCM, 1% H,0

‘c); b) (E)-Hept-2-ensaure

17 ~40%* F

Schema 69: Darstellung des Zyklisierungsvorlaufer 17. *Schatzwert: Racemisierungspriifung zur Giite der
Kupplungsreaktion mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhdltnisse aller Diastereomere.

Fiir die Synthese des Boc-geschiitzten Hexapeptids 16 sollten die Amidkupplungsbedingungen
zur Reduktion der Racemisierung angepasst werden, da eine Aufreinigung per HPLC

ausgeschlossen wurde, aber die Reinheit des Produktes weitestgehend erhéht werden sollte.

Der Verlust der Chiralitat, Uber die Racemisierung in der Amidkupplung, kann Uber zwei

Mechanismen stattfinden (siehe Schema 70). Unter der Voraussetzung, dass eine einfach
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a-substituierte Sdure 233 aktiviert wird, kann die aktivierte Spezies 234 unter Verlust der
Stereoinformation deprotoniert werden. Durch statistische Protonierung des Enols 235 wird
die aktivierte Sdure 236 racemisch zurlickgewonnen und (iber die Reaktion mit einem Amin
dementsprechend ins Amid 237 ({berfihrt. Ein weiterer Reaktionsverlauf kann die
Deprotonierung des vorherigen Amids 234 zu 238 sein, welches in einem intramolekularen
Ringschluss das Oxazolon 239 bildet. Hier kann ebenfalls das Enol 240 unter Verlust der
Stereoinformation durch Deprotonierung entstehen und Uber das protonierte racemische

Oxazolon 241 die Amidkupplung zum Amid 237 erfolgen.

o Q Ho Q H 9
R' N Aktivierung R' N + Base R' N
\n/ .QJ\OH SRS \n/ _JJ\X . \n/ >y
= = - BaseH
(0] R (e} R 0] R
233 234 235
+ Base l BaseH* + BaseH l Base
(@] H (0]
R\(/N R . R\(/N;QJ\x RWN\g)LX
0 i o R O R
239 © 238 236
+ Base l - BaseH" + H2N-R"l - HX
L} H O
\( I + BaseH+ \( :\E HHN-RY R\WN%NHR"
o - Base o R
240 241 237

Schema 70: Racemisierung wihrend der Amidkupplung.[146]

Drei Faktoren haben bei der Racemisierung einen Einfluss, die Existenzdauer der aktiven
Spezies 234 und die damit verbundene Reaktivitdt der weiterreagierenden aktiven
Spezies 234, die Basizitat und der sterische Anspruch der Base und des Amins. Da letzteres
nicht variierbar ist, gibt es zwei Moéglichkeiten um die Racemisierung zu kontrollieren. Die
Existenzdauer der aktiven Spezies 234 wird (ber das Kupplungsreagenz und das Additiv
beeinflusst. HATU ([O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-tetramethyluronium-hexafluor-

phosphat]) ist mit der aktiven OAt-Spezies243 (siehe Abbildung 15) eines der
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racemisierungsarmsten und effektivsten Vertreter der Kupplungsreagenzien fir die
Amidsynthese.[146.147.148149,1501 " |deglerweise wird dieses zusammen mit HOAt als
Kupplungsadditiv verwendet, statt mit HOBt. Die hohere Kupplungsgeschwindigkeit der
OAt-Spezies 243 gegenliber der OBt-Spezies 242 kann durch die Prakoordinierung des Amins
Uber die mogliche Wasserstoffbriickenbindung mit dem aromatischen Stickstoff (Bsp. 244)
sowie der hoheren Aziditdt und Stabilitdit der entsprechenden Abgangsgruppe erklart
werden.!?>1152 Folglich wurde neben dem Nachbargruppeneffekt in 7-Position, unabhingig
von der Position des Stickstoffs, eine Verbesserung der Abgangsgruppe gegeniber der
OBt-Spezies 242 festgestellt.['>3 Der Wechsel der Base hat ebenfalls einen Einfluss, so konnte
der Verlust der Chiralitit mit DIPEA (25%), 4-Methylmorpholin  (23%),
1,8-Bis(N,N-dimethylamino)naphthalin (8%), und 2,4,6-Collidin (6%) bei der Kupplung von
Z-Phe-Val-OH und H-Ala-OMe stark reduziert werden. 14

Rl
0 0 o .
s Mo I
/N /N N\ /N N\
N, D N ]l N, ]
N N =z N =
242 243 244

Abbildung 15: Aktive Kupplungsspezies mit HATU/HBTU; HOAt 243 & 244 / HOBt 242.

Die Kupplungsbedingungen wurden infolgedessen angepasst [HATU, HOBt und 2,4,6-Collidin
(TMP)] und das Hexapeptid 16 mit ungefdahr 60% Ausbeute hergestellt (siehe Schema 71).

a) Fmoc-Pipecolinsdure-OH

@\ b); a) Fmoc-Pro-OH
0 b): a) 9
o c) Pd(PPhs),, PhSiHz, DCM
NH a) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH
2 b); a) (E)-Hept-2-enséure
1 d) 20% HFIP/DCM

a) HATU, HOBt, (Amino)saure, TMP, DMF
b) 20% Piperidin/DMF

Schema 71: Optimierte Darstellung von des Hexapeptids 16. *Schitzwert: Racemisierungspriifung zur Giite der
Kupplungsreaktion mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhdltnisse aller Diastereomere.
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Aufbauend auf den Hexapeptiden 16 und 17 konnte die Makrolactamisierung zum
ADEP-Derivat 6 angestrebt werden, wobei dafliir die womoglich geeigneten Bedingungen

eingegrenzt werden mussten.

Fiir Kupplungsreaktionen gibt es eine Vielzahl an Reagenzien, die in verschiedene Gruppen
einsortiert werden, von denen die Carbodiimide, die Uroniumsalze, die Phosphoniumsalze,
die Aminiumsalzen und die Fluoroformaminiumsalzen im Folgenden ndher in Augenschein

genommen werden.

Zu den bekanntesten gehdren die Carbodiimide 245 (siehe Abbildung 16), deren aktive
Spezies der hoch reaktive O-Acylisoharnstoff ist. Die Carbodiimide 245 variieren
untereinander in den Seitengruppen (R und R’), die fiir die Loslichkeit und zum Teil fir die
Reaktivitat des jeweiligen Reagenzes ausschlaggebend ist. Fiir eine bessere Kontrolle der
Racemisierung werden 1-Hydroxybenzotriazol-Derivate 246 und 247 eingesetzt, mit denen
die weniger reaktiven OBt- und OAt-Ester entstehen. Unter der Verwendung eines
Acylgruppen-Ubertrigers (Beispielsweise DMAP) kénnen Carbodiimide fiir eine Veresterung

genutzt werden.[1°°]

Aufbauend auf den 1-Hydroxybenzotriazol-Derivaten wurden die eigenstandigen,
racemisierungsarmen Uronium- 250 und die stabileren und damit weniger reaktiven
Phosphoniumsalze 248 entwickelt. Die reaktiveren und schwerer herzustellenden
Uroniumsalze (O-Form) 250 neigen zur Umlagerung in der Anwesenheit von tertidaren Aminen
zu den weniger reaktiven Aminiumsalzen (N-Form)249. Um dieser Katalyse
entgegenzuwirken, sollten Uroniumsalze mit wenigen Aquivalenten an tertidren Aminen
verwendet werden oder bei langen Reaktionszeiten gemieden werden. Die stabilen
Aminiumsalze 249 weisen meistens eine bessere Performanz in Bezug auf Umsatz und
Racemisierung auf, die nur weniger effizient bei der Umsetzung von sterisch anspruchsvollen
Amidkupplungen sind.*>® Innerhalb dieser Gruppen variieren die Reagenzien in der
Abgangsgruppe, dem 1-Hydroxybenzotriazol-Derivat, mit den haufiger vertretenen HOBt (246)
und HOAt (247), die einen wesentlichen Einfluss auf die Reaktivitit haben**”! sowie als

separates Additiv.[**”) In einem Vergleich verschiedener Kupplungsreagenzien wurde ein
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Zusammenhang zwischen der Zunahme der Aziditat der Abgangsgruppe und der héheren

Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet,*>! jedoch nicht mit der Performanz.[*>2

. NN,
R | °N
N=C=N SN
R \
OH
253 254 X=CH
255 X=N
Y R,N
\C+NR2
1
a8 a8 a8
N
N + x> / x> /
x~ N X“ N \R, XN \R,
(@) O\C*' O\R’
\ -
256 N-Form 257 O-Form NRz Y 258 NR,
F\C+NR2
\ _
NR, Y
259

Abbildung 16: Aligemeine Darstellung der sechs Kupplungsreagenzgruppen.

Bei den Fluoroformaminiumsalzen 251 liegt, statt einem 1-Hydroxybenzotriazol-Derivat, als
Abgangsgruppe ein Fluorid vor. Die Synthese der Sdurehalogeniden zur Peptidkupplung ist
erst mit den stabileren Saurefluoriden erstrebenswert, da mit den Saurechloriden eine
Uberaktivierung, ein Konfigurationsverlust und oftmals keine Schutzgruppenkompatibilitat
vorlag.[*>8 Der Vorteil von Sdurehalogeniden liegt in der racemisierungsfreien Umsetzung.*>?
Aullerdem ist die Amidkupplung mit sterisch anspruchsvollen Molekilen Uber das

Saurefluorid vergleichsweise besser realisierbar.[160

Eine Variation der Reaktionsbedingungen (iber die verschiedenen Gruppen der
Kupplungsreagenzien ist zur Eingrenzung geeigneter Bedingungen effizienter. Im weiteren
Verlauf kdonnte dann innerhalb der Gruppe variiert werden, um das Ergebnis weiter zu

optimieren.
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siehe Tabelle

Os_NH_ O
o}

N o E 12 fur 17

N 13 fur 16

\'/go;)j/ o OY\/\/\ Bedingungen
—_—

Schema 72: Makrolactamisierung.

Tabelle 12: Bedingungen der Makrolactamisierung von 17.

Ansatz-  Edukt Reagenzien Temperatur und Zeit Ergebnis
nummer

1 17 HBTU, HOBt, DIPEA, DMF RT,4d;80°C,4d —

2 17 EDCeHCl, HOBt, DIPEA, DMF RT, 18 h; 70°C, 2d —

3 17 EDCeHCI, HOBt, DIPEA, H,0 RT,18h;70°C,2d —

4 17 BTFFH, Pyridin, DMF RT, 18 h —

5 17 1. BSA, DMF I.RT, 15 h _

Il. BTFFH, Pyridin, DMF II.RT,3h
6 17 COMU, DIPEA, MeCN RT, 7 d —

Die Zyklisierung des Hexapeptids 17 mit dem ungeschiitzten Amin wurde fiir eine bessere
Uberpriifung der Reaktion mit einem jeweiligen Reagenz der unterschiedlichen

Amidkupplungsreagenz-kategorien durchgefiihrt (siehe Schema 72 und Tabelle 12).

HBTU ist als Vertreter fiir die Uronium-/Aminium- und Phosphoniumsalze (1) verwendet
worden. Als Carbodiimide wurde EDCeHC| verwendet. Dieses kann auch in Wasser eine
Amidkupplung ermdglichen,*®t) womit Léslichkeitsprobleme ausgeschlossen werden sollten
(2-3). Sdurehalogenide haben nur einen geringen sterischen Anspruch und sind hochst reaktiv.
Uber das Saurefluorid mittels BTFFH (Fluor-N,N,N‘,N*“bis-(tetramethylen)-formamidinium-
hexafluorophosphat) als Fluorformimidinium-Kupplungsreagenzien sollte eine direkte
Reaktion mit dem Amin, als auch iber das TMS-geschiitzte Amin,*®? die Lactamisierung zum
Erfolg bringen (4-5). Zuletzt wurde noch das in Acetonitril stabile (1-Cyano-2-ethoxy-2-

oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-morpholino-carbenium hexafluorophosphat (COMU)
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als unsymmetrisches Kopplungsreagenz vom Uronium-Typ zur Untersuchung der Reaktion
verwendet (6).1'%3! Die Kupplungsreaktion mit COMU kann (ber einen optisch,
wahrnehmbaren Farbverlauf beobachtet werden und ist besser als die HOBt-basierten

Methoden, vergleichbar zu den HOAt-basierten Methoden. >8]

Die Makrolactamisierung konnte mit dem Hexapeptid 17 nicht erfolgreich abgeschlossen
werden. Eine sdulenchromatische Aufreinigung und Reisolierung des polaren Eduktes war
nicht moglich. NMR-Analysen deuteten auf den Verbleib der aktiven Spezies in den

Reaktionen hin, wahrend das Zyklisierungsprodukt 6 nicht nachgewiesen werden konnte.

Um die Makrolactamisierung zum Erfolg zu bringen, sollten mehrstufige Zyklisierungs-
reaktionen mit dem Hexapeptid 16 untersucht werden, in denen nach der Bildung der aktiven

Spezies das Amin entschitzt wird.

Tabelle 13: Bedingungen der Makrolactamisierung von 16.

Ansatz-  Edukt Reagenzien Temperatur und Zeit Ergebnis
nummer
1 16 - C,0,Cl, DMF 1. -15 °C bis RT, 24 h
I1. 4 M DioxaneHCl Il.RT, 4d
|. PFPOH, EDCeHCI, DCM [.RT,3d
2 16 1. 4 M DioxaneHClI I.RT, 4 h -
ll. DCM/ sat. NaHCO, . RT, 22 h
I. PFPOH, DCC, DMAP, DCM [.RT,3d
3 16 1. 4 M DioxaneHClI I.RT, 4 h -
ll. DCM/ sat. NaHCO, . RT, 22 h
I. PFPOH, HBTU, DCM/DMF [.RT, 18 h
4 16 1. TFA, DCM II.LRT,2h -
I1l. DIPEA, DMF [11.50 °C, 23 h

Die Makrolactamisierung des Hexapeptids 16 wurde lber eine basenfreie Methode mit dem
Saurechlorid (1) als auch dem Pentafluorophenyl- (PFP)-Aktivester (2-4) versucht (siehe
Schema 72 und Tabelle 13). Der Versuch lber das Saurechlorid sollte mithilfe der aquimolar
gebildeten Menge an Salzsdure eine graduelle Boc-Abspaltung und Zyklisierung ermoglichen
(1). Der PFP-Aktivester ist eine gangige Methode zur Zyklisierung von Peptiden. Dieser kann
mit dem Pentafluorophenol einfach hergestellt werden und ist sehr stabil,[*®* sodass hier die

Boc-Schutzgruppe in der Anwesenheit des Aktivesters abgespaltet werden kann. Die
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Reaktivitat des Aktivesters ist aufgrund der Stabilitdt im Vergleich zu anderen Methoden
deutlich geringer, kann jedoch mit Zusatz von HOAt/HOBt erhéht werden.[157,165166] pje
Lactamisierung kann im Anschluss zur Abspaltung der Schutzgruppe in einem
Zweiphasengemisch durchgefiihrt werden. Diese bereits vorgestellte und von Hinzen et al.®¥
angewendete Methode wurde zur Isolierung des Boc-geschiitzten und Boc-entschiitzten
PFP-Aktivesters nach Reaktionschritten (I. und Il.) noch optimiert (2 — 4). Die Bedingungen
der Reaktionssequenz (4) ermoglichten die Abtrennung der Reagenzien und eine Isolierung
der Zwischenprodukte Uber Ausfallen, Waschen und Evaporieren nach den einzelnen
Teilschritten der Reaktion. Die Makrolactamisierung (iber den PFP-Aktivester fand jedoch

nicht statt.

Die Makrolactamisierung konnte auch nicht mit dem Hexapeptid 16 erfolgreich abgeschlossen
werden. Mit den optimierten Reaktionsbedingungen (4) konnten mogliche Storfaktoren,
durch die alleinige Anwesenheit einer Base zu der nur die aktive Spezies hinzugetropft wurde,
weitestgehend minimiert werden. Die Ergebnisse der Zyklisierungen deuten darauf hin, dass
die bei den ADEP-Derivaten (Bsp. 252) beobachteten intramolekularen Wechselwirkungen®”!
zwischen der Phenylalanin-Einheit und der Alanin-Einheit woméglich einen hinderlichen
Einfluss auf die aktive Spezies 253 ermdglichen konnte und somit eine Zyklisierung erschwert

(siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: Intermolekulare Wechselwirkung der ADEPs.[97]
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b); a) Fmoc-Pipecolinsaure-OH
b); a) Fmoc-Pro-OH
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Schema 73: Festphasen-Synthese nach Batey.[198] *Schitzwert: Racemisierungspriifung zur Giite der Kupplungsreaktion
mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhdltnisse aller Diastereomere.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurde die Festphasen-Synthese analog zu Batey et al.[1%

durchgefiihrt. Die Hydroxygruppe des L-allo-Threonin (8) wurde dafiir nach der Einfiihrung der

Fmoc-Gruppe’®”l zu 203c als Tetrahydropyran-Diastereomeren 254 geschiitzt.[*®8 Die

THP-Diastereomere 254 wurden fiir die Festphasen-Synthese des Hexapeptids 256 verwendet.

Die Umsetzung der Makrolactonisierung nach Batey et al.l'°! mit dem zuvor hergestellten

Hexapeptid 256 ermoglichte die Identifizierung Uber Dinnschichtchromatographie und

Massenspektrometrie des in Spuren gebildeten Produktes 6, welches nicht in den Versuchen

der Makrolactamisierung von 16 oder 17 beobachtet werden konnte.
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Mit diesen Untersuchungen wurde die Makrolactamisierung zwischen Alanin und Prolin in

einer Flissigphasen-Synthese als Schliisselschritt beendet.

9.3. Makrolactamisierung an der Festphase

Um die Makrolactamisierung erfolgreich abzuschlieRen, wurde die Festphasensynthese
Uberdacht, um die Zyklisierungsreaktion vor der Abspaltung von der Festphase umzusetzen.
Der Vorteil dieser Vorgehensweise ist die Moglichkeit die Zyklisierung mehrfach und mit
verschiedenen Methoden mit dem an die Festphase gekoppelten Edukt durchfiihren zu
konnen. Zudem kann die Zyklisierung vor der Addition des difluorierten Phenylalanin

durchgefihrt werden.

Die Realisierung dieses Vorhabens ist jedoch abhadngig von einigen Faktoren. Das Molekiil
muss Uber eine separate Funktionalitat an die Festphase gebunden werden, die auch wieder
abspaltbar ist. Falls die funktionelle Gruppe nicht im Zielmolekil vorhanden ist, muss diese
chemisch entfernbar sein. Durch die Bindung lber die entsprechende Funktionalitat, ist
sowohl der C-Terminus als auch der N-Terminus in Abhangigkeit der Schutzgruppenstrategie

separat modifizierbar.

OH 4-Decarboxylierung OH
HO
O O
O NH, NH,
L-Aspartat (257) L-Alanin (258)

Schema 74: Aspartat-4-Decarboxylierung zur Darstellung von Alanin (266).

Das angestrebte ADEP-Derivat enthalt keine funktionelle Gruppe Uber die es an die Festphase
gebunden werden kann. Dementsprechend ist die Einfihrung einer praktikablen,
funktionellen Gruppe notwendig. Eine Herangehensweise ist die Substitution einer der
enthaltenen Aminosduren mit einer Aminosdaure mit bifunktioneller Seitenkette. Die
Substitution von L-Alanin (258) mit L-Asparaginsdure / L-Aspartat (257) stellt eine flir den
Syntheseverlauf notwendige, separate Carboxy-Gruppe zur Verfliigung, die durch

enzymatischel'®®! oder chemische Decarboxylierung?’®171 abgebaut werden kann (siehe
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Schema 74). Dies wurde bereits zur Synthese zyklischer Peptide genutzt.[*’?! Analog dazu soll
im Folgenden die Synthese des ADEP-Derivates 6 Uber das Aspartat-Derivat 7 angestrebt
werden (siehe Schema 75). Fir die Festphasen-Synthese von 7 ist die Verwendung des sterisch
weniger anspruchsvollen Wang-Resins fiir den besseren Zugang der ersten Aminosaure fir die
Zyklisierung  sinnvoll. Zudem wurde eine adhnliche Aminosduresequenz und
Reagenzkombination zu der geplanten Synthese an eben dieser Festphase durchgefiihrt.['73]
Das Beladen des Wang-Resins Uber eine Steglich-Veresterung ist unkompliziert und die
stabilere Anbindung Uber den verbriickenden Benzylalkohol an die Festphase bedarf

harschere Abspaltungsbedingungen.

a) 259

b); ¢) Fmoc-Pipecolinsaure-OH
b); ¢) Fmoc-Pro-OH

b); d) 203¢c

b); d) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH

e) 202b, DIC, DMAP, TMP, DMF
b); c) (E)-Hept-2-ensaure

f) Pd(PPh3),, PhSiH;, DCM
g) HATU, TMP, DMF, HOBt
h) TFA, 1-2% H,0

0] @) O @)
O O b boxvli HO,C O O
ecarboxylierung
NH ” \NH NH Y, ~NH
O O O /H W - mmm e m e m e e a o O O O H N

N F N

NKQ NJ\D
6

F 7 F

(0] NHFmoc
259 203c

OAll HO
HO ,
NO ° “NHFmoc
OH

) EDC<HCI, DMAP, Aminosaure

) 20% Piperidin/DMF

) HATU, HOBt, (Amino)saure, TMP, DMF
) PyBOP, HOBt, Aminosaure, TMP, DMF

Schema 75: Geplante Zyklisierung an der Festphase.
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Die Synthese mit der Zyklisierung an der Festphase sollte ausgehend vom Fmoc-
Asparaginsaure-OAll (259) und dem Wang-Resin 260 erfolgen (siehe Schema 75). Die Synthese
von 7 soll analog zu Brik et al.}73] mit der ungeschiitzten Hydroxy-Funktion des Fmoc-L-allo-
Thr-OH (203c) durch Verwendung von Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-
hexafluorophosphat (PyBOP) fiir die Amidkupplung mit der freien Alkohol-Funktion
durchgefiihrt werden. Wegen der dhnlichen Aminosiuresequenz bei Brik et al."'’3 und deren
Erfahrungen soll nach der Amidkupplung von L-allo-Threonin erst noch Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH
addiert werden, bevor die Steglich-Veresterung mit Alloc-Pro-OH (202b) durchgefiihrt wird.
Im Anschluss zur Alloc- und Allyl-Abspaltung soll die Makrolactamisierung an der Festphase
stattfinden, sodass nach einer Abspaltung noch die Decarboxylierung zur Darstellung des
ADEPs 6 fehlt. Diese kann entweder enzymatisch durch eine Aspartat-4-Decarboxylase

durchgefiihrt werden!®® oder mithilfe der bevorzugten Barton-Decarboxylierung.!*7%:171]

RO _O
OAll
b) 20% Piperidin/DMF
RO° OAll c¢) Fmoc-Pipecolinsdure-OH, o
HATU, HOBt, TMP, DMF O- NH
O b)20% Piperidin/DMF
NHFmoc \H
a) 12 R=
259 R=H h) l: 261 R=
264 R=H 74%

c) Fmoc-Pro-OH, HATU,
HOBt, TMP, DMF
b) 20% Piperidin/DMF

RO

OAII © onll
d) 203¢, PyBOP, HOB, o
TMP, DMF
NH, O N b) 20% Piperidin/DMF 05"”*0
H
0
N

263 R= h) 262 R=
266 R=H ~55%" 265 R=H 65%

a) Wang-Resin, EDC+HCI, DMAP, Fmoc-Asp-OAll (259)
h) TFA, 1-2% H,0

Ha

h)

Schema 76: Festphasen-Synthese mit der geschiitzten Asparaginsdure. *Schatzwert: Racemisierungspriifung zur Giite der
Kupplungsreaktion mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhdltnisse aller Diastereomere.
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Zur Beladung der Festphasen wurde das wasserlosliche Carbodiimide EDCeHCl verwendet
(siehe Schema 76). Analog zu den vorherigen Festphasen-Synthesen wurden die erprobten
Bedingungen angewandt. Von den dadurch erhaltenen Zwischenergebnisse 261-263 wurden
die Verbindungen 264-266 abgespalten und Gber NMR-Analyse und Massenspektrometrie
nachgeweisen. Bemerkenswert ist bei der Einfihrung der dritten Aminosdure, von
Fmoc-L-allo-Thr-OH (203c), dass die Reaktivitat von PyBOP und HOBt niedrig genug ist, sodass
die Amidkupplung chemoselektiv in der Anwesenheit der Hydroxy-Funktion stattfindet. Die
Installation der drei Aminosduren konnte erfolgreich durchgefiihrt werden und die

notwendige Chemoselektivitat flr die Synthese mit den PyBOP-Bedingungen bestétigt werden.

RO.__O RO._O o N
All OAIl Alloc l
HO a) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH (0] @)
O b); a) (E)-Hept-2-ensaure OJ o
N o vy

o 202 Os_NH_O
'NH, c) 202b, DIC, DMAP, TMP, DMF o

0
O _NH
o) _ N
N N
N)KD Nk{)
263 R= 18 R= F
D Ls 267 ReH ~44%

T

di4)
e) HATU, TMP, DMF, HOBt
RO O(N\JYO
0 0

o) o)
) PyBOP, HOBt, (Amino)séure, TMP, DMF o) NHO o) “IN NH
) 20% Piperidin/DMF H
1) Pd(PPh3)s, PhSiH3, DCM, RT, 18 h N N F
)
3) I H,0, MeCN, 60 °C, 18 h

h L F

4) DDQ, DCM, Schlenk-Bedingungen, RT, 48 h
f) TFA, 1-2% H,0

a

b

d

d,) Pd(PPhs),, DABCO, DCM, RT, 18 h

d

d 268 R=
7 R=H

Schema 77: Allyl- & Alloc-Abspaltung und Zyklisierung an der Festphase. *Schatzwert: Racemisierungspriifung zur Gite der
Kupplungsreaktion mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhdltnisse aller Diastereomere.

Ausgehend von dem Tetrapeptid 263 wurde das Hexapeptid 18 iber fiinf Stufen hergestellt

(siehe Schema 77). Die Veresterung nach der Addition der (E)-Hept-2-ensdure durchzufiihren,
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umging Probleme einer teilweisen Fmoc-Abstaltung. Nachdem 267 nachgewiesen wurde,
sollte dieses nach Entschiitzung zum Produkt 7 zyklisiert werden. Eine Uberpriifung der
Ergebnisse wies ein Problem bei der Allyl- und Alloc-Abspaltung auf. Die doppelte Abspaltung
wurde mit vier Methoden versucht zu realisieren. Zwei Varianten mit Palladium(0) als
Koordinationsmetall und einem Allyl-Scavenger (Phenylsilant*3®! (d;)) und DABCO™4 (d,)))
fUhrten nicht zu einer Substitution der Allyl-Funktionen. Die lod-basierte Methode (ds)), die
zuletzt im Kapitel 8.1. vorgestellt wurde (siehe Schema 66, Seite - 82 -), sollte die Allyl- und
Alloc-Abspaltung wie zuvor ermoglichen. Die Bedingung (ds)) war jedoch zu harsch und
verursachte eine Abspaltung von der Festphase. Neben den drei koordinativen Methoden
wurde mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ) eine oxidative Spaltung versucht
(da)),17>1 die moglicherweise auch eine Abspaltung von der Festphase zur Folge haben
kénnte.78] Nach 24 Stunden unter Wasserausschluss und 24 Stunden mit Spuren von Wasser
fand weder die Abspaltung der Schutzgruppen noch die von der Festphase statt. Aufgrund der
gescheiterten Versuche die Schutzgruppen abzuspalten, konnten die im Anschluss
durchgefihrten Zyklisierungen zum Asp-ADEP-Derivat 268 nicht stattfinden, und folglich 7
nicht nachgewiesen werden. Die chemischen Eigenschaften der (E)-Hept-2-ensdure legen
nahe, dass diese womoglich bei den verwendeten koordinationsbasierten Methoden

interagiert und eine Abspaltung der Allyl-Schutzgruppen verhindert.

Um die Problematik, die wahrscheinlich aus der Koordinierung der (E)-Hept-2-ensdure

resultieren, zu umgehen, sollte versucht werden das Pentapeptid 21 herzustellen.

R
© © OAll
HO a) 202b, DIC, DMAP, TMP, DMF
O b); ¢c) HATU, TMP, DMF, HOBt
(@) NH_ O Y, 7 NH O
(0] NHFmoc “’NHFmoc
N
N
269 R= 21 R=
270 R=H

b) Pd(PPhs),, PhSiH5, DCM
d) TFA, 1-2% H,0

Schema 78: Zyklisierung zum Pentapeptid 21.
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Dafiir wurde das noch Fmoc-geschiitzte Tetrapeptid 269 mit 202b verestert und mit
Palladium(0) und einem Allyl-Scavenger (PhSiHs3) entschiitzt (siehe Schema 78). Eine
Zyklisierung mit HATU sollte im dritten Schritt das Pentapeptid 21 darstellen. Eine
Uberpriifung mittels NMR-Analyse und Massenspektrometrie zeigte, dass die Abspaltung der
Allyl- und Alloc-Schutzgruppe erfolgreich war. Die Zyklisierung zum Pentapeptid 21 konnte
nicht tber eine Isolierung von 270 bestatigt werden. Die gescheiterte Zyklisierungsreaktion
und Addition an die Asparaginsaure sollte Gberpriift werden. In diesem Zusammenhang wurde

eine veranderte Synthesestrategie verfolgt.

9.3.1. Variierung der Position der Makrolactamisierung

Die Zyklisierung kleiner Peptide kann oftmals durch Prdkoordinierung und einer
konkurrierenden Dimerisierung problematisch sein und das Ergebnis der Zyklisierung kann
nach Wahl der Position stark variieren.!’”) Auf Grundlage der erlangten Erkenntnisse zur
Makrolactamisierung zwischen Prolin und Alanin oder Asparaginsdure scheint diese Position
zur Zyklisierung nicht optional zu sein. Die orthogonal entschiitzbare Asparaginsdure
ermoglicht eine C-Terminus Verlangerung. Basierend auf dieser Option sollte die
Makrolactamisierung analog zu Hinzen et al.P¥ zwischen Prolin und L-allo-Threonin
durchgefiihrt werden (siehe Schema 49, Seite - 63 -). Fiir diese Festphasensynthese musste
ein Dipeptid mit orthogonalen Schutzgruppen vorliegen, das liber das sekundare Amin des
Prolins an die Asparaginsaure addieren kann (siehe Schema 79). Mit dem Dipeptid 10 sollte
die Festphasen-Synthese wie zuvor mit der Addition von Fmoc-Pipecolinsaure-OH und
Fmoc-Pro-OH zur Darstellung des Tripeptids 271 beginnen. An das durch die Allyl-Abspaltung
gebildete Tripeptid 20 sollte das Dipeptid 10 tber den C-Terminus addiert werden. Eine
doppelte Entschiitzung von der (Fluoren-9-yl)-methyl (Fm-) und der Fmoc-Gruppe sollte die
geplante Fmoc-Festphasensynthese vereinfachen. Dementsprechend folgt die Patentlésung
flir die Schutzgruppenwahl des Dipeptids 10 aus der notwendigen Abspaltungsreaktion vor
der Makrolactamisierung des Pentapeptids22 und der Stabilitdit gegenlber den
TFA-Bedingungen zur Boc-Abspaltung zur Darstellung des Dipeptids 10. Die letzten Schritte
der Festphasensynthese zur Herstellung des ADEP-Derivates 7 sollten mit denen der

Herstellung der Zyklisierungsvorlaufer 16 und 17 vergleichbar (siehe Schema 69, Seite - 86 -)
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unkompliziert sein. Die Barton-Decarboxylierung zur Bildung des ADEP-Derivates 6 soll die

Synthese abschliel3en.

a) Fmoc-Asp-OAll (259)
b); c¢) Fmoc-Pipecolinsaure-OH

g

260

N
OAll <H\J\f
0

HOZC/\(&O

o)
0
ﬁj:lHAnoc
259 OFm

NHFmoc

10
<N1’¢O b); e) HATU, HOBt, TMP, DMF
l d); ¢) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH
HOZC/\(gO O o o b); ¢) (E)-Hept-2-ensaure
f) TFA, 1-2% H,0

g) I. 272, DCC, DMAP
IIl. BuzSnH, AIBN

OH b); ¢) Fmoc-Pro-OH 5
o ) BRI -

OR

271 R=All
20 R=H

¥

0,C
o)
d)

b) 20% Piperidin/DMF

Schema 79: Neue Festphasensynthese und Makrolactamisierungsstrategie.

-101-

~Ho
NH
O Fmoc
N
N

NH_. O
(0]
N H F
N a) EDC-HCI, DMAP, Aminosaure

c) HATU, HOBt, Aminosaure, TMP, DMF
F d) Pd(PPh3),, PhSiH3;, DCM



André Palm Ergebnisse und Diskussion 2023

HO HO
FmOH, Toluol,
ON~"“NHAlloc CSA Reflux, 15 h ON"""NHAIloc
OH 48% OFm
203b 204c¢

Boc-Pro-OH (202a),
DCC, DMAP, RT, 18 h

70%
DCC, DMAP, <Nj\y¢o TFA, RT,
FmOH, RT, 18 h Boc 30 min
_ o) >emn
68% quant.
O 'y
NHAIlloc
OFm
9 206d 10

Schema 80: Synthese des Dipeptids 10.

Das Dipeptid 10 wurde liber zwei Varianten dargestellt (siehe Schema 80). Fiir die erste
Methode wurde das Dipeptid 9 zunachst mit einer Steglich-Veresterung mit dem (Fluoren-9-
yl)methanol (FmMOH) zu dem vierfach Ester 206d mit 68% Ausbeute umgesetzt. Eine simple
Boc-Abspaltungsmethode mit Trifluoressigsdurel'’® lieferte das Dipeptid 10 quantitativ mit
einer Gesamtausbeute von 35% Uber sechs Schritte. Neben der Umfunktionalisierung von 9
wurde das Dipeptid 10 ausgehend von L-allo-Threonin (8) mit einer Gesamtausbeute von 30%
Uber vier Schritte in der zweiten Methode hergestellt. Dabei wurde die Carboxy-Funktion des
bereits Alloc-geschiitzten L-allo-Threonins 203b mit (Fluoren-9-yl)methanol unter
Wasserentzug und Camphersulfonsdure mit moderaten 48% verestert.[!?! Uber eine Steglich-
Veresterung mit Boc-Pro-OH (202a) und 204c wurde der vierfach Ester 206d mit 70%
Ausbeute erhalten, welches ebenfalls durch die Boc-Abspaltung das Dipeptid 10 quantitativ

liefert.
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OR
a) Fmoc-Asp-OAll (259)

b); ¢) Fmoc-Pipecolinsaure-OH
AQ—\ OH b); ¢) Fmoc-Pro-OH
Fmoc
o~ H— JKD
260

271 R=All
20 R=H
@YO
N
OAll HoT 0 10
HO,C o)
NHFmoc ON~""NHAlloc
259 OFm
10

; "INHAlloc
EDC-HCI, DMAP, Aminosaure

20% Piperidin/DMF

)

)

) HATU, HOBt, Aminosaure, TMP, DMF Fmoc
) Pd(PPhs)4, PhSiH3;, DCM 6 )KL)

Schema 81: Umsetztung der neuen Strategie.

a
b
c
d

Die Festphasen-Synthese wurde analog zu den vorherigen Synthesen durchgefiihrt (siehe
Schema 81). Die Darstellung des Tripeptids 271 und die anschlieRende Allyl-Abspaltung zu 20
waren problemlos moglich. Die Amidkupplung des Dipeptids 10 konnte unerwarteterweise
nicht mit HATU Uber 48 Stunden realisiert werden. Die Addition des sterisch anspruchsvollen
Dipeptids 10 ist wohl in der Nahe der Festphase und der einseitig funktionalisierten
Asparaginsaure Uber die aktive OAt- oder OBt-Spezies aufgrund der Sterik nicht moglich.
Dieses Ergebnis erklart die gescheitere Zyklisierung zum Pentapeptid 21 (siehe Schema 78,

Seite - 99 -).

Mit diesem Ergebnis wurde die Synthese des ADEP-Derivats beendet.

-103 -



André Palm Kompakte Zusammenfassung zu ADEP und Ausblick 2023

10. Kompakte Zusammenfassung zu ADEP und Ausblick

Im Kapitel Acyldepsipeptid wurden diese interessanten Verbindungen mit ihrem neuartigen
Wirkmechanismus, der Aktivierung der lytischen Kasein-Protease (ClpP),’®! vorgestellt. Die
Stabilisierung der aktiven Form!® erméglichte die erstmalige kristallographische
Untersuchung dieses Enzyms (siehe Abbildung 18). Die unkontrollierte Aktivierung der ClpP
fihrt zum Zelltod®**?! und kénnte als neues Antibiotikum gegen grampositive und
antibiotikaresistente Mikroben,®7°3°4 oder zur Bekdmpfung von Krebszellen Uber die

Aktivierung menschlicher mitochondrialer (Hs)ClpP®> genutzt werden.

R HO
' 0
[N\J\’&O EWND
176 H ')
\(&o o o o R
Enopeptin A (178) (R= Me R'= 176)

O NH, Oﬁj i N NH Enopeptin B (179) (R=H R'= 176)

i N H A54556 Faktor A (180) (R= Me R'= %Xy )
N A54556 Faktor B (181) (R=H R'= %X
| A54556 Faktor C (182) (R= Me R'= Me)

A54556 Faktor E (183) (R=H R'= Me)
177 A54556 Faktor D (184) (R= Me R'= Pr)
A54556 Faktor H (185) (R= Me R'= CH,OH)

A54556 Factor D ClpP(N. meningitidis)

Abbildung 18: Die natiirlichen ADEPs 178-185 und die Kristallstruktur der ClpP iiber Anbindung von Faktor D 184.19%

Synthesestrategien zu Acyldepsipeptiden und deren Synthese wurden im Zusammenhang mit

einer Fliissigphasen-Synthese von Hinzen et al.®*'%] und einer Festphasen-Synthese von
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Batey et al.['% prisentiert. Aufbauend auf den bekannten Synthesen zur Darstellung der
ADEPs wurde eine modulare Festphasen-Synthese mit einer Makrolactamisierung angestrebt

sowie die Herstellung eines Dipeptids 200 aus L-allo-Threonin und L-Prolin (siehe Schema 82).

&

Menche O
p— NH

Rm
: Y\/\/\ 2 .,
11 NPG,

@]
Menche . Batey

Batey R
1 - @ﬁ

pra
w
O
(@]
Z
K/O
T
=z
o8
o)
(@]
(@]
O
T
QO
(@]
pra
T
@)
O
N

Schema 82: Inspirierter Syntheseplan; Retrosynthetische Betrachtung.

Bei der Synthese konnte weder die Veresterung unter Inversion der Konfiguration zur
Verwendung des glinstigeren L-Threonins 272, noch die Veresterung mit der ungeschiitzten
Carboxylgruppe des L-allo-Threonins 203 zur Reduktion der Synthese auf zwei Schritte
realisiert werden (siehe Schema 83). Eine verlassliche Synthese zur Darstellung von
Dipeptiden konnte mit drei orthogonalen Schutzgruppen erreicht werden, indem die
Carboxyl- und Aminfunktion des L-allo-Threonins 8 vor der Veresterung geschiitzt werden und
anschlieflend der C-Terminus oder N-Terminus entschiitzt wird. Dementsprechend wurde das
Dipeptid 9 mit einer Gesamtausbeute von 52% Uber vier Schritte und 10 mit einer

Gesamtausbeute von 30% uber vier Schritte hergestellt.
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(Nj\fo o (,I;’EYO
Boc o E 2 %
273 ¢ 5 214 HO

LG
—— -~
O vy @) " o 'y
NHPG; ‘NHPG; NHPG;
OPG, OR OH
272 200 R=H 203
206 R= PG,

0
HO 1. AllocCl, Na,CO; ~ HO Boc-Pro-OH, (Nj\f
DCC, DMAP, Boc o

2. a) SEMCI, NEts
O b) FMOH,CSA O RT, 18 h

‘NH, “NHAlloc ——— o
OH OR “NHAlloc
8 a) 204b R= SEM 72% OR
b) 204c R=Fm 43% a) 206c R= SEM quant.

b) 206d R=Fm 70%

b) TFA a) CBry
quant. 2%
Qo
Boc
o

“’NHAlloc

Schema 83: Synthese der Dipeptide 9 und 10.

Nach letzten Reaktionslberprifungen fir die Festphasen-Synthese wurde diese fir die
Synthese der Zyklisierungsvorldaufer 16/17 angewandt und wurden Uber die Wahl der
Abspaltungsbedingungen (d1)/d;)) differenziert hergestellt (siehe Schema 84). Aufgrund der
Racemisierung und den Pseudoenantiomeren durch die eingeschrankte pyramidale Inversion
mancher sekunddren Amine war eine Trennung mittels HPLC vor der Zyklisierung nicht
moglich. Die Makrolactamisierung von 16/17 konnte trotz starker Variierung der

Kupplungsreagenzien nicht erfolgreich abgeschlossen werden. Mit der Festphasen-Synthese
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nach Batey et al.'%! wurde durch eine massenspektrometrisch nachweisbare Menge des

Produktes, die Abwesenheit dessen in den Versuchen zur Makrolactamisierung verifiziert.

a) Fmoc-Pipecolinsaure-OH —/>
b); a) Fmoc-Pro-OH o)
b): a) 9 OH YN
®\ ¢) Pd(PPh3),, PhSiH;, DCM \(l\\o 0 o @) AN
o) 0 a) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH Y\/\/\
H ) \(&o b); a) (E)-Hept-2-ensaure O NHO o "/H «NH
\@ NH, d;) 20% HFIP/DCM N)KLN) F
0, 0,
255 1" d,) 10% TFA/DCM, 1% H,0
a) Fmoc-Ala-OH
b); a) Fmoc-Pipecolinsaure-OH

d,) 16 R=Boc ~60%* F

b); a) Fmoc-Pro-OH d2) 17R=H  ~40%"

b); a) 254

b); a) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH 4 Bedingungen fiir 16
b); a) (E)-Hept-2-ensaure 6 Bedingungen flr 17

d,) 10% TFA/DCM, 1% H,0

<N\J\COZH <N\J\f0

HO 0] (@] (0]
o o W e) 0 0 Y\/\/\
- >
© N

(0] NH " \NH 0) NH_ O 4, ~NH
(0] /H - @) N .
N F N F
N N
256 ~63%" F 6 F

a) HATU, HOBt, Aminosaure, DIPEA/TMP, DMF

b) 20% Piperidin/DMF

e) |. Dy(OTf);, MNBA, DMAP, DIPEA, DCM, Reflux, 24 h
II. 256 Gber 20 h (c = 2.0 mM/L) ~5%*

Schema 84: Festphasensynthese mit anschlieRender Zyklisierung. *Schiatzwert: Racemisierungspriifung zur Giite der
Kupplungsreaktion mittels NMR ist nicht aussagekraftig fiir eine exakte Bestimmung der Verhdltnisse aller Diastereomere.

Die problematische Zyklisierung sollte im Kapitel Makrolactamisierung an der Festphase liber
die neue Synthese-Strategie zum Erfolg gebracht werden (siehe Schema 85). Uber die
Substitution von Alanin durch Asparaginsdure sollte die Zyklisierung an der Festphase
durchgefiihrt werden. Diese Herangehensweise minimiert intermolekulare Wechselwirkung
Uber eine Pseudoverdiinnung und ermoglicht die Verwendung der Kupplungsreagenzien in
hoher Konzentration. Nach der Abspaltung von der Festphase kann durch die
Aspartat-4-Decarboxylierung das ADEP-Derivat 6 erhalten werden. Die Synthese von 7 sollte
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in Hinsicht der Ergebnisse von Brik et al.[!”3! mit der ungeschiitzten Hydroxy-Funktion des
Fmoc-L-allo-Thr-OH (203c) und PyBOP fiir die Amidkupplung mit der freien Alkohol-Funktion

durchgefihrt werden.

a); b) Fmoc-Pipecolinsaure-OH
a); b) Fmoc-Pro-OH N ©
OAll  a): c)203c
)
) ,

0] a); ¢) Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH R 6] © 0] ©
O d)202b, DIC, DMAP, TMP, DMF o NH O NH
O NHFmoc -7~ 7- " ----------- e - o) "
a); b) (E)-Hept-2-ensaure H
12 e) Pd(PPh),, PhSiH,, DCM N)KLN) F
f) HATU, TMP, DMF, HOBt
g) TFA, 1-2% H,0
= F
a) 20% Piperidin/DMF Decarboxylierung I: 7 R= CH,CO,H

b) HATU, HOBt, Aminoséure, TMP, DMF 6 R=CHs
c) PyBOP, HOBt, Aminosaure, TMP, DMF

Schema 85: Neue Synthesestrategie.

Die Synthese von 18 unter der Verwendung der PyBOP-Bedingungen und
Fmoc-L-allo-Thr-OH (203c) war nachweislich moglich. Die Entschiitzung der Allyl- und
Alloc-Schutzgruppe mit den Bedingungen ai-as) war nicht in der Anwesenheit der addierten

(E)-Hept-2-ensaure und dem fluorierten Phenylalanin realisierbar.

0 0
0,C OJ 0 ar4) 0,C

b) HATU, TMP,

N
N)K(\N) H F DMF, HOBt

18 F 268

aq) Pd(PPhj3),, PhSiH3, DCM, RT, 18 h

a,) Pd(PPhj3)4, DABCO, DCM, RT, 18 h

a3) I, H,O, MeCN, 60 °C, 18 h

a,) DDQ, DCM, Schlenk-Bedingungen, RT, 48 h

Schema 86: Problem der Allyl-Abspaltung.

-108 -



2023 Kompakte Zusammenfassung zu ADEP und Ausblick André Palm

Zur Untersuchung der Zyklisierung war die Allyl- und Alloc-Abspaltung vorausgesetzt. Eine
Anderung der Reaktionsreihenfolge zur Darstellung des zyklisierten Pentapeptids 21 |éste die
Problematik der Allyl- und Alloc-Abspaltung. Die HATU-Bedingungen fiir die anschlielende
Zyklisierung waren unzureichend (siehe Schema 87). Basierend auf dem Ergebnis sollte die
Position des Schlisselschritts, die Makrolactamisierung, variiert werden. Beim Versuch die
Makrolactamisierung zwischen Prolin und L-allo-Threonin durchzufihren, war die C-Terminus
Verlangerung von 20 mit dem hergestellten Dipeptid 10 unter den verwendeten

HATU-Bedingungen erneut unzureichend.

OAIl <N\J\(O
HO c) 202b, DIC, DMAP, TMP, DMF 0
0,C O d) Pd(PPhs),, PhSiH3, DCM 0,C 0
/ NH .
© 0 © ‘NHFmoc
N

O NH O A e , >
! MOC ) HATU, TMP, DMF, HOBt
NJ\D N)KD
269 21

ad
OH N O
f) 10, HATU, TMP, "''NHAlloc
0,C 0 DMF, HOBt 0,C 0o
Os_NH o)
o)
N
22

Os_NH 4 >

? Fmoc Fmoc

20

Fm

Schema 87: Amidkupplung zwischen Asparaginsaure und Prolin.

Die Verwendung anderer Reaktionsbedingungen fiir die Amidkupplung konnten die Addition
des Dipeptids 10 und die optimierte Festphasen-Synthese womoglich erfolgreich abschlielRen.
Eine vielversprechende Methode wire die Darstellung des Saurefluorids als aktive Spezies, 162
welche sterisch anspruchsvolle Amidkupplungen besser umsetzt, auch bei solchen Reaktionen
in denen HATU und weitere Reagenzien fir Amidkupplungen unzureichende Ergebnisse

liefern.[180]
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Entschitzung und Zyklisierung

0]
N
<j\f Elongation

\(go O o OY\/\/\ Abspaltgng OZC/\(g
Decarboxylierung

a) 282 R'=TCP
b) 283 R'= Alloc

Schema 88: Uberpriifung der problematischen Addition und alternative Synthese.

Neben der Uberpriifung von anderen Reaktionsbedingungen fiir die Addition des Dipeptids 10,
sollte eine Anderung der Amidkupplungsreihenfolge in Betracht gezogen werden. Eine
friihzeitige Addition des Dipeptids koénnte womoglich besser sein. Drei orthogonale
Schutzgruppen Fmoc, Allyl81 und N-Tetrachlorphthaloyl (TCP)1821831 oder Fmoc,
2-(‘Butyldisulfanyl)ethyl (Tbe)™ 4 und Alloc sollten sowohl die Synthese der Dipeptide 274 und
275, als auch eine Differenzierung zur Verlangerung des C- oder N-Terminus von 276 und 277,

auf der Grundlage der Labilitit und Stabilitit der Schutzgruppen ermoglichen.'®® Die
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Anwendbarkeit der Synthese mit den Dipeptiden 274 und 275 sollte héher als eine
theoretische Veresterung an der Festphase sein. Die Schutzgruppen des Dipeptids 275 sollten
kompatibler als die von 274 fiir die angestrebte Festphasen-Synthese sein. Die variierbare
Zyklisierungsposition sollte den Erfolg einer Makrolactamisierung von 278-281 zum
notwendigen Pentapeptid 282/283 erhohen. Der Syntheseansatz ermdoglicht die
Untersuchung der Amidkupplung zwischen Asparaginsdaure und Prolin sowie die
anschlieBende Amidkupplung der Pipecolinsdure. Wenn C- und N-Terminus der
Asparaginsaure gekuppelt sind, steht die modulare Festphasensynthese fiir die Synthese von

ADEP-Derivaten in Aussicht.
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11. Experimental section

General procedure:

Reactions with anhydrous solvents were carried out under argon atmosphere in oven-dry
glassware by using the schlenk-technique. The anhydrous solvents were used form solvent
purification system MB-SDS 800 by MBRAUN (Garching, Munich, Germany). The ozone for
reactions was generated by Sander Ozonisator 301.7. Photochemical reactions were carried

out in Rayonet RPR-200 Photochemical Reactor.

Flash column chromatography was accomplished with silica gel S (0.040-0.063 nm) purchased

from Merck & Co.,Inc (Kenilworth, New Jersey, United States).

Analytic thin layer chromatography (TLC) was carried out with "Polygram® SilG/UV254"
plastic sheets from Macherey-Nagel GmbH & Co. KG. Detection was carried out using short
wave UV light (254 nm and 366 nm), cerium (1% Ce(SOs)2, 2.5% [Mo0Os3]12[H3PO4],
8 mL conc. H2S04 (98 wt%) in 100 mL H20) or permanganate (0.6% KMnOas in water, with
1.0% K2CO:s).

1H-NMR spectra were recorded at room temperature, unless otherwise descripted, on the
following spectrometers: 300 MHz: Bruker AC-300 or Bruker DRX-300; 400 MHz:
Bruker DRX-400; 500 MHz: Bruker DRX-500; 700 MHz: Bruker DRX-700. All spectra were
recorded in deuterochloroform, deuteromethanol, deuterodimethyl sulfoxid purchased from
Deutero GmbH (Kastellaun, Germany). Calibration was achieved by using the solvent signal of
e.g. chloroform at 6xw=7.26 ppm or the used solvent residual peak.l'® The following
abbreviations were used throughout: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet,

quin = quintet, m = multiplet. Coupling constants (J) are given in Hertz [Hz].

13C-NMR spectra were recorded at room temperature on the following spectrometers:
75 MHz: Brucker AC-300; 100 MHz: Brucker DRX-400; 125 MHz: Bruker DRX-500; 175 MHz:
Bruker DRX-700. All spectra were recorded in the same solvent as the *H-NMR spectra. As
calibration the solvent signal of e.g. deuterochloroform: (central line of triplet) 6c=77.2 ppm
was used or the used solvent residual peak.8¢!

-112 -



2023 Experimental section André Palm

11.1. Experimental section related to salimabromide

(R)-(5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)methanol (80)

Chemical Formula: C1gH5oBr,O
Molecular Weight: 388,1430

Method A

To a fresh prepared lithium diisopropylamide (5.75 mmol, 1.78 eq.) solution in
tetrahydrofuran (24 mL) sodium methanolat (in MeOH 5.4 m; 720 uL, 3.89 mmol, 1.21 eq.)
was added. While stirring for 15 min the solution decolorized and became opaque. Both
diastereomers of iodtetraline 2 (2.00 g, 3.22 mmol, 1.00 eq.) were added and stirred for
15 hours. An additional portion of sodium methanolat (in MeOH 5.4 m; 200 pL, 1.08 mmol,
0.33 eq.) was added. After stirring for 1.5 hours aqueous sat. ammonium chloride (40 mL) was
added and then extracted with diethyl ether (2x 40 mL). The organic phase was washed with
aqueous sat. ammonium chloride (15 mL), dried over sodium sulfate and concentrated under
reduced pressure. A colourless oil (898 mg, 2.23 mmol, 72%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 15:1 to 5:1).

Method B

To the dissolved TBS-protected alcohol 95 (251 mg, 501 umol, 1.00 eq.) in diethyl ether (1 mL)
conc. hypochlorite (37%; 1.04 mL, 12.5 mmol, 25.0 eq.) was added. After stirring for 18 hours
at r.t. agueous sat. sodium carbonate solution (6 mL) was added and then extracted with
diethyl ether (4x 5mlL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (165 mg, 426 umol, 85%) was obtained

after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 1:0 to 5:1).
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 5:1) = 0.30.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.40 (s, 1H, 6), 6.96 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz, 1H, 10),
5.80 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 9), 3.57 (dd, J = 10.9, 6.3 Hz, 1H, 17), 3.40 (dd, J = 10.9, 6.4 Hz, 1H, 17),
3.03(q, /= 7.5 Hz, 2H, 12), 1.27 (s, 3H, 16), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.14 (s, 3H, 15), 1.09 (s,
3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 146.3 (1), 140.3 (4), 137.3(9), 131.3(2), 128.1 (6),
126.3 (10), 125.0 (3), 123.8 (5), 67.4 (17), 42.5 (8), 40.1 (7), 31.0 (12), 25.2 (15), 21.6 (16), 17.6
(18),12.6 (14).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C16H2007°Bré'Br [M+Na*]: 410.9753; found: 410.9.

The obtained data were identical to those previously reported.*?

(15,3R,4R)-7,9-Dibromo-8-ethyl-4,5,5-trimethyl-1,3,4,5-tetrahydro-1,4-

(epoxymethano)benzo[c]oxepin-3-ol (103)

Chemical Formula: C4gH5¢Br,05
Molecular Weight: 420,1410

Pyridine (12.2 uL, 151 pmol, 3.01 eq.) and alkene 80 (19.5 mg, 50.2 umol, 1.00 eq.) were
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dissolved in dry dichloromethane (2.5 mL). At -78 °C an air stream of O3/0 (1.0 A, 0.5 bar)
from the ozone generator was passed over the solvent surface, while stirring for 5 min. Surplus
O3 was removed by passing a stream of 0. The organic phase was washed with aqueous sat.
ammonium chloride (1 mL). The phases were separated and the aqueous phase was extracted
with dichloromethane (4x 1 mL). The combined organic phase was dried over sodium sulfate
and concentrated under reduced pressure. A colourless solid (4.50 mg, 10.7 umol, 21%) was

obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 3:1).

1% \7/16
/8<17\ \5/183r
HOw— 9 \o | |
21 \ /4

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 3:1) = 0.32.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.65 (s, 1H, 6), 6.69 (s, 1H, 10), 5.14 (s, 1H, 9), 4.01
(dd, J=11.1, 1.5 Hz, 1H, 17), 3.82 (d, J = 11.1 Hz, 1H, 17), 3.05 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.35 (s,
3H, 16), 1.33 (s, 3H, 15), 1.16 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 14), 1.12 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 147.8 (1), 141.2 (4), 133.6 (2), 132.4 (6), 125.2 (3),
125.0 (5), 97.0 (10), 95.2 (9), 65.5 (17), 45.1 (8), 43.9 (7), 31.2 (12), 27.2 (15), 26.5 (16), 18.9
(18), 12.4 (14).

HRMS (El): ) m/z calc. for C16H18037°Br’°Br [M-H,]: 415.9622; found: 415.9631.

@ Only the product oxidized by the El-process could be detected.
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(R)-5,7-dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene-2-carbaldehyde (104)

Chemical Formula: C4gH4gBr,O
Molecular Weight: 386,1270
Alcohol 80 (146 mg, 376 umol, 1.00 eq.) was dissolved in dichloromethane (7.0 mL) and Dess—
Martin periodinane (319 mg, 752 umol, 2.00 eq.) was added. After stirring for 1 hour at r.t.
the suspension was diluted with diethyl ether (5.0 mL) and saturated aqueous sodium
bicarbonate solution (10 mL) and aqueous sodium thiosulfate solution (5.0 mL) were added.
The mixture was extracted with diethyl ether (3 x 10 mL) and the combined organic phases
were dried over magnesium sulfate. After removal of the solvents under reduced pressure the
residue was purified by flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 20:1) to

afford colourless oil (142 mg, 368 umol, 98%).

1:815\ /16
0417\?8/7\ \5/ 13
=

19 | |

9\1 e

Rr (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.62

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 9.36 (s, 1H, 17), 7.43 (s, 1H, 6), 7.14 (d, J = 9.8 Hz, 1H, 10),
5.67 (d,J=9.9 Hz, 1H, 9), 3.05 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.27 (s, 3H, 16), 1.23 (s, 3H, 18), 1.18 (t,
J=7.5Hz, 3H, 14), 1.17 (s, 3H, 15).

13C-NMR (175 MHz, CDCl3) & [ppm]: 201.5 (17), 144.3 (1), 141.3 (4), 131.7 (9), 131.2 (2),
129.4 (10), 128.4 (6), 125.4 (3), 124.6 (5), 54.1 (8), 40.1 (7), 31.1 (12), 24.6 (15), 22.5 (16),
14.4 (18), 12.5 (14).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C16H1807°Br’°Br [M+Na*]: 406.9617; found: 406.9619.
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The obtained data were identical to those previously reported.*?!

(R)-2-(5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)acetaldehyde (105)

Chemical Formula: C47H5oBr,O
Molecular Weight: 400,1540

To a solution of (methoxymethyl)triphenylphosphonium chloride (30.6 mg, 89.3 umol,
3.00 eq.) and lithium diisopropylamide (2 m; 59.6 uL, 119 umol, 4.00 eq.) the aldehyde 104
(11.5 mg, 29.8 umol, 1.00 eq.) dissolved in tetrahydrofuran (0.4 mL) was added. After stirring
for 14 hours at r.t. conc. hypochlorite (37%; 296 uL, 3.60 mmol, 120 eq.) was added and stirred
for additional 2 hours. After the addition of pH-7-buffer (1 mL), the aqueous phase was
extracted with diethyl ether (6x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate
and concentrated under reduced pressure. A colourless oil (8.0 mg, 20 umol, 67%) was

obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 45:2).

1:815\ /16
%19/17\1/7\ \5/13
=

9\10/ AN

Rr (cyclohexane/ethyl acetate 30:1) = 0.20.

1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 9.63 (dd, J = 3.4, 2.0 Hz, 1H, 19), 7.41 (s, 1H, 6),
6.95 (dd, J = 9.9, 0.7 Hz, 1H, 9), 5.99 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 10), 3.04 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 2.48
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(dd, J=14.8, 2.0 Hz, 1H, 17), 2.27 (dd, J = 14.8, 3.4 Hz, 1H, 17), 1.28 (s, 3H, 15), 1.21 (s, 3H, 16),
1.18 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.12 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 202.6 (19), 145.1 (1), 140.9 (4), 137.9 (9), 131.2
(2), 128.5 (6), 126.0 (10), 125.2 (3), 124.0 (5), 77.2, 49.9 (17), 41.6 (7), 40.0 (8), 31.1 (12), 23.9
(16), 21.5 (15), 20.4 (18), 12.5 (14).

(R)-2-(5,7-dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)acetic acid (106)

Chemical Formula: C47H5¢Br;0,
Molecular Weight: 416,1530

The acetic aldehyde 105 (8.0 mg, 20 umol, 1.00 eq.) and silver(l) oxide (9.6 mg, 41 umol,
2.1 eq.) were suspended in tetrahydrofuran (0.4 mL) and aqueous sodium hydroxide (2 m;
90 L, 180 umol, 9.0 eq.). The reaction was stirred under exclusion of light for 16 hours at r.t..
The solid was removed over Celite® and aqueous sat. ammonium chloride (1 mL) was added.
The aqueous phase was extracted with diethyl ether (5x 1 mL). The organic phase was dried
over magnesium sulfate and concentrated under reduced pressure. The crude product
(6.4 mg, 15 umol, 77%) was determined through *H-NMR and directly used without further

purification.

(3aS)-6,8-dibromo-7-ethyl-9-hydroxy-3a,4,4-trimethyl-3a,4,9,10a-
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tetrahydrobenzo[e]furo[2,3-b]oxepin-2(3H)-one (107)

OH Br

Chemical Formula: C47H5¢Br,04
Molecular Weight: 448,1510

Pyridine (4.0 uL, 50 umol, 3.2 eqg.) and the crude acetic acid 106 (6.4 mg, 15 umol, 1.0 eq.)
were dissolved in dichloromethane (5 mL). At -78 °C an air stream of 03/0; (1.0 A, 0.5 bar)
from the ozone generator was passed over the solvent surface, while stirring for 5 min. Surplus
O3 was removed by passing a stream of O,. The organic phase was concentrated under reduced
pressure. A colourless solid (8.00 mg, 15.0 umol, 50%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 2:1 and 1% acetic acid).

20 18 15
o 7 2 \ 16
ST N

\ /8/ N \5/15;

~ |

g\']o /4\12

4 |

OH Br 14

23 "

Rr (cyclohexane/ethyl acetate 2:1 and 1% acetic acid) = 0.39.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.56 (s, 1H, 6), 6.57 (s, 1H, 10), 4.91 (s, 1H, 9), 3.17
(d,J=17.3 Hz, 1H, 17), 3.10 (q, /= 7.5 Hz, 2H, 12), 2.18 (d, J = 17.3 Hz, 1H, 17), 1.75 (s, 3H, 16),
1.37 (s, 3H, 15), 1.20 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 0.92 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 175.3 (19), 143.9 (1), 143.0 (4), 135.3 (2), 131.2
(6), 128.7 (3), 125.9 (5), 103.4 (9), 98.3 (10), 48.1 (8), 42.2 (7), 35.4 (17), 31.3 (12), 29.9 (16),
28.1(15), 22.2 (18), 12.3 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for C17H2004"°Br8'Br [M+H"]: 448.9782; found: 448.9806.
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HRMS (APCI*):12l m/z calc. for C17H18047°Br81Br [M+H*]: 446.9624; found: 446.9648.

(R)-(5,7-dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)methyl-4-

methylbenzenesulfonate (117)

Chemical Formula: Cy3H56Br,03S
Molecular Weight: 542,3260

Method A

To the dissolved alcohol 80 (15.0 mg, 38.7 umol, 1.00 eq.) in dry chloroform (0.4 mL) tosyl
chloride (15.0 mg, 78.7 umol, 2.04 eq.) and pyridine (15.0 plL, 186 umol, 4.82 eq.) were added.
The solvent was removed after stirring for 72 hours at r.t. and water (1 mL) was added, then
extracted with dichloromethane (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium
sulfate and concentrated under reduced pressure. A colourless oil (8.2 mg, 15 umol, 39%) was

obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).

Method B

To the dissolved alcohol 80 (11.0 mg, 28.3 umol, 1.00 eq.) in dry pyridine (0.2 mL) tosyl
chloride (10.9 mg, 57.2 umol, 2.02 eq.) was added. The solvent was removed after stirring for
20 hours at r.t. and water (1 mL) was added, then extracted with dichloromethane (5x 1 mL).
The organic phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under reduced

pressure. A colourless oil (8.9 mg, 16 umol, 58%) was obtained after flash column

@ The product oxidized by the APCl-process superimposes individual signals of the product.
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chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).

26, 24
ST X ps
|| | o 15 16
22 /20\8429 18 \/
21 179 = 7. B
o NN TN
o 19 | | |
28 /4
9\10/ 3/ \12

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.35.

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 21, 25), 7.41 (dt, /= 8.3, 0.7
Hz, 2H, 22, 24), 7.28 (d, J = 0.8 Hz, 1H, 6), 6.80 (dd, J = 10.0, 0.8 Hz, 1H, 10), 5.66 (d, J = 10.0
Hz, 1H, 9), 3.89 (d, J = 9.2 Hz, 1H, 17), 3.82 (d, J = 9.2 Hz, 1H, 17), 3.00 (q, J = 7.4 Hz, 2H, 12),
2.44 (s, 3H, 26), 1.20 (s, 3H, 16), 1.15 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 14), 1.10 (s, 3H, 15), 1.09 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 146.5 (1), 144.8 (23), 140.8 (4), 140.7 (9), 135.5
(20), 133.5 (2), 130.2 (22, 24), 129.9 (6), 129.0 (21, 25), 126.4 (3), 125.0 (10), 123.8 (5), 73.4
(17), 41.0 (8), 40.3 (7), 31.0 (12), 29.9 (15), 27.1 (16), 23.9 (26), 20.9 (18), 12.6 (14).

1,3-Dibromo-2-ethyl-6,6-dimethyl-5-methylene-6,7-dihydro-5H-benzo[7]annulene (120)

e

Br

Chemical Formula: C4gH1gBr»
Molecular Weight: 370,1280

Method A

Triethylamine (13.0 pL, 93.3 umol, 2.12 eq.) was added at -78 °C to the alcohol 80 (17.1 mg,
44.1umol, 1.00eq.) dissolved in dichloromethane (0.2 mL). After 10 min
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trifluoromethanesulfonic anhydride (1 m; 46.0 uL, 46.0 umol, 1.04 eq.) was added. After
2 hours stirring at -78 °C an additional portion of trifluoromethanesulfonic anhydride (1 m;
46.0 uL, 46.0 umol, 1.04 eq.) was added. The mixture was allowed to warm to r.t. and was
stirred for 1.5 hours. After adding water (1 mL), it was extracted with dichloromethane (4x
1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under reduced
pressure. A colourless oil (8.30 mg; 5.62 mg, 15.20 umol, 34%) was obtained after flash

column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 20:1).
Method B

The alcohol 80 (8.40 mg, 21.6 umol, 1.00 eq.) and methyl trifluoromethanesulfonate (7.40 uL,
64.9 umol, 3.00 eq.) were stirred for 44 hours in dichloromethane (400 uL) at r.t.. After the
addition of aqueous sat. ammonium chloride (1 mL), the aqueous phase was extracted with
dichloromethane (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (4.70 mg; 3.02 mg, 8.17 umol, 38%) was

obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 15:1).

el 7\ \ 5/
|
Z

-
o
),

Br 14
1

Rr (cyclohexane/ethyl acetate 20:1) = 0.77.

IH-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.38 — 7.37 (m, 1H), 6.61 (dd, J = 10.6, 0.7 Hz, 1H,
10), 6.20 (dt, J = 10.5, 7.1 Hz, 1H, 9), 5.07 (d, J = 1.1 Hz, 1H, 16), 4.79 (d, J = 1.1 Hz, 1H, 16),
3.07 (g, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.96 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 17), 1.19 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.19 (s, 6H,
15, 18).
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13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 157.3 (7), 143.8 (1), 141.3 (4), 136.0 (2), 132.3 (9),
132.2 (6), 131.4 (10), 125.3 (3), 122.5 (5), 113.5 (16), 77.2, 50.6 (8), 40.6 (17), 31.0 (12), 28.6
(15, 18), 12.6 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for C16H1s”°Br8!Br [M *]: 369.9750; found: 369.9742.

1,3-Dibromo-2-ethyl-5,5-dimethyl-6-methylene-6,7-dihydro-5H-benzo[7]annulene (121)

o

Br

Chemical Formula: C4gHgBrs
Molecular Weight: 370,1280

Method A

Triethylamine (13.0 uL, 93.3 pumol, 2.12 eq.) was added at -78 °C to the alcohol 80 (17.1 mg,
44.1 umol, 1.00eq.) dissolved in dichloromethane (0.2 mL). After 10 min
trifluoromethanesulfonic anhydride (1 m; 46.0 uL, 46.0 umol, 1.04 eq.) was added. After
2 hours stirring at -78 °C an additional portion of trifluoromethanesulfonic anhydride (1 m;
46.0 uL, 46.0 umol, 1.04 eq.) was added. The mixture was allowed to warm to r.t. and was
stirred for 1.5 hours. After adding water (1 mL), it was extracted with dichloromethane (4x
1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under reduced
pressure. A colourless oil (8.30 mg; 2.67 mg, 7.24 umol, 16%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 20:1).
Method B

The alcohol 80 (8.40 mg, 21.6 umol, 1.00 eq.) and methyl trifluoromethanesulfonate (7.40 pL,
64.9 umol, 3.00 eq.) were stirred for 44 hours in dichloromethane (400 pL) at r.t.. After the

addition of aqueous sat. ammonium chloride (1 mL), the aqueous phase was extracted with
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dichloromethane (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (4.70 mg; 1.68 mg, 4.54 umol, 21%) was

obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 15:1).

N7

\/8/ \| \F/?J

\%10/ |3/4\12
Br 1|4

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 20:1) = 0.77.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.28 (d, J = 0.7 Hz, 1H, 6), 6.92 (dddd, J = 10.0, 2.2,
1.5,0.7 Hz, 1H, 10), 6.12 (ddd, J =10.0, 5.1, 4.0 Hz, 1H, 9), 5.04 (p, J = 1.5 Hz, 1H, 18), 4.87 (dd,
J=1.5,0.7 Hz, 1H, 18), 3.07 (g, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 2.69 (ddd, J = 17.4, 4.0, 2.2 Hz, 1H, 17), 2.07
(ddd,J=17.4,5.1, 1.5 Hz, 1H, 17), 1.74 (dd, = 1.5, 0.7 Hz, 3H, 16), 1.38 (s, 3H, 15), 1.20 (t, / =
7.5 Hz, 3H, 14).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 148.9 (8), 142.6 (1), 140.7 (4), 132.5(2), 129.7 (6),
129.6 (9), 126.5 (10), 125.1 (3), 123.0 (5), 113.7 (17), 44.4 (7), 34.7 (16), 31.1 (12), 25.9 (18),
20.9 (15), 12.6 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for C16H18”°Bré1Br [M *]: 369.9750; found: 369.9742.

(5)-6,8-Dibromo-7-ethyl-3a,4,4-trimethyl-1,3,3a,4-tetrahydronaphtho[2,3-c]furan (123)
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Chemical Formula: C47H5oBr,O
Molecular Weight: 400,1540

To the alcohol 80(20.0 mg, 51.5 umol, 1.00 eq.) and sodium hydride (60%; 3.20 mg, 80.0 umoal,
1.55 eq.) in tetrahydrofuran (300 pL) chloro(methoxy)methane (12.0 uL, 158 umol, 3.07 eq.)
was added. The reaction was stirred for 3 hours at r.t. and for further 18 hours at 40 °C. After
the addition of aqueous sat. ammonium chloride (1 mL), the aqueous phase was extracted
with diethyl ether (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (6.1 mg, purity 75%, 123, 4.57 mg

11.4 umol, 22%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate

10:1).

15\ /16
18

17 ?/7 6\ Br
bt
O

19\20/0'“\/ ZaN

Rr (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.38.

IH-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.39 (s, 1H, 6), 6.69 (t, J = 2.2 Hz, 1H, 10), 4.73 (dd,
J=14.7,2.2 Hz, 1H, 20), 4.44 (dd, J = 14.7, 2.1 Hz, 1H, 20), 4.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 17), 3.76 (d,
J=8.5Hz, 1H, 17), 3.07 (g, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.38 (s, 3H, 15), 1.20 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.12
(s, 3H, 16), 1.02 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 151.3 (9), 144.8 (1), 140.3 (4), 132.3 (2), 127.9 (6),
124.9 (3), 122.9(5), 114.3 (10), 75.3 (17), 70.5 (20), 48.8 (8), 40.3 (7), 31.0 (12), 24.8 (16), 22.4
(15), 18.9, 12.5 (14).
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HRMS (APCI*): m/z calc. for C17H197°Br8Br [M-H]: 398.9777; found: 398.977.

HRMS (APCI*): m/z calc. for C17H1s7°Br81Br [M+OH*]: 414.9726; found: 414.972.

(R)-5,7-Dibromo-2-(((4-chlorobutoxy)methoxy)methyl)-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-
dihydronaphthalene (124)

CI\/\/\O/\

Chemical Formula: C54H59Br,CIO,
Molecular Weight: 508,7190

To the alcohol 80 (14.7 mg, 37.9 umol, 1.00 eq.) and trimethylamine (8.00 pL, 57.7 umol,
1.51 eq.) in tetrahydrofuran (300 pL) was added chloro(methoxy)methane (8.65 ulL, 114 umol,
3.00eqg.). The reaction was stirred for 96 hours at 40°C, before further
chloro(methoxy)methane (20.1 uL, 265 umol, 7.00 eq.) was added. The reaction was stirred
for additional 144 hours at 60 °C. After the addition of aqueous sat. ammonium chloride
(1 mL), the aqueous phase was extracted with diethyl ether (5x 1 mL). The organic phase was
dried over magnesium sulfate and concentrated under reduced pressure. A colourless oil
(7.1 mg, 14.0 umol, 37%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl

acetate 10:1).

15 16

K/\/\O/\/”

21

_Oo ||I|—‘

/\ 6\5/13
|
Z N

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.47.
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'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.39 (d, J= 0.7 Hz, 1H, 6), 6.86 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz,
1H, 10), 5.86 (d, J = 10.1 Hz, 1H, 9), 4.59 (d, J = 6.8 Hz, 1H, 20), 4.57 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 20), 3.53
(t, J= 6.6 Hz, 2H, 25), 3.49 (t, J = 6.2 Hz, 2H, 22), 3.42 (d, J = 9.2 Hz, 1H, 17), 3.37 (d, J = 9.0 Hz,
1H, 17), 3.03 (g, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.84 — 1.77 (m, 2H, 23), 1.71 - 1.64 (m, 2H, 24), 1.23 (s, 3H,
16), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.17 (s, 3H, 15), 1.10 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 145.8 (1), 140.3 (4), 138.4 (9), 131.5(2), 128.1 (6),
124.8 (10), 124.8 (3), 123.4 (5), 95.7 (20), 71.9 (17), 67.1 (22), 45.0 (25), 41.4 (8), 40.4 (7), 31.0
(12), 29.7 (23), 27.2 (24), 23.9 (15), 22.4 (16), 17.9 (18), 12.6 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for C21H29CI027°Br8!Br [M+H*]: 509.0275; found: 509.0273.

(R)-5,7-Dibromo-2-((ethoxymethoxy)methyl)-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-
dihydronaphthalene (125)

Chemical Formula: C4gH»¢Br,0,
Molecular Weight: 446,2230

To the alcohol 80 (14.8 mg, 38.1 umol, 1.00 eq.) and trimethylamine (8.00 uL, 57.7 umol,
1.51 eq.) in dichloromethane (300 uL) was added 1-(chloromethoxy)-2-methoxyethane (94%;
10.0 uL, 82.3 umol, 2.16 eq.). The reaction was stirred for 20 hours at r.t.. After the addition of
aqueous sat. ammonium chloride (1 mL), the aqueous phase was extracted with
dichloromethane (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (1.5 mg, 3.4 umol, 9%) was obtained

after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.58.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 (d, J= 0.7 Hz, 1H, 6), 6.86 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz,
1H, 10), 5.87 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 9), 4.60 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 20), 4.58 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 20), 3.53
(q,/=7.1Hz, 2H, 22), 3.44 (d, J = 9.1 Hz, 1H, 17), 3.40 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 17), 3.03 (q, J = 7.5 Hz,
2H, 12), 1.22 (s, 3H, 16), 1.18 (s, 3H, 15), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.16 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 23),
1.09 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 145.9 (1), 140.3 (4), 138.5(9), 131.5(2), 128.1 (6),
124.8 (3, 10), 123.4 (5), 95.5 (20), 71.8 (17), 63.3 (22), 41.4 (8), 40.4 (7), 31.0 (12), 23.9 (15),
22.5(16), 17.9 (18), 15.2 (23), 12.6 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for C19H260,7°Br3!Br [M+H*]: 447.0353; found: 447.0356.

HRMS (APCI*):?l m/z calc. for C17H2107°Bré'Br [M+H*]: 400.9933; found: 400.994.

(R)-5,7-Dibromo-6-ethyl-2-(methoxymethyl)-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (126)

@ The main signal is the methoxyl-alkyne generated by elimination of ethanol.
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Chemical Formula: C{7H5,Br,0
Molecular Weight: 402,1700

Method A

The alcohol 80 (8.40 mg, 21.6 umol, 1.00 eq.) and methyl trifluoromethanesulfonate (7.40 uL,
64.9 umol, 3.00 eq.) were stirred for 44 hours in dichloromethane (400 uL) at r.t.. After the
addition of aqueous sat. ammonium chloride (1 mL), the aqueous phase was extracted with
dichloromethane (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (2.8 mg, 3.4 umol, 32%) was obtained

after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 15:1).

Method B

The alcohol 80 (32.2 mg, 98.4 umol, 1.00 eq.), silver(l)oxid (111 mg, 479 umol, 4.87 eq.) and
iodomethane (82.0 uL, 1.32 mmol, 13.4 eq.) were stirred for 9 d in diethyl ether (400 uL) at r.t..
The solid was removed over Celite® and the organic phase was concentrated under reduced
pressure. A colourless oil (29.5mg, 73.4 umol, 75%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 40:1 to 30:1).

1:815\ /16

20\ O/ 17\;8/ 7\ \ 5/ 1BSr
© | | |
4.

9\10/ |3/ \12

Br 1|4

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.54.
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'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.39 (d, J= 0.6 Hz, 1H, 6), 6.85 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz,
1H, 10), 5.86 (d, J = 10.1 Hz, 1H, 9), 3.27 (s, 3H, 20), 3.27 (d, J = 8.8 Hz, 1H, 17), 3.24 (d, J = 8.8
Hz, 1H, 17), 3.04 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.21 (s, 3H, 16), 1.18 (s, 3H, 15), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
14), 1.06 (s, 3H, 18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 145.9 (1), 140.2 (4), 138.6 (9), 131.5 (2), 128.1(6),
124.8 (3), 124.6 (10), 123.3 (5), 77.1 (17), 59.5 (20), 41.7 (8), 40.5 (7), 31.0 (12), 23.9 (15), 22.8
(16), 17.7 (18), 12.6 (14).

HRMS (EI): m/z calc. for C17H2,07°Br”°Br [M]: 400.0035; found: 400.0026.

(R)-5,7-Dibromo-2-(bromomethyl)-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (284)

Chemical Formula: C4gHgBr3
Molecular Weight: 451,0400

To the alcohol 80 (10.4 mg, 26.8 umol, 1.00 eq.) and thiourea (4.40 mg, 57.8 umol, 2.16 eq.)
was added hydrobromic acid (48%; 18.0 uL, 159 umol, 5.94 eq.). The reaction was stirred for
18 hours at 70 °C, before sodium hydroxide (3 m; 58.1 L, 174 umol, 6.50 eq.) was added. The
reaction was stirred for additional 4 hours at 70 °C. The aqueous phase was extracted with
diethyl ether (6x1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A colourless oil (6.8 mg, 15.1 umol, 56%) was obtained

after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).
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Rt (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.52.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 (s, 1H, 6), 6.90 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 10), 5.89
(d,J=10.1Hz, 1H, 9), 3.49 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 17), 3.40 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 17), 3.04 (q, J = 7.5 Hz,
2H, 12), 1.27 (s, 3H, 16), 1.22 (s, 3H, 15), 1.21 (s, 3H, 18), 1.18 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 145.0 (1), 140.8 (4), 138.0(9), 131.3(2), 128.2 (6),
125.3 (10), 125.2 (3), 123.8 (5), 41.8 (7), 41.6 (17), 40.9 (8), 31.1 (12), 25.1 (15), 21.8 (16), 19.1
(18),12.6 (14).

HRMS (EI): m/z calc. for C1¢H19’°Br’°Br’°Br [M]: 447.9037; found: 447.9031.

(R)-5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)-1,2-
dihydronaphthalene (134a)

Chemical Formula: C4gH5,Br,O
Molecular Weight: 426,1920

To the alcohol 80 (10.0 mg, 25.8 umol, 1.00 eq.) and propargyl bromide (9.2 m; 8.40 L,
77.3 umol, 3.00 eq.) in tetrahydrofuran (200 pL) sodium hydride (60%; 3.90 mg, 97.5 umol,
3.78 eq.) was added. The reaction was stirred for 18 hours at r.t., before further propargyl

bromide (9.2 m; 8.40 uL, 77.3 umol, 3.00 eq.) and sodium hydride (60%; 3.90 mg, 97.5 umol,
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3.78 eq.) were added. The reaction was stirred for additional 16 hours at r.t.. After the addition
of aqueous sat. ammonium chloride (0.5 mL) and water (0.5 mL), the aqueous phase was
extracted with diethyl ether (5x 1 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate
and concentrated under reduced pressure. A colourless oil (8.1 mg, 19.0 umol, 74%) was

obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).

15 16

0/17\?8/7\ \5/13
=

Rt (cyclohexane/ethyl acetate 20:1) = 0.49.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.40 (d, J= 0.7 Hz, 1H, 6), 6.86 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz,
1H, 10), 5.86 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 9), 4.11 (dd, J = 15.9, 2.4 Hz, 1H, 20), 4.04 (dd, J = 15.9, 2.4 Hz,
1H, 20), 3.43 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 17), 3.39 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 17), 3.03 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 2.38
(t, J=2.4 Hz, 1H, 22), 1.22 (s, 3H, 15), 1.20 (s, 3H, 16), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.07 (s, 3H,
18).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 145.8 (1), 140.3 (4), 138.3 (9), 131.5 (2), 128.2 (6),
124.8 (3), 124.8 (10), 123.4 (5), 80.0 (21), 74.4 (22), 74.1 (17), 58.8 (20), 41.6 (7), 40.5 (8), 31.0
(12), 23.9 (16), 22.9 (15), 17.8 (18), 12.6 (14).

HRMS (El): m/z calc. for C19H2207°Br’°Br [M]: 424.0037; found: 424.0033.

(R)-5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-2-((2-(prop-2-yn-1-yloxy)ethoxy)methyl)-1,2-
dihydronaphthalene (134b)
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Chemical Formula: C51H5gBr,0,
Molecular Weight: 470,2450

Br

To the alcohol 80 (28.9 mg, 74.5 umol, 1.00 eq.) and 3-(2-bromoethoxy)prop-1-yne (143)
(15.0 mg, 92.0 umol, 1.24 eq.) in tetrahydrofuran (300 pL) sodium hydride (60%; 5.98 mg,
149 umol, 2.00 eq.) was added. The reaction was stirred at r.t. over 5 hours, additional
3-(2-bromoethoxy)prop-1-yne (143) (15.0 mg, 92.0 umol, 1.24 eq.) and sodium hydride (60%;
4,00 mg, 149 umol, 1.34 eq.) was added after each hour. The reaction was stirred for
additional 14 hours at r.t.. After the addition of aqueous sat. ammonium chloride (0.5 mL) and
water (0.5 mL), the aqueous phase was extracted with diethyl ether (5x 1 mL). The organic
phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under reduced pressure. A
colourless oil (6.9 mg, 14.7 umol, 20%) was obtained after flash column chromatography

(cyclohexane/ethyl acetate 15:1).

15 16
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Rr (cyclohexane/ethyl acetate 15:1) = 0.26.

1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 (s, 1H, 6), 6.85 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 10), 5.86
(d,J=10.0 Hz, 1H, 9), 4.14 (d, J = 2.4 Hz, 2H, 20), 3.62 —3.59 (m, 2H, 25), 3.52 (dd, J = 5.7, 3.9
Hz, 2H, 24), 3.36 (d, J = 9.1 Hz, 1H, 17), 3.34 (d, J = 9.1 Hz, 1H, 17), 3.03 (q, J = 7.4 Hz, 2H, 12),
2.41(t,J = 2.4 Hz, 1H, 22), 1.22 (s, 3H, 15), 1.18 (s, 3H, 16), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.06 (s,
3H, 18).
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13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 146.1 (1), 140.1 (4), 138.6 (9), 131.6 (2), 128.1 (6),
124.8 (10), 124.7 (3), 123.3 (5), 80.0 (21), 75.5 (17), 74.4 (22), 71.2 (24), 69.2 (25), 58.6 (20),
41.8 (7), 40.3 (8), 31.0 (12), 24.1 (16), 22.7 (15), 17.8 (18), 12.6 (14).

2-(Prop-2-yn-1-yloxy)ethan-1-ol (141)

Chemical Formula: CsHgO»
Molecular Weight: 100,1170

To ethylene glycol (950 uL, 17.0 mmol, 5.05 eq.) in tetrahydrofuran (200 pL) sodium hydride
(60%; 269 mg, 6.72 umol, 2.00 eq.) was added dropwise at 0 °C. After 1 hour stirring at 0 °C,
propargyl bromide (140) (9.2 m; 365 uL, 3.36 mmol, 1.00 eq.) was added. The reaction was
stirred for 18 hours at r.t.. The reaction solution was filtered through Celite® and concentrated
under reduced pressure. The product (197 mg, 1.97 mmol, 59%) was obtained after flash

column chromatography (dichloromethane/methanol 24:1).

1%2/3\?/5\6/5*'

Rr (dichloromethane/methanol 24:1) = 0.32.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 4.20 (d, J = 2.4 Hz, 2H, 3), 3.78 — 3.75 (m, 2H, 6),
3.67-3.63 (m, 2H, 5), 2.45 (t, J = 2.4 Hz, 1H, 1).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 79.6 (2), 74.8 (1), 71.3 (5), 61.9 (6), 58.6 (3).

2-(Prop-2-yn-1-yloxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (142)
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Chemical Formula: C15H1404S
Molecular Weight: 254,3000

2-(Prop-2-yn-1-yloxy)ethan-1-ol (142) (288 mg, 2.88 mmol, 1.00 eq.) and trimethylamine
(610 pL, 4.32 mmol, 1.50 eq.) dissolved in dichloromethane (8.00 mL) was stirred for 15
minutes at r.t.. p-Toluenesulfonyl chloride (604 mg, 3.17 mmol, 1.10 eq.) was added and the
reaction was stirred for 3 hours at r.t.. After the addition of water (4 mL), the aqueous phase
was extracted with dichloromethane (4x 4 mL). The organic phase was dried over magnesium
sulfate and concentrated under reduced pressure. A colourless oil (558 mg, 2.20 mmol, 76%)
was obtained after flash column chromatography (dichloromethane to cyclohexane/

dichloromethane 1:2).

O
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Rf (cyclohexane/ dichloromethane 1:2) = 0.22.

1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.82 — 7.79 (m, 2H, 12, 16), 7.36 — 7.32 (m, 2H, 13,
15), 4.21 — 4.17 (m, 2H, 6), 4.12 (d, J = 2.4 Hz, 2H, 3), 3.74 — 3.71 (m, 2H, 5), 2.45 (s, 3H, 17),
2.42 (t,J = 2.4 Hz, 1H, 1).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 145.0 (14), 133.1 (11), 130.0 (13, 15), 128.1 (12,
16), 79.0 (2), 75.2 (1), 69.0 (6), 67.3 (5), 58.5 (3), 21.8 (17).

3-(2-Bromoethoxy)prop-1-yne (143)
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Chemical Formula: CsH;BrO
Molecular Weight: 163,0140

Tosylate 142 (370 mg, 1.46 mmol, 1.00 eq.) and lithium bromide (1.21 g, 13.9 mmol, 9.56 eq.)
were suspended in dimethylformamide (6.00 mL) and stirred at r.t. for 22 hours. After the
addition of water (18 mL), the aqueous phase was extracted with ethyl acetate (4x 8 mL). The
organic phase was washed with brine (15 mL) dried over magnesium sulfate and concentrated
under reduced pressure. The work-up was repeated in the presence of DMF residues. The

crude product (245 mg) was used for the next reaction without further purification.

(R)-4-(((5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)methoxy)methyl)-
2H-oxet-2-one (144)

Chemical Formula: CogH2,Br,03
Molecular Weight: 470,2010

To the in tetrahydrofuran solved alkyne 134a (13.7 mg, 32.2 umol, 1.00 eq.) was added
lithium chloride (0.5 M, 64.3 uL, 32.2 umol, 1.00 eq.), palladium(ll) chloride (860 pug, 4.85 umol,
0.15 eq.) and tetramethylthiourea (640 pug, 4.84 umol, 0.15 eq.). The reaction was stirred at
60 °C under an atmospheric pressure of carbon monoxide for 48 hours. The reaction solution
was filtered through Celite® and concentrated under reduced pressure. The product (4.7 mg,

10.0 umol, 31%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate

20:1).
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.30.

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]:7.39 (d, J= 0.7 Hz, 1H, 6), 6.89 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz,
1H, 10), 6.15 (t, J = 1.6 Hz, 1H, 22), 5.84 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 9), 4.00 (d, J = 1.6 Hz, 2H, 20), 3.39
(d, J = 8.8 Hz, 1H, 17), 3.35 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 17), 3.03 (qd, J = 7.5, 1.1 Hz, 2H, 12), 1.24 (s, 3H,
15), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.17 (s, 3H, 16), 1.12 (s, 3H, 18).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 164.0 (24), 145.8 (1), 145.4 (21), 140.4 (4), 137.8
(10), 131.4 (2), 128.0 (6), 125.4 (3), 124.9 (9), 123.6 (5), 115.4 (22), 75.7 (17), 74.3 (20), 41.8
(8), 40.2 (7), 31.1 (12), 24.4 (16), 22.4 (15), 17.9 (18), 12.6 (14).

(R)-3-(((5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)methoxy)methyl)-
2H-oxet-2-one (145)

Chemical Formula: C5gH55Br,04
Molecular Weight: 470,2010

To the in tetrahydrofuran solved alkyne 134a (13.7 mg, 32.2 umol, 1.00 eq.) was added lithium
chloride (0.5m, 64.3 uL, 32.2 umol, 1.00 eq.), palladium(ll) chloride (860 ug, 4.85 umol,
0.15 eq.) and tetramethylthiourea (640 pug, 4.84 umol, 0.15 eq.). The reaction was stirred at

60 °C under an atmospheric pressure of carbon monoxide for 48 hours. The reaction solution
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was filtered through Celite® and concentrated under reduced pressure. The product (5.2 mg,
11.1 umol, 34%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate

20:1).

15 16

K w\ /
: B
/23\//21/20\ /17\r/7\| \F/wr

19
0\22 4

* 9\10/ |3/ \12
Br 1|4

Rt (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.34.

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.42 (s, 1H, 22), 7.37 (d, = 0.7 Hz, 1H, 6), 6.83 (dd,
J=10.0,0.7 Hz, 1H, 10), 5.82 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 9), 4.25 (d, J = 3.0 Hz, 2H, 20), 3.35 (d, J = 1.7
Hz, 2H, 17), 3.03 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 1.18 (s, 3H, 15), 1.18 (s, 3H, 16), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
14), 1.02 (s, 3H, 18).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 164.7 (23), 146.0 (1), 140.2 (4), 138.4 (10), 136.4
(22), 132.2 (21), 131.5 (2), 128.1 (6), 124.8 (3), 124.8 (9), 123.3 (5), 74.9 (17), 64.6 (20), 41.8
(8), 40.4 (7), 31.0 (12), 23.9 (16), 23.1 (15), 17.7 (18), 12.6 (14).

(R,Z)-5-(5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)-1-(pyrrolidin-1-
yl)pent-4-en-1-one (3)
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Chemical Formula: Cy4H31BroNO
Molecular Weight: 509,3260

To 3-(ethoxycarbonyl)propyltriphenylphosphonium bromide (152) (660 mg, 1.44 mmol,
3.00 eq.) cooled to -78 °C, sodium bis(trimethylsilyl)amide (1 m; 1.63 mL, 1.63 mmol, 3.40 eq.)
was added dropwise. The mixture was stirred for 30 minutes, evaporated and suspended in
toluene (5.0 mL). The aldehyde 104 (185 mg, 480 pumol, 1.00 eq.) solved in toluene (10 mL)
was added. The reaction was stirred for 16 hours at -78 °C, before an additional portion of the
Wittig-salt 153 (1.50 eq.) was added and the reaction was stirred for additional 4 hours. After
removal of the solvent, the residue was solved in dichloromethane (0.3 mL). The organic phase
was dried over magnesium sulfate and filtered through Celite® and silica gel
(cyclohexane/ethyl acetate 10:1). After all salts were removed, the crude product 154 (204 mg)

was without further purification.

The crude product 154 (204 mg) was stirred for 48 hours in pyrrolidine (2.50 mL) at 100 °C.
After removal of the solvent, the product, a yellowish, viscous oil (116 mg, 209 umol, 44%
(58% brsm)) and starting material (48.5 mg, 126 umol, 26%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1 to 1:1).

15 16
B\ /
1 17\;8/7\ \5/?;
20 4
21/ 9\10/ 3/ \12
| | |
0/22\ N/28 I?I 14
23 24 27
s/

154 Rs (cyclohexane/ethyl acetate 25:1) = 0.27.
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 1:1) = 0.20.
Optical rotation: [a]p?°=-20° (c=1.0, CHCls)

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 (d, J= 0.7 Hz, 1H, 6), 6.82 (dd, J = 10.0, 0.7 Hz,
1H, 10), 6.15(d, /= 10.0 Hz, 1H, 9), 5.44 - 5.38 (m, 2H, 17, 19), 3.47 (t, J = 6.8 Hz, 2H, 28), 3.39
(t, /=6.8 Hz, 2H, 25), 3.03 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 2.67 — 2.61 (m, 1H, 20), 2.53 — 2.48 (m, 1H,
20), 2.31 (t,J=7.5Hz, 2H, 21), 1.95 (p, J = 6.8 Hz, 2H, 26), 1.85 (p, / = 6.8 Hz, 2H, 27), 1.25 (s,
3H, 16), 1.17 (t, /= 7.5 Hz, 3H, 14), 1.16 (s, 3H, 15), 1.08 (s, 3H, 18).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 170.9 (22), 145.6 (1), 141.1 (9), 140.2 (4), 134.4
(17), 131.5 (2), 131.3 (19), 128.2 (6), 124.8 (3), 123.6 (10), 123.2 (5), 46.7 (25), 45.8 (28), 44.3
(8), 42.3 (7), 35.0 (21), 31.1 (12), 26.3 (26), 25.6 (15), 25.1 (20), 24.6 (27), 22.4 (18), 21.7 (16),
12.6 (14).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C24H32NO°Br’°Br [M+H*]: 508.0845; found: 508.0829.

(1R,2aR,3R,8bS)-6,8-Dibromo-7-ethyl-3,4,4-trimethyl-2a,3,4,8b-tetrahydro-3,1-
prop[1]enocyclobuta[a]naphthalen-2(1H)-one (5)

’/,,' Br
oA L

Br

Chemical Formula: C,oH5,Br,0O
Molecular Weight: 438,2030

The acid amide 3 (93.4 mg, 183 mmol, 3.00 eq.) and trifluoromethanesulfonic anhydride (1 m;
366 pL, 366 umol, 2.00 eq.) were stirred for 30 min in toluene (11 mL) at r.t. and additional
30 min at 70 °C. After the addition of 2-fluoropyridine (31.6 puL, 367 umol, 2.00 eq.), the
solution turned deep blue to black in a few moments. The reaction was stirred at 70 °C for

2 hours and additional 18 hours at 140 °C. After the addition of water (8 mL), the mixture was

-140-



2023 Experimental section André Palm

stirred for further 2 hours. To the cold mixture aqueous sodium hydroxide solution (2 m; 3 mL)
was added. The phases were separated and the aqueous phase was extracted with diethyl
ether (15 mL). Brine (3 mL) was added to the aqueous phase, which was then extracted a
second time with diethyl ether (15 mL). Aqueous sat. ammonium chloride (4 mL) was added
to the aqueous phase, which was then extracted a third time with diethyl ether (15 mL). The
combined organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated under reduced
pressure. A yellow-brown crystalline solid (44.0 mg, 100 umol, 55%) was obtained after flash

column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 25:1).

15 16
18, 17 Br
7, ,,_8417\ \5/ 13
\\19| |
/9\/0 |/ 4\1|2
— A 20
2ca)/ 2 Br 14

11

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 25:1) = 0.21.

Optical rotation: [a]p?°= +236° (c=1.0, CHCl3)

1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 7.43 (s, 1H, 6), 5.36 (ddt, J = 12.6, 2.8, 1.8 Hz, 1H,
17), 5.22 (dddd, J = 12.5, 5.1, 2.6, 1.1 Hz, 1H, 19), 3.98 — 3.93 (m, 1H, 21), 3.65 (t, J = 8.1 Hz,
1H, 10), 3.47 (ddd, J = 8.4, 6.7, 1.9 Hz, 1H, 9), 3.04 (qd, J = 7.5, 3.9 Hz, 2H, 12), 2.32 (dtd, J =
18.8, 5.2, 1.6 Hz, 1H, 20), 1.80 (dq, J = 18.7, 2.8 Hz, 1H, 20), 1.39 (s, 3H, 16), 1.28 (s, 3H, 18),
1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.09 (s, 3H, 15).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 210.0 (22), 148.6 (1), 140.1 (4), 134.9 (17), 132.9
(2), 128.9 (6), 128.1 (3), 126.5 (19), 123.1 (5), 63.2 (9), 61.6 (21), 42.3 (7), 40.2 (8), 32.9 (10),
30.9 (12), 28.0 (15), 27.1 (20), 21.9 (16), 21.7 (18), 12.7 (14).

HRMS (El): m/z calc. for C20H2207°Br’°Br [M]: 436.0037; found: 436.0031.
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(1R,3aR,4R,9bS)-7,9-Dibromo-8-ethyl-4,5,5-trimethyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-4,1-

prop[1]lenonaphtho([1,2-c]furan-3(1H)-one (170)

Chemical Formula: C5gH55Br,0,
Molecular Weight: 454,2020

Selenium dioxide (3.40 mg, 30.6 mmol, 1.51 eq.) and tbutyl hydroperoxide (5.5 m; 5.50 pL,

30.3 umol, 1.49 eq.) were stirred for 30 min in dichloromethane (300 ulL) at r.t.. After the

addition of the unsaturated ketone 5 (8.9 mg, 20.3 mmol, 1.00 eq.) the reaction was stirred

for 24 hours. After removal of the solvent, the product mixture, a yellowish, viscous oil

(5.60 mg, 13.3 umol, 61%; 170 3.30 mg, 7.27 umol, 36%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).

15 /16
18, /17\ B Br
" o~ 17 Ny

= OS]

\22/9\10/!/ 3/4\12
|\ Lo | |
o—2 Br 14

Rr (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.19.

IH-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.53 (s, 1H, 6), 5.70 (dddd, J=7.9, 4.2, 2.2, 1.3 Hz,

1H, 21), 5.36 (ddt, J = 12.8, 2.9, 1.4 Hz, 2H, 17), 5.13 (dddd, / = 12.8, 6.4, 2.2, 1.3 Hz, 1H, 19),

4.11 (t, J = 8.4 Hz, 1H, 10), 3.05 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 12), 2.98 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H, 9), 2.50

(dddt, J=18.7,6.2,4.1,0.9 Hz, 1H, 20), 1.72 (ddt, J = 18.7, 4.9, 2.1 Hz, 1H, 20), 1.46 (s, 3H, 18),

1.42 (s, 3H, 16), 1.16 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.11 (s, 3H, 15).
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13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 177.7 (22), 148.0 (1), 140.9 (4), 135.2 (17), 131.4
(2), 130.5 (6), 127.0 (3), 124.2 (5), 121.8 (19), 77.9 (21), 77.2, 44.0 (9), 43.6 (7), 43.3 (10), 42.5
(8), 32.5 (20), 31.3 (12), 29.4 (15), 22.7 (16), 21.3 (18), 12.6 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for CaoH22027°Br’°Br [M+H*]: 453.0059; found: 453.0056.

(1R,3aR,4S5,9bR)-7,9-Dibromo-8-ethyl-4,5,5-trimethyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-4,1-
prop[1]lenonaphtho[2,1-b]furan-2(1H)-one (171)

Chemical Formula: CygH»5Br,05
Molecular Weight: 454,2020

Selenium dioxide (3.40 mg, 30.6 mmol, 1.51 eq.) and tbutyl hydroperoxide (5.5 m; 5.50 pL,
30.3 umol, 1.49 eq.) were stirred for 30 min in dichloromethane (300 pL) at r.t.. After the
addition of the unsaturated ketone 5 (8.9 mg, 20.3 mmol, 1.00 eq.) the reaction was stirred
for 24 hours. After removal of the solvent, the product mixture, a yellowish, viscous oil
(5.60 mg, 13.3 umol, 61%; 171 2.30 mg, 5.06 umol, 25%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 10:1).

15 /16

18, /’7\ 6\ Br
S~ 17 Ny
| \\19| |4

0(9\/0 |3/ \12

24 20

;2—‘21’ Br 1|4

V/4 1

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 10:1) = 0.19.
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1H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.51 (s, 1H, 6), 5.25 (dddd, J = 12.9, 6.4, 1.9, 1.0 Hz,
1H, 19), 5.19 (dddd, J = 12.9, 2.9, 1.9, 0.8 Hz, 1H, 17), 4.96 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H, 9), 4.10 (t, J
= 8.4 Hz, 1H, 10), 3.67 (dtd, J = 8.6, 4.1, 0.8 Hz, 1H, 21), 3.04 (q, J = 7.5 Hz, 2H, 12), 2.45 (dddt,
J=18.6, 6.4, 4.1, 0.8 Hz, 1H, 20), 1.72 (ddt, J = 18.6, 4.9, 2.1 Hz, 1H, 20), 1.42 (s, 3H, 16), 1.35
(s, 3H, 18), 1.17 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14), 1.15 (s, 3H, 15).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 178.9 (22), 147.9 (1), 141.0 (4), 133.3 (17), 132.1
(2), 130.4 (6), 127.6 (3), 124.3 (19), 124.1 (5), 81.6 (9), 46.4 (8), 43.8 (7), 43.6 (10), 40.5 (21),
31.3 (12), 29.5 (15), 29.2 (20), 23.6 (16), 20.5 (18), 12.5 (14).

HRMS (APCI*): m/z calc. for C20H220,7°Br’°Br [M+H*]: 453.0059; found: 453.0056.

(+)-Salimabromide (1)

’/,,' Br
o
L

(e} OBI"

Chemical Formula: CygH5BroO3
Molecular Weight: 468,1850

Method A

The unsaturated ketone 5 (19.5 mg, 44.5 umol, 1.00 eq.), sodium chlorite (80%; 30.2 mg,
267 umol, 6.00 eq.) and ‘butyl hydroperoxide (5.5™m; 240 uL, 1.33 mmol, 30.0 eq.) were
dissolved in acetonitrile (3.0 mL) and water (1.0 mL). The reaction was stirred for 72 hours at
50 °C. Twice, sodium chlorite (80%; 30.2 mg, 267 mmol, 6.00 eq.) and ‘butyl hydroperoxide
(5.5 m; 240 puL, 1.33 mmol, 30.0 eq.) were added after every 24 hours.

The solution was concentrated under reduced pressure. Sodium chlorite (80%; 30.2 mg,
267 mmol, 6.00 eq.) and ‘butyl hydroperoxide (5.5 m; 240 uL, 1.33 mmol, 30.0 eq.) were
added, dissolved in acetonitrile (500 uL) and water (170 uL). After additional 48 hours at 50 °C,
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the solvent was removed and water (1.0 mL) was added to the residue. The aqueous phase
was extracted with ethyl acetate (5x 1 mL). The organic phase was dried over sodium sulfate
and concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid (3.20 mg, 6.83 umol,

15%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 4:1).

Method B

The unsaturated ketone 5 (10.0 mg, 22.8 umol, 1.00 eq.), copper(l) oxide (9.08 mg, 114 umol,
5.00 eq.), 'butyl hydroperoxide (5.5wm; 41.5uL, 228 mmol, 10.0 eq.) were dissolved in
acetonitrile (0.4 mL). The reaction was stirred for 72 hours at 60 °C. Within the 72 hours, tbutyl
hydroperoxide (5.5 m; 41.5 uL, 228 mmol, 10.0 eq.) was added 5 times at 6- and 18-hour
intervals. Water (2.0 mL) was added and the phases were separated. The aqueous phase was
extracted with ethyl acetate (5x 1 mL). The organic phase was dried over sodium sulfate and
concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid (1.60 mg, 3.42 umol, 15%)

was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 4:1).

15 16
18 - 7/ B
71, 17\ \5/ 13['
IR B W |
o a_ 19 s
\\22/ /10 |3/ \1|2
20
O———21, \ r 14
24 O 1

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 4:1) = 0.29.

Optical rotation: [a]p?3= +188.3° (c=0.6, CHCls)

Optical rotation: [a]p?°= +181.1° (c=0.53, MeOH)

IH-NMR (700 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.63 (s, 1H, 6), 6.33 (dd, J = 13.1, 1.4 Hz, 1H, 17),
5.68 (dd, J = 13.1, 2.0 Hz, 1H, 19), 5.63 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, 21), 4.42 (t, J = 8.3 Hz, 1H, 10),
3.36 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H, 9), 3.12 — 3.04 (m, 2H, 12), 1.60 (s, 3H, 18), 1.50 (s, 3H, 16), 1.24
(s, 3H, 15), 1.16 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14).
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13C-NMR (175 MHz, Methanol-da) § [ppm]: 197.7 (20), 177.9 (22), 149.8 (17), 147.5 (1), 142.7
(4), 131.5 (6), 130.1 (2), 128.1 (3), 126.5 (19), 125.7 (5), 83.5 (21), 45.8 (8), 45.1 (9), 44.7 (7),
42.6 (10), 31.9 (12), 29.1 (15), 22.5 (16), 21.8 (18), 12.7 (14).

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.48 (s, 1H, 6), 6.12 (dd, J = 13.0, 1.4 Hz, 1H, 17),
5.69 - 5.66 (m, 2H, 19, 21), 4.22 (t, J = 8.3 Hz, 1H, 10), 3.15 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 1H, 9), 3.07 —
2.97 (m, 2H, 12), 1.59 (s, 3H, 18), 1.45 (s, 3H, 16), 1.20 (s, 3H, 15), 1.14 (t, J = 7.5 Hz, 3H, 14).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 195.7 (20), 176.1 (22), 147.4 (17), 145.5 (1), 142.1
(4), 130.4 (6), 127.8 (2), 127.4 (3), 126.1 (19), 125.4 (5), 82.1 (21), 44.6 (8), 44.2 (9), 43.6 (7),
41.7 (10), 31.3 (12), 29.2 (15), 22.5 (16), 21.7 (18), 12.4 (14).

HRMS (EI): m/z calc. for C2oH2007°Br’°Br [M]: 465.9779; found: 465.9791.

UV (MeCN): Amax (log €) =210 nm (1.5).

deg cm? deg cm?

deg cm? deg cm?

CD (MeCN): Ag02=-2.54 Ag212=5.19 Agrr1=1.67 Agr33=4.84

cmol ’ cmol ’ cmol ’ cmol

Comparison of synthetic (+)-salimabromide and natural salimabromidel*!!

See Table 5 on page 46 for a direct and exact comparison with calibration according to the

literature (Tabelle 5).

'H NMR (700 MHz, MeOD)
entry | synthetic (+)-Salimabromide

[ppm]

14 NMR (500 MHz, MeOD)

natural Salimabromide

[ppm]

13C NMR
(175 MHz, MeOD)

synthetic (+)-

3C NMR
(125 MHz,
MeOQD) natural
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(6H = 3.3349 ppm) (6H = 3.35 ppm) Salimabromide Salimabromide
[ppm] [ppm]
1 197.7 197.7
2 177.9 177.9
3 6.33(dd, J=13.1, 1.4 Hz, 6.35 (dd, J=13.1 Hz, 1H) 149.8 149.8
1H)
4 147.5 147.6
5 142.7 142.7
6 7.63 (s, 1H) 7.65 (s, 1H) 131.5 131.5
7 130.1 130.1
8 128.1 128.1
9 5.68 (dd, J=13.1, 2.0 Hz, 5.70 (dd, J = 13.1 Hz, 1H) 126.5 126.5
1H)
10 125.7 125.7
11 5.63 (dd, J=8.3,2.0Hz, 1H) | 5.65 (dd, J=8.3,2.0 Hz, 1H) | 83.5 83.5
12 45.8 45.8
13 3.36(dd, J=8.3,1.4 Hz, 1H) | 3.38(dd, J=8.3,1.4 Hz, 1H) | 45.1 45.2
14 44.7 44.7
15 4.42 (t, J=8.3 Hz, 1H) 4.44 (t, J= 8.3 Hz, 1H) 42.6 42.6
16 3.12-3.04 (m, 2H) 3.09 (q, J = 7.5 Hz, 2H) 31.9 31.9
17 1.24 (s, 3H) 1.25 (s, 3H) 29.1 29.1
18 1.50 (s, 3H) 1.52 (s, 3H) 22.5 22.5
19 1.60 (s, 3H) 1.61 (s, 3H) 21.8 21.8
20 1.16 (t, J = 7.5 Hz, 3H) 1.17 (t, J= 7.5 Hz, 3H) 12.7 12.7
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11.2. Experimental section related to ADEP

Allyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-threoninate (205a)

HO,,

“’NHCbz
OAIl

Chemical Formula: C15H4gNO5
Molecular Weight: 293,3190

((Benzyloxy)carbonyl)-L-threoninate (500 mg, 1.97 mmol, 1.00 eq.) and caesium carbonate
(322 mg, 987 umol, 0.50 eq.) were dissolved in dimethylformamide (7.5 mL) and water
(2.5 mL). After 30 minutes stirring at r.t. the residue was removed and the solution was
concentrated and dried over three times azeotropic removal with toluene. The solid obtained
was dissolved in dimethylformamide (5.0 mL). After addition of allyl bromide (255 L,
2.95 mmol, 1.49 eq.) at 0 °C, the reaction was stirred for 24 hours at r.t.. The solvent was
removed and water (7.5 mL) was added to the residue. The aqueous phase was extracted with
ethyl acetate (4x 7.5 mL). The organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated
under reduced pressure. A crystalline colourless solid (554 mg, 1.89 mmol, 96%) was obtained

after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 2:1).

7
P2

2\20/19\ 0/2\ /-5\6 |8/17\”
1 :

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 2:1) = 0.15.
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1H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.37 — 7.35 (m, 4H, 14, 15, 17, 18), 7.34 — 7.30 (m,
1H, 16), 5.90 (ddt, J = 16.6, 11.0, 5.7 Hz, 1H, 20), 5.57 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 8), 5.34 (d, J = 17.1 Hz,
1H, 21), 5.26 (d, J = 10.5 Hz, 1H, 21), 5.14 (d, J = 1.4 Hz, 2H, 12), 4.67 (d, J = 5.7 Hz, 2H, 19),
4.38-4.34 (m, 2H, 4, 5), 1.26 (d, J = 6.3 Hz, 3H, 6).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 170.8 (2), 156.7 (9), 136.2 (13), 131.4 (20), 128.6
(15, 17), 128.2 (16), 128.1 (14, 18), 119.0 (21), 68.1 (5), 67.2 (12), 66.2 (19), 59.1 (4), 20.0 (6).

Benzyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-threoninate (205b)

HO,,
o) .
\\‘)/’NHCbz

OBn

Chemical Formula: C1gH51NOs5
Molecular Weight: 343,3790

((Benzyloxy)carbonyl)-L-threoninate (1.00 g, 3.95 mmol, 1.00 eq.) and caesium carbonate
(645 mg, 1.98 mmol, 0.50 eq.) were dissolved in dimethylformamide (15 mL) and water (5 mL).
After 30 minutes stirring at r.t. the residue was removed and the solution was concentrated
and dried over three times azeotropic removal with toluene. The solid obtained was dissolved
in dimethylformamide (10 mL). After addition of benzyl bromide (710 uL, 5.98 mmol, 1.51 eq.)
at 0 °C, the reaction was stirred for 24 hours at r.t.. The solvent was removed and water (15 mL)
was added to the residue. The aqueous phase was extracted with ethyl acetate (4x 15 mL).
The organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure.
A crystalline colourless solid (1.28 g, 3.73 mmol, 94%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 3:1).
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15
i ]
|
17\18/13\12/9\|T/,E;"_J"'r/z\o/m\ |0725\|2|4
1
(@) 23
10 HO/S\s \22/

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 3:1) = 0.09.

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 — 7.30 (m, 10H, 14-18 & 21-25),5.59 (d, J =
8.2 Hz, 1H, 8), 5.22 (d, J = 12.3 Hz, 1H, 19), 5.19 (d, J = 12.3 Hz, 1H, 19), 5.13 (s, 2H, 12), 4.38
(d,J=8.2 Hz, 1H, 4), 4.35 (q, J = 6.4 Hz, 1H, 5), 1.24 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 6).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 171.1(2), 156.9 (9), 136.3 (13), 135.3 (20), 128.8*,
128.7%, 128.7%, 128.4*%, 128.4*, 128.2*, 68.2 (5), 67.5 (19), 67.4 (12), 59.3 (4), 20.1 (6).

* Signals cannot be clearly assigned to 14-18 & 21-25.

Allyl (Z2)-2-(((benzyloxy)carbonyl)amino)but-2-enoate (211.1)

NHCbz
OAll

Chemical Formula: C45H{7NOy4
Molecular Weight: 275,3040

)

Diisopropyl azodicarboxylate (1.9 m; 43.6 uL, 82.8 umol, 1.50 eq.) and tri-n-butylphosphine
(95%; 26.5puL, 102 umol, 1.85eq.) were stirred at 0°C for 30 minutes. Allyl
((benzyloxy)carbonyl)-L-threoninate (205a) (16.2 mg, 55.2 umol, 1.00 eq.) was added. After
stirring for 4 hours at r.t. (‘butoxycarbonyl)-L-proline (202a) (17.8 mg, 82.8 umol, 1.50 eq.) was

added and stirred for additional 20 hours. A colourless viscous oil (3.60 mg, 13.1 umol, 24%)
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was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 2:1) and starting

material (10.9 mg, 37.1 umol, 67%) recovered.

H o6 17/16\15

B I | |

H/zokm/ 18\ 0/2\ 3/ ';IH\S/ 8\ 11/ 12§13/ b
21 1 || ||
4\ (9)

5

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 2:1) = 0.38.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.42 — 7.38 (m, 4H, 13, 14, 16, 17), 7.38 — 7.34 (m,
1H, 15), 6.82 (g, / = 7.2 Hz, 1H, 5), 6.24 (s, 1H, 7), 5.94 (ddt, J = 17.2, 10.5, 5.7 Hz, 1H, 19), 5.35
(dg, J = 17.2, 1.5 Hz, 1H, 22), 5.27 (dq, J = 10.4, 1.3 Hz, 1H, 21), 5.18 (s, 2H, 11), 4.68 (dt, J =
5.7, 1.4 Hz, 2H, 18), 1.85 (d, J = 7.2 Hz, 3H, 6).

13C-NMR (150 MHz, Chloroform-d) 6§ [ppm]: 164.2 (2), 153.9 (8), 136.0 (12), 133.5 (5), 131.8
(19), 128.6 (14, 16), 128.3 (15), 128.2 (13, 17), 126.3 (4), 118.6 (20), 67.4 (11), 66.0 (18), 14.4

(6).

Allyl N-((benzyloxy)carbonyl)-O-(methylsulfonyl)-L-threoninate (212.1)

“’NHCbz
OAll

Chemical Formula: C4gH24NO-S
Molecular Weight: 371,4040

Allyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-threoninate (205a) (20.6 mg, 70.2 umol, 1.00 eq.), pyridine
(17.0 L, 211 umol, 3.00 eq.) and mesyl choride (6.50 L, 84.2 umol, 1.20 eq.) were stirred in
dichloromethane (250 pL) for 24 hours at r.t.. Additional mesyl choride (5.40 uL, 69.8 umol,

1.00 eq.) and diisopropylethylamine (12.2 uL, 70.2 umol, 1.00 eq.) were added and stirred for
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additional 8 hours at r.t.. The aqueous phase was extracted with dichloromethane (4x 1 mL).
The organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure.
A colourless liquid (10.5mg, 28. 3mmol, 40%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 4:1 to 3:1).

o}
N\ /27

3 _S

H o o~ A\

|22 ” 7 (@)

23 1 |

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 2:1) = 0.21.

IH-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.39 - 7.36 (m, 4H, 14, 15, 17, 18), 7.36 — 7.32 (m,
1H, 16), 5.93 (ddt, J = 16.6, 10.4, 6.0 Hz, 1H, 20), 5.48 (d, J = 9.6 Hz, 1H, 8), 5.36 (dt, J = 17.2,
1.5 Hz, 1H, 22), 5.31 (qd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H, 5), 5.29 (dd, J = 10.5, 0.8 Hz, 1H, 23), 5.15 (d, J =
3.2 Hz, 2H, 12), 4.71 (ddt, J = 13.0, 6.1, 1.3 Hz, 1H, 19), 4.64 (ddt, J = 13.0, 5.9, 1.3 Hz, 1H, 19),
4.58 (dd, J = 9.6, 2.4 Hz, 1H, 4), 2.95 (s, 3H, 27), 1.50 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 6).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 168.9 (2), 156.6 (9), 136.0 (13), 131.3 (20), 128.7
(15, 17), 128.5 (16), 128.3 (14, 18), 119.8 (21), 78.2 (5), 67.7 (12), 67.1 (19), 58.2 (4), 38.7 (27),
18.5 (6).
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Qo
Alloc
OH

Chemical Formula: CgH43NOy,
Molecular Weight: 199,2060

((Allyloxy)carbonyl)-L-proline (202b)

L-Proline (1.00 g, 8.69 mmol, 1.00 eq.) and sodium carbonate (921 mg, 8.69 mmol, 1.00 eq.)
were dissolved in tetrahydrofuran (6 mL) and water (6 mL). Allyl choroformate (940 puL,
8.84 mmol, 1.02 eq.) was added at 0 °C and the reaction was stirred for 72 hours at r.t.. The
mixture was acidified to pH = 4 and then extracted with ethyl acetate (2x 6 mL). The organic
phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under reduced pressure. A

colourless viscous oil (1.71 g, 8.58 mmol, 99%) was obtained.

/Y

AN /4\/03

N
8
\13/12\ é\ |
o,
O
10

1

1"

The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.

Duplicate assighments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).

IH-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 5.94 (ddt, J = 16.2, 10.8, 5.5 Hz, 2/3H, 13), 5.87 (ddt,
J=16.2,10.8, 5.5 Hz, 1/5H, 13), 5.32 (d, J = 17.3 Hz, ?/5H, 14), 5.27 (d, J = 17.4 Hz, 1/3H, 14),
5.23 (d, J = 10.5 Hz, 2/sH, 14), 5.17 (d, J = 10.5 Hz, 1/3H, 14), 4.66 — 4.61 (m, %/3H, 12), 4.60 —
4.57 (m, 2/sH, 12), 4.40 (dd, J = 8.5, 3.3 Hz, 2/3H, 4), 4.37 (dd, J = 9.0, 3.7 Hz, 1/3H, 4), 3.60 (d, J
=9.9 Hz, 1/3H, 7), 3.58 — 3.54 (m, 2/3H, 7), 3.53 — 3.50 (m, /5H, 7), 3.49 — 3.43 (m, /5H, 7), 2.26
(ddd, J=32.1,12.4, 6.7 Hz, 1H, 5), 2.19 — 2.09 (m, 1H, 5), 2.02 — 1.88 (m, 2H, 6).
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13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 178.0 (2), 175.6 (2), 156.2 (9), 154.4 (9), 132.8
(13), 132.6 (13), 118.0 (14), 117.4 (14), 66.7 (12), 66.1 (12), 59.6 (4), 58.7 (4), 47.0 (7), 46.8 (7),
31.7(5), 31.1 (5), 23.6 (6), 22.8 (6).

HRMS (ESI*): m/z calc. for CoH13NO4 [M+H"]: 200.0917; found: 200.0922.

HRMS (ESI*): m/z calc. for CaH13NO4 [M+Na*]: 222.0737; found: 222.0742.

((Benzyloxy)carbonyl)-L-allothreonine (203a)

HO

“"NHCbz
OH

Chemical Formula: C45H¢5NO5
Molecular Weight: 253,2540

L-Allothreonine (8) (100 mg, 839 umol, 1.00 eq.) and sodium carbonate (90.8 mg, 856 umol,
1.02 eq.) were dissolved in tetrahydrofuran (2 mL) and water (2 mL). Benzyl choroformate
(120 pL, 856 umol, 1.02 eq.) was added at 0 °C and the reaction was stirred for 20 hours at
r.t.. The mixture was acidified to pH = 3 and then extracted with ethyl acetate (4x 5 mL). The
organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. A
white power (202 mg, 798 mmol, 95%) was obtained after flash column chromatography

(cyclohexane/ethyl acetate 1:1 and 0.5% acetic acid to 0:1 and 0.5%).

H?\6/7 0
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 1:1 and 0.5% acetic acid) = 0.08.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.35 - 7.28 (m, 5H, 14, 15, 16, 17, 18), 5.88 (d, J =
7.9 Hz, 1H, 5), 5.10 (s, 2H, 12), 4.40 (dd, J = 8.0, 4.0 Hz, 1H, 4), 4.17 (td, J = 6.6, 4.0 Hz, 1H, 6),
1.26 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 173.2 (2), 156.8 (9), 135.8 (13), 128.6 (15, 17),
128.3 (16), 128.2 (14, 18), 69.0 (6), 67.5 (12), 59.3 (4), 18.8 (7).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C12H1sNOs [M+H*]: 254.1023; found: 254.1029.

((Allyloxy)carbonyl)-L-allothreonine (203b)

HO
© “’NHAlloc
OH

Chemical Formula: CgH3NO5
Molecular Weight: 203,1940

L-Allothreonine (8) (200 mg, 1.68 mmol, 1.00 eq.) and sodium carbonate (183 mg, 1.73 mmol,
1.03 eq.) were dissolved in tetrahydrofuran (2 mL) and water (5 mL). Allyl choroformate
(183 mg, 1.73 mmol, 1.03 eq.) was added at 0 °C and the reaction was stirred for 96 hours at
r.t.. The mixture was acidified to pH = 3 and then extracted with ethyl acetate (4x 5 mL). The
organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. A
colourless viscous oil (307 mg, 1.51 mmol, 90%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 1:1 and 0.5% acetic acid to 0:1 and 0.5%).
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HO 7
8\6/ 10

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 1:1 and 0.5% acetic acid) = 0.09.

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 5.95 — 5.87 (m, 1H, 13), 5.35 — 5.29 (m, 1H, 14),
5.23 (dq, J = 10.4, 1.3 Hz, 1H, 14), 4.59 (d, J = 5.8 Hz, 2H, 12), 4.43 — 4.37 (m, 1H, 4), 4.22 — 4.17
(m, 1H, 6), 1.30 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 173.2 (2), 156.9 (9), 132.4 (13), 118.4 (14), 69.2
(6), 66.5 (12), 59.4 (4), 19.1 (7).

Allyl ((allyloxy)carbonyl)-L-allothreoninate (204a)

HO

“"NHAlloc
OAIl

Chemical Formula: C44H47NO5
Molecular Weight: 243,2590

Method A

((Allyloxy)carbonyl)-L-allothreonine (203b) (244 mg, 1.20 mmol, 1.00eq.) and sodium
carbonate (146 mg, 1.38 mmol, 1.15 eq.) were dissolved in dimethylformamide (2.0 mL) and
water (1.0 mL). After 30 minutes stirring at r.t. the residue was removed and the solution was
concentrated and dried over three times azeotropic removal with toluene. The solid obtained
was dissolved in dimethylformamide (2.0 mL). After addition of allyl bromide (155 pL,

1.80 mmol, 1.50 eq.) at 0 °C, the reaction was stirred for 18 hours at r.t.. The solvent was
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removed and water (4.0 mL) was added to the residue. The aqueous phase was extracted with
ethyl acetate (4x 3 mL). The organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated
under reduced pressure. A crystalline colourless solid (224 mg, 921 umol, 77%) was obtained

after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 2:1 to 1:2).

Method B

L-Allothreonine (8) (200 mg, 1.68 mmol, 1.00 eq.) and sodium carbonate (183 mg, 1.73 mmol,
1.03 eq.) were dissolved in tetrahydrofuran (2 mL) and water (5 mL). Allyl choroformate
(183 mg, 1.73 mmol, 1.03 eq.) was added at 0 °C and the reaction was stirred for 96 hours at
r.t.. The mixture was acidified to pH = 3 and then extracted with ethyl acetate (4x 5 mL). A

colourless viscous oil (350 mg) was used without further purification.

The viscous oil (350 mg) and sodium carbonate (90.5 mg, 854 umol, 0.51 eq.) were dissolved
in dimethylformamide (2.0 mL) and water (1.0 mL). After 30 minutes stirring at r.t. the residue
was removed and the solution was concentrated and dried over three times azeotropic
removal with toluene. The solid obtained was dissolved in dimethylformamide (2.5 mL). After
addition of allyl bromide (218 uL, 2.52 mmol, 1.50 eq.) at 0 °C and the reaction was stirred for
18 hours at r.t.. The solvent was removed and water (4.0 mL) was added to the residue. The
aqueous phase was extracted with ethyl acetate (4x 3 mL). The organic phase was dried over
sodium sulfate and concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid
(307 mg, 1.26 mmol, 75% over two steps) was obtained after flash column chromatography

(cyclohexane/ethyl acetate 2:1 to 1:2).

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 1:1) = 0.30.
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1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 5.92 (ddtd, J = 17.4, 10.4, 5.8, 1.4 Hz, 2H, 13, 16),
5.64 (s, 1H, 5), 5.36 (dq, J = 17.4, 1.4 Hz, 1H, 17), 5.32 (dq, J = 17.4, 1.4 Hz, 1H, 14), 5.28 (dq, J
=10.4, 1.4 Hz, 1H, 17), 5.23 (dq, J = 10.4, 1.4 Hz, 1H, 14), 4.70 — 4.66 (m, 2H, 15), 4.59 (dt, J =
5.7, 1.5 Hz, 2H, 12), 4.46 (dd, J = 7.8, 3.7 Hz, 1H, 4), 4.21 — 4.16 (m, 1H, 6), 1.22 (d, J = 6.5 Hz,
3H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]:170.1 (2), 156.6 (9), 132.5 (13), 131.3 (16), 119.5
(17), 118.3 (14), 69.2 (6), 66.5 (15), 66.4 (12), 59.5 (4), 19.0 (7).

2-((3S)-4-(Allyloxy)-3-(((allyloxy)carbonyl)amino)-4-oxobutan-2-yl) 1-(tert-butyl) (2S)-pyrrol

.
Boc

0]

idine-1,2-dicarboxylate (206b)

O '/,
NHAIlloc

OAlIl

Chemical Formula: Cy4H35N50g
Molecular Weight: 440,4930

(*Butoxycarbonyl)-L-proline (202a) (279 mg, 1.35 mmol, 1.50 eq.), N,N’-
dicyclohexylcarbodiimid (311 mg, 1.44 mmol, 1.60eq.) and 4-dimethylaminopyridine
(27.6 mg, 225 pumol, 0.25eq.) were dissolved in dichloromethane (1.0 mL). Allyl
((allyloxy)carbonyl)-L-allothreoninate (204a) (219 mg, 902 umol, 1.00eq.) solved in
dichloromethane (1.5 mL) was added. After 24 hours at r.t. the reaction solution was filtered
through Celite® and concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid
(374 mg, 848 umol, 94%) was obtained after flash column chromatography

(cyclohexane/ethyl acetate 2:1).
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Rt (cyclohexane/ethyl acetate 1:1) = 0.45.
The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.

Duplicate assighments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 5.97 — 5.88 (m, 2H, 13, 16), 5.41 — 5.20 (m, 5H, 6,
14, 17), 4.74 — 4.66 (m, 2H, 15), 4.66 — 4.62 (m, 1H, 4), 4.61 — 4.53 (m, 2H, 12), 4.28 (dd, J =
8.6, 4.2 Hz, 0.5H, 20), 4.19 (dd, J = 8.7, 3.8 Hz, 0.5H, 20), 3.57 (ddt, J = 10.3, 7.7, 4.7 Hz, 1H,
23), 3.52 - 3.37 (m, 1H, 23), 2.22 - 2.14 (m, 1H, 21), 2.07 = 1.98 (m, 1H, 21), 1.98 — 1.92 (m,
1H, 22), 1.91 — 1.84 (m, 1H, 22), 1.50 (s, 4.5H, 29, 30, 31), 1.43 (s, 4.5H, 29, 30, 31), 1.36 (d, J
= 6.3 Hz, 1.5H, 7), 1.35 (d, J = 6.3 Hz, 1.5H, 7).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 172.5 (18), 172.1 (18), 168.8 (2), 155.9 (9), 155.6
(9), 154.7 (25), 153.7 (25), 132.6 (13), 132.4 (13), 131.4 (16), 131.2 (16), 119.4 (17), 119.1 (17),
118.0 (14), 117.7 (14), 80.1 (28), 79.9 (28), 71.4 (6), 71.0 (6), 66.5 (15), 66.2 (15), 66.1 (12),
65.9 (12), 59.0 (20), 58.9 (20), 57.4 (4), 57.2 (4), 46.7 (23), 46.4 (23), 30.7 (21), 29.9 (21), 28.5
(29, 30, 31), 28.4 (29, 30, 31), 24.3 (22), 23.5 (22), 16.4 (7), 16.3 (7).

O-((Tert-butoxycarbonyl)-L-prolyl)-L-allothreonine (222)
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Chemical Formula: C14H24N5Og
Molecular Weight: 316,3540

Method A

The protected dipeptid 206b (25.1 mg, 57.0 umol, 1.00 eq.), tetrakis(triphenylphosphane)
palladium(0) (3.29 mg, 2.85 umol, 0.05 eq.), silica gel (10 mg) and phenylsilane (15.5 uL,
125 umol, 2.20 eq.) were suspended in dichloromethane (300 pL). After 20 hours at r.t. the
reaction was concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid (14.0 mg,
44.3 umol, 78%) was obtained after flash column chromatography (chloroform/methanol 3:1).
The column chromatography must be carried out carefully, as the phenylsilane-carbamate is

cleaved on the surface with formation of gas.

Method B

The protected dipeptid 9 (10.0 mg, 25.0 umol, 1.00 eq.), iodine (19.0 mg, 74.9 umol, 3.00 eq.)
and water (1.35 pL, 74.9 umol, 3.00 eq.) were dissolved in acetonitrile (300 pL). After 18 hours
at 60 °C aqueous sat. sodium thiosulfate (0.5 mL) was added. The aqueous phase was
extracted with dichloromethane (4x 1 mL). The organic phase was dried over sodium sulfate
and concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid (5.50 mg, 17.4 umol,
70%) was obtained after flash column chromatography (dichloromethane to

dichloromethane/methanol 2:1 and 1% acetic acid).
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R (chloroform/methanol 3:1) = 0.26.

The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.

Duplicate assighments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).

'H-NMR (500 MHz, Methanol-das) & [ppm]: 5.49 — 5.40 (m, 1H, 6), 4.30 (ddd, J = 12.6, 8.7, 4.0
Hz, 2H, 11), 3.86 (d, J = 3.3 Hz, 0.5H, 4), 3.80 (d, J = 3.2 Hz, 0.5H, 4), 3.57 — 3.49 (m, 1H, 14),
3.47 — 3.40 (m, 1H, 14), 2.36 — 2.24 (m, 1H, 12), 2.15 - 2.04 (m, 2H, 12), 2.03 — 1.88 (m, 2H,
13), 1.50 (s, 4.5H, 20, 21, 22), 1.44 (s, 4.5H, 20, 21, 22), 1.39 (d, J = 6.7 Hz, 1.5H, 7), 1.37 (d, J =
6.6 Hz, 1.5H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 172.3 (2), 172.0 (9), 155.2 (16), 154.4 (16), 80.3
(19), 80.2 (19), 70.2 (6), 70.1 (6), 58.9 (11), 58.9 (11), 58.0 (4), 57.7 (4), 46.6 (14), 46.2 (14),
30.3 (12), 29.5 (12), 27.3 (20, 21, 22), 27.3 (20, 21, 22), 23.9 (13), 23.0 (13), 13.9 (7), 13.3 (7).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C14H24N206 [M+H*]: 317.1707; found: 317.1709.

(2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl ((allyloxy)carbonyl)-L-allothreoninate (204b)
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HO
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Chemical Formula: C14H,7NOgSi
Molecular Weight: 333,4560

((Allyloxy)carbonyl)-L-allothreonine (203b) (268 mg, 1.32 mmol, 1.00 eq.) and triethylamine
(368 pL, 2.64 mmol, 2.00 eq.) were stirred in dimethylformamide (4.0 mL) for 10 minutes at
r.t.. 2-(Trimethylsilyl)ethoxymethyl chloride (257 uL, 1.45 mmol, 1.10 eqg.) was added at 0 °C
and the reaction was stirred for 20 hours at r.t.. The solvent was removed and the aqueous
phase was acidified (with pH-3-buffer and conc. HCI) to pH = 3 and then extracted with ethyl
acetate (4x 5 mL). The organic phase was dried over sodium sulfate and concentrated under
reduced pressure. A crystalline colourless solid (350 mg, 1.05 mmol, 80%) was obtained after

flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 2:1).

H 7 10
?\r/ o
2 18 /1(2\ /(13\2/ ,//NH/9\O/12\13/14
T 5 11
ot
20 (@]
3

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 2:1) = 0.18.

1H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 5.92 (ddt, J = 17.2, 10.4, 5.7 Hz, 1H, 13), 5.65 (d, J
=7.1Hz, 1H, 5), 5.41 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 15), 5.33 (d, J = 6.1 Hz, 1H, 15), 5.32 (ddt, J = 17.0, 1.4,
1.4 Hz, 1H, 14), 5.23 (ddt, J = 10.4, 1.4, 1.4 Hz, 1H, 14), 4.59 (dt, J = 5.7, 1.5 Hz, 2H, 12), 4.46
(dd, J=7.9,3.7 Hz, 1H, 4), 4.24 — 4.17 (m, 1H, 6), 3.73 (t, J = 8.4 Hz, 1H, 17), 3.72 (t, J = 8.4 Hz,
1H, 17), 1.23 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 7), 0.98 — 0.94 (m, 2H, 18), 0.02 (s, 9H, 20, 21, 22).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 170.1 (2), 156.7 (9), 132.5 (13), 118.3 (14), 90.2
(15), 69.2 (6), 68.5 (17), 66.4 (12), 59.6 (4), 18.9 (7), 18.2 (18), -1.3 (20, 21, 22).
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2-((2S,35)-3-(((Allyloxy)carbonyl)amino)-4-oxo-4-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methoxy)butan-
2-yl) 1-(tert-butyl) (S)-pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (206c)

(Ao
Boc

o)
© “’NHAlloc
OSEM

Chemical Formula: C54H45N2,04Si
Molecular Weight: 530,6900

Double-protected L-allothreonine 204b (350 mg, 1.05 mmol, 1.00 eq.), (*butoxycarbonyl)-L-
proline (355 mg, 1.65 mmol, 1.58 eq.), N,N’-dicyclohexylcarbodiimid (340 mg, 1.65 mmol,
1.57 eq.) and 4-dimethylaminopyridine (33.5 mg, 274 umol, 0.26 eq.) were dissolved in
dichloromethane (5.0 mL). After 18 hours at r.t. the reaction solution was concentrated under
reduced pressure. The residue was dissolved in cyclohexane/ethyl acetate 3:1 and filtered
through Celite®. A crystalline colourless solid (556 mg, 1.05 mmol, quant.) was obtained after

flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 3:1).

/19\1‘8
2 17 (@)
27 e \N - \1/ 16
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 3:1) = 0.20.
The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.

Duplicate assighments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).
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1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 5.89 (dtd, J = 20.4, 10.1, 4.8 Hz, 1H, 13), 5.42 (d, J
= 6.1 Hz, 1H, 29), 5.31 (d, J = 6.1 Hz, 1H, 29), 5.33 — 5.25 (m, 2H, 6, 14), 5.21 (ddq, J = 13.1,
10.4, 1.3 Hz, 1H, 14), 4.66 — 4.60 (m, 1H, 4), 4.58 — 4.55 (m, 2H, 12), 4.27 (dd, J = 8.5, 4.1 Hz,
0.5H, 17), 4.17 (dd, J = 8.6, 3.9 Hz, 0.5H, 17), 3.77 — 3.69 (m, 2H, 31), 3.58 — 3.45 (m, 1H, 20),
3.45-3.36 (m, 1H, 20), 2.20 — 1.99 (m, 2H, 18), 1.98 — 1.81 (m, 2H, 19), 1.47 (s, 4.5H, 26, 27,
28), 1.41 (s, 4.5H, 26, 27, 28), 1.35 (d, J = 6.7 Hz, 1.5H, 7), 1.34 (d, J = 6.7 Hz, 1.5H, 7), 1.01 —
0.90 (m, 2H, 32), 0.02 (s, 4.5H, 34, 35, 36), 0.02 (s, 4.5H, 34, 35, 36).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 172.5 (15), 172.1 (15), 168.9 (2), 155.9 (9), 155.6
(9), 154.7 (22), 153.7 (22), 132.6 (13), 132.4 (13), 118.0 (14), 117.7 (14), 90.2 (29), 89.9 (29),
80.0 (25), 79.9 (25), 71.2 (6), 70.8 (6), 68.4 (31), 68.3 (31), 66.1 (12), 65.9 (12), 58.9 (17), 58.9
(17), 57.3 (4), 57.2 (4), 46.6 (20), 46.4 (20), 30.7 (18), 29.8 (18), 28.5 (26, 27, 28), 28.3 (26, 27,
28), 24.3 (19), 23.5 (19), 18.0 (32), 18.0 (32), 16.3 (7), 16.1 (7), -1.5 (34, 35, 36).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C24H42N204Si [M+H*]: 531.2732; found: 531.2725.

N-((allyloxy)carbonyl)-O-((tert-butoxycarbonyl)-L-prolyl)-L-allothreonine (9)

.
Boc

0]

“’NHAlloc
OH

Chemical Formula: C1gH2gN>Og
Molecular Weight: 400,4280

The protected dipeptide 206¢ (465 mg, 877 umol, 1.00 eq.) and carbon tetrabromide (29.1 mg,
87.7 umol, 0.10 eq.) were dissolved in ‘propanol (4.8 mL). After 3 hours at 100 °C the reaction
solution was concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid (254 mg,
635 umol, 72%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate

1:2 and 1% acetic acid).
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 1:2 and 1% acetic acid) = 0.32.

The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.

Duplicate assighments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 5.94 (d, J = 8.9 Hz, 0.5H, 5), 5.90 (ddd, J = 17.3,
10.6, 5.2 Hz, 1H, 13), 5.55 (d, J = 8.3 Hz, 0.5H, 5), 5.32 (dd, J = 3.2, 1.7 Hz, 1H, 14), 5.27 (dd, J =
6.7, 3.2 Hz, 1H, 6), 5.22 (dd, J = 15.1, 10.7 Hz, 2H, 14), 4.63 — 4.56 (m, 1H, 4), 4.57 (g, J = 6.4
Hz, 2H, 12), 4.29 (dd, J = 8.6, 4.2 Hz, 0.6H, 17), 4.21 (dd, J = 8.7, 3.7 Hz, 0.4H, 17), 3.54 (ddd, J
=10.3, 7.9, 4.7 Hz, 0.4H, 20), 3.47 (ddd, J = 10.3, 7.9, 4.7 Hz, 0.6H, 20), 3.44 (dt, J = 10.6, 7.3
Hz, 0.4H, 20), 3.39 (dt, J = 10.6, 7.3 Hz, 0.6H, 20), 2.22 — 2.14 (m, 1H, 18), 2.05 — 1.98 (m, 1H,
18), 1.97 — 1.82 (m, 2H, 19), 1.47 (s, 5H, 26, 27, 28), 1.42 (s, 4H, 26, 27, 28), 1.40 (d, J = 6.7 Hz,
1.8H, 7), 1.39 (d, J = 6.7 Hz, 1.2H, 7).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 172.5 (15), 172.1 (2), 156.2 (9), 155.9 (9), 155.2
(22), 154.2 (22), 132.6 (13), 132.5 (13), 118.2 (14), 117.9 (14), 80.7 (25), 80.6 (25), 71.8 (6),
71.4 (6), 66.3 (12), 66.2 (12), 59.3 (17), 59.2 (17), 57.4 (4), 57.3 (4), 46.9 (20), 46.5 (20), 30.8
(18), 30.1 (18), 28.6 (26, 27, 28), 28.5 (26, 27, 28), 24.4 (19), 23.7 (19), 16.7 (7), 16.5 (7).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C1gH28N20s [M+H*]: 401.1918; found: 401.1913.
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2-((25,35)-3-((S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)propanamido)-4-oxo-4-((2-(
trimethylsilyl)ethoxy)methoxy)butan-2-yl) 1-(tert-butyl)
(S)-pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (223b)

N
' HJ\( “Fmoc
0]

Chemical Formula: C3gH53N3044Si
Molecular Weight: 739,9380

Mixture A: Fmoc-Ala-OH (11.7 mg, 37.7 umol, 2.00eq.), N,N’-dicyclohexylcarbodiimid
(7,80 mg, 37.9 umol, 2.00 eq.) and hydroxybenzotriazole monohydrate (5.8 mg, 38.1 umol,

2.01 eq.) were stirred for 2 hours at r.t. in dichloromethane (200 puL).

Mixture A was added to a solution of protected dipeptide 206¢ (10.0 mg, 18.8 umol, 1.00 eq.),
tetrakis(triphenylphosphane) palladium(0) (2.20 mg, 1.90 umol, 0.1 eq.) and phenylsilane
(7.00 pL, 56.5 umol, 3.00 eq.) in dichloromethane (100 pL). After 90 minutes at r.t. the
reaction solution was concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid
(9.80mg, 13.2pumol, 70%) was obtained after flash column chromatography

(cyclohexane/ethyl acetate 3:1).

1
Y
25\ /27 \N /16\14% 015 50/49\\
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34 32 5
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 3:1) = 0.26.
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The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.

Duplicate assignments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &!3C-NMR).

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.76 (dd, J = 7.7, 2.6 Hz, 2H, 45, 48), 7.60 (dd, J =
10.7, 7.4 Hz, 2H, 42, 51), 7.40 (td, J = 7.5, 3.8 Hz, 2H, 44, 49), 7.34 — 7.28 (m, 2H, 43, 50), 7.21
(d, J = 8.5 Hz, 0.5H, 5), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 0.5H, 5), 5.69 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 12), 5.45 — 5.23 (m,
3H, 6, 28), 4.86 —4.79 (m, 1H, 4), 4.46 — 4.37 (m, 2H, 39), 4.39 — 4.29 (m, 1H, 11), 4.29 — 4.25
(m, 1H, 16), 4.25 - 4.19 (m, 1H, 40), 3.78 — 3.68 (m, 2H, 30), 3.57 — 3.35 (m, 2H, 19), 2.18 -
1.96 (m, 2H, 17), 1.95-1.82 (m, 2H, 18), 1.47 (s, 4.5H, 25, 26, 27), 1.42 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 13),
1.39 (s, 4.5H, 25, 26, 27), 1.37 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 7), 0.99 — 0.92 (m, 2H, 31), 0.02 (s, 4.5H, 33,
34, 35), 0.02 (s, 4.5H, 33, 34, 35).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 172.4 (9), 172.3 (9), 172.1 (14), 171.2 (14), 168.4
(2), 168.0 (2), 155.8 (36), 155.5 (36), 154.9 (21), 153.7 (21), 143.9 (41, 52), 143.8 (41, 52), 141.3
(46, 47), 127.8 (44, 49), 127.7 (44, 49), 127.1 (43, 50), 127.1 (43, 50), 125.1 (42, 51), 125.0 (42,
51), 120.0 (45, 48), 119.9 (45, 48), 90.3 (28), 89.9 (28), 80.3 (24), 79.9 (24), 70.7 (6), 70.5 (6),
68.4 (30), 68.3 (30), 67.2 (39), 67.0 (39), 59.0 (16), 58.8 (16), 56.0 (4), 55.5 (4), 50.7 (11), 50.5
(11), 47.2 (40), 47.1 (40), 46.8 (19), 46.4 (19), 30.6 (18), 30.0 (18), 28.5 (25, 26, 27), 28.3 (25,
26, 27), 24.3 (17), 23.5 (17), 19.0 (13), 18.4 (13), 18.0 (31), 16.6 (7), 16.6 (7), -1.4 (33, 34, 35).

HRMS (ESI*): m/z calc. for CagHs3aN3010Si [M+H*]: 740.3573; found: 740.3581.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl ((allyloxy)carbonyl)-L-allothreonine (204c)

HO
FmO Y,
NHAIlloc

0]

Chemical Formula: CooHo3NO5
Molecular Weight: 381,4280
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((Allyloxy)carbonyl)-L-allothreonine (203b) (255 mg, 1.25 mmol, 1.00 eq.), 9-
fluorenylmethanol (370 mg, 1.88 mmol, 1.88 eq.) and camphorsulfonic acid (CSA) (14.5 ug,
62.5 pmol, 0.05 eq.) were dissolved in toluene (5 mL). The reaction was heated to reflux for
15 hours with a Dean-Stark apparatus to remove the reaction water. The solution was
concentrated under reduced pressure. A crystalline colourless solid (230 mg, 603 umol, 48%)

was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 5:1 to 3:1).

/15/?\2/ “ 9\0/1K13/14
|| 5 11
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| | ez
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 3:1) = 0.22.

'H-NMR (700 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.77 (ddt, J= 7.6, 3.3, 1.0 Hz, 2H, 21, 24), 7.59 (ddq,
J=8.4,7.5,0.9 Hz, 2H, 18, 27), 7.41 (tdt, J = 7.4, 6.4, 0.9 Hz, 2H, 20, 25), 7.33 (dtd, J = 9.4, 7.4,
1.1 Hz, 2H, 19, 26), 5.91 (ddt, J = 17.3, 10.5, 5.7 Hz, 1H, 13), 5.55 (d, J = 6.1 Hz, 1H, 5), 5.32 (d,
J=17.3 Hz, 1H, 14), 5.23 (d, J = 10.5 Hz, 1H, 14), 4.64 (dd, J = 10.9, 6.2 Hz, 1H, 15), 4.58 (dd, J
=10.9, 6.2 Hz, 1H, 15), 4.58 (dt, J = 5.7, 1.4 Hz, 2H, 12),4.42 —4.37 (m, 1H, 4), 4.23 (t, /= 6.2
Hz, 1H, 16), 4.02 — 3.95 (m, 1H, 6), 1.00 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 7).

13C-NMR (175 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 170.2 (2), 156.6 (9), 143.4 (17, 28)*, 143.3 (17,
28)*, 141.6 (22, 23)*, 141.5 (22, 23)*, 132.5 (13), 128.2 (20, 25)*, 128.1 (20, 25)*, 127.4 (19,
26)*, 127.4 (19, 26)*, 125.0 (18, 27)*, 124.9 (18, 27)*, 120.3 (21, 24)*, 120.3 (21, 24)*, 118.3
(14), 69.1 (6), 67.1 (15), 66.3 (12), 59.5 (4), 46.9 (16), 18.7 (7).

* Signals cannot be clearly assigned.

HRMS (ESI*): m/z calc. for C2;H23NOs [M+H*]: 382.1649; found: 382.1651.
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HRMS (ESI*): m/z calc. for C22H23NOs [M+Na*]: 404.1468; found: 404.1471.

2-((2S,35)-4-((9H-Fluoren-9-yl) methoxy)-3-(((allyloxy)carbonyl)amino)-4-oxobutan-2-yl) 1-(
tert-butyl) (S)-pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (206d)

Qo
Boc
(0]

F ‘r
mo ‘NHAlloc

0]

Chemical Formula: C35H3gN,Og
Molecular Weight: 578,6620

Method A

Double-protected L-allothreonine 204c (225 mg, 590 umol, 1.00 eq.), (‘butoxycarbonyl)-L-
proline (202a) (152 mg, 708 umol, 1.20 eq.), N,N’-dicyclohexylcarbodiimid (152 mg, 737 umol,
1.25eqg.) and 4-dimethylaminopyridine (14.4 mg, 118 umol, 0.20 eq.) were dissolved in
dichloromethane (5.0 mL). After 18 hours atr.t., the reaction solution was concentrated under
reduced pressure. The residue was dissolved in diethyl ether and filtered through Celite®. A
crystalline colourless solid (239 mg, 413 mmol, 70%) was obtained after flash column

chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 3:1).
Method B

Dipeptid 9 (71.7 mg, 179 umol, 1.00 eq.), 9-fluorenylmethanol (141 mg, 716 umol, 4.00 eq.),
N,N’-dicyclohexylcarbodiimid (40.6 mg, 197 umol, 1.10 eq.) and 4-dimethylaminopyridine
(4.40 mg, 36.0 umol, 0.20 eq.) were dissolved in dichloromethane (5.0 mL). After 18 hours at
r.t., the reaction solution was concentrated under reduced pressure. The residue was

dissolved in diethyl ether and filtered through Celite®. A crystalline colourless solid (70.8 mg,
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122 mmol, 68%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate

6:1to 3:1).

7
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Rt (cyclohexane/ethyl acetate 3:1) = 0.23.

The signals described are those of the double data set.

The restricted inversion of the pyramidal proline nitrogen atom generates a duplicate data set.
The restricted rotation led to an additional splitting of the 3C-NMR signals with lower intensity.

Duplicate assignments and integrals should be noted in this regard (*H-NMR &*3C-NMR).

1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.77 (dd, J = 7.8, 3.0 Hz, 2H, 21, 24), 7.60 (dd, J =
20.5, 7.5 Hz, 2H, 18, 27), 7.41 (q, = 7.1 Hz, 2H, 20, 25), 7.35 — 7.29 (m, 2H, 19, 26), 5.91 (ddt,
J=16.3,10.7, 5.6 Hz, 1H, 13), 5.83 (d, J = 9.1 Hz, 0.5H, 5), 5.41 (d, J = 8.8 Hz, 0.5H, 5), 5.31 (d,
J=17.2 Hz, 1H, 14), 5.26 — 5.18 (m, 1.5H, 6, 14), 5.17 — 5.11 (m, 0.5H, 6), 4.68 — 4.61 (m, 1H,
4),4.59 —4.53 (m, 3H, 12, 15), 4.50 (dd, J = 6.8, 3.0 Hz, 1H, 15), 4.27 — 4.22 (m, 0.5H, 31), 4.25
(t, J = 6.4 Hz, 1H, 16), 4.12 (dd, J = 8.7, 3.8 Hz, 0.5H, 31), 3.57 — 3.34 (m, 2H, 34), 2.16 — 1.78
(m, 2H, 32, 33), 1.47 (s, 4H, 40, 41, 42), 1.42 (s, 5H, 40, 41, 42), 1.20 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 7), 1.13
(d,J = 6.6 Hz, 1H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 172.4 (29), 169.2 (2), 155.9 (9), 154.3 (36), 143.4
(17, 28), 141.4 (22, 23), 132.4 (13), 128.0 (20, 25), 128.0 (20, 25), 127.3 (19, 26), 127.3 (19,

-170-



2023 Experimental section André Palm

26), 125.0 (18, 27), 125.0 (18, 27), 124.9 (18, 27), 120.1 (21, 24), 120.1 (21, 24), 118.1 (14),
117.8 (14), 80.1 (39), 79.9 (39), 71.2 (6), 67.4 (15), 66.1 (12), 66.0 (15), 59.0 (31), 58.9 (31),
57.2 (4), 46.7 (34), 46.7 (16), 46.4 (34), 30.7 (32), 29.9 (32), 28.5 (40, 41, 42), 28.4 (40, 41, 42),
24.3 (33), 23.6 (33), 16.2 (7), 15.8 (7).

HRMS (ES|+): m/z calc. for C32H38N208 [|V|+H+]: 579.2701,‘ found: 579.2698.

2-((2S,3S)-4-((9H-Fluoren-9-yl) methoxy)-3-(((allyloxy)carbonyl)amino)-4-oxobutan-2-yl

Qs
H

0]

L-prolinate (10)

F ‘v
MO~ /NHAlloc

o)

Chemical Formula: Cy7H3gN,Og
Molecular Weight: 478,5450

Protected L-allothreonine 206d (234 mg, 404 umol, 1.00 eq.) was stirred in trifluoroacetic acid
(TFA) (370 L, 4.83 mmol, 12.0 eq.) for 30 minutes at r.t.. A crystalline colourless solid (194 mg,

404 umol, quant.) was obtained after intensive removal of TFA under reduced pressure.

32
L
NH/31\2|/O30
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1H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.78 (ddt, J = 7.6, 4.3, 1.0 Hz, 2H, 21, 24), 7.61 —
7.55 (m, 2H, 18, 27), 7.42 (qd, J = 7.8, 0.9 Hz, 2H, 20, 25), 7.33 (dtd, J = 12.7, 7.5, 1.2 Hz, 2H,
19, 26), 6.15 (bs, 1H, 35), 5.88 (ddt, J = 17.1, 10.4, 5.7 Hz, 1H, 13), 5.55 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 5),
5.30 (ddd, J = 17.1, 2.9, 1.4 Hz, 1H, 14), 5.23 (ddd, J = 10.4, 2.9, 1.4 Hz, 1H, 14), 5.13 (qd, J =
6.6, 3.1 Hz, 1H, 6), 4.74 (dd, J = 8.0, 3.1 Hz, 1H, 4), 4.67 (dd, J = 10.8, 6.0 Hz, 1H, 15), 4.58 (dd,
J=10.8, 6.0 Hz, 1H, 15), 4.54 (ddt, J = 5.7, 2.9, 1.4 Hz, 1H, 12), 4.49 — 4.44 (m, 1H, 31), 4.23 (t,
J=6.0 Hz, 1H, 16), 3.54 — 3.48 (m, 1H, 34), 3.42 — 3.35 (m, 1H, 34), 2.39 — 2.30 (m, 1H, 32),
2.22-2.15 (m, 1H, 32), 2.14 - 1.99 (m, 2H, 33), 0.98 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 168.4 (2, 29)*, 168.3 (2, 29)*, 156.3 (9), 143.0 (17,
28)*, 142.8 (17, 28)*, 141.5 (22, 23)*, 141.3 (22, 23)*, 132.2 (13), 128.2 (20, 25)*, 128.2 (20,
25)*%,127.4 (19, 26)*, 127.3 (19, 26)*, 124.7 (18, 27), 120.3 (21, 24), 118.2 (14), 73.6 (6), 67.6
(15), 66.3 (12), 59.4 (31), 56.3 (4), 46.7 (16), 46.6 (34), 28.6 (32), 24.1 (33), 14.0 (7).

* Signals cannot be clearly assigned.

HRMS (ESI*): m/z calc. for C27H30N206 [M+H*]: 479.2177; found: 479.2173.

(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonine (203c)

HO
HO ",
NHFmoc

0]

Chemical Formula: C4gH1gNOs5
Molecular Weight: 341,3630

L-Allothreonine (8) (208 mg, 1.75 mmol, 1.00 eq.), 10% aqueous sodium carbonate (3.50 mL,
3.50 mmol, 2.00 eq.) were suspended in dioxane (1.5 mL). 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
succinimide (649 mg, 1.92 mmol, 1.10 eq.) dissolved under heat in dioxane (2.0 mL) was
added at 0 °C to the suspension. After 18 hours at r.t. the reaction was concentrated under

reduced pressure. Water (15 mL) was added and the aqueous phase was extracted with
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diethyl ether (2x 10 mL) to remove 9-fluorenylmethanol. The aqueous phase was acidified
(with pH-3-buffer) to pH = 4. The resulting white suspension was extracted with ethyl acetate
(3x 15 mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under
reduced pressure. The residue was dissolved twice in dichloromethane (3 ml) and precipitated
by adding "hexane (15 ml). A white voluminous powder (494 mg, 1.45 mmol, 83%) was

obtained after removing the solvent.

25— %
N
H 7 // 21
C8)\|6/ 24\ /24
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Rt (cyclohexane/ethyl acetate 1:1) = 0.16.

IH-NMR (500 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.81 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 18, 21), 7.70 (dd, ) = 7.6, 4.2
Hz, 2H, 15, 24), 7.43 — 7.39 (m, 2H, 17, 22), 7.33 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 2H, 16, 23), 4.39 (dd, J =
19.3, 10.7 Hz, 1H, 12), 4.38 (dd, J = 19.7, 10.7 Hz, 1H, 12), 4.28 — 4.24 (m, 1H, 13), 4.25 - 4.22
(m, 1H, 4), 4.11 (p, J = 6.2 Hz, 1H, 6), 1.25 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 172.4 (2), 157.3 (9), 143.9 (14, 25)*, 143.8 (14,
25)*,141.2 (19, 20), 127.4 (17, 22), 126.8 (16, 23)*, 126.7 (16, 23)*, 124.9 (15, 24)*, 124.8 (15,
24)*,119.5 (18, 21), 67.4 (12), 66.7 (6), 59.9 (4), 47.0 (13), 18.0 (7).

* Signals cannot be clearly assigned.

HRMS (ESI*): m/z calc. for C19H19NOs [M+H*]: 342.1336; found: 342.134.

N-(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-O-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-

L-allothreonine (254)
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.

)

HO ",
NHFmoc

o)

Chemical Formula: C54H,7NOg
Molecular Weight: 425,4810

(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonine (203c) (127 mg, 372 umol, 1.00eq.)
and pyridinium p-toluenesulfonate (PPTS) (5.61 ug, 22.3 umol, 0.06 eq.) were dried over three
times azeotropic removal with toluene (3 mL). The residue was dissolved in tetrahydrofuran
(1.5 ml) and 3,4-dihydropyran (DHP) (295 uL, 3.26 umol, 8.75 eq.) was added. After 3 hours at
50 °C, the reaction was concentrated under reduced pressure. Tetrahydrofuran (3 mL) and
pH 8-phosphat-buffer (3 mL) were added and stirred for 3 hours at 50 °C. Ethyl acetate (6 mL)
was added and the solution was washed with brine (3x 4 mL). The organic phase was dried

over sodium sulfate and concentrated under reduced pressure.

The residue was dissolved in diethyl ether (5 mL) and "hexane (5 mL). The diethyl ether was
removed under reduced pressure and the resulting solid was filtered off at 0°C. This
procedure was repeated twice. A white voluminous powder (149 mg, 349 umol, 94%) was

obtained after removing the remained solvent.
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Rf (cyclohexane/ethyl acetate 1:1) = 0.35.

The signals described are those of the diastereomers. Duplicate assignments and integrals

should be noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).

'H-NMR (500 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.76 (ddt, J = 7.6, 2.0, 1.0 Hz, 2H, 18, 21), 7.64 —
7.57 (m, 2H, 15, 24),7.42 - 7.37 (m, 2H, 17, 22), 7.31 (tdt, /= 7.5, 4.3, 1.1 Hz, 2H, 16, 23), 6.37
(d, J=8.4 Hz, 0.5H, 5), 5.54 (d, J = 8.5 Hz, 0.5H, 5), 4.80 — 4.76 (m, 0.5H, 26), 4.64 —4.56 (m,
1H, 4, 26), 4.45 — 4.34 (m, 2.5H, 4, 12), 4.27 — 4.18 (m, 1.5H, 6, 13), 4.08 (td, J = 6.5, 3.4 Hz,
0.5H, 6), 3.99 — 3.87 (m, 1H, 28), 3.57 — 3.47 (m, 1H, 28), 1.84 — 1.67 (m, 2H, 30, 31), 1.58 -
1.48 (m, 6H, 29, 30, 31), 1.38 (d, /= 6.6 Hz, 1.5H, 7), 1.32 (d, J = 6.5 Hz, 1.5H, 7).

13C-NMR (125 MHz, Chloroform-d) 6 [ppm]: 173.4 (2), 173.4 (2), 156.3 (9), 156.1 (9), 144.0 (14,
25), 143.8 (14, 25), 143.7 (14, 25), 141.3 (19, 20), 127.7 (17, 22), 127.7 (17, 22), 127.1 (16, 23),
127.0 (16, 23), 127.0 (16, 23), 125.2 (15, 24), 125.1 (15, 24), 120.0 (18, 21), 120.0 (18, 21),
119.9 (18, 21), 98.8 (26), 98.2 (26), 74.8 (6), 72.8 (6), 67.2 (12), 67.1 (12), 64.0 (28), 63.1 (28),
58.2 (4), 56.9 (4), 47.1 (13), 47.1 (13), 31.6 (31), 31.1 (31), 25.2 (29), 25.1 (29), 20.3 (30), 19.7
(30), 17.5 (7), 17.3 (7).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C24H27NOg [M+H*]: 426.1911; found: 426.191.

HRMS (ESI*): m/z calc. for C24H27NOg [M+Na*]: 448.1731; found: 448.173.

(E)-Hept-2-enoic acid (285)

Chemical Formula: C;H45,0,
Molecular Weight: 128,1710

Sodium chlorite (80%; 2.65 g, 23.5 mmol, 5.00 eq.) and sodium dihydrogen phosphate (1.69 g,
14.1 mmol, 3.00 eq.) were dissolved in water (10 mL). After addition of tbutyl alcohol (25 mL)
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and 2-methylbut-2-en (2 M; 12.9 mL, 25.8 mmol, 5.5 eq.), (E)-hept-2-enal (620 uL, 4.70 mmol,
1.00 eq.) was added. The reaction was stirred for 90 minutes at r.t.. After the addition of
aqueous sat. sodium thiosulfate (5 mL), the phases were separated and the aqueous phase
was extracted with ethyl acetate (2x 20 mL). The organic phase was dried over magnesium
sulfate and concentrated under reduced pressure. A colourless viscous oil (515 mg, 4.00 mmol,
85%) was obtained after flash column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 3:1 and 1%

acetic acid).

Rf (cyclohexane/ethyl acetate 3:1 and 1% acetic acid) = 0.40.

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & [ppm]: 7.09 (dt, J = 15.6, 7.1 Hz, 1H, 3), 5.82 (dt, J = 15.6,
1.6 Hz, 1H, 2), 2.24 (qd, J = 7.1, 1.6 Hz, 2H, 4), 1.48 — 1.42 (m, 2H, 6), 1.39 — 1.32 (m, 2H, 5),
0.91 (t, J = 7.2 Hz, 3H, 7).

The obtained data were identical to those previously reported. %8
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11.3. Experimental section related to ADEP on solid-phase

SPPS-General protocol:

Monitoring solutions:

Coupling- and deprotection-reactions were monitored via Kaiser test and additionally

chloranil test for secondary amines.

Kaiser test (Ninhydrin test):

Solution A: KCN (660 pg) in distilled water (1.0 mL) and pyridine (49.0 mL).
Solution B: Ninhydrin (1.00 g) in "butanol (20.0 mL).

Solution C: Phenol (40.0 g) in "butanol (20.0 mL).

After washings, sample a few resin beads in an Eppendorf tube and add 2 drops of each
described solutions (A-C). Heat for 2—6 minutes. Primary amines: Blue solution indicate the
presence of resin-bound free amines. Secondary amines: Blue resin beads indicate the

presence of resin-bound free amines.

Chloranil test (Secondary amine):

Solution A: Acetalaldehyde (1.0 mL) in DMF (49.0 mL).
Solution B: p-Chloranil (1.00 g) in DMF (49.0 mL).

After washings, sample a few resin beads in an Eppendorf tube and add 2 drops of each
described solutions (A-B). Wait for 2—6 minutes. Heat if resin beads remain unchanged. Blue

resin beads indicate the presence of resin-bound free amines.
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Resin Loading:

Resin loading was monitored by a chloranil test and the result was determined by gravimetric

measurement of the cleaned and dry resin.

2-Cl-Trt-Resin:

Lr: After swelling (5 minutes) and washing the resin with DMF (three times), triethylamine
(3 eq.) and amino acid (3 eq.) were added and the mixture was shaken for 1 hour. Resin was
washed five times with DMF (HPLC grade) and DCM (HPLC grade). Coupling and washing was

repeated a second time.

Wang-Resin (-OH):

Lw: After swelling (5 minutes) and washing the resin with DMF (three times), DIC (3 eq.), DMAP
(3 eq.) and amino acid (3 eq.) were added and the mixture was shaken for 3 hours. Resin was
washed five times with DMF (HPLC grade) and DCM (HPLC grade). Coupling and washing was

repeated a second time.

Coupling:

HOBt can be replaced by HOAt for improvement.

Standard protocol:

Cn: HATU (3 eq.), HOBt (3 eq.), diisopropylethylamine (3 eq.) and amino acid (3 eq.) dissolved
in DMF (1.0 mL / 100 mg resin) were added to the swollen resin and the mixture was shaken
for 90 minutes. Resin was washed five times with DMF (I). Coupling and washing were

repeated a second time.
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Improved protocol (reduced racemization; reagents):

Cr: HATU (3 eq.), HOBt (3 eq.), TMP (3 eq.) and amino acid (3 eq.) dissolved in DMF (1.0 mL /
100 mg resin) were added to the swollen resin and the mixture was shaken for 4 hours. Resin

was washed five times with DMF (l).

With free Hydroxy-function (Do not use HOAt):

Ce: PyBOP (3 eq.), HOBt (3 eq.), TMP (3 eq.) and amino acid (3 eq.) dissolved in DMF (1.0 mL /
100 mg resin) were added to the swollen resin and the mixture was shaken for 4 hours. Resin

was washed five times with DMF (l).

Esterification:

E: DIC (3 eq.), DMAP (3 eq.) and amino acid (3 eq.) dissolved in DMF (1.0 mL / 100 mg resin)
were added to the swollen resin and the mixture was shaken for 4 hours. Resin was washed

five times with DMF (I).

Cleavage of protecting groups:

Deprotecting of the first resin-bound amino acid was performed with twice the described

deprotection time.

Fmoc- Cleavage:

De: 20% Piperidine/DMF (2.0 mL / 100 mg resin) was added to the swollen resin and the
mixture was shaken for 15 minutes. Resin was washed five times with DMF (Il) and 20%
Piperidine/DMF (2.0 mL / 100 mg resin) was added a second time for 20 minutes. Resin was

washed four times with DMF (I1), DCM and DMF (lIl).
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Alloc- & All- Cleavage:

Da: Pd(PPhs)s (0.2 eq.), phenyl silane (6 eq.) dissolved in DCM (1.0 mL / 100 mg resin) were
added to the swollen resin and the mixture was shaken for 45 minutes. Resin was washed five
times with DCM. Cleavage was repeated a second time. Resin was washed four times with

DCM, DMF (11), DCM and DMF (1l1).

Attention, gas development during deprotection under wet conditions. Compensation volume

is recommended.

Cleavage from the resin:

2-Trt-Resin:

St: 20% HFIP/DCM (1.0 mL / 100 mg resin) was added to the swollen resin and the mixture
was shaken for 1 hour. Resin was extracted three times with DCM. Cleavage and extracting

were repeated twice.

2-Trt-Resin and Boc- / THP-protecting group:

Sp: 10% TFA/DCM +1% distilled water (1.0 mL / 100 mg resin) was added to the swollen resin
and the mixture was shaken for 1 hour. Resin was extracted three times with DCM. Cleavage

and extracting were repeated twice.

Wang-Resin:

Sw: TFA +1% distilled water (1.0 mL / 100 mg resin) was added to the swollen resin and the
mixture was shaken for 30 minutes. Resin was extracted three times with DCM. Cleavage and

extracting were repeated twice.

Purification after cleavage from the resin:
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P: The organic phase was added to diethyl ether (10 mL / 100 mg resin) and concentrated
under reduced pressure. The residue was dissolved in DCM/methanol and precipitated in the
cold by adding diethyl ether. The solid was separated off and the procedure repeated 2-3

times. The remaining solvent was removed under reduced pressure to yield the product as

solid.

((S)-Piperidine-2-carbonyl)-L-alanine (228)

SPPS: 2-Ala-OH-Trt-Resin (25.0 mg, 0.8 mmol/g, 20.0 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-pipecolic acid-

OH); Dr; St; P.

Isolated (3.60 mg) with correction factor by observed racemization (Cr= 0.97) (3.49 mg,

17.4 umol, 87%).
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1H-NMR (700 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 4.44 (q, J = 7.3 Hz, 1H, 4), 3.79 (dd, J = 12.1, 3.4 Hz,
1H, 9), 3.39 (dq, J = 12.7, 3.4 Hz, 1H, 13), 3.02 (td, J = 12.7, 3.4 Hz, 1H, 13), 2.27 (dqd, J = 14.2,
3.4, 1.4 Hz, 1H, 10), 1.95 (dpd, J = 12.7, 3.4, 1.4 Hz, 1H, 11), 1.88 (dpd, J = 14.3, 3.4, 1.5 Hz, 1H,
12), 1.73 (ddd, J = 14.3, 12.1, 3.4 Hz, 1H, 10), 1.71 (qt, J = 14.3, 3.4 Hz, 1H, 12), 1.63 (qt, J =
12.7, 3.4 Hz, 1H, 11), 1.43 (d, J = 7.3 Hz, 3H, 5).

13C-NMR (175 MHz, Methanol-da) 6 [ppm]: 175.3 (2), 169.7 (7), 59.0 (9), 49.3 (4), 44.9 (13),
28.5 (10), 23.0 (11), 22.9 (12), 17.5 (5).

HRMS (ESI*): m/z calc. for CoH1gN203 [M+H*]: 201.1234; found: 201.1240.

((S)-1-(L-Prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanine (229)
OH
<o
@) NH
NKL]
Chemical Formula: C14H23N304
Molecular Weight: 297,3550

SPPS: 2-Ala-OH-Resin (20.0 mg, 0.8 mmol/g, 16.0 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-pipecolic acid-OH);
Dr; Cn (Fmoc-Pro-OH); Dg; St; P.

Isolated (4.19 mg) with correction factor by observed racemization (Cr= 0.69) (2.89 mg,

9.72 umol, 61%).
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'H-NMR (700 MHz, Methanol-da4) 6 [ppm]: 5.15 (dd, J=6.2, 2.3 Hz, 1H, 9), 4.77 (dd, /= 9.0, 6.4

Hz, 1H, 17), 4.39 (g, J = 7.3 Hz, 1H, 4), 3.78 — 3.75 (m, 1H, 13), 3.51 — 3.48 (m, 1H, 13), 3.46 —

3.42 (m, 1H, 20), 3.36 — 3.31 (m, 1H, 20), 2.54 — 2.49 (m, 1H, 18), 2.34 — 2.30 (m, 1H, 10), 2.15

—2.07 (m, 2H, 18, 19), 2.04 (tdd, /= 13.4, 6.8, 2.1 Hz, 1H, 19), 1.85-1.78 (m, 1H, 10, 11), 1.76

—1.71(m, 1H, 12), 1.61 — 1.55 (m, 2H, 11, 12), 1.43 (d, J = 7.4 Hz, 3H, 5).

13C-NMR (175 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 175.8 (2), 172.7 (7), 169.9 (15), 60.1 (17), 54.4 (9),
49.3 (4), 47.6 (20), 45.0 (13), 29.4 (18), 28.3 (10), 25.9 (11), 25.0 (19), 21.0 (12), 17.4 (5).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C14H23N304 [M+H*]: 298.1761; found: 298.1769.

((S)-1-(O-(L-Prolyl)-N-((allyloxy)carbonyl)-L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-

alanine (230)

OH OY:\?

0
<o
NH oy Al
0] OO /” oc
N

0

Chemical Formula: Co7H41N50g
Molecular Weight: 579,6510
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SPPS: 2-Ala-OH-Resin (10.0 mg, 0.8 mmol/g, 8.00 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-pipecolic acid-OH);
D; Cn (Fmoc-Pro-OH); Dg; Cy dipeptid 9; Sp; P.

Isolated (3.95 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.55)

(2.17 mg, 3.74 umol, 47%). Result is not absolute.

4 (@] 2
| ’ |
8 23 ||
O%/?H 16 O\\22 24 //N/3\O/39\40/41

The spectrum was used to determine the product. Rotational and N-inversion isomers
together with impurities lead to a diffuse spectrum and an imprecise assignment. Low

intensity 13C-signals were identified and assigned according to HMQC-NMR.

IH-NMR (700 MHz, Dimethyl sulfoxide-ds) 6 [ppm]: 5.90 (ddtd, J = 17.1, 10.7, 5.3, 3.8 Hz, 1H,
40), 5.33 — 5.26 (m, 1H, 41), 5.21 — 5.18 (m, 1H, 41), 5.18 — 5.15 (m, 1H, 26), 5.00 — 4.90 (m,
1H, 9), 4.89 — 4.86 (m, 1H, 31), 4.76 — 4.62 (m, 1H, 24), 4.52 — 4.46 (m, 2H, 39), 4.37 — 4.28 (m,
1H, 17), 4.19 — 4.15 (m, 1H, 4), 3.90 — 3.80 (m, 1H, 13), 3.74 — 3.46 (m, 4H, 20, 34), 3.29-3.26
(m, 1H, 13), 2.22 = 2.10 (m, 3H, 10, 18), 2.09 — 2.01 (m, 1H, 32), 1.92 — 1.73 (m, 6H, 18, 19, 32,
33),1.61 - 1.51 (m, 4H, 11, 12), 1.27 (d, J = 7.4 Hz, 3H, 5), 1.22 (d, J = 7.3 Hz, 3H, 27).

13C-NMR (175 MHz, Dimethyl sulfoxide-ds) & [ppm]: 174.1 (22), 174.1 (2), 170.6 (7, 15), 169.1
(29), 133.4 (40), 117.2 (41), 71.4 (26), 64.8 (39), 58.9 (17), 56.8 (31), 54.9 (24), 51.7 (9), 47.5
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(4), 46.9 (20, 34), 46.9 (20, 34), 42.8 (13), 28.0 (18, 32), 27.0 (10), 27.0 (11), 24.7 (19, 33), 20.0
(12), 16.9 (5), 14.9 (27).

HRMS (ES|+): m/z calc. for C27H41N509 [|V|+H+]: 580.2977,‘ found: 580.2984.

((S)-1-(N-((R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3,5-
difluorophenyl)propanoyl)-O-(L-prolyl)-L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-
alanine (232)

H
N F
NJKD

F

Chemical Formula: C47H54F>NgO g
Molecular Weight: 900,9778

o)
oo S
Ogl\lHO ) N «NHFmoc

SPPS: 2-Ala-OH-Resin (10.0 mg, 0.8 mmol/g, 8.00 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-pipecolic acid-OH);
Dr; Cn (Fmoc-Pro-OH); Df; Cn dipeptid 9; Da; Cn (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH); Sp; P.

Isolated (6.24 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.52)

3.24 mg, 3.60 pmol, 45%). Result is not absolute.
( g umol, )
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The spectrum was used to determine the product. Rotational and N-inversion isomers
together with impurities lead to a diffuse spectrum and an imprecise assignment. Low
intensity !3C-signals were identified and assigned according to HMQC-NMR. The low

resolution of the HMQC-NMR only allowed a rough analysis.

IH-NMR (500 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 7.81 — 7.76 (m, 2H, 58, 61), 7.64 — 7.55 (m, 2H, 55,
64), 7.40 — 7.35 (m, 2H, 56, 63), 7.32 — 7.26 (m, 2H, 57, 62), 7.00 — 6.87 (m, 2H, 41, 47), 6.83 —
6.77 (m, 1H, 44), 5.26 — 5.15 (m, 1H, 26), 5.12 — 4.91 (m, 2H, 9, 31), 4.56 — 3.78 (m, 7H, 4, 17,
24, 38, 52, 53), 3.76 — 3.55 (m, 2-3H, 13, 20, 34), 3.52 — 3.35 (m, 3-4H, 13, 20, 34), 3.14 - 2.80
(m, 2H, 39), 2.32 — 2.17 (m, 3H, 10, 18, 32), 2.05 — 1.80 (m, 6H, 18, 19, 32, 33), 1.78 — 1.51 (m,
5H, 10, 11, 12), 1.41 - 1.37 (m, 3H, 5), 1.30 — 1.22 (m, 3H, 27).

13C-NMR (125 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 175.9 (22), 173.4 (2, 15, 36), 169.7 (29), 163.4 (42,
45), 155.8 (49), 145.2 (54, 65), 142.6 (40, 59, 60), 128.8 (57, 62), 128.2 (56, 63), 126.2 (55, 64),
120.9 (58, 61), 113.4 (41, 47), 103.2 (44), 71.2 (26), 68.0 (52), 60.4 (24), 58.6 (17), 57.6 (31),
57.2 (38), 54.1 (9), 49.6 (4), 48.3 (53), 47.5 (20, 34), 44.8 (13), 38.5 (39), 28.6 (18, 32), 28.1
(10), 27.2 (11), 25.8 (19, 33), 21.2 (12), 17.5 (5), 15.3 (27).

HRMS (ESI*): m/z calc. for Ca7Hs4F2NeO10 [M+H*]: 901.3942; found: 901.3946.
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((5)-1-(O-((tert-Butoxycarbonyl)-L-prolyl)-N-((R)-3-(3,5-difluorophenyl)-2-((E)-hept-2-

enamido)propanoyl)-L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanine (16)

o />
HO N
E/\BOC (@) N
o) 0 Y\/\/\
@) NH O ” NH
O /N W

H
N F
”J\D

F

Chemical Formula: C44HgoFoNgO 14
Molecular Weight: 889,0078

SPPS: 2-Ala-OH-Trt-Resin (62.5 mg, 0.8 mmol/g, 50.0 umol, 1.00 eq.); Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Df; Cr (Fmoc-Pro-OH); Dg; Cr (dipeptid 9); Da; Cr (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH); D¢; Cr ((E)-hept-
2-en acid (285)); St; P.

Isolated (35.7 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.75)

(26.8 mg, 30.2 umol, 60%). Result is not absolute.

Identified by *H-NMR, 3C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to ((S)-1-(N-((R)-2-
((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3,5-difluorophenyl)propanoyl)-O-(L-prolyl)-
L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanine (232).

HRMS (ESI'): m/z calc. for CasHe2F2NeO11 [M-H*]: 887.4372; found: 887.4376.

((S)-1-(O-(L-Prolyl)-N-((R)-3-(3,5-difluorophenyl)-2-((E)-hept-2-enamido)propanoyl)-

L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanine (17)
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Chemical Formula: C3gHg4FoNgOg
Molecular Weight: 788,8908

SPPS: 2-Ala-OH-Trt-Resin (62.5 mg, 0.8 mmol/g, 50.0 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Dg; Cn (Fmoc-Pro-OH); Dg; Cn (dipeptid 9); Da; Cn (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH); Dg; Cn ((E)-hept-
2-en acid (285)); Sp; P.

Isolated (31.8 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Ck= 0.50)

(15.9 mg, 20.2 umol, 40%). Result is not absolute.

Identified by *H-NMR, 3C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to ((S)-1-(N-((R)-2-
((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3,5-difluorophenyl)propanoyl)-O-(L-prolyl)-

L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanine (232).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C3gHsaF2NgOg [M+H*]: 789.3993; found: 789.3988.

L-Alanyl-L-proline (256b)

0]

OH
O

NH,

Chemical Formula: CgH4N504
Molecular Weight: 186,2110
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SPPS: 2-Pro-OH-Trt-Resin (30.0 mg, 0.6 mmol/g, 18.0 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-Ala-OH); Dg;
Sp; P.

Isolated (3.07 mg) with correction factor by observed racemization (Cg= 0.80) (2.48 mg,

13.2 umol, 73%).

'H-NMR (700 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 4.52 (dd, J = 8.9, 4.7 Hz, 1H, 4), 3.70 (dt, J = 10.0,
6.5 Hz, 1H, 7), 3.66 — 3.61 (m, 1H, 7), 3.51 (q, J = 7.0 Hz, 1H, 11), 2.34 — 2.30 (m, 1H, 5), 2.13 -
2.08 (m, 1H, 6), 2.07 — 2.02 (m, 2H, 5, 6), 1.53 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 12), 1.47 (d, J = 6.9 Hz, 1H,
signal of diastereomer or duplicate data set based on restricted inversion of the pyramidal

proline nitrogen atom).

13C-NMR (175 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 174.9 (2), 169.5 (9), 66.9 (11), 60.5 (4), 48.0 (7),
30.1(5), 25.9 (6), 16.0 (12).

HRMS (ESI*): m/z calc. for CgH14N203 [M+H*]: 187.1077; found: 187.1084.

((S)-Piperidine-2-carbonyl)-L-alanyl-L-proline (256c¢)
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Chemical Formula: C14H23N304
Molecular Weight: 297,3550

SPPS: 2-Pro-OH-Trt-Resin (25.0 mg, 0.6 mmol/g, 15.0 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-Ala-OH); Dg;

Cn (Fmoc-pipecolic acid-OH); Dg; Sp; P.

Isolated (3.89 mg) with correction factor by observed racemization (Cg= 0.77) (3.00 mg,

10.1 umol, 67%).

/A
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IH-NMR (700 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 4.67 (q, J = 7.0 Hz, 1H, 11), 4.45 (dd, J = 8.6, 4.4 Hz,
1H, 4), 3.83 — 3.80 (m, 2H, 7, 16), 3.69 (ddd, J = 9.7, 7.4, 5.4 Hz, 1H, 7), 3.43 — 3.39 (m, 1H, 20),
3.06 — 3.01 (m, 1H, 20), 2.31 - 2.27 (m, 1H, 5), 2.27 — 2.24 (m, 1H, 17), 2.12 - 2.05 (m, 2H, 6),
2.05-2.02 (m, 1H, 5), 1.98 — 1.94 (m, 1H, 18), 1.91—1.87 (m, 1H, 19), 1.73 - 1.68 (m, 1H, 18),
1.68—1.61 (m, 2H, 17, 19), 1.41 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 12).

13C-NMR (175 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 175.2 (2), 172.8 (9), 169.6 (14), 60.4 (4), 59.0 (16),
48.5 (11), 48.1 (7), 45.0 (20), 30.1 (5), 28.5 (17), 25.9 (6), 23.0 (18), 22.8 (19), 16.7 (12).
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HRMS (ESI*): m/z calc. for C1aH23N304 [M+H*]: 298.1761; found: 298.1763.

((S)-1-(-Prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanyl-L-proline (256d)

(Ao
N
OH
<~
O NH
(0]

H
0
N

Chemical Formula: C1gH3gN4Os5
Molecular Weight: 394,4720

SPPS: 2-Pro-OH-Trt-Resin (25.0 mg, 0.6 mmol/g, 15.0 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-Ala-OH); Dg;
Cn (Fmoc-pipecolic acid-OH); Df; Cn (Fmoc-Pro-OH); Dg; Sp; P.

Isolated (5.35 mg) with correction factor by observed racemization (Cg= 0.56) (3.00 mg,

7.59 umol, 51%).

/ \ o
" /4\/ 3
N \
8
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;
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1|7 | 21 2‘1 §7
18 20 25 /

1H-NMR (700 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 5.15 (dd, J = 6.2, 2.4 Hz, 1H, 16), 4.76 (dd, J = 9.2,
6.4 Hz, 1H, 24), 4.61 (q, J = 7.1 Hz, 1H, 11), 4.48 (dd, J = 8.7, 4.4 Hz, 1H, 4), 3.81 (dt, J = 10.0,
7.0 Hz, 1H, 27), 3.78 —3.74 (m, 1H, 20), 3.68 (ddd, J = 10.0, 7.4, 5.6 Hz, 1H, 27), 3.46 — 3.45 (m,
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1H, 20), 3.45-3.42 (m, 1H, 7), 3.37 - 3.34 (m, 1H, 7), 2.55 - 2.49 (m, 1H, 25), 2.32 = 2.30 (m,
1H, 5), 2.30 - 2.28 (m, 1H, 17), 2.13 - 2.02 (m, 6H, 5, 6, 25, 26), 1.81 — 1.76 (m, 2H, 17, 18),
1.73-1.69 (m, 1H, 19), 1.58 = 1.51 (m, 2H, 18, 19), 1.39 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 12).

13C-NMR (175 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 175.2 (2), 173.2 (9), 172.5 (14), 169.9 (22), 60.4 (4),
60.1 (24), 54.3 (16), 48.5 (11), 48.1 (27), 47.6 (7), 44.9 (20), 30.1 (5), 29.5 (25), 28.2 (17), 25.9
(18), 25.9 (6), 25.0 (26), 21.1 (19), 16.6 (12).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C19H30N4Os [M+H*]: 395.2289; found: 395.2295.

((S)-1-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonyl-L-prolyl) piperidine-2-carbonyl)-

L-alanyl-L-proline (256e)

A

N~ >CO,H

HO
)

(@) NH_ O ., .Fmoc
0] ‘N

N

Chemical Formula: C3gH47N50g
Molecular Weight: 717,8200

SPPS: 2-Pro-OH-Trt-Resin (15.0 mg, 0.6 mmol/g, 9.00 umol, 1.00 eq.); Cn (Fmoc-Ala-OH); Dg;
Cn (Fmoc-pipecolic acid-OH); Dg; Cn (Fmoc-Pro-OH); Dg; Cn
(N-(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-O-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-L-allothreonine (254));
Dr; Se; P.

Isolated (5.57 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.46)

(2.56 mg, 3.57 umol, 40%). Result is not absolute.
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The spectrum was used to determine the product. Rotational and N-inversion isomers

together with impurities lead to a diffuse spectrum and an imprecise assignment. Low

intensity 3C-signals were identified and assigned according to HMQC-NMR.

'H-NMR (700 MHz, Methanol-ds) 6 [ppm]: 7.81 - 7.78 (m, 2H, 45, 48), 7.67 — 7.64 (m, 2H, 42,

51), 7.41—7.37 (m, 2H, 44, 49), 7.32 = 7.29 (m, 2H, 43, 50), 5.02 — 4.98 (m, 1H, 16), 4.61—4.57

(m, 1H, 11), 4.48 — 4.42 (m, 2H, 4, 24), 4.41 — 4.34 (m, 3H, 31, 39), 4.24 — 4.20 (m, 1H, 40), 3.94

—3.88 (m, 1H, 32), 3.84 - 3.75 (m, 3H, 7, 20, 27), 3.69 — 3.62 (m, 2H, 7, 27), 3.44 —3.38 (m, 1H,

20),2.34—2.18 (m, 4H, 5, 17, 25), 2.14 - 1.95 (m, 6H, 5, 6, 25, 26), 1.77 — 1.59 (m, 2H, 18, 19),

1.55—1.47 (m, 2H, 18, 19), 1.43 — 1.27 (m, 3H, 12), 1.23 (d, J = 6.3 Hz, 3H, 33).

13C-NMR (125 MHz, Methanol-da) & [ppm]: 175.3 (2), 173.3 (29), 173.2 (9), 172.3 (14), 171.6

(22), 145.2 (41, 52), 145.2 (41, 52), 142.6 (46, 47), 128.8 (44, 49), 128.2 (43, 50), 126.2 (42,

51), 120.9 (45, 48), 69.7 (32), 68.0 (39), 60.3 (4, 24), 59.7 (31), 54.2 (16), 48.1 (11, 40), 48.0 (7,

27), 44.8 (20), 30.1 (5, 25), 28.1 (17), 25.9 (6, 18, 26), 21.2 (19), 19.4 (33), 16.7 (12).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C3gHa7NsOg [M+H*]: 718.3447; found: 718.3451.

HRMS (ESI*): m/z calc. for C3gH47NsOg [M+Na*]: 740.3266; found: 740.3267.
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((S)-1-(((R)-3-(3,5-Difluorophenyl)-2-((E)-hept-2-enamido)propanoyl)-L-allothreonyl-L-
prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanyl-L-proline (256)

(N\J\COZH
HO (0]
\(&O 0 Y\/\/\
(@) NH_ O - \NH
O /N W
N H F
N
F

Chemical Formula: C3gH54F2NgOg
Molecular Weight: 788,8908

SPPS: 2-Pro-OH-Trt-Resin (84.5 mg, 0.6 mmol/g, 50.7 umol, 1.00 eq.); Cr (Fmoc-Ala-OH); Dg; Ct
(Fmoc-pipecolic acid-OH); Dg; Cr (Fmoc-Pro-OH); Ds; Cr
(N-(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-O-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-L-allothreonine (254));
Df; Cr (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH); D¢; Cr ((E)-hept-2-en acid (285)); Sp; P.

Isolated (33.4 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cg= 0.75)

25.1 mg, 31.8 umol, 63%). Result is not absolute.
( g umol, )

Identified by H-NMR, 3C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to ((S)-1-((((9H-
Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carbonyl)-L-alanyl-L-

proline (256e).

HRMS (ESI*): m/z calc. for CagHsaF2NgOg [M+H*]: 789.3993; found: 789.3988.

(S)-4-(Allyloxy)-4-oxo-3-((S)-piperidine-2-carboxamido)butanoic acid (264)
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Chemical Formula: C13H5N5O5
Molecular Weight: 284,3120

SPPS: Wang-Resin (20.0 mg, 0.82 mmol/g, 16.4 umol, 1.00 eq.); Lw; Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Df; Sw; P.

Isolated (4.09 mg) with correction factor by observed racemization (Cr= 0.84) (3.44 mg,
12.1 umol, 74%).

H8\1/O16 0/18\19
o
Ny
s :
O\/?H
|
10/9\K11H
g

The signals described are those of the double data set. The ratios indicate rotational or
N-isomers. Racemization cannot be ruled out. Duplicate assignments and integrals should be

noted in this regard (*H-NMR &3C-NMR).

1H-NMR (500 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 5.94 (ddt, J = 17.2, 10.5, 5.6 Hz, 1H, 19), 5.34 (dg, J
=17.2, 1.6 Hz, 1H, 20), 5.23 (dq, J = 10.5, 1.3 Hz, 1H, 20), 4.83 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 4), 4.64 (ddt,
J=5.3,3.7, 1.5 Hz, 2H, 18), 3.82 (dd, J = 11.8, 3.2 Hz, 0.5H, 9), 3.50 — 3.46 (m, 0.5H, 9), 3.41 —
3.37 (m, 0.5H, 13), 3.34 — 3.32 (m, 0.5H, 13), 3.01 (td, J = 12.6, 3.3 Hz, 0.5H, 13), 2.95 (td, J =
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12.2, 3.3 Hz, 0.5H, 13), 2.86 (d, J = 5.9 Hz, 2H, 5), 2.29 — 2.23 (m, 1H, 10), 1.95 (dd, J = 13.9, 3.1
Hz, 1H, 11), 1.91 - 1.85 (m, 1H, 12), 1.74 — 1.58 (m, 4H, 10, 11, 12).

13C-NMR (125 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 174.0 (15), 171.6 (2), 170.0 (7), 133.2 (19), 118.8
(20), 67.2 (18), 60.3 (9), 59.0 (9), 50.6 (4), 49.6 (4), 44.9 (13), 44.8 (13), 36.9 (5), 28.6 (10), 28.0
(10), 23.5 (11), 23.2 (11), 23.0 (12), 22.9 (12).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C13H20N20s [M+H*]: 285.1445; found: 285.1448.

(S)-3-((S)-1-(L-Prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-(allyloxy)-4-oxobutanoic acid (265)

\/\O

HO,C

0]
O~ _NH
6 : H
0
N
Chemical Formula: C1gH27N30¢
Molecular Weight: 381,4290

SPPS: Wang-Resin (20.0 mg, 0.82 mmol/g, 16.4 umol, 1.00 eq.); Lw; Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Dg; Cr (Fmoc-Pro-OH); Dg; Sw; P.

Isolated (5.80 mg) with correction factor by observed racemization (Cr= 0.72) (4.18 mg,

11.0 umol, 65%).
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The spectrum was used to determine the product. Rotational and N-inversion isomers
together with impurities lead to a diffuse spectrum and an imprecise and multiple assighment.

Low intensity *3C-signals were identified and assigned according to HMQC-NMR.

'H-NMR (500 MHz, Methanol-ds) & [ppm]: 5.99 -5.87 (m, 1H, 26), 5.38 = 5.29 (m, 1H, 27), 5.26
—5.19 (m, 1H, 27), 4.84 — 4.78 (m, 1H, 4), 4.67 — 4.57 (m, 2H, 25), 4.35 (dd, J = 8.7, 7.1 Hz, 1H,
17), 3.98 —3.79 (m, 1H, 9), 3.42 - 3.32 (m, 3H, 13, 20), 3.00 (dd, J = 17.2, 4.9 Hz, 1.5H, 5, 13),
2.89 (d, J = 5.9 Hz, 1H, 5), 2.77 (dd, J = 17.2, 4.2 Hz, 0.5H, 5), 2.33 — 2.23 (m, 1H, 10), 2.21 —
2.15 (m, 1H, 18), 2.10 — 1.92 (m, 1H, 19), 1.90 — 1.85 (m, 1H, 12), 1.81 — 1.76 (m, 1H, 18), 1.73
—1.61(m, 5H, 10, 11, 12, 19).

13C-NMR (125 MHz, Methanol-das) & [ppm]: 171.4 (22), 133.1 (26), 118.8 (27), 67.2 (25), 60.8
(17), 60.2 (9), 59.0 (9), 58.3 (9), 52.7 (4), 50.4 (4), 50.0 (4), 47.1 (20), 44.9 (13), 38.6 (5), 36.5
(5), 31.2 (18), 28.6 (10), 25.5 (11), 25.4 (19), 24.6 (19), 23.0 (12).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C1gH27N306 [M+H*]: 382.1973; found: 382.1973.

(S)-3-((S)-1-(L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-(allyloxy)-4-oxobutanoic
acid (266)
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Chemical Formula: Cy5H34N4Og
Molecular Weight: 482,5340

SPPS: Wang-Resin (10.0 mg, 0.82 mmol/g, 8.20 umol, 1.00 eq.); Lw; Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Df; Cr (Fmoc-Pro-OH); Df; Cp

[(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonine (203c)]; D¢; Sw; P.

Isolated (3.51 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.62)

(2.18 mg, 4.51 umol, 55%). Result is not absolute.

Identified by H-NMR, 3C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to (S)-3-((S)-1-(L-

Prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-(allyloxy)-4-oxobutanoic acid.

HRMS (ESI*): m/z calc. for C22H34N40s [M+H*]: 483.2449; found: 483.2463.

(S)-3-((S)-1-(((R)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3,5-
difluorophenyl)propanoyl)-L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-(allyloxy)-

4-oxobutanoic acid (7e)

Chemical Formula: C4gHs51FoN50 14
Molecular Weight: 887,9348

-198 -



2023 Experimental section André Palm

SPPS: Wang-Resin (10.0 mg, 0.82 mmol/g, 8.20 umol, 1.00 eq.); Lw; Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); D; Cr (Fmoc-Pro-OH); Dg; Cp
[(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonine (203c)]; D¢; Cp (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH);

Sw; P.

Isolated (6.23 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.60)

(3.74 mg, 4.21 pmol, 51%). Result is not absolute.

Identified by 'H-NMR, *C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to (5)-3-((S)-1-(L-

allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-(allyloxy)-4-oxobutanoic acid (266).

(S)-4-(allyloxy)-3-((S)-1-(((R)-3-(3,5-difluorophenyl)-2-((E)-hept-2-enamido)propanoyl)-L-

allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-oxobutanoic acid (7f)

\/\O
HO (0)
HO,C o) 0 Y\/\/\
O NH O " \NH
o) /H W
N F
N)K[)
F

Chemical Formula: C3gHs1FoN5O g
Molecular Weight: 775,8478

SPPS: Wang-Resin (10.0 mg, 0.82 mmol/g, 8.20 umol, 1.00 eq.); Lw; Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Dy; Cr (Fmoc-Pro-OH); Dr; Cr
[(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonine (203c)]; Dr; Cp (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH);
Dr; Cp ((E)-hept-2-en acid (285)); Sw; P.

Isolated (5.28 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.58)

3.06 mg, 3.95 pumol, 48%). Result is not absolute.
( g umol, )
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Identified by 'H-NMR, *3C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to (S)-3-((S)-1-(((R)-
2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3,5-difluorophenyl)propanoyl)-L-

allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-(allyloxy)-4-oxobutanoic acid (7e).

HRMS (ESI*): m/z calc. for C3gHs1F2N5010 [M+Na*]: 798.3496; found: 798.3509.

(5)-4-(allyloxy)-3-((S)-1-(O-(((allyloxy)carbonyl)-L-prolyl)-N-((R)-3-(3,5-difluorophenyl)-2-
((E)-hept-2-enamido)propanoyl)-L-allothreonyl-L-prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-

oxobutanoic acid (267)

NH

Hoch(g o;j/ “oc Y\/\/\

F

F

Chemical Formula: C47H62F2N6013
Molecular Weight: 957,0388

SPPS: Wang-Resin (10.0 mg, 0.82 mmol/g, 8.20 umol, 1.00 eq.); Lw; Cr (Fmoc-pipecolic acid-
OH); Dy; Cr (Fmoc-Pro-OH); Ds; Cr
[(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-L-allothreonine (203c)]; Dr; Cp (Fmoc-3,5-(F)-Phe-OH);
Dr; Cp ((E)-hept-2-en acid (285)); E [((Allyloxy)carbonyl)-L-proline (202b)]; Sw; P

Isolated (5.96 mg) with correction factor by observed and assumed racemization (Cr= 0.58)

3.46 mg, 3.61 umol, 44%). Result is not absolute.
( g umol, )

Identified by *H-NMR, 3C-NMR, COSY, HMQC, HMBC with the comparison to (S)-4-(allyloxy)-
3-((S)-1-(((R)-3-(3,5-difluorophenyl)-2-((E)-hept-2-enamido)propanoyl)-L-allothreonyl-L-

prolyl)piperidine-2-carboxamido)-4-oxobutanoic acid (7f).

HRMS (ESI*): m/z calc. for Ca7Hes2F2NsO13 [M+Na*]: 979.4235; found: 979.4239.
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13. Spektrenanhang

The following assignments are based on COSY, HMQC and HMBC spectra. Additional
assignments of possible solvent residues were not noted in the spectra. The possible solvent
residues were determined according to Nudelman et al..'®¢! In the spectra of product

mixtures, the other compounds contained are shown without assignment.
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13.1. Spektrenanhangsverzeichnis

13.1.11.1. Spektrenanhang im Zusammenhang zu Salimabromid

(R)-(5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-
YIMETNANON (80)......ecuiveeeeiieteeee ettt ettt et sttt et et et eae ses et ebeses et ereses s et ase sbsesesesesseberennasesaneetebesans 212

(1S,3R,4R)-7,9-Dibromo-8-ethyl-4,5,5-trimethyl-1,3,4,5-tetrahydro-1,4-
(epoxymethano)benzo[c]oxepin-3-
Lo I 0 OO OO 214

(R)-5,7-dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene-2-
Lot 10 o =1 o 1= 0} Y7o L= 07 ) OO TP SRRT 216

(R)-2-(5,7-Dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-
YD ACETAIAENYAE (105)......ecvieeeeeerie et ettt st s te e ettt sae st e bebeses et sressasesanssbssesenesassetarennsesarsetesesans 218

(3aS)-6,8-dibromo-7-ethyl-9-hydroxy-3a,4,4-trimethyl-3a,4,9,10a-tetrahydrobenzo[e]furo[2,3-
bloxepin-2(3H)-
Lo T =3 b 0 7 SO R PRSP 220

(R)-(5,7-dibromo-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalen-2-yl)methyl-4-

METhYIDENZENESUIFONALE (L117)...cuecveeiereeiereie ettt et et et s aea s et e bbb s st sasas st sesssesesasareebeseanasan

222
1,3-Dibromo-2-ethyl-6,6-dimethyl-5-methylene-6,7-dihydro-5H-benzo[7]annulene (120)...........ccccvevuu..e. 224
1,3-Dibromo-2-ethyl-5,5-dimethyl-6-methylene-6,7-dihydro-5H-benzo[7]annulene (121)..........cccocvevuuene. 226
(5)-6,8-Dibromo-7-ethyl-3a,4,4-trimethyl-1,3,3a,4-tetrahydronaphtho[2,3-c]furan (123)........ccceeveuuee.. 228
(R)-5,7-Dibromo-2-(((4-chlorobutoxy)methoxy)methyl)-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-
dihydronNaphthal@ne (124)..........oeceiiieceeeeece ettt st a e s et se ettt e ebe s eb s es s et srsebesasasebenensesesen 230
(R)-5,7-Dibromo-2-((ethoxymethoxy)methyl)-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (125)..... 232
(R)-5,7-Dibromo-6-ethyl-2-(methoxymethyl)-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (126)................... 234
(R)-5,7-Dibromo-2-(bromomethyl)-6-ethyl-1,1,2-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (284)....................... 236
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Nucleus: 13C
Frequency: 125.76 MHz
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Solvent: CDCI3
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Nucleus: 13C
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Nucleus: 1H
Frequency: 499.13 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 296.8 K
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Nucleus: 1H
Frequency: 700.41 MHz
Solvent: CDCI3
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Nucleus: 13C
Frequency: 176.12 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 13C
Frequency: 125.76 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 13C
Frequency: 125.76 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 1H
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Nucleus: 1H
Frequency: 499.13 MHz
Solvent: MeOD
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 1H
Frequency: 499.13 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 1H
Frequency: 500.14 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 298.0 K
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Frequency: 700.41 MHz

Solvent: CDCI3

Temperature: 298.0 K

Nucleus: 1H
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Nucleus: 13C
Frequency: 125.76 MHz
Solvent: MeOD
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 1H
Frequency: 400.13 MHz
Solvent: CDCI3
Temperature: 298.0 K
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Nucleus: 13C
Frequency: 176.12 MHz
Solvent: MeOD
Temperature: 298.0 K
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Frequency: 176.12 MHz
Solvent: MeOD
Temperature: 298.0 K

Nucleus: 13C
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Nucleus: 13C
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14.UV/Vis-, CD-Spektrum & chirale analytische Seperationsdaten

UV/Vis-Spektrum von dem synthetischen (+)-Salimabromid (1)

Extinction [M-1 cm-1]

UJUU_|||||||||||||||||||[|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||[
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Wavelength [nm]

UV (MeCN): Amax (log €) =210 nm (1.5)

UV/Vis-Spektrum von der natiirlichen Salimabromidprobe
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1,25 /,\

1,00 —

0,75

0,50 —

Extinction [M-1em-1]

0,25

EIJEIEI IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII

1530 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Wavelength [nm]

UV (MeCN): Amax (log €) =210 nm (1.4)

-323-



André Palm UV/Vis-, CD-Spektrum & chirale analytische Seperationsdaten 2023

CD-Spektrum von dem synthetischen (+)-Salimabromid (1)

Ellipticity [mdeg]
[dg}
|

-1':'—|||||||||[|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||[|||||||||
180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Wavelength [nm]

deg cm? deg cm?

deg cm? , Agxni=1.67 deg em? , Agx3g=4.84

, A€212=5.19

cmol

CD (MeCN): Agpo=-2.54

CD-Spektrum von der natiirlichen Salimabromidprobe

10 —

Ellipticity [mdeg]
(]
|

-1'3—|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||[||||||||||||||[
150 210 230 250 270 290

Wavelength [nm]
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Chirale analytische Seperationsdaten von dem synthetischen

(+)-Salimabromid (1)

il
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i i fambda Max i i i i i [
MAE-A—xF A e Fe——— 4 S P, J (R | e —— 4 i PR ———— | |
1 1 1 1 1 1 1 1 1 o
1 1 1 1 1 1 1 1 1 r
1 I I I I 1 I I I
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 B
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
: ! ! ! A ! ! ! . 3
F mfrqt=b-q-—--——F-———-p——-—— -~ ——— o
t g H K i " i H K o 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
‘L l : _ -I 1 1 1 1 1 L
’ R S S M el SR Rtk
a [
A
1 I I I I 1 I I = 1 F
! : . : : : : : : '
275 00 225 30 . a0 azs 450 475 E00
hifi
DADEIL [210
nm, § nm] Results
Eetantion Time Ares Area % Height Heizht %
2304 3332222 2,60 651023 2,86
2,747 124640496 0740 22482717 07,14
Tetals
127872718 104,00 23143240 100,00
DADEIL [220
nm, § nm] Resalts
Eetention Time Ares Area % Height Heizht %
2,305 1628494 2,67 315584 2,86
2,747 59315238 07,33 10724081 07,14
Toetals
0043732 100,00 11038665 100,00
DADEIL [240
nm, § nm] Resalts
Eetention Time Area Area % Height Height %
2304 613486 2,63 120011 285
2,748 22689443 07,37 4118033 07,15
Toetals
23302029 100,00 4236041 100,00
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MA KMNALIER

Andreas J_ Schneider
Raum 5.087 f £.083
Telbefon: 73-5817

Mail: hplepoolifuni-bonn.de

Rheinizche Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn
Kekulé-Institut fir Organische Chemie und Biochemie
HPLC-Pool — hplcpooluni-bonn.de

Messprotokell ANALYTISCHE HFLC-Trennung

Datum: 28_01. 2019

Mame: André Palm

IAI{-Nr_: ME-042

Chiffre Substan= AP-53c

Chiffre HPLC: ME-J40-04

PROBENYORBEREITUNG

Menge: ca. 2,8 mg

geldst in 6,0 ml n-Hexan f 2-Propanol 91

|Ull:rﬂs-l:hﬁllbad? JA XK MEIN C

Filtriert? J& X MEINC

Filterbezeichnung: SARTORIUS MiniSart SEP15 (FTFE) D,2 um

Anmerkungen: farblose Losung

SYSTEMANGABEHN

System KALLISTO+ X

System GANYMED+ O

System ELURCPA O

210, 220, 240 nm

N yis-DAD X MeRbergich: X 190 —600 nm O 190 — 900 nm - Rate: 50 Hz { 0,01 sec
Ri-Detektor O Range:

Eluenten A- n-Hexan HPLC grade B: Ethanol absolut

LAUF 01 Flultrate: 0,85 mbimin | Druck: 524 bar Imjektion: 1 pl | Temperatur: 25 °C
Pumpe %A TS %B-25 Vial: 1A2 Laufzeit 05,0 Minuten
Isckratisch X | Gradient 0 - Details:

SHule: DAICEL Chiralpak 1C-U, < 2 pm, 3,0 < 100 mm

Filename: ME-040-04-290119-D1 | Anmerkungen: ¢a. 95% ee Plot? JA O MNEIN X
LAUF 02 Flutrate: 0,85 mUimin | Druck: 524 bar Injektion: 1 pl | Temperatur: 25 °C
Pumpe AL TS B 25 Vial: 1A2 Laufzeit 05,0 Minuten

Isckratisch X

Gradient 1 - Details:

SEule: DAICEL Chiralpak 1C-U, = 2 pm, 3,0 x 100 mm

Filename: ME-040-04-290119-02

Anmerkungen: reprod. Lauf 01

FPlot? JA X HEIN O
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Chirale analytische Seperationsdaten von der natiirlichen Salimabromidprobe
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ST lambdaMax T T T T ambdaia T T T T
: e
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I I I I I I I 1 I I I L
1 1 1 1 1 1 1 1 1 o
1 1 1 1 1 1 1 1 1
| | | | | I | | |
3 ! ! ! ! ! : ! ! ! 2
T-—-—-f—----q----—o-----f-----f---------—q---—- - -—---i
I I I I I 1 I I I L
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
i i i ; i i i i i [
2 L T T
1 1 1 ok 1 1 1 1 1 |
e TR e R e e  aamasall
5 a0 25 250 i AT 425 450 475 B ]
nm
DADSIT [210
nm, ¥ nm] Rezolts
Eetention Time Area Araa % Heaght Height %
2309 TOSE2020 48,06 14087098 50,30
2750 T6512770 51,94 13021580 4970
Teotals
147424790 100,00 28008578 100,00
DADSIT. [220
nm, § nm] Rezolis
Betention Time Area Area % Heaght Height %
2309 33847862 4831 6713484 5035
2750 36218348 51,69 6620582 4965
Teotals
TO0ES210 100,00 13334066 100,00
DADS 1T [240
nm, § nm] Rezolts
Betenhion Tmme Area Araa % Heaght Hexght %%
2309 13051979 48,32 2581321 50338
2750 13922663 51,61 2542738 49 62
Teotals
26974642 100,00 5124058 104000
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ml KMNALIER

Andreas J. Schneider
Raum 5.087 f £.003
Telefon: 73-5817

Mail: hplepoolifuni-bonn.de

Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn
Kekulé-Institut fir Organisehe Chemie und Biochemie

HPLC-Pool — hplepool.uni-bonn.de

Messprotokoll ANALYTISCHE HPLC-Trennung

Datum: 29 01. 2019

Mame: André Palm

I AK-Nr.: ME-042

Chiffre Substan= AP-SB

Chiffre HPLC: MEQ40-03

PROBENYORBEREITUNG

Menge: ca. 0,6 mg

geldst in 1,5 ml n-Hexan f 2-Propanol 91

|Lllh'as-challbad? JA O MEIN X

Filtriert? JA X MEIN O

Filterbezeichnung: SARTORIUS MiniSart SRP1S5 (PTFE) D2 pm

Anmerkungen:

SYSTEMANGABEN

System KALLISTO+ X

System GANYMED+

Systemn EUROPA O

210,

220, 240 nm

R is-DAaD X MeRbergich: X 180—-600 nm O 120 —900 nm - Rate: 50 Hz / 0,01 s=c
Ri-Detektor O Range:

Eluenten A n-Hexan HPLC grade B: Ethanol absolut

LAUF 1 Flurate: 0,85 mlimin | Druck: 524 bar Injektion: 3 pl | Temperatur: 253 “C
Pumpe TAI TS B 25 Vial: 1A1 Laufzeit 05,0 Minuten

Isckratisch X

Gradient 1 - Details:

Saule: DAICEL Chiralpak IC-U, < 2 ym, 3,0 x 100 mm

Filename: ME-040-03-250119-01

Anmerkungen: gute Trennung

Plot? JA O NEIN X

LAUF 42

Flurate: 0 B85 mlmin

Druck: 524 bar

Injektion: 5 pl

Temperatur: 25 “C

Pumpe

%A TS

Y

Vial: 1A1

Laufzeit 03,0 Minuten

Isckratisch X

Gradient 1 - Details:

Saule: DAICEL Chiralpak IC-U, <= 2 um, 3,0 x 100 mm

Filename: ME-040-03-290119-02

Anmerkungen: reprod. Lauf 01

Plot? JA O NEIN X

LAUF 03

Fluirate: 0,85 mlmin

Druck: 524 bar

Injektion: 5 pl

Temperatur: 253 “C

Pumpe

%A TS

B 23

Wial: 141

Laufzeit 03,0 Minuten

Isckratisch X

Gradient 1 - Details:

Saule: DAICEL Chiralpak IC-U, < 2 ym, 3,0 x 100 mm

Filename: ME-040-03-290119-03

Anmerkungen: reprod. Lauf 01

Flot? JA X NEIN O
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