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1. Einleitung

1. Einleitung

Seit vielen Jahrhunderten weil man um den Nutzen einer Vielzahl von natiirlichen
Substanzen und Extrakten fiir die Heilung oder Schmerzlinderung bei Krankheiten. Schon im
neunten Jahrhundert wurde in Persien Campher als Heilmittel eingesetzt. Die Germanen und
Kelten nutzten Extrakte der Mistel, die eine ganze Reihe an Substanzen, wie die Flavonoide
oder Visotoxin, enthalten. Allerdings wusste man nichts iiber die Wirkmechanismen der
jeweiligen ,,Therapeutika®, oder iiber die Verdnderungen bzw. der Fehlfunktionen im
Organismus bei Krankheiten.

Um diese Vorginge zu verstehen ist es notwendig die komplexen Abldufe auf molekularer
Ebene im lebenden System zu erforschen. Aber schon in einer einfachen Bakterienzelle
finden mehr als tausend verschiedene biochemische Reaktionen statt, die nebeneinander,
hintereinandergeschaltet oder vernetzt ablaufen und deshalb einer stindigen Kontrolle und
Regulation bediirfen.!"! In Vielzellern sind diese Vorginge noch weitaus komplexer. Die
Zellen miissen nicht nur die intrazelluldren Reaktionen aufeinander abstimmen, sie miissen
auch stidndig mit der Umwelt kommunizieren. Die interzelluldre Nachrichteniibermittlung
umfasst in der Regel eine mehrfache Umwandlung eines Primérsignals und bedient sich
sowohl elektrischer als auch chemischer Vorginge. In der Zielzelle wird das Signal
empfangen, in intrazelluliren Signalketten weiterverarbeitet und letztlich in eine
biochemische Antwort umgesetzt, die sich in Anderung von Enzymaktivititen oder der
Genexpression duflern kann. Wohl einer der wichtigsten Regelmechanismen der
Signaltransduktion lauft {iber das Zusammenspiel von Protein-Serin/Threonin- bzw.
Tyrosinkinasen und deren Gegenspielern den Protein-Phosphatasen. Die Signalweiterleitung
wird dabei durch Phosphorylierung (Kinasen) und Dephosphorylierung (Phosphatasen) von
Proteinen geregelt.[z]

Zahlreiche Krankheiten des Menschen, wie z. B. Krebs, sind mit Stérungen solcher zellulérer
Regulationsprozesse sowie der Signalverarbeitung verbunden."” Entsprechend besteht ein
groBBes wissenschaftliches Interesse daran, die Grundlagen der zelluldren Signalverarbeitung
zu verstehen und gezielt durch hochselektive Inhibitoren bzw. Aktivatoren in diese
einzugreifen.

Einen groflen Pool solcher Inhibitoren/Aktivatoren liefert uns die Natur selbst. Naturstoffe
sind bereits durch die Evolution vorselektierte Substanzen die mit den entsprechenden
Protein-Kinasen bzw. Phosphatasen interagieren konnen.*' Allerdings eigenen sich diese

selbst meist nur bedingt fiir therapeutische Zwecke. Einerseits ist die Bioverfiigbarkeit oft zu
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gering oder sie besitzen unerwiinschte Begleiteigenschaften, wie z. B. hohe Toxizitit. Ziel der
modernen Wirkstoffforschung ist es daher ausgehend von solchen Leitstrukturen durch
gezielte Optimierung einen Zugang zu potentiellen Therapeutika zu schaffen. Die
Entwicklung hoch potenter Medikamente ist nur durch intensive interdisziplinidre Forschung

zu erreichen.
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2. Aligemeiner Teil

2.1 Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Ein fundamentaler Mechanismus der Zellen, biologische Prozesse zu kontrollieren, verliduft
tiber Protein-Phosphorylierung und Dephosphorylierung. Es wird angenommen, dass ein

Drittel der zelluliren Proteine phosphoryliert vorliegt."!

Protein-Phosphatasen werden nach
ihrer Substratspezifitit in zwei Hauptklassen eingeteilt: Die Protein-Serin/Threonin- (Protein
Ser/Thr Phosphatasen) und Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs). Erstere hydrolysieren
Phosphorylgruppen an Serin/Threonin-Resten, wihrend PTPs die Phosphorylgruppe an
Tyrosinresten spaltet. Lange Zeit fand jedoch die Protein-Tyrosin-Phosphorylierung nur sehr
wenig Beachtung, da hauptsidchlich Protein-Phosphorylierung in eukaryontischen Zellen an
Serin- oder Threoninresten beobachtet wird und nur ein sehr geringer Anteil zwischen 0.01-
0.05 % bei Tyrosinresten.[6] Erst in den 80er Jahren stieg das Interesse der Protein-Tyrosin-
Phosphorylierung als man herausfand, dass gerade dieser Vorgang bei der Regulation einer
ganzen Reihe an Zellfunktionen, wie Zellzyklus, Proliferation und Differenzierung,
Metabolismus, neuronale Entwicklung, Zell-Zell-Interaktion, Zellmigration, Immunantwort,
sowie Gen-Transkription eine fundamentale Rolle spielt.m

Ein Vergleich der Aminosiuresequenzen der katalytischen Doménen von PTPs mit den
katalytischen Einheiten der Protein-Ser/Thr-Phosphatasen ergab keinerlei Ahnlichkeit in der
Sequenz, im Gegensatz zur Situation bei Protein-Kinasen, bei denen tyrosinspezifische- und
serin-threoninspezifische-Kinasen eine hohe Sequenzidentitit zeigen.[g] Strukturell, aber auch
im mechanistischen Ablauf, sind die Protein-Kinasen untereinander dhnlich. Obwohl Ser/Thr-
Phosphatasen und PTPs die gleichen Reaktionen katalysieren - die Hydrolyse eines
Phosphorsduremonoesters - werden komplett verschiedene Strategien benutzt. Wihrend bei
Ser/Thr-Phosphatasen durch zwei Metallionen 1im katalytischen Zentrum zunéchst der
Phosphorsiduremonoester gebunden wird und anschlieend ein iiberbriickendes, vermutlich

O Verliuft die

deprotoniertes Wassermolekiil den Phosphorsduremonoester direkt angreift,
katalytische Spaltung des Phosphorsduremonoesters bei den PTPs iiber ein kovalentes
Phosphocystein-Intermediat (Kapitel 2.)." Obwohl viele PTPs aus mehr als 400
Aminosduren aufgebaut sind, umfasst die katalytische Domine im Regelfall einen Bereich
um 250 Aminosduren. Das katalytische Zentrum zeigt auch als einziges Strukturelement aller

bekannten PTPs vom Bakterium bis zum Menschen eine hochkonservierte Sequenz.[“] Das



2. Allgemeiner Teil

einzigartige Merkmal, das alle PTPs definiert ist die Sequenz (H/V)C(X)sR(S/T) im aktiven
Zentrum.

Traditionell werden die PTPs in rezeptordhnliche und intrazellulire Phosphatasen eingeteilt.
Rezeptoridhnliche PTPs wie beispielsweise CD45 besitzen im allgemeinen eine extrazellulédre
Domine, eine transmembrane Region und eine oder sogar zwei zytoplasmatische PTP
Dominen."? Die Gesamtstruktur dhnelt sehr stark der Struktur von Transmembranrezeptoren.
Ihre Funktion ist jedoch nur sehr unvollstindig verstanden. Die intrazelluldren Phosphatasen,
denen auch PTP1B angehdrt,[13] besitzen eine einzige katalytische Doméne und eine Reihe
weiterer Strukturelemente, welche wahrscheinlich regulierende Funktionen besitzen. Das
Protein-Tyrosin-Phosphatase-Motiv findet man weiterhin in zwei weiteren Phosphatasen, die
VHI-dhnlichen dual spezifischen Phosphatasen (DSPs) und die niedermolekularen
Phosphatasen.[14] Beide Klassen sind ebenso in der Lage Phosphotyrosine zu hydrolysieren,
zeigen jedoch eine geringe Identitit der Aminosduresequenz gegeniiber den klassischen PTPs.
Einzig und allein die konservierte relative Anordnung des Cysteins und des Arginins ist bei

allen drei Klassen im aktiven Zentrum mit der bereits erwihnten Sequenz identisch.

2.2 Katalysemechanismus der Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Zunichst findet ein nukleophiler Angriff des hochkonservierten Cysteins 1 auf das
elektrophile Phosphoratom unter Bildung eines Phosphorylcystein-Intermediats (2) statt
(Abbildung 1). Der Asparaginsidurerest 3 katalysiert unter Abgabe des Protons den
nukleophilen Angriff und gleichzeitig stabilisieren der Argininrest 4 und das positive
Dipolende einer benachbarten o-Helix das geladene Phosphat durch -elektrostatische
Wechselwirkung. Im zweiten Schritt fungiert das Wassermolekiill als Nukleophil, das

nunmehr von dem zuvor gebildeten Carboxylanion S deprotoniert wird.
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Abbildung 1: Katalysemechanismus der Protein-Tyrosin-Phosphatasen.

2.3 Dual spezifische Phosphatasen

2.3.1 VHR

2.3.1.1 Struktur

Die menschliche Phosphatase VHR (Vaccinia
virus Hl-related) gehort zur Klasse der dual
spezifischen Protein-Tyrosin-Phosphatasen
(DS-PTPs) und stellt zugleich mit nur 21 kDa
eine der kleinsten bekannten Phosphatasen dar
(Abbildung 2)."! Sie ist eng verwand mit der
ersten je identifizierten dual spezifischen
Phosphatase VH1 die im  Vaccinia Virus
exprimiert wurde."¥ VHI spielt bei der viralen
Transkription und Infektion eine wesentliche

Rolle.l'"

Abbildung 2: VHR
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Beide Phosphatasen (VHI und VHR) sind in der Lage, sowohl Phospho-Tyrosine, als auch
Phospho-Serine/Threonine zu hydrolysieren. Man weifl aber bis heute nur sehr wenig iiber
den katalytischen Mechanismus. Die als Monomer vorliegende Protein-Phosphatase VHR

4 im aktiven Zentrum sowohl fiir

umfasst insgesamt 185 Aminosduren, wobei Cystein12
Tyrosin - als auch fiir die Serin/Threonin-Aktivitit notwendig ist.'”! Dabei verlduft der
Hydrolysemechanismus - wie schon in Kapitel 2.2 geschildert - iiber ein Thiol-Phosphat-
Intermediat. Es ist anzumerken, dass die Phosphatase-Aktivitidt rekombinanter VHR, bei
Phospho-Tyrosin-Substraten um ein Vielfaches hoher ist als bei Serin/Threonin-Substraten.
Kinetische Studien zeigten des weiteren, dass die Hydrolyse von Phospho-Threoninen

gegeniiber den Serinen schneller abliuft."™

2.3.1.2 VHR in der MAP-Kinase-Kaskade (intrazelluliire Signaliibertragung)

Schliisselelemente der intrazelluldren Signaliibertragung, die vom Ras-Protein oder anderen
Mitgliedern der Ras-Superfamilie ausgeht, sind zytoplasmatische Proteinkinasen, die in
Sadugetieren aufgrund ihrer Regulierbarkeit durch extrazelluldre, hiufig mitogen
(zellteilungsfordernd) wirkende Liganden als mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK) oder
extrazellulir regulierte Kinasen (ERK) bezeichnet werden.!"”! Zunichst werden extrazellulire
Signale iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen registriert und an das Ras-Protein weitergegeben. Ras-
GTP aktiviert Proteinkinasen die zur Gruppe der sogenannten MAPKKK (MAPK-Kinasen-
Kinasen) gehoren. Diese Kinasen sind Serin/Threonin spezifische Proteinkinasen. Ein
Vertreter dieser Gruppe, zum Beispiel die Raf-1-Kinase, phosphoryliert nun die
nachgeschaltete MAPK-Kinase an zwei Serin-Resten, die durch drei andere Aminosiuren
getrennt sind (Abbildung 3). Diese MAPKKSs stellen eine besondere Klasse von
Proteinkinasen dar, da sie eine zweifache Spezifitit beziiglich der Natur der
Akzeptoraminosduren in der Phosphorylierungsstelle des Proteinsubstrats besitzen. Sie
aktivieren die nachgeschalteten MAP-Kinasen iiber Phosphorylierung an einem Tyrosin- und
einem Threonin-Rest. Diese Kinasen, auch als dual spezifische Proteinkinasen bezeichnet,
unterscheiden sich damit deutlich von den anderen Proteinkinasen.

Die MAPK/ERK-Proteine stehen am unteren Ende der Signaliibertragung der MAPK-Wege.
Ilhnen wird eine bedeutende Funktion fiir die Diversifizierung in den
Signaltransduktionswegen zugeschrieben (Abbildung 3). Es gibt verschiedene MAP-Kinase

Subtypen mit unterschiedlicher Substratspezifitit. Die Substrate sind duBerst vielfdltig und
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umfassen hdufig Transkriptionsfaktoren, durch deren Phosphorylierung es zur Aktivierung

der Genexpression kommen kann.

Aktivierung Aktivierung

U U

Zellmembran

1 I I |

RAS RAS RAS RAS
—>
GDP GTP GTP | *— GDP

MAPKKK ... _..._. RAF MEKK-1

NS

MEK1Ser217 P
MAPKK  -----=somemeoees MEK2Ser221 P

'

ERKA Thr 183 P

Tyr 185 P (
MAPK - -c oo JNK/SAPs }

Tyr 204 P

SN ©

andere Kinasen Transkriptionsfaktoren Transkriptionsfaktoren

Abbildung 3: MAP-Kinase-Weg.

Anfangs ging man davon aus, dass VHR nur die beiden zur Klasse der MAPKs gehorenden
extrazellulir regulierte Kinasen ERK1 und ERK2 dephosphoryliert und damit inaktiviert."*"!
Darauffolgende Untersuchungen belegten jedoch dariiber hinaus, dass auch der JNK-
Signalweg durch Dephosphorylierung der beiden Kinasen JNK1 und JNK?2 heruntergeregelt
wird (Abbildung 3).21 221 gomit greift VHR an verschiedenen Positionen in den

Signaltransduktionsweg der mitogen aktivierten Kinasen ein.
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2.3.2 Cdc25

Die Klasse der Protein-Phosphatasen Cdc25 (Cell-division-cycle) wurde erstmals aus Hefe als
25stes Protein isoliert.”” Die drei menschlichen homologen (Cdc25A, Cdc25B und Cdc25C)
sind strukturell in zwei Hauptdoménen geteilt: die Carboxyl-terminale Doméne, welche unter
den drei Isoformen eine hohe Homologie aufweist und in der sich auch das katalytische
Zentrum befindet, sowie die Amino-terminale Doméne die in ihrer Ausdehnung variiert.!** >/
Die Phosphatasen spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus durch
Dephosphorylierung inhibitorischer Phosphorylierungsstellen sogenannter Cyclin-abhéniger
Kinasen (Cdks), die hauptsdchlich fiir das Voranschreiten des Zyklus zustindig sind
(Abbildung 4).”°" Die katalytische Einheit der Cdks ist allerdings erst im Komplex mit
weiteren regulatorischen Untereinheiten den Cyclinen aktiv.?” Beispielsweise aktiviert die
Phosphatase Cdc25a den Cdk2-Cyclin-Komplex durch Hydrolyse je eines Phospho-Threonin-
und Phospho-Tyrosinrestes und reguliert somit den Ubergang von der G;-Phase in die S-

Phase des Zellzyklus (Abbildung 4)1*%!.

G DNA-Schaden . _ Ras

——> Folge 0 _™ Chki /

_____ » Aktivierung Raf-1

Deaktivierung Transkriptionsfaktor
—— Phosphorylierung c-Myc

Dephosphorylierung
mel-  Transkription

Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der Regulation des Zellzyklus.
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Die Proteine der Cdc25 Familie (Cdc25A, Cdc25B) stehen allerdings unter Verdacht ein
hohes onkogenes Potential zu besitzen.” *' So konnte bei verschiedenen menschlichen
Krebsarten, wie beispielsweise in Nackenkarzinomen oder bei Brustkrebs, eine verstirkte

Exprimierung von Cdc25A und Cdc25B nachgewiesen werden.”' >

2.4 Klassische Protein-Tyrosin-Phosphatasen
2.4.1 PTP1B
2.4.1.1 Struktur

Das natiirliche Protein war die erste PTP, die aus menschlichem Gewebe der Plazenta isoliert
worden ist und besteht aus insgesamt 435 Aminosduren, von denen die Aminosduren 30-278
die katalytische Domine bilden."" Das aktive Zentrum besitzt das allgemeine strukturelle
Motiv der PTPs mit dem Nukleophil Cysms. Die Grundstruktur des aktiven Zentrums ist
durch einen rigiden Loop aus 8 Aminosiuren (His-Cys-Ser-Ala-Gly-Ile-Arg) aufgebaut.[34’ 3]
Im Vergleich zu den dual spezifischen Phosphatasen, ist die katalytische Tasche der PTP1B
mit 8-9 A tiefer. Die ist einer der Griinde fiir die unterschiedliche Substratspezifitét.[36] Die
Ausdehnung von Serin/Threonin-Resten sind nicht grol genug, um das Cystein215
(Nukleophil) zu erreichen.

Die biologische Funktion von PTP1B wurde bereits intensiv erforscht, da man erkannte, dass
die Phosphatase im direkten Zusammenhang mit Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) und
Fettleibigkeit steht. Der Anstieg von Fettleibigkeit und T2DM wurde anfangs hauptsdchlich
bei Erwachsenen, einhergehend mit dem heutigen Lebensstil (vor allem Bewegungsmangel
und einseitige Ernidhrung) beobachtet, tritt jedoch heute auch zunehmend schon im

Kindesalter auf.”” **! Die Insulinresistenz steht in direkter Verbindung zu Fettsucht und

T2DM. P!

2.4.1.2 PTP1B im Insulin-Signalweg

Die metabolische Insulin-Signal-Kaskade wird iiber die Aktivierung des Insulinrezeptors (IR),

durch Autophosphorylierung des Tyrosinrestes der Insulin-Rezeptor-Kinase (IRK),

11
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ausgelt')st.m] Dies fiihrt tiber die Rekrutierung des Insulin-Rezeptor-Substrat (IRS) Proteins
und anschlieBender Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zur Bindung der
p85 Untereinheit sowie der Aktivierung der katalytischen p110 Untereinheit. PI3K induziert
nun im Folgenden weitere Kinasen, wie z. B. die Phosphatidylinositol abhinige Kinase 1
(PDKT1) und die Protein-Kinase B (PKB) (Abbildung 5). Dadurch kommt es zur Freisetzung
des Glucose-Transporters 4 (Glut4), zur Aufnahme von Glucose in den Muskel und
Inaktivierung der Glycogen-Synthese-Kinase 3 (GSK3).*" #' Die Aktivierung des Insulin-
Rezeptors kann auch durch das c-Cbl assoziierte Protein (CAP) und die MAPK erfolgen.
Dieser Prozess wird iiber die endoplasmatisch gebundene oder im Zytosol vorliegende PTP1B
durch Dephosphorylierung der Insulinrezeptoren an der Membran negativ reguliert. Weitere
Mechanismen, wie die Komplexbildung mit Wachstumsfaktor gebundenem Protein 2
(GRB2), kann die IRK-Aktivitit herabsetzten und somit den Prozess ebenfalls deaktivieren.
Eine ganze Reihe weiterer Protein-Phosphatasen sind bei der Modulation der Insulin-Signal-

t,[43]

Kaskade involvier allerdings deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass PTP1B der

Hauptregulator der Insulinrezeptoraktivitit ist.

Insulin

IIIIIR
PI3K, Pl Ir
Ptdins(3,4,5)Ps o1 10/|085<{S1 23 o] 16
Pl [P
IRK

PKB PTP1B

Glut4 N ﬁ

. ) Endoplasmatisches
Glukose und Lipid Metabolismus Reticulum

«

(

Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung der Insulin-Signal-Kaskade.
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2.4.2 MtPTPA

Lange Zeit vermutete man, dass Protein-Tyrosin-Phosphatasen nur in Eukaryonten
vorkommen. In den letzten Jahren wurde jedoch entdeckt, dass PTPs auch in verschiedenen
Bakterienstimmen auftreten./*”! Besonders interessant hierbei, Phosphatasen aus pathogenen
Mikroorganismen, wie den Tuberkulose-Bakterien. Es wird angenommen, dass diese Enzyme
eine wichtige Rolle bei der Storung der phospho-tyrosin-vermittelten Signalleitung des
korpereigenen Abwehrsystems des Wirts spielen. Weltweit sterben jdhrlich immer noch drei

44 Die aus dem

Millionen Menschen an dieser gefdhrlichen Infektionserkrankung.
Mycobacterium tuberculosis H3;Rv isolierte PTPA besitzt eine Masse von 17.5 kDa und
gehort zu den niedermolekularen Phosphatasen. Wie alle Tyrosin-Phosphatasen zeigt auch
MPTPA, mit Cystein (Cys“), die hochkonservierte Sequenz des katalytischen Zentrums.
Durch Modifikation der Aminosiure Cys'' (Substitution Cys'' gegen Ser), verliert das Enzym
seine Aktivitdt. Durch Natrium-orthovanadat wird ebenfalls die enzymatische Aktivitit des
Proteins inhibiert. Die biologischen Mechanismen und Funktionen der PTPA sind noch
weitgehend unbekannt. Die hochste Konzentration des Proteins konnte im Zytosol

nachgewiesen werden. Untersuchungen deuten darauf hin, dass MfPTPA insbesondere bei der

intrazelluldren Infektion von Makrophagen exprimiert wird.

2.4.3 CD45

Als weiterer Stellvertreter der groen Familie der PTPs soll hier noch das Protein CD45
aufgrund seiner interessanten biologischen Eigenschaften Erwidhnung finden.

Die Transmembran-Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 wird in allen Zellen des
himopoetischen Systems exprimiert und ist eine der am meisten vertretenen Glycoproteine an
der Oberfliche von Lymphzellen.*”! Es ist bekannt, dass CD45 als positiver Regulator der
Signaltransduktion in T und B Zellen agiert. Infolgedessen konnte man bei Méusen mit
fehlerhafter Expression des Proteins CD45 eine Beeintridchtigung der T-Zell-Differenzierung
und -Aktivierung, aber auch eine anormale B-Zell-Aktivierung beobachten.*®’ Man konnte
beweisen, dass in T-Lymphozyten mit CD45-Defizienz die Protein-Tyrosin-Kinase p56'*
hyperphosphoryliert vorliegt und die TCR-vermittelten Signalvorginge geéndert sind. Durch
spezifische Hemmung der Phosphataseaktivitit konnte man einen neuen Zugang zu

Behandlungsmoglichkeiten verschiedener Autoimmunerkrankungen schaffen.*”
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2.5 Inhibitoren dual spezifischer Phosphatasen insbesondere von VHR

Bis Mitte der 90er Jahre war der PTP-Inhibitor Natriumorthovanadat die einzige bekannte
Verbindung die dual spezifische Phosphatasen inhibiert. Erst in den letzten Jahren
identifizierte man aufgrund intensiver Forschung auf diesem Gebiet verschiedene Naturstoffe
und deren Derivate, sowie synthetische Molekiile, die in der Lage sind, mehr oder weniger
selektiv Cdc25 bzw. VHR zu inhibieren.

So wurde beispielsweise der aus Streptomyces sp. 88-682 isolierte Naturstoff Hexadecanoyl-
5-hydroxymethyltetronsdure (RK-682, 6) bei Screenings als potenter nicht-kompetitiver
Inhibitor der DSP VHR mit einem ICs-Wert von 2.0 uM identifiziert (Abbildung 6)."**
Gleichzeitig hemmt der Naturstoff den Zellzyklus von Sdugetieren am G; Checkpoint. Die
inhibitorische Wirkung beruht auf der Bildung einer kovalenten Tetronsidure-Enzym-
Modifikation, die durch eine 1,4-Michael-Addition gebildet wird. Durch Synthese einer
kleineren Bibliothek verschiedener Analoga wurden weitere Verbindungen mit verbesserten
1Cso-Werten identifiziert.*”’ Man fand heraus, dass die Stereochemie am C-5 Substituenten
unerheblich fiir die Aktivitit ist. Das synthetisierte Derivat 7 mit einer Phenyl-propenoyl-
Seitenkette an C-3 zeigte allerdings keinerlei Inhibition, wihrend Verbindung 8 mit einer
langen ungesittigten Kohlenstoffkette zumindest Cdc25A und Cdc25B mit einem ICsy von
34 uM inhibiert. Dies lieB vermuten, dass der C-3 Substituent fiir die Enzymerkennung
essentiell sein muss. Durch Acylierung von RK-682 (6) konnten die potentesten Analoga 9-12
erhalten werden. Verbindung 12 zeigte zusitzlich zu der starken Inhibition eine um den

Faktor 30 héhere Selektivitit bzgl. Cdc25B gegeniiber VHR."

O o
O o
O / (CH2)14CH3
o R
ROCO

o o OH
9, R = GgHy-3-COCeHs
‘757 E = E}CHH%ﬁgHﬁ 10, R = CgHy-4-COCgHs
5 - = 6 5 _ AL _ _ -

8, R = (CHp);CH=CH(CH,);CH, (cis) 11 R = CeHa-4-C(N=N)CF,

12, R = C(=N)CO,CH,CHs

Abbildung 6: Hexadecanoyl-5-hydroxymethyltetronsidure (RK-682, 6) und Analoga.
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Sulfircin (13) - ein bizyklisches, sulfatiertes Sesquiterpenoid - wurde aus einem
Tiefseeschwamm der Gattung Ircinia isoliert und konnte als PTP1B-Inhibitor identifiziert
werden (Abbildung 7). Des weiteren zeigte der marine Naturstoff auch Aktivitit im
niedrigen mikromolaren Bereich gegen die beiden DSPs Cdc25A und VHR.®? Durch die
Synthese einer Reihe analoger Verbindungen sollte zum einen die Bedeutung des
Grundgeriists, des Alkylfurylrestes und zum anderen die des Sulfatrestes hinsichtlich der
inhibitorischen Aktivitit analysiert werden. Die Linge der aliphatischen Kette spielt dabei
offensichtlich eine bedeutende Rolle. Derivate mit der lingsten Seitenkette waren equipotente
oder sogar stirkere Inhibitoren als der Naturstoff 13 selbst. Die Sulfatgruppe erwies sich als
duBerst wichtig fiir die Aktivitit, wobei die Stereochemie dieser Gruppe keine signifikante
Rolle spielt. Analogon 14, bei dem die Sulfatgruppe gegen eine Malonatgruppe ersetzt wurde,
zeigte vergleichbare ICso-Werte wie Sulfircin (13). Die C-12 Methylgruppe oder die
Substitution des Furylrestes gegen einen Phenylring im Molekiil, hatten keinen Einfluss auf
die Aktivitat. Allerdings muss das Sesquiterpenoidgrundgeriist selbst entscheidend zur
Bindung an die Phosphatasen beitragen. Als man das Grundgeriist gegen ein Benzimidazol
(15), Benzothiazol- (16) oder ein Naphtylringystem (17) ersetzte, konnte keinerlei Aktivitéit

mehr gemessen werden (Abbildung 7).154

HOOC.__COOH

Na0389
~J12 Ph
@]

X

[\
0
- 13 - 14
|C50 =47 HM VHR |050 =8.6 ].lM VHR
H
0SOzH 050s
//<R XS R 3
N » )0
N/% N OSO3H ”
15 16 17

Abbildung 7: Sulfircin (13) und verschiedene Analoga.
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Der Nutzen von Sulfat- oder auch Phosphatsurrogaten bei der Synthese potentiell aktiver
Substanzen ist schon lange bekannt und bereits im vorstehend geschilderten Beispiel des
Sulfircinderivates 14 eindrucksvoll demonstriert worden. Durch das Mimetikum wird der fiir
die Aktivitdt essentielle Substituent nachgeahmt und gleichzeitig die Stabilitdt der Substanz
oder der einzelnen Gruppe gegeniiber verschiedenen Einfliissen (z.B. gegen Enzyme) erhoht.
So sind auch eine Reihe synthetischer Dipeptid-Mimetika bekannt, die Phosphatsurrogate im
Molekiil aufweisen und Cdc25A sowie VHR inhibieren.”* Die Phosphatsurrogate binden
direkt im aktiven Zentrum des Enzyms und verankern das Molekiil, wihrend die
verbleibenden Strukturelemente, wie das Grundgeriist und die verschiedenen Seitenketten,
mit der Bindungstasche interagieren konnen. So nutzte man etablierte Phosphatmimetika in
einer Vier-Komponenten Ugi-Reaktion, wobei die Surrogate am N-Terminus oder auch im
Zentrum der Peptidkomponente positioniert wurden, um so eine moglichst hohe Variabilitit
zu erzeugen (Abbildung 8). Insgesamt umfasste die synthetisierte Substanzbibliothek 4320
Derivate, von denen sich insgesamt neun Vertreter als gute Inhibitoren mit ICsp-Werten von
0.7-35 uM gegen Cdc25A und 5.0-87 uM gegeniiber VHR erwiesen.””! Die potentesten
Inhibitoren (18-22) sind in Abbildung 8 dargestellt.

COOH OH
P OH g
o 0~ “COOH OH o "F-OH
0 H
@A O vty
FmocHN O QO
5.0 COOH COOH 4 @
18 ~/
19 O\/O 20 HN =
ICs0: 0.7 uM (Cdc25a) ICs0: 3.0 uM (Cdc25a) ICsp: 8.0 uM (Cdc25a)
ICs0: 5.0 uM (VHR) ICs0: 9.0 uM (VHR) ICso: 6.1 uM (VHR)
~ =
OH O y O o

Br _ F F y
HN
21 29 HN
ICs0: 15.0 uM (Cdc25a) ICs0: 27.0 uM (Cdc25a)

Abbildung 8: Synthetische Inhibitoren der Phosphatasen Cdc25a und VHR.
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Obwohl die Naturstoffklasse der Avenaciolide’®¥ bereits in den 60er Jahren isoliert wurde und

[55. 361 entdeckte man erst

als Target fiir zahlreiche biologische Untersuchungen diente,
kiirzlich, das auch das Stereoisomer 4-Isoavenaciolid (23) des mikrobiologischen Metaboliten
dual spezifische Phosphatasen im einstelligen mikromolaren Bereich inhibiert (Abbildung 9).
In mechanistischen Studien konnte wie bereits bei der erwihnten Hexadecanoyl-5-
hydroxymethyltetronsdure (RK-682, 6) (Abbildung 6) ebenfalls eine kovalente
Bindungskniipfung durch eine 1,4-Michael-Addition des Inhibitors an die VHR festgestellt
werden. Es zeigte sich, dass 4-Isoavenaciolid (23) im katalytischen Zentrum an Cys124 bindet,
aber auch ein zweites Molekiil kovalent mit einem weiteren Cysteinrest reagiert.”” Dabei
wird das Cys171 an der Oberfliche des Proteins (a6-Helix) gegeniiber zwei weiteren
Cysteinresten der Phosphatase (Cys> oder Cys30) bevorzugt. Offensichtlich spielt die zum
Cys'”! benachbarte hydrophobe Tasche eine wichtige Rolle. Diese Beobachtung ist auch mit
anderen Untersuchungen konsistent, bei denen 4-Isoavenaciolid-Derivate mit einer kurzen
Alkylkette an der 4-Position geringere Aktivititen aufwiesen.

Weiterhin inhibiert 4-Isoavenaciolid (23) eine Reihe weiterer Phosphatasen, wie PTP1B,

CD45 und LAR,[SS] aber nicht die beiden Ser/Thr-Phosphatasen PP1 und PP2A .Y

Abbildung 9: 4-Isoavenaciolid (23)

Immer wieder finden sich bei Phosphatase-Screenings auch Zyklopeptide oder

01 Einer der

strukturverwandte Makrolide, die als starke Inhibitoren fungieren.
prominentesten Vertreter dieser Klasse ist wohl Cyclosporin A (24), ein zyklisches
wasserunlosliches Peptid. Der aus dem Pilz Tolypocladium inflatum isolierte Naturstoff
inhibiert die Ser/Thr-Phosphatase PP2B (Phosphoprotein-Phosphatase 2B) im niedrigen
nanomolaren Bereich (Abbildung 10).1!l Das urspriinglich auf fungizide Wirkung getestete
Zyklopeptid avancierte aber aufgrund seiner immunsuppressiven Wirkung zum Mittel erster

Wahl in der Transplantationsimmunologie.'”
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Abbildung 10: Cyclosporin A (24)

Ebenso besitzen die der Naturstofffamilie der Stevasteline angehorenden Makrozyklen eine
Reihe biologisch hochinteressanter Eigenschaften, aber vor allem erwiesen sich einige
Vertreter als potente und selektive Inhibitoren der DSP VHR.'®!

Natiirliche Stevasteline, die aus dem mikrobiologischen Metaboliten Penicillium sp.
NK374186 i1soliert wurden, sind aus den Aminosiuren Valin, Serin und Threonin sowie aus
einer 3,5-Dihydroxy-2,4-dimethylstearinsdure-Einheit aufgebaut (Abbildung 11).[64-61

Um den Struktur-Wirkmechanismus der Stevasteline aufzudecken, wurden zusétzlich zu den

isolierten Substanzen weitere Derivate synthetisiert.

R R, R, R
25B: H 29 A3: SOzH CH,OCOCH; 34 H
26 A: SOzH 30 B3: H CH,OCOCH3 35 SOzH
27P: POsH 31C3:  H CH,OH
28 H: COCH,4 32D3 SOzH CH,
33 E3 H CH,

Abbildung 11: Strukturen der Stevasteline.
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Die Stevasteline A (26), B (25), A3 (29), B3 (30), C3 (31), D3 (32) und E3 (33) konnten
durch Fermentation von Penicillium sp. NK374186 gewonnen werden.°® ! Stevastelin P
(27) und H (28) wurden durch Phosphorylierung beziehungsweise Acylierung von Stevastelin
B (25) dargestellt. Die Stevasteline 34 und 35 wurden in einer kurzen Synthesesequenz
generiert.

Gegeniiber den Ser/Thr-Phosphatasen PP1 und PP2A wurde keine Inhibition festgestellt. Nur
ein Vertreter der Stevastelin-Familie konnte als schwacher Inhibitor der PTP CDA45
identifiziert werden (Tabelle 1). Insbesondere zeichneten sich Derivate mit Sulfatgruppen
bzw. Phosphatsubstituenten gegeniibber VHR als potente Inhibitoren aus. Bei den
synthetisierten Derivaten Stevastelin 34 und 35 konnte trotz der Phosphatgruppe am
Threoninrest keinerlei Aktivitit beobachten werden, da offensichtlich die hydrophobe

Alkylkette eine essentielle Rolle fiir die Inhibition des Proteins spielt (Tabelle 1).

Aktivitit [ICso (WM)]

Gruppe Stevastelin VHR CD45 PP1/PP2A
Typ-A A (26) 2.7 >1000 >1000
Potente A3 (29) 3.6 >1000 >1000
Inhibitoren D3 (32) 1.7 >1000 >1000
P (27) 4.0 160 >1000
Typ-B B (25) 19.8 >1000 >1000
Schwache B3 (30) 13.7 >1000 >1000
Inhibitoren C3(31) 16.0 >1000 >1000
E3 (33) 13.6 >1000 >1000
H (28) 24.0 >1000 >1000
Inaktive 34) >1000 >1000 >1000
Inhibitoren (35) >1000 >1000 >1000

Tabelle 1 : Aktivitit der Stevasteline gegen verschiedene Phosphatasen.

AuBer der Phosphataseaktivitidt wurde auch die Gen-Expression in Jurkat Zellen untersucht.

Es zeigte sich, dass der B-Typ der Stevasteline [B (25), B3 (30), C3 (31) und E3 (33)] die
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Gen-Expression stirker inhibiert als der A-Typ [A (26), A3 (29) und D3 (32)]. Strukturell
unterscheiden sich diese beiden Typen im wesentlichen durch den Rest R' der
Threonineinheit. Ein Vergleich der beiden generierten Verbindungen Stevastelin P (27) und
H (28) beziiglich der Aktivitit ergab, dass die Phosphorylierung des Threoninrestes die
Membranpermeabilitit beeintrdchtigt und es dadurch zum Verlust der Aktivitdt in vivo
kommt.

In einem weiteren Experiment wurde die hemmende Wirkung der Stevasteline am Zellzyklus
einer tsFT210 Zelle untersucht.* ®* Hierbei konnten die zuvor gewonnenen Erkenntnisse
bestdtigt werden. Stevastelin A (26) hemmt VHR in vitro, jedoch nicht den Zellzyklus der
tsFT210 Zelle, aufgrund der geringen Membranpermeabilitit. Im Gegensatz dazu hat
Stevastelin B (25) in vitro zwar eine geringere Aktivitit als Stevastelin A (26), allerdings
wurde der Zellzyklus inhibiert. Aufgrund dieser Beobachtung vermutete man, dass Stevastelin
B (25) nach Inkorporation in die Targetzelle zunidchst durch Enzyme phosphoryliert
beziehungsweise sulfatiert wird und eine Uberfithrung in Stevastelin P (27) oder A (26)
stattfindet (Abbildung 12). Diese Annahme ist auch mit dem beobachteten Aktivitdtsverlust
von Stevastelin H (28) gegeniiber Stevastelin B (25) konsistent, da durch die Acylierung der
Hydroxyfunktion des Threoninrestes die Uberfiihrung durch Zellenzyme in Stevastelin A oder

P in situ beeintrichtigt ist.

HyC(CHp) 12 ' 0
O R
O OH NH
0 25B: H
i 0
Al HJK(NH 26 A: SO3H
/“oR 27 P: PO3H

Y

[StevastelmA 26 — @

[Stevastelm P (27)} —
[Stevastelin B (25)} > - ,>< Protein

[Stevastelin A (26)}

Zellmembran

Abbildung 12: Modell der Aktivierung von Stevastelin B in Zellen.
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2.6 Totalsynthese von Stevastelin C3 (31)

Das Interesse an der Naturstoffklasse der Stevasteline zeigt sich nicht zuletzt auch an der
Anzahl publizierter Totalsynthesen, die in den vergangenen Monaten erschienen sind.[®- 7071
Im folgenden Kapitel soll die von Sarabia er al. publizierte Totalsynthese kurz skizziert
werden.!”"!

Ausgehend von Myristinaldehyd (37), der aus kommerziell erhiltlichem Myristinalkohol
durch Oxidation erhalten wurde, konnte durch asymmetrische Aldolreaktion nach Evans das
syn-Aldolprodukt 38 generiert werden.”” Die reduktive Abspaltung des Auxiliars mittels
Lithiumborhydrid, sowie die selektive Schiitzung der primidren und anschlieBend der
sekunddren Hydroxygruppe lieferte Verbindung 39 (Schema 1). In den nun folgenden
Schritten wurde die primidre Hydroxyfunktion mit DIBAL-H in Dichlormethan wiederum
freigesetzt und durch Oxidation in den TBS-geschiitzten Aldehyd 40 iiberfiihrt. Die weitere
Umsetzung von 40, mit dem zuvor aus fert-Butylthiopropionat (41) dargestellten Bor-
Enolat,””? lieferte den Thioester 42 als einziges Diastereomer. Durch Behandlung des Esters
42 mit Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Lithiumhydroxyd konnte schlieBlich die freie
Sédure 43 erhalten werden.

Die Synthese der Peptidsequenz erfolgte in Lésung.m] Zunidchst wurde das Dipeptid 46
ausgehend von den beiden geschiitzten Aminosiduren 44 und 45 unter Standardbedingungen
gekuppelt. Nach Spaltung der Boc-Schutzgruppe, Ankniipfung der Aminosdure 47 und
erneute Freisetzung des N-Terminus, konnte das Tripeptid 48 erhalten werden. Die
anschlieBende Kupplung der Fragmente 43 und 48 mittels EDCI/HOBt lieferte das Amid 49.
Der Zyklisierungsvorldaufer 50 konnte daraufthin durch saure Hydrolyse der TBS-Gruppe

sowie palladiumvermittelter Spaltung des Allylesters zugénglich gemacht werden.!””

761 hur der

Interessanterweise wurde in der folgenden Makrolaktonisierung nach Yamaguchi
13-gliedrige Makrozyklus 51 gebildet. Nach Abspaltung der benzylischen Schutzgruppen
mittels Bortrichlorid konnte Stevastelin C3 (31) in 19 Stufen mit einer Gesamtausbeute von

12 % erhalten werden (Schema 1).
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0 ﬁ nBu,BOTI,NEt; HO O i
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Schema 1: Totalsynthese von Stevastelin C3 (31) nach Sarabia et al. 701
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3. Ziel der Arbeit

Die enorme Bedeutung von Protein-Kinasen und insbesondere von Protein-Phosphatasen bei
der Signalverarbeitung und Signalweiterleitung im menschlichen Organismus wurde bereits
in Kap. 2 ausfiihrlich diskutiert. Die Aufkldrung der biologischen Funktionen dieser Proteine
auf molekularer Ebene und die therapeutische Regulierung dieser Prozesse durch selektive
Aktivatoren bzw. Inhibitoren, ist eines der Hauptziele der Forschung.

In dieser Hinsicht konnten Analoga der Naturstofffamilie der Stevasteline, wovon einige
Naturstoffe bereits als sehr potente Inhibitoren der dual spezifischen Phosphatase VHR
identifiziert worden sind, sich als duBlerst wertvoll erweisen. Durch den modularen Aufbau
aus drei Aminosduren und der lipophilen Fettsdure 52 bietet die Familie der Stevasteline, mit
einer Reihe moglicher Diversititspunkte, beste  Voraussetzungen fiir eine
Wirkstoffoptimierung (Schema 2). Eine der wichtigsten Ziele hierbei ist die Kldrung der

Frage, welchen Einfluss besitzen die einzelnen strukturellen Parameter fiir die Aktivitét.

OH
H H mdgliche Diversitatspunkte
OR'OH O
SZH
HiCCHe = | o
= z O
O OH NH HaN L
N e— o, B
o2 2 \N NH O N
3
53 54 OR

O
HZNQKOH
/_\ORS

56

Schema 2: Modularer Aufbau der Stevasteline und mogliche Diversitéitspunkte.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten durch Variation verschiedener Strukturparameter
Stevastelinanaloga als potentielle Phosphataseinhibitoren dargestellt werden und deren
Einfluss auf die Aktivitit untersucht werden. Folgende Fragestellungen standen dabei im
Vordergrund:

- Welche Rolle spielt die rigide Ringstruktur?

- Welchen Einfluss hat die Peptidsequenz auf die Aktivitit?

- Hat die Stereochemie des Fettsdurefragmentes einen Einfluss auf die Aktivitit?

- Werden alle Stereozentren benotigt?
Um gleichzeitig die Bedeutung der zyklischen Struktur und den Einfluss der Peptidsequenz zu
kldren, sollten zundchst azyklische Derivate generiert werden, deren Zugang mittels
wohletablierten Reaktionen durch Kniipfung der einzelnen Amid- bzw. Esterbindungen
sowohl in Losung und auch am polymeren Tréger effizient durchfiihrbar ist. Zum direkten
Vergleich mit den offenkettigen Vertretern bzw. den Naturstoffen war weiterhin geplant,
verschiedene zyklische Derivate mit Variation der Stereozentren des Fettsdurefragmentes zu
generieren. So sollte die Frage nach dem Einfluss der Stereochemie des Ketids geklirt
werden. Auf Basis der dargestellten Substanzbibliothek sollten umfangreiche biologische
Untersuchungen durchgefiihrt werden. So sollten zunichst die dargestellten Verbindungen in
einem in vitro Assay gegen die dual spezifische Phosphatase VHR getestet werden. Die
daraus gewonnenen Wirkungsbeziehungen sollten niitzliche Erkenntnisse fiir die
Leitstrukturoptimierung geben. Hinsichtlich der Selektivitit war geplant auch eine Reihe
weiterer Phosphatasen, wie verschiedene Protein-Tyrosin- oder auch Serin-Threonin-
Phosphatasen zu untersuchen. Um abschlieBend die Wirkung auch in vivo zu untersuchen,
sollte ein Zelltest mit Krebszellen durchgefiihrt werden. Dadurch konnten weitere
Erkenntnisse iiber die Zytotoxizitit und Membranpermeabilitit der verschiedenen

Verbindungen erhalten werden.
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4. Spezieller Teil

4.1 Grundlegende Betrachtungen

Der erste Schritt bei der Planung umfasste die Variationsbreite der Derivate sowie die
Festlegung der einzelnen Bausteine.

Wie geplant war, sollten verschiedene strukturelle Parameter variiert werden und der Einfluss
beispielsweise der Peptidsequenz auf die Aktivitit untersuchen werden. Dies ist durch
Variation der einzelnen Aminosduren sowie deren Seitenketten zu erreichen. Hierfiir steht
bereits ein groBer natiirlicher Pool an unterschiedlichen Aminosdurebausteinen zur
Verfiigung. AuBler den Aminosduren Serin, Valin und Threonin die bereits in der
Naturstoffklasse der Stevasteline vorkommen, sollten auch eine Reihe weiterer Aminosiuren
als kombinatorische Bausteine verwendet werden. Vergleicht man verschiedene
Phosphataseinhibitoren (sieche Kap. 2.5) so stellt man fest, dass immer wieder aromatische
Struktureinheiten in den aktiven Verbindung vorkommen die durch hydrophobe

Wechselwirkungen mit den Phosphatasen interagieren konnen.””

Aufgrund dieser
Beobachtung sollten weiterhin aromatische Aminosiduren wie Phenylalanin und Tyrosin als
Bausteine dienen. Insbesondere Tyrosin erscheint {iiberaus vielversprechend, da
funktionalisierte ~Arylsubstituenten héufig als Strukturelemente potenter Inhibitoren
vorkommen."® Aber auch Phosphatsurrogate wie Phosphonate, Sulfate oder Carboxylate
finden sich oft als Strukturuntereinheiten wieder. So erwiesen sich die in Abbildung 13
dargestellten Peptide 57 und 58, die Aminosduren mit Carboxylgruppen in ihrer Sequenz

enthalten, als potente Inhibitoren der PTP1B. So wurde zusitzlich auch Asparaginsiure als

Baustein fiir die Bibliothek ausgesucht.
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Abbildung 13: Peptidische Inhibitoren mit Sdurefunktionen.

Aus ersten SAR-Studien (Structure-Activity-Relationship) war bekannt, dass das
Vorhandensein des aliphatischen Restes des Fettsaurefragmentes essentiell ist fiir die
Aktivitit.[® So sollte als erster Siurebaustein die natiirliche Stearinsiure 43 generiert werden.
Um den Einfluss der stereogenen Substituenten des im Naturstoff vorkommenden
Saurefragmentes niher zu untersuchen, war weiterhin geplant, verschiedene Vertreter mit nur

2 Stereozentren bzw. Sduren ohne Substituenten als Bausteine zu verwenden.

4.2 Darstellung der Bausteine in Losung
4.2.1 Synthese der natiirlichen Stearinsiure 43

Struktureinheiten mit vier aufeinanderfolgenden Stereozentren und 1,3-funktionalisiertem
Abstand der Hydroxygruppen sind schon seit langer Zeit bekannt und in verschiedenen
Synthesen mittels asymmetrischen Aldolreaktionen erfolgreich dargestellt worden.!””! Diese
Technik wurde auch von Sarabia et al. bei der Darstellung der Siure 43 in der in Kap. 2.6
gezeigten Totalsynthese angewandt.” So fiihrt die retrosynthetische Betrachtung des
Stearinsdurederivates 59 zunichst zu einer asymmetrischen anti-Aldolreaktion ausgehend von
dem Propionsiurederivat 61 und dem Aldehyd 60 (Schema 3). Fiir diese Reaktionssequenz
stehen eine Reihe verschiedener Aldolreaktionen zur Verfﬁgung.[go’ U Der Aldehyd (60) ist
seinerseits in drei Stufen aus dem Oxazolidinonderivat 62 durch Schiitzung der

Hydroxygruppe, reduktive Abspaltung des Auxiliars und anschlieBende Swern-Oxidation
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darstellbar.®> ¥ ¥ Verbindung 62 kann durch eine wohletablierte weitere asymmetrische

Aldolreaktion nach Evans®™!

2 R2 HsC(CHp)12
OR1 OH O 6R1 o)

59 / 60 61

_<< @)

0
B [\
"aC(CHzhe WN 0 — N)Lo +  HsC(CHy)12CHO
: TO( A

37
j 36

aus 36 und Myristinaldehyd (37) generiert werden (Schema 3).

|
I
o

H3C(CHy)4

Schema 3: Retrosynthetische Betrachtung des Stearinsidurederivates 59.

Die bereits aus der eigenen Diplomarbeit bekannten Schritte bis zum geschiitzten Aldehyd 40
sollen hier nur kurz Erwédhnung finden (Schema 4) 156l Ausgehend von Myristinaldehyd (37)
wurde zundchst das syn-Aldolprodukt (38) mit hohen Ausbeuten und Selektivititen
synthetisiert.[gs] Die anschlieBende Schiitzung des Alkohols mit TBS-Triflat und Lutidin als
Base gelang glatt in nahezu quantitativem Umsatz.®* Nach reduktiver Abspaltung des Evans-
Aucxiliars mittels Lithiumborhydrid und anschlieBender Swern-Oxidation konnte der Aldehyd

40 zuginglich gemacht werden (Schema 4) 183841

nBu,BOTY, iProNEt )( TBSO  OH
HaC(CH,)1,CHO (37) - LiBH,, THF
(M oOEHe 2D BT HoG(He)y \j)k 0 BT HiC(H,0)rz
u 86% (de 97%) 73%
64
Oxalylchlorid
36 TBS-Tf, Lutidin[—~ 38 R=H DMSO, NEts
CH,Cl, [ 63 - TBS CHZCI%
99% = ?TBS quan
H30(0H2)12A‘A\O
40

Schema 4: Synthese des Aldehyds 40.
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Im Folgenden sollte nun der Aldehyd 40, der lediglich begrenzt lagerstabil ist, in einer
weiteren asymmetrischen anti-Aldolreaktion direkt nach der Herstellung umgesetzt werden.
Hierfiir wurde zunichst ebenfalls auf Evans-Aldolchemie zurﬁckgegriffen.[go]

Durch geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen ist es moglich, ausgehend von dem bereits
verwendeten Oxazolidinon 36, das gewiinschte Aldolprodukt 67 zu erhalten.

Wie in Schema 5 gezeigt, reagiert das (S)-Imid 36 in literaturbekannter Weise im ersten
Schritt mit Di-n-butylbortriflat zu dem Enolat 65.%% Je nach Reaktionsbedingungen, Art und
Menge der Lewis-Sdure erhdlt man so vorzugsweise eine der drei dargestellten
Konfigurationen, wobei die anti-Anordnung iiber einen offen Ubergangszustand verliuft.!*"!
Der Einsatz von Diethylaluminiumchlorid fiihrt hauptsdachlich zum anti-Aldolprodukt,

dagegen fiihrt beispielsweise Titantetrachlorid bevorzugt zur syn-Konfiguration.

N Bu,_ Bu —
o ©O /B‘/, o
\A )L o O Lewis-Sé&ure
N0 nBu,BOTf P | RCHO
_/ N O
— —
L /\ ]

36
65
HO O O HO O O HO O O
| | R
g \ ﬂ
66 67 68

Schema 5: Mogliche Aldolprodukte in Abhédngigkeit von den Reaktionsbedingungen

Es wird angenommen, dass vor allem der sterische Anspruch der Lewis-Sduren fiir die
bevorzugte Konfiguration verantwortlich ist. Im Fall einer kleinen Sdure wie Titantetrachlorid
ist der Ubergangszustand 69 bevorzugt, da die gauche-AbstoBung minimiert wird. Ist jedoch
die Lewis-S#ure sterisch anspruchsvoll, wird der Ubergangszustand 70 durchlaufen, da die

Wechselwirkung zwischen der Methylgruppe und der Lewis-Sdure geringer ist (Schema 6).
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B
u/\B/I/Bu BU\B//BU
0" O H 0" OR
)‘\ Me /l Me
O N LS| — syn-Aldol O N —  anti-Aldol
RRH O HH O
. |
T LS

Schema 6: Ubergangszustinde.

Die nach Literatur®® durchgefiihrte Aldol-Reaktion bei —78 °C fiihrte jedoch nur zu einem
geringen Umsatz mit moderater Selektivitit. Da eine Erhohung der Temperatur zwar die
Ausbeute erhohen wiirde, aber im allgemeinen die Selektivitit gleichzeitig verschlechtern,
wurde zunichst die Reaktionszeit bei gleichbleibend tiefer Temperatur verldangert. Allerdings
konnte auch so die Ausbeute des Produktes 71 nur gering gesteigert werden. Auch nach
weiterer Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte lediglich, nach Abtrennung eines
weiteren Diastereomers (Diastereomerenverhiltnis: 17:3) mittels Sidulenchromatographie,
eine Ausbeute von 26% erreicht werden (Schema 7). Die Uberfiihrung in die freie Siure 43
gelang glatt mit 87% Ausbeute (Beleg der absoluten Konfiguration s. Seite 32 Schema 10).

Aufgrund der geringen Ausbeute wurde eine weitere anti-Aldolreaktion zur Darstellung der
Hydroxysdure 43 durchgefiihrt. Bekanntermallen fiihrt die Umsetzung von E-Enolboronaten
mit Aldehyden vorzugsweise zu anti—Aldolprodukten.[SH Die erforderlichen E-Enolboronate
werden vorzugsweise durch Verwendung von Chlorodicyclohexylboran und Triethylamin als
Base in unpolaren Losungsmitteln, wie Pentan oder Ether, in relativ verdiinnten Losungen
erhalten.®”! So konnten bereits I. Paterson er al. bei der Synthese von Ebelacton A diese
Methode ausgehend von Dicyclohexylboronaten aus Thioestern erfolgreich durchfiihren.™"
Daher wurde zunichst das E-Enolat 72 des tert-Butylpropionsidurethioesters 41 nach einem
Protokoll von Brown!®”! dargestellt und im Anschluss mit dem zuvor generierten Aldehyd 40
umgesetzt. Hierbei sollte die in unmittelbarer Nachbarschaft liegende, sterisch anspruchsvolle
TBS-Gruppe des Aldehyds 40 den fiir die korrekte absolute Konfiguration notwendigen
Riickseitenangriff des Enolats induzieren. Die anfidnglich in getrocknetem Pentan
durchgefiihrte Reaktion lieferte jedoch nur Spuren des gewiinschten Produktes. Nach Wechsel

des Losungsmittels zu Diethylether und Optimierung der Reaktionsbedingungen mit
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verlangerter Reaktionszeit und langsamem Auftauen von —78 °C auf -20 °C konnte der

Thioester 42 in hohen Ausbeuten und exzellenter Selektivitit erhalten werden (Schema 7).

36
TBSO ? nBu,BOTH,ProNEt TBSO  OH )K
Et,AICI, CH,Cl, ]
HsC(CH2)12/'\ﬁ 6% HC(CH /\‘/% LOH. H,0
° E \ / 22
40 THF, H,0
71 87 %
TBSO OH O B
72 1T S? OH O
90%  H3C(CH2)12 T StBu HaC(CHa)1s -~ “OH

(de >98%) = :
: 42
43

_B(cHex),

(cHex)pBCI _
SBU "NEty, ELO hStBu

Schema 7: Asymmetrische Aldolreaktionen.

Um die Synthese der Sdure 43 abzuschlieBen sollte im Folgenden, wie bereits zuvor bei
Verbindung 71 durchgefiihrt, der Thioester 42 mittels Lithiumhydroperoxid gespalten werden
(Schema 8).[88] In diesem Fall fiihrte die Reaktion nicht zum gewiinschten Produkt 43,
sondern zum Lakton 73 das als Hauptprodukt identifiziert werden konnte. Allerdings konnte
in einem weiteren Versuch Fragment 43 durch Hydrolyse mit wissriger Natronlauge in hohen

Ausbeuten erhalten werden (Schema 8).[89]

TBS? ?H O

HsC(CHy) 15 UsBu
42 NaOH, Dioxan
0% LiIOH, HoO, 94 %
° THF, H,0 ‘
o}
TBSO OH O
? -
H4C(CH -~ “OH
H3C(CHp)12 ‘OH L :
73 43

Schema 8: Spaltung des Thioesters.
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Das Lakton 73 konnte zur Charakterisierung der Stereochemie des Aldolproduktes 42 und
damit der Stearinsdure 43 herangezogen werden. Mittels zweidimensionaler NOE-NMR-
Spektroskopie konnte die raumliche Orientierung der einzelnen Gruppen zugeordnet werden.
In Abbildung 14 ist Verbindung 73 nochmals in dreidimensionaler Form dargestellt. Die aus
dem Spektrum erhaltenen Signale verschiedener Protonen belegten eindeutig die erwartete

Konfiguration.

Wechselwirkungen:
C,H <«—> C,-CHj;
C;H =—> C H
C4H <«—> C;H

CsH <—» C,CHjy

Abbildung 14: Dreimdimensionale Darstellung des Laktons 73.

Durch Uberfithrung des Thioesters 42 in das literaturbekannte Triol'®' 74 - durch Reduktion
mittels Lithiumborhydrid und anschlieBender Spaltung des Silylethers - konnte ebenfalls die

richtige absolute Konfiguration bewiesen werden (Schema 9).

TBsc') OH O c')H OH OH
1) LiBH,, THF
HsC(CHz)MStBu B TEAE THE HsC(CHz){\‘/\é/
30% -
42 74

Schema 9: Darstellung des literaturbekannten (2S5,3S5,4S,5R)-2,4-Dimethyl-octadecan-1,3,5-
triol (74)
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Des weiteren bestitigte ein Vergleich der Drehwerte, der aus 71 bzw. des Thioester 42

generierten Sdure 43, die absolute Stereochemie des Oxazolidinons 71.

TBSO OH TBSO OH O

]
HsC(CHy)1a A‘/ % &/ H3C(CH2){'\H %StBu
j*‘ . TBSO  OH O / _

71 42

H3C(CH2)12 -~ “OH

43
aus 71: [o]}) = +36.4°

aus 42: [0} = +36.0°

Schema 10: Bestétigung der absoluten Konfiguration des Oxazolidinons 71.

4.2.2 Synthese der weiteren Sidurebausteine

Um eine Fettsdure mit zwei Stereozentren zu synthetisieren, wurde wiederum ausgehend von
Tetradecanal (37) die bereits bei der Darstellung von Verbindung 43 erfolgreich
durchgefiihrte  anti-Aldolreaktion fiir die Synthese des (3)-Hydroxy-(2)-methyl-
hexadecansdure-S-fert-butylthioester (75) benutzt.® Das racemisches Gemisch 75 wurde
durch Hydrolyse mittels wissriger Natriumhydroxydlosung in die Sdure 76 iiberfithrt und

konnte mit einer Ausbeute von 77% tiber 2 Stufen isoliert werden (Schema 11).

O 4

%StBu

‘ NaOH, Dioxan
37 H3C(H2C)12-3 StBu L TRRES H3C(HoC) 1o OH
(cHex)-BCl Yﬁ( 90%
NEts, Et,0 OH O 3 | 3 OH O
86% racemisch rac-75 El und 5 rac-76

3 3

: ' und ‘ :

= 2 2 o)

WOH
77

Schema 11: Weitere Sdurebausteine.
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Die Trennung der Isomere sollte nach Kupplung mit einer Peptidsequenz mittels HPLC
durchgefiihrt werden. Die daraus generierten Diastereomeren konnten im direkten Vergleich
untereinander, aber auch mit anderen Derivaten mit weiteren Sdurebausteinen Aufschluss
iber den Einfluss der Stereozentren am Siurefragment auf die Aktivitit geben.

Die kommerziell erhiltliche Myristinsdure (77) wurde schlieBlich als letzter Baustein ohne

Substituenten verwendet (Schema 11).

4.2.3 Synthese der natiirlichen Peptidsequenz der Stevasteline

Die aus den Aminosduren Serin, Valin und Threonin bestehende Peptidsequenz der
Stevasteline wurde zunéchst in Losung dargestellt. Durch Kupplung der beiden geschiitzten
Aminosduren 47 und 78 mittels Carbodiimid Methode wurde das Dipeptid 81 zuginglich
gemacht (Schema 12).°”! Die anschlieBende Spaltung der benzylischen Gruppen lieferte das
C-terminal entschiitzte Dipeptid 82,°" das im weiteren unter Standardbedingungen [EDC
(79)/HOBt (80)][92] mit dem Serinderivat 86 gekuppelt werden konnte. Dieses wurde zuvor in
einer dreistufigen Synthesesequenz ausgehend von Boc-geschiitztem L-Serin 83 dargestellt.
Die Acylierung der Seitenkette verlief glatt mit einer Ausbeute von 97%, so dass das
erhaltene Produkt ohne weitere Aufreinigung fiir die weitere Umsetzung zur Verfiigung
stand.”* Die cisiumcarbonatvermittelte Veresterung sowie die saure Abspaltung der N-
terminalen Schutzgruppe lieferten das Derivat 86.°*

Nach Verkniipfung beider Fragmente 82 und 86 und Spaltung der Boc-Gruppe konnte
schlieBlich das Tripeptid 88 in 7 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 43% dargestellt

werden (Schema 12).[95]
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0
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oBzl |
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BooHN._JL

HoN EDC (79), HOBt (80)
<N 0 ProNEt R20~
47 78 CHyCI5/THF 5:1 ] )
75% AczO, Pyr. [, 83 R =H R =H
o " ol =T B R H A2 - Ao
S 3 E
BocHNQkNj;(OR AllylBr,DMF L g5 R = All, R? = Ac
: H 0
PN 0] ’ N\)L 44
=
Pd/C, H,, EtOH 81 R =Bzl 0T
. Hp, Et [ i TFA/CH,Cl,
quant 82 R=H OAc 86 1:1
72% Uber 3 Stufen
HCI
AN N EDC (79), HOBt (80)
N/ ProNEt, CH,Clo/THF 5:1
79 80%
XN OAc
PN \'/ Hﬂ r
N N - O~
b RHNT 77 NS
80 O Aoy ©

TFA/CH,Cl,
quant

1:1[

87 R =Boc
88 R=H

Schema 12: Synthese des natiirlichen Peptidfragmentes 88.

4.3 Darstellung offenkettiger Stevastelinderivate

4.3.1 Synthese in Losung

Das erste synthetische Stevastelinderivat wurde komplett in Losung dargestellt. Die zuvor

synthetisierte Sdure 43 und das Tripeptid 88 wurden wiederum mittels EDC (79)/HOBt (80)

durch Uberfiihrung in den Aktivester gekuppelt. Unter palladiumvermittelter Spaltung des

Allylesters 89, mit Morpholin als Sdurefianger, konnte so der TBS-geschiitzte Vorldaufer 90

generiert werden.”" Die anschlieBende Entschiitzung der sekundiren Hydroxyfunktion zum

Stevastelinderivat 91 bereitete zunéchst einige Probleme. Fiir die Spaltung von Silylethern

stehen eine Reihe verschiedener Reagenzien und Methoden zur Verfijgung.[%] Das wohl am

hiufigsten eingesetzte Reagenz hierfiir ist Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) dessen
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Reaktivitit normalerweise ausreichend hoch ist, um TBS-Gruppen abzuspalten.””’ Doch im
vorliegenden Fall war der Umsatz auch nach 12 Stunden Reaktionszeit nicht vollstiandig.
Zudem trat nach einigen Stunden Reaktionszeit eine Nebenreaktion auf, deren Produkt
allerdings nicht identifiziert werden konnte.

Weitere Versuche zielten darauf ab, die Gruppe durch saure Hydrolyse zu entfernen. So
wurde im Folgenden das Derivat 90 zunéchst in einer sehr milden Reaktion mit einer 1%igen
Losung aus HCI in Methanol umgesetzt.[gg] Aber auch unter diesen Bedingungen verlief die
Reaktion sehr langsam. Durch Einsatz von HF-Losung (51% in Wasser) konnte zwar die
Umsetzung der Reaktion beschleunigt werden, so dass nach 2 Stunden kein Edukt mehr
vorhanden war, jedoch trat auch hier wie im ersten Versuch Zersetzung ein.®! SchlieBlich
konnte durch Verwendung einer 10%igen Losung von Trifluoressigsdure in Dichlormethan
eine quantitative Spaltung des Silylethers 90 bereits nach 30 min erreicht werden." Die
einfache Aufarbeitung der Reaktion durch mehrmalige Koevaporation mit Toluol lieferte das

Produkt in quantitativer Ausbeute (Schema 13).

OAc

i T 99y w9

ProNEt N 0

43 + 88 il - - X

CH,Cl/THF H3C(CHz)12 Hﬁ( E g

1:1 - O O
57%

~oH

89

OA Pd(PPh
)OR OH O T H O S Moo
N OH THF
” \‘)\)k JﬁN

H3C(CHy) N N7 77%
0
/\OH

TFACH,Clpt:10[ 302 = LBS
quant NR-=

Schema 13: Fragmentkupplung und Entschiitzung.
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4.3.2 Synthese an fester Phase

Um einen moglichst schnellen und effektiven Zugang zu einer Reihe weiterer offenkettiger
Derivate zu erhalten sollte im weiteren eine festphasenunterstiitzte Synthese entwickelt

werden.'%!!

4.3.3 Harz und Linker

Ein wichtiger Punkt bei der Planung der Festphasensynthese ist die Wahl des Harzes bzw. des
Linkers."® Von den chemischen Eigenschaften dieser Gruppierung hingen alle weiteren
Reaktionsschritte ab. Hierfiir steht eine ganze Palette unterschiedlicher Linkersysteme je nach
Syntheseproblem zur Verfﬁgung.[103] Fiir die folgende Synthese wurde ein Polystyrolharz mit
Chlortrityllinker gew'eihlt.[103] Der Aufbau peptidischer Strukturen, kann so effizient nach
Beladung des Harzes mit dem ersten Baustein durch N-terminale Kupplung Fmoc-geschiitzter
Aminosduren aufgebaut werden. Nach Ankniipfung des letzten Bausteines kann dann das

Molekiil unter milden, sauren Bedingungen abgespalten werden (Schema 14).

N-terminale Verl.
Q ()0 +[w] —— Q pst] Mo
S5
N J
g

(] As1 | As2—{ as3 Saure | —» [AS1HA82HA33

Schema 14: Schematische Darstellung der Festphasensynthese.
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4.3.4 Synthese der Derivate

Die Beladung des Chlortritylharzes mit den beiden Aminosduren Fmoc-O-benzyl-L-Serin
(92) sowie Fmoc-L-Phenylalanin (93) verlief mit DIPEA als Base problemlos (Schema 15).
Anschlieend folgte die Blockierung nicht umgesetzter Funktionalititen am Harz durch
Veretherung mit einem Gemisch aus Hiinig-Base und Methanol. Der Belegungsgrad wurde
dann durch UV-spektroskopische Analyse ermittelt."® Dabei wird eine genau definierte
Menge des Harzes mit einer Losung aus Piperidin/DMF versetzt. Man entnimmt ein
wohldefiniertes Volumen und bestimmt die Absorption des in Losung vorliegenden
Fluorenylderivates bei 301 nm. Die Konzentration und damit der Belegungsgrad lassen sich
mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnen.

So konnte fiir das mit Serin beladene Harz 94 ein Belegungsgrad von 0.93 mmol/g ermittelt
werden, was einer prozentualen Umsetzung von 58% entspricht. Im Fall des Phenylalanin

beladenen Harzes 95 konnte ein vergleichbarer Wert mit 0.95 mmol/g (59%) erhalten werden.

o]
FmocN Qk OH o Belegungsgrad
92 : )
OBzl FmocN%oO 0.93 mmol/g
DIPEA > :
94

. Linker % OBZI
- o]
5 FmocN;JkO Linker ' 0.95 mmol/g

F N ~
mocC \i)kOH 95 \@

Schema 15: Beladung des Harzes.

Die Tripeptide wurden im Folgenden alternierend durch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen
und Kupplung einer weiteren Fmoc-geschiitzten Aminosidure an das Harz aufgebaut. Als
Kupplungsreagenzien dienten hierbei HBTU (96)/HOBt (80) die in der Festphasen-
Peptidchemie vielfach Anwendung finden."®' Die anschlieBende Kupplung der Sduren 43,
76 und 77 an die polymergebundenen Tripeptide wurde ebenfalls mit HBTU (96)/HOBt (80)
durchgefiihrt. Da die Verbindungen 43 und 76 iiber mehrere Stufen synthetisiert werden
mussten, wurde fiir die Kupplung nur ein Uberschuss von 2 Aquivalenten statt 5 Aquivalenten
gewihlt, wodurch die meist geringere Ausbeuten im Vergleich zu den Derivaten mit der

kommerziell erhéltlichen Myristinsdure (77) herriihren. Im letzten Schritt konnten die
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polymergebundenen Substanzen durch Behandlung mit einer Losung von 10%igen
Trifluoressigsdure in Methylenchlorid unter milden Bedingungen vom Harz abgespalten

werden (Schema 16).

1) R'COOH,HBTU (96)

HzN/YN% /Y 9, HOB (80), DMF Rdﬁ /'}(N% /'}(OH

) TEA/CH,Cl,
97 1:10 98-107

XN

N
N PFg

0
>LNM62
MegN 96

Schema 16: Kupplung der Fettsduren und Abspaltung vom Harz.

Nach Kupplung der Sdure 76, die als racemisches Gemisch vorlag und Abspaltung vom Harz
konnten die entstandenen Diastereomere 106 und 107 mittels HPLC voneinander getrennt
werden. Alle an der festen Phase synthetisierten Derivate und die erzielte Gesamtausbeute

sind in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Durch Festphasensynthese dargestellte azyklische Stevastelinanaloga.

Zur eindeutigen Charakterisierung der Konfiguration der beiden Verbindungen 106 und 107
sollte im Folgenden eines der Enantiomere der Sédure 76 stereoselektiv dargestellt werden
(Schema 17). Wiederum ausgehend von Myristinaldehyd (37) und (4S)-3-Propionyl-4-
isopropyl-1,3-oxazolidinon (36) wurde zundchst das anti-Aldolprodukt 108 mittels Di-n-
butylbortriflat und Diethylaluminiumchlorid als weitere Lewis-Sédure generiert. Wie bereits in
Kap. 4.2.1 beschrieben, verlief die stereoselektive anti-Aldolreaktion mit geringer Ausbeute

und moderater Selektivitit. Die  erhaltenen Diastereomere  konnten  mittels
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Saulenchromatographie voneinander getrennt werden (Diastereomerenverhiltnis: 13:4). Die
anschlieende Spaltung des Oxazolidinonderivates 108 wurde unter Standardbedingungen mit

Lithiumhydroxid und Wasserstoffperoxid durchgefiihrt (Schema 17).

HC(HC)zw Y N O —
\ / nBuzBOTf /Pr2NEt : -/
Et,AICI, CH,Cl, 108 $ LiOH, H.O
; y P22
24% \ THF, H,0
36 HO O 46%
HaC(H2C) 42 ~ OH
100

Schema 17: Stereoselektive Synthese von (2R,3R)-(3)-Hydroxy-(2)-methyl-hexadecan-
sdure (109).

Die Sdure 109 wurde, wie oben beschrieben, an das polymergebundene Tripeptid 110
angekniipft und das Produkt vom Harz abgespalten. (Schema 18). Durch Vergleich der
analytischen Daten, wie Drehwert, und Retentionszeiten der einzelnen Verbindungen konnten

die Derivate 106 und 107 eindeutig charakterisiert werden.

OBzl

eI
H3C(H,C); AAOH + HoN % w 1) HBTU/HOBt
o DMF
109 OH 2) TFA/CH,Cl, 1:10
110
HO OBzl
N OH
HSC(H20)12M Jk
O Aon
106

Schema 18: Stereoselektive Synthese des Analogon 106.
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4.4 Durchfiihrung der biologischen Assays: Teil I

Zunichst wurden die azyklischen Derivate 91, 98-107 in einem in vitro Inhibitions-Assay
gegen VHR, weiterhin aber auch gegen die dual spezifische Phosphatase Cdc25A und

verschiedene Protein-Tyrosin- und Serin-Threonin-Phosphatasen getestet.

4.4.1 In vitro Inhibitions-Assay

Fiir die Durchfiihrung der Tests wurde das nichtnatiirliche Substrat para-Nitrophenylphosphat
111 verwendet.* Durch enzymatische Hydrolyse des Phosphorsdureesters bildet sich das
gelbe para-Nitrophenolat 112, welches bei 405 nm im UV-Vis-Spektrometer detektiert
werden kann (Schema 19). Die Absorption des para-Nitrophenolats 112 ist dabei direkt

proportional zur Konzentration und somit ein MaB fiir die enzymatische Aktivitét.

9 - Phosphatase ;
02N O*P*O - 02N O
S-

111 112

Bestimmung bei 405 nm

Schema 19: Enzymatische Hydrolyse des Substrats para-Nitrophenylphosphat 111.

Im ersten Schritt erfolgte das Screening der Derivate gegen die verschiedenen Phosphatasen
mit einer Konzentration von 100 uM. Im zweiten Schritt wurden dann die 1Csp-Werte der
Verbindungen ermittelt, die zuvor als aktiv (Abfall der Absorption um mindestens 50%
gegeniiber der Referenzprobe ohne Inhibitor) identifiziert werden konnten.

Um eine hohe Messgenauigkeit der 1Cso-Werte zu erhalten, wurde ein Verfahren benutzt bei
dem zunichst der zeitliche Verlauf der Reaktion iiber einen Zeitraum von 80 Minuten verfolgt
werden konnte. Alle 60 Sekunden wurde dabei ein Datenpunkt erfasst. Die daraus
resultierenden Kurven sind in Abbildung 16 dargestellt. Jede Funktion stellt den kinetischen
Verlauf der Hydrolyse des Substrats durch das Enzym bei einer bestimmten
Inhibitorkonzentration dar.

*Im Fall von CD45 wurde das Peptid pp60“™* als Substrat verwendet.
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Da vielfach zu Beginn der Messung in den ersten 15 Minuten starke Schwankungen der
Messpunkte auftraten, wurde erst nach Stabilisierung der Kurven die Steigung ermittelt.

Die Steigungen sind direkt proportional zur freien Konzentration an para-Nitrophenolat 112
und wurden in einem weiteren Diagramm gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen,
woraus dann direkt der ICsp-Wert der Verbindung ermittelt werden konnte (Abbildung 17).
Die fiir diese Methode zur Bestimmung und Auswertung benutzten Programme wurden

freundlicherweise von Priv. Doz. Dr. Heino Prinz zur Verfiigung gestellt.

Zeitlicher Verlauf der Hydrolysereaktion
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Hydrolysereaktion
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Abbildung 17: Auftragung der Steigungen gegen die Inhibitorkonzentration
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Um sichere und genaue Werte zu erhalten werden normalerweise Mehrfachmessungen
vorgenommen. Diese werden im allgemeinen aus Zeit- und Kostengriinden gleichzeitig
parallel auf einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt und daraus der Mittelwert der Messungen
bestimmt. Die Abweichung der einzelnen Messwerte ist hierbei in der Regel gering. Weitaus
realistischere Werte und Abweichungen ergeben sich, wenn die Messungen auf verschiedenen
Platten zu verschiedenen Zeiten aufgenommen werden. Im allgemeinen sind die
Abweichungen der einzelnen Messungen hier etwas hoher (groBerer statistischer Fehler). In
der Regel wurde in der vorliegenden Arbeit die zweite Variante gewdhlt, wodurch auch die

zum Teil hoheren Abweichungen der Einzelwerte begriindet sind.

4.4.2 In vitro Inhibition und Strukturwirkungsbeziehung

Die offenkettigen Derivate 91 sowie 98-107 wurden zunichst als potentielle Inhibitoren der
dual spezifischen Phosphatase VHR getestet. Dabei zeigten alle Vertreter mit ICsp-Werten
zwischen 1.9 und 18.5 UM inhibitorische Aktivitit und bewegen sich damit in der gleichen
GroBenordnung, wie die Naturstoffe selbst. Offensichtlich spielt die Stereochemie der
Substituenten der Fettsdure keine wesentliche Rolle, wie ein Vergleich der beiden
diastereomeren Derivate 106 und 107 aber auch Verbindung 105 zeigt (Tabelle 2). Dies
konnte auch bei weiteren Untersuchungen mit der DSP Cdc25A sowie den beiden PTPs
PTP1B und MfPTPA festgestellt werden. Vermutlich hat die Linge der Kette einen groferen
Einfluss auf die Aktivitit, da Analogon 99 mit der natiirlichen Sdure aber ansonsten
identischen Peptidsequenz eine um den Faktor 3 bis 6-fach geringere Aktivitit zeigt, als die
Derivate 105-107 im Fall der DSP VHR (Tabelle 2). Es konnte belegt werden, dass
aromatische Gruppen oder Aminosduren die Aktivitit erhohen, wie ein Vergleich des
Derivats 91, welches an der Serinseitenkette acyliert vorliegt, und Verbindung 98 mit
Phenylalanin in der Sequenz zeigt. Besonders Derivate mit Tyrosin in der Peptideinheit, wie
zum Beispiel Analogon 100 oder 101 wurden als potente Inhibitoren identifiziert. Von allen
synthetisierten Derivaten zeigte Verbindung 101 die stirkste Inhibition. Im Fall der
Phosphatase PTP1B konnte sogar ein Wert kleiner 1 uM gemessen werden. Solche
peptidischen Tyrosinderivate findet man auch in modifizierte Form, hdufig als
Carbomethoxybenzoesduren, bei einer Reihe literaturbekannter Verbindungen wieder, die
ebenfalls als exzellente Inhibitoren der PTP1B identifiziert wurden.”® '° In Abbildung 18

sind einige aktuelle Beispiele dargestellt. Wie auch die beiden Derivate 100 und 101,
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enthalten die Peptide weitere hydrophobe aromatische Substituenten und terminal polare
Gruppen (Carboxyl- bzw. Amidfunktion). Allerdings zeigen solche stark polaren
Verbindungen, wie Derivat 115, im allgemeinen eine geringe Aktivitit in vivo, aufgrund

geringer Membranpermeabilitit.

o) o =
COOH
115

o)
Ki: 0.25 uM —COOH

Abbildung 18: Literaturbekannte Tyrosinpeptide als PTP1B-Inhibitoren.

Ein Vertreter (102) wurde entdeckt, der mit Asparaginsdure im Molekiil hemmende Wirkung
gegen die Tyrosin-Phosphatase CD45 zeigte. Vermutlich wirkt hier der Carboxylrest, wie
auch Phosphonate oder Sulfate, als Phosphatmimetika, denn auch bei den natiirlich
vorkommenden Stevastelinen konnte nur Stevastelin P (27), das phosphoryliert vorliegt, als
schwacher Inhibitor identifiziert werden.'®” Mit PP1 wurde auch eine Serin/Threonin-
Phosphatase untersucht. Dabei zeigte keine der dargestellten Verbindungen einen Effekt.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Derivate innerhalb der Klasse der PTPs spezifisch

wirken.
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ICs0 [uM]
Derivat VHR Cdc25A PTP1B MPTPA CD45 PP1
91 18.5+2.1 31.94£32.6 2.3x0.4 >100 >100 >100
98 6.4+0.5 13.9£16.5 2.0+1.1 35.1£2.0 >100 >100
99 14.8+4.5 15.0£15.9 2.6x1.7 17.0£3.7 >100 >100
100 6.8+3.1 6.3+6.6 1.4+0.3 5.320.1 >100 >100
101 1.9+0.8 3.9+0.7 0.65+0.35 1.6+0.3 >100 >100
102 7.1£1.1 5.9+4.8 1.6+0.6 10.7+0.3 4.5+£2.0 >100
103 12.2+6.8 7.9+7.4 3.9+3.3 10.7£1.9 >100 >100
104 3.3£2.7 11.2+13.2 1.1£0.4 2.4+0.6 >100 >100
105 5.1+0.6 14.7+18.2 2.0+0.8 16.6+8.6 >100 >100
106 3.8+1.2 11.3£3.8 2.2+1.0 10.0+1.1 >100 >100
107 2.320.6 11.6+8.8 1.0£0.8 11.9£1.6 >100 >100

Tabelle 2: Phosphataseaktivitit der offenkettigen Derivate.

Die Ergebnisse der in vitro Inhibitions-Assays belegen, dass die zyklische Struktur der
Naturstoffe fiir inhibitorische Aktivitdt nicht notwendig ist. Allerdings konnte das rigide
Ringsystem der natiirlichen Stevasteline im Gegensatz zu den flexiblen offenkettigen
Derivaten beziiglich der Selektivitit eine Rolle spielen. Um diesen Sachverhalt zu kléren,

wurden im Folgenden wie geplant analoge zyklische Derivate generiert.
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4.5 Darstellung zyklischer Verbindungen

Zunichst sollten ausgewihlte, offenkettige Derivate mittels Makrolakonisierung in zyklische
Analoga uiberfiihrt werden. Zur Etablierung der Reaktion bot sich insbesondere das in Losung
synthetisierte Derivat 91 an, da durch Zyklisierung des Derivates gleichzeitig ein Zugang zu
einem der Naturstoffe moglich ist. Des weiteren lagen die Substanz 91 sowie auch der TBS-

geschiitzte Vorldufer 90 in ausreichender Menge vor.

4.5.1 ZyKklisierungsstudien

Prinzipiell stehen bei den vorliegenden Verbindungen 90 sowie 91 insgesamt 2 bzw. 3
mogliche Positionen fiir einen Ringschluss iiber eine Laktonisierung zur Verfiigung von
denen jedoch nur eine im Fall von Derivat 90 und zwei bei Analogon 91 zu einem der
gewiinschten Produkte fiihrt. In der Literatur sind einige Beispiele bekannt, in denen die
Regioselektivitit des Ringschlusses durch Wahl der Reaktionsbedingungen beeinflusst
wurde."" 1% So konnte bei der Synthese des Vorldufers (117) von Hemiswinholid A mit
einer Regioselektivitdit von 82:18 der 24 gliedrige Ring mittels Makrolaktonisierung

geschlossen werden (Schema 20).[107]

Yamaguchi

_ =

Toluol, 92%

116

Schema 20: Regioselektiver Ringschluss.
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Die Aktivierung der Carboxylfunktion ist, wie auch im vorliegenden Beispiel bei der
Yamaguchi Reaktion, eines der gebrduchlichsten Verfahren zur Makrolaktonisierung.
Insbesondere stehen hiefiir mehrere speziell fiir diesen Zweck optimierte Reagenzsysteme mit
verschiedenen Aktivierungsprinzipien zur Verfﬁgung.[log] Trotz der Vielzahl an wirksamen
Reagenzien zur Makrolaktonisierung kann keine Vorhersage gemacht werden, welches
Verfahren im konkreten Fall zum Erfolg fiithrt. So wurde zunichst, wie bei der Synthese von
117, Verbindung 90 nach Yamaguchi mit 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid (118), Hiinig-Base
und Dimethylaminopyridin (119) unter Hochverdiinnungsbedingungen (10° M) in
Toluol/Tetrahydrofuran 10:1 umgesetzt.“m] Allerdings konnte auch nach 24 h kein Produkt
detektiert werden. Die zuvor bei Raumtemperatur durchgefiihrte Reaktion wurde im
Folgenden unter Riickfluss durchgefiihrt. Diese Reaktionsbedingungen fiihrten jedoch zur
vollstindigen Zersetzung des Startmaterials. Da mdoglicherweise die in unmittelbarer
Nachbarschaft liegende sterisch anspruchsvolle Silyl-Schutzgruppe die Hydroxyfunktion des
Saurefragments so stark abschirmt, dass ein Ringsschluss an dieser Position nicht moglich ist,
wurde fiir die weiteren Umsetzungen die TBS-entschiitzte Verbindung 91 verwendet. Aber
auch hier fiihrten die Zyklisierungsversuche nach Variation der Reaktionszeit, Temperatur,
Reagenzmenge oder dem Einsatz verschiedener  Stickstoffbasen zu keinem
Zyklisierungsprodukt. Um sicherzustellen, dass die Aktivierung der Saurefunktion zu dem
gemischten Anhydrid stattfand, wurde in einem weiteren Versuch nach Zugabe der
Aktivierungsreagenzien Butylamin zugesetzt, um so das gebildete Anhydrid abzufangen.
Nach Abbruch der Reaktion konnte das generierte Amid eindeutig identifiziert werden. Eine
Reihe weiterer Verfahren, wie die Carbodiimidmethode [DIC (120), DMAP (119),
DMAP*HCI (121)] nach Keck, EDC (79)/4-PP (122) oder Aktivierung mit Boc,O (123),
fiihrten nicht zum Ziel.!''% """ "2 Auch die Verwendung der vielfach bei Naturstoffsynthesen
eingesetzten Kupplungsreagenzien 2-Chlor-N-methylpyridiniumiodid (124) oder N,N-Bis(2-
Oxo-3-oxazolidinyl)phosphorodiamidylchlorid (BOP-CI) (125), zeigte nicht den gewiinschten

Erfolg."'* "% 5] Alle durchgefiihrten Versuche sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Versuch Verbindung Reagenzien Lsm. Temp.

1 90 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid (118)

(Pr)oNEt, DMAP (119) Toluol/THF 10:1 reflux.
1 90 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid (118)

(iPr)oNEt, DMAP (119) Toluol/THF 10:1 RT
2 91 2,4 ,6-Trichlorbenzoylchlorid (118)

NEt;, DMAP (119) Toluol/THF 10:1 RT
3 91 2,4 ,6-Trichlorbenzoylchlorid (118)

NEt;, DMAP (119) Toluol/THF 10:1 75 °C
4 91 DIC (120), DMAP (119), DMAP*HCI (118b) CHJCl, RT
5 91 EDC (79), 4-PP (122) CH,Cl, RT
6 91 Boc,0O (123), NEt;, DMAP (119) Toluol/THF 10:1 RT
7 91 2-Chlor-N-methylpyridiniumiodid (124), NEts CH5CN 60 °C
8 91 BOP-CI (125), NEt3 CHJCl, RT

Alle Reaktionen wurden unter Hochverdliinnungsbedingungen 10° M durchgefiihrt

Tabelle 3: Makrolaktonisierungsversuche.

Abbildung 19: Verwendete Aktivierungsreagenzien

Vielfach wurde bei den Reaktionen vor allem unter harscheren Reaktionsbedingungen
(hohere
Zyklisierungsversuche konnte auf die geringe Reaktivitit der sekundidren Hydroxyfunktionen

zuriickzufithren zu sein, was auch bei weiteren Reaktionen in Kapitel 4.5.3 belegt werden
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konnte. Andererseits konnten auch konformelle Aspekte den Reaktionsverlauf negativ
beeinflussen, sodass ein Ringschluss nur sehr schwierig zu bewerkstelligen ist. Sehr
wahrscheinlich erfolgte die Zersetzung des Startmaterials sehr viel schneller als die

Zyklisierung zum Makrolakton.

4.5.2 Synthesestrategie zur Darstellung zyklischer Stevastelinanaloga via

Makrolaktamisierung

Da die angestrebte Makrolaktonisierung zur Darstellung zyklischer Derivate nicht zum
gewiinschten Erfolg fiihrte, sollte im weiteren eine neue Synthesestrategie zur Darstellung
zyklischer Stevastelinanaloga entwickelt werden.

Die Derivate sollten einfach und effizient zuginglich sein. Durch Verwendung
unterschiedlicher diastereomerer Fettsduren bei der Synthese, sollten Stevastelinderivate
zuginglich gemacht werden, mit denen eindeutige Aussagen iiber den Einfluss der
stereogenen Zentren auf die inhibitorische Aktivitit des Fettsdurefragmentes im zyklischen
Molekiil gemacht werden konnen. Es war geplant, bereits synthetisierte Bausteine, wie zum
Beispiel Sédurefragmente, Aminosduren oder Peptidsequenzen bei der Syntheseplanung mit
einzuarbeiten. Aufgrund der gescheiterten Makrolaktonisierungsversuche sollte der
Ringschluss durch Makrolaktamisierung erreicht werden.!''®!

Als Startpunkt fiir die Synthese bot sich der bereits synthetisierte racemische B-Hydroxy-
thioester 75 an. Die stereoselektive Synthese der B-Hydroxyderivate, mittels Evans-anti-
Aldol, erwies sich bereits (Kap. 4.3.4, Schema 17), aufgrund niedriger Ausbeute (24%) und
Selektivitit (Isomerenverhiltnis 13:4), als nicht praktikabel.

Nach Kupplung einer Aminosdure (126) an den Ester 75 sollte das dadurch erhaltene
Diastereomerengemisch 127 durch Chromatographie voneinander trennbar sein. Durch
Verlangerung der Peptidsequenz, Spaltung der Schutzgruppen und anschlieBender
Makrolaktamisierung wiren damit gleich zwei Stevastelinderivate (130 und 131) effizient

zuginglich (Schema 21).
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1) Trennung der Diastereomere
H3C(CH2)12WQ2}]/S¢BU 2) Spaltug der Schutzgruppe SG

H3C(CH2)12W3)2YSIBU

OH O @) O O 3) Verlangerung der Peptidkette
@)
rac-75 196 H SGHN \
i : und? ' \OR
| > 2 SN
127 ‘ fzundé 5
HaC(CHap)12_~_ _SBu

H3C(CH2)12V'YSTBU

OiO o 0] \:/
NH, - *
N NHSG
OR HJKE f ; NHMANHSG
" OH or H

128

1) Abspaltung der Schutzgruppen
2) Macrolactamisierung

H H
H3C(CHy) 5 . :N?‘< H3C(CHy) 15 :N?{
g\:H iH
OBzl OH OBzl OH

Schema 21: Synthesestrategie.

Durch etablierte syn-Aldolchemie, wie bereits zur Darstellung der Stearinsdure 43
durchgefiihrt, anschlieBende Abspaltung des Auxiliars und erneute Schiitzung, bietet sich
ebenfalls ein effizienter Zugang zu zwei weiteren isomeren Sédurebausteinen (132 und 135),

die nach oben beschriebener Strategie zu den Zielverbindungen 133/136 umgesetzt werden

konnen (Schema 22).
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Schema 22: Synthese weiterer Sidurebausteine und daraus folgende Zielmolekiile.

4.5.3 Synthese zyklischer Stevastelinanaloga

Im ersten Schritt der Synthese sollte der Thioester 75 mit Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (92) zum
Serinester 139 umgesetzt werden. Hiefiir wurden zunéchst die Kupplungsreagenzien DIC
(120)/HOBt (80) zur Aktivierung der Sdurekomponente 92 eingesetzt. Allerdings konnte auch
nach 24 Stunden Reaktionszeit keinerlei Umsetzung festgestellt werden. Da diese
Kombination zur Aktivierung offensichtlich nicht ausreichte um die beiden Komponenten 76
und 92 zu verkniipfen, sollten im Folgenden stark aktivierende Kupplungsreagenzien die
bereits bei der Laktonisierung Anwendung fanden benutzt werden. Der Einsatz von 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid (118) fiihrte zwar zur Bildung des Produktes, allerdings waren die
Ausbeuten sehr gering. Um sicherzustellen, dass auch hier nicht die Aktivierung der
Acylkomponente der Grund der geringen Umsetzung war, wurden nach Aktivierung der
Saure 92 einige Mikroliter der Reaktionslosung entnommen und mit Butylamin versetzt. Das

gebildete Amin 138 belegte eindeutig die Bildung des reaktiven gemischten Anhydrids 137
(Schema 23).
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o) Jok (@] Cl 0
FmocHN
FmoCHN%OH __118 o BuNH, FmOCHN\é)LNHBU
Sopgy  VEte CHeCl BZO~ Gl cl 0B
92 137 138

Schema 23: Nachweis des reaktiven Anhydrids 137 durch Abfangen mit Butylamin.

Offensichtlich musste somit die geringe Reaktivitit der Hydroxyfunktion fiir die
problematische Umsetzung verantwortlich sein. In einem weiteren Versuch wurde die
Veresterung der  beiden Fragmente unter Steglich-Bedingungen mittels
Diisopropylcarbodiimid (120) und Dimethylaminopyridin (119) in Dichlormethan
durchgeﬁihrt.[m] Hier konnte bereits im ersten Versuch ein Umsatz von nahezu 50% erreicht
werden. Nach weiterer Optimierung konnte das Produkt 139 als Diastereomerengemisch in
hohen Ausbeuten (82%) isoliert werden. Es war allerdings nicht moglich, wie zunéchst
geplant, auf dieser Stufe die beiden synthetisierten Isomere mittels Chromatographie

voneinander zu trennen (Schema 24).

0 H3C(CH2)1 2.3 > StBu
H3C(CHz)+ 2%81‘& + FmocOQkOH Veresterung O O
OH O :

AN
RN OBzl FmocHN OBzl
rac ‘ éundé 5 92 5 - 3'
139 l éund; 5
Versuch Reagenzien Ausbeute
1 EDC, HOBE, (iPr)oNEt, CH,Cl,
2 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid >10 %

NEt;, DMAP, THF/Toluol 10:1

3 DIC, DMAP, CH,Cl, 82 %

Schema 24: Veresterung der beiden Fragmente 75 und 92.

Um die Peptidsequenz aufzubauen, musste zuvor die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten
werden. Wihrend die Schutzgruppe bei der Festphasensynthese unter basischen Bedingungen,

mittels einer 20%igen Losung von Piperidin in Dimethylformamid gespalten wurde (siehe
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oben),!"™® sollte in Losung Dichlormethan statt Dimethylformamid als Losungsmittel
verwendet werden. Nach Spaltung der Fmoc-Gruppe war es nun auch moglich, die beiden
Diastereomere voneinander zu trennen und mit einer Gesamtausbeute von 71 % zu isolieren.
In einer zweiten Variante wurde Diethylamin als Base verwendet. Nach dreimaliger
Koevaporation mit Toluol konnte hier eine Gesamtausbeute von iiber 80 % erreicht werden
(Schema 25). Zur eindeutigen Charakterisierung der Isomere beziiglich der Stereozentren des
Fettsdurefragments wurden einige Milligramm eines Diastereomeres (141) zur 3-Hydroxy-2-
methyl-hexadecansdure (109) hydrolisiert. Durch anschlieBenden Vergleich des Drehwertes
mit dem der bereits bekannten (3R,2R)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecansdure (109), konnte
die generierte Sdure und damit Verbindung 140 und 141 eindeutig charakterisiert werden
(Schema 25).

Im Folgenden wurde eines der beiden Diastereomere (140) weiter umgesetzt, um die Synthese
voranzutreiben und zu etablieren. Die unter Standardbedingungen durchgefiihrte Kupplung
des Dipeptids 82 mittels Diisopropylcarbodiimid (120) und Hydroxybenzotriazol (80) lieferte
das Derivat 142 in 70% Ausbeute (Schema 25).

H3C(CH2)12%SI‘BU 1) CHoCly/EtoNH H3C(CH2)12WSBU H3C(CH2)12%(81‘BU

O O 41 > o O + o O
O 2) Trennung der (0] e}
o Diastereomere oy 43% Y
\ o
FmocHN OBzl HoN OBzl HoN OBz 42%
139
3 = d3 ' 140 141
| 219 2 NaOH
Dioxan
53%

- BocHNQ& \'/

H3C CH2 g StBU H3C(CH2)12\%(OH

/\
82 OH O
NH DIC, HOBt
i TﬁNHBO ProNEt 109 aus 108:[o]2’ = +3.4 °
OBzl H CH,Cl,/DMF 10:1
70% 109 aus 141: [0’ = +4.0°

HO O

(@]
HaC(H2C) 1z AA é

S

108 /\

Schema 25: Spaltung der Schutzgruppe und Kupplung des Dipeptids 82.
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In der Literatur sind einige Synthesen beschrieben, bei denen Thioester direkt als reaktive
Derivate zur Amidkniipfung eingesetzt worden sind."''>" 1! So konnten beispielsweise unter
Kupfer(I)-vermittelter Reaktion zwei Peptidfragmente in nur 30 Minuten mit 85% Ausbeute
gekuppelt werden.'?

GleichermaBen konnte es damit auch moglich sein, den Thioester 142 nach Abspaltung der
Boc-Schutzgruppe direkt zur Zyklisierung zum Makrozyklus 130 einzusetzen. So wurde
zunichst die Schutzgruppe unter sauren Bedingungen mittels Trifluoressigsdure abgespalten
und das entschiitzte Derivat 143 entsprechend der Literatur Kupfer(I)-vermittelt
umgesetzt.'*” Allerdings konnte auch nach 24 Stunden keinerlei Umsetzung beobachtet

werden, so dass das Edukt 143 nahezu quantitativ zuriickgewonnen werden konnte (Schema
26).

H
H5C(CH “__StBu H3C(CHy) N
3C(CHy)12 NEt,, Cul, 3 2)1
jap _CHCL/TFA 11 jtj:o o ¢} N CHxCly rji:
quant. NH
N NH,
OBzIH/%:I: Ig/\ OBzl H /M\[;
H

0
143 130

Schema 26: Kupfer(I)-vermittelter Makrolaktamisierunsversuch.

Da diese Methode wahrscheinlich aufgrund zu geringer Reaktivitit des Thioesters 143 nicht
zum gewiinschten Produkt fiihrte, sollte im Folgenden das Derivat 142 am C- und N-
Terminus entschiitzt werden, um dann mittels wohletablierten Makro-
laktamisierungsmethoden in das Zielprodukt 130 iiberfiihrt zu werden. Fiir die Spaltung von
Thioestern stehen mehrere Moglichkeiten zur Verfﬁgung.[m’ 122 1 vorliegenden Fall sollte
die Spaltung zur freien Sdure ohne Beeintrichtigung der Ester- bzw. Amidbindungen
durchgefiihrt werden. Bei der wohl am haufigsten eingesetzten Methode zur Spaltung von
Thioestern verwendet man Quecksilber- oder Silbersalze."” Im Hinblick auf die
nachfolgenden biologischen Tests wurde aber aufgrund der hohen Toxizitdt dieser Salze auf
eine andere Methode zuriickgegriffen. Hierbei verwendet man N-Bromsuccinimid (NBS, 145)
mit Wasser als Nucleophil.[m] Die Hydrolyse verlduft dabei iiber ein Bromosulfonium-
succinimid-Intermediat 146, welches bei Raumtemperatur fiir einige Stunden stabil ist. Das in
der Reaktionslosung vorhandene Wasser fiangt das Intermediat 146 ab und reagiert damit

letztlich zur Sdure 147 ab. Natiirlich konnen auch Alkohole oder Amine als Nucleophil
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verwendet werden, so dass diese Methode auch zur Veresterung bzw. Amidkniipfung genutzt

werden kann (Schema 27).

0 P o greQ o)
R1)kS/R2 + QNBr _ R1)ks\/f-:|\|;j H0 R1)kOH
(6] o (@] 147
144 145 e

Schema 27: Spaltung von Thioestern 144 mit NBS (145).

Mit diesem Verfahren wurde zunichst die geschiitzte Verbindung 142 in hohen Ausbeuten
und selektiv in die freie Sdure 148 iiberfithrt. Die anschlieBende Spaltung der Boc-
Schutzgruppe am N-Terminus lieferte schlieBlich den Zyklisierungsvorldufer 149 mit

quantitativem Umsatz (Schema 28).

(@) O O \/ THF/H,0 4:1
g\: NH 70°/O NH
N TﬁNHBoc TﬁNHBoc

OBzl N

e OBzI

142 ~
HaC(CHy) o - OH
CH,CI>/TFA 1:1
NHTﬁNH2 quant
OBzI

Schema 28: C- und N-terminale Entschiitzung der Verbindung 142.
Wie auch fiir die bereits beschriebene Makrolaktonisierung steht fiir die Makrolaktamisierung

eine grofle Zahl verschiedener Methoden zur Verfiigung. So finden auch hier Reagenzien wie

2-Chlor-N-methylpyridiniumiodid (124) oder BOP-CI (125) Anwendung."** %!

55



4. Spezieller Teil

Weiterhin werden Aktivestermethoden benutzt, die beispielsweise {iiber N-Hydroxy-

succinimidester 150, para-Nitrophenylester 151 oder Pentafluorophenylester 152 verlaufen

(Abbildung 20).1126- 127- 1281

L 4 2
R™ "O-N R ()«:%No2 )k %
R~ O \ /7,:
© ¢ F
150 151
152

Abbildung 20: Verschiedene Aktivester.

Zunichst wurden aber Reagenzien untersucht, die sich bei der Zyklisierung von
Zyklopeptiden bewihrt hatten. Zur Vermeidung intermolekularer Reaktionen wurden generell
alle Reaktionen unter Hochverdiinnungsbedingungen durchgefiihrt d.h. Konzentration von ca.
1 mmol/l. Weiterhin wurde das Edukt iiber mehrere Stunden langsam zugetropft. Allerdings
konnte die Bildung von Dimeren oder Trimeren nie ganz unterdriickt werden. Als erste
Reagenzien wurden Benzotriazol-1-yloxytrispyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat
(PyBOP) (153) und Diisopropylethylamin als Base verwendet.!'"*! Die in Methylenchlorid
und bei Raumtemperatur durchgefiihrte Reaktion lieferte das gewiinschte Produkt nach
Aufreinigung mittels HPLC mit maximal 11 % Ausbeute. Hiufig findet vor allem bei
schwierigen und anspruchsvollen Kupplungen auch das bei Raumtemperatur etwas instabilere
PyAOP (7-Aza-benzotriazol-1-yloxytrispyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (154)
Anwendung, welches einen OAt-Aktivester 155 bildet (Abbildung 21).15% Zusiitzlich kann
durch Zugabe von HOAt (1-Hydroxyazabenzotriazol) (156) die Bildung des Esters 155 noch
beschleunigt werden. Hierbei konnte nun bei gleicher Durchfiihrung wie zuvor die Ausbeute
des Ringschlusses auf 16% gesteigert werden (Tabelle 4).

Erst die Verwendung des bereits vielfach bei der Festphasensynthese der azyklischen Analoga
benutzten HBTU (96) in Kombination mit Hiinig-Base konnte die Ausbeute noch weiter
steigern. Die in einem Gemisch von Methylenchlorid und Dimethylformamid (10:1)
durchgefiihrte Laktamisierung lieferte schlieBlich das Zielprodukt nach Optimierung mit 42%
Ausbeute. Auch die bereits bei der Laktonisierung durchgefiihrte Reaktion nach Mukaijama
mit 2-Chlor-N-methylpyridiniumiodid (124) als Reagenz konnte die Ausbeute nicht

verbessern. Samtliche Zyklisierungsreaktionen sind in Tabelle 4 nochmals zusammengefasst.
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O/ Oy - N— | N
P+ . PF§ P PFg 0 _
§ / o

N 156
153 154 155

Abbildung 21: Kupplungsreagenzien und Aktivester.

: H
Makrolaktamisierung HaC(CH2)12 N
Reaktionsbedingungen: 1 - 4
149 rjI:
H
Bzl
OBz OH
13
Reaktion Reagenzien und Bedingungen Ausbeute
1 PyBOP (153),(iPr)oNEt, CH.Cl,, RT, Zugabe Uber 3 h 11%
2 PyAOP (154), HOAt (156), (/Pr)oNEt, CH.Cl,, RT, Zugabe Uber 3 h 16%
3 HBTU (96), (iPr)oNEt, CH,Clo,/DMF 10:1, RT, Zugabe Uber 3 h 42%
4 2-Chlormethylpyridiniumchlorid (124), NEts, CH,Cl,, RT, Zugabe Uber 3 h 12%

Alle Reaktionen wurden unter Hochverdiinnungsbedingungen 10°M durchgeflhrt

Tabelle 4: Ergebnisse der Makrolaktamisierungsreaktionen.

Generell konnte bei allen Methoden zusitzlich ein weiteres Diastereomer in geringen Mengen

isoliert werden. Allerdings konnte nicht eindeutig festgestellt werden, ob das Isomer durch die

Laktamisierungsreaktionen oder vielleicht schon zuvor, beispielsweise bei der Ankniipfung

der ersten Aminosdure unter Steglich-Bedingungen (Schema 24), entstanden ist. Zumindest

ist die Gefahr der Racemisierung bei Veresterungen mittels Dimethylaminopyridin (119)

bekannt.*"
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Im weiteren sollte nun das zweite Diastereomer (141) umgesetzt werden. Hierbei wurde
zunichst das Dipeptid 82 unter Standardbedingungen gekuppelt. Anschlieend erfolgte die
Spaltung des Thioesters 157 zur freien Sdure 158 sowie die saure Hydrolyse zur
Deblockierung des N-Terminus der Verbindung 158. Der Ringschluss wurde dann mit der

Reagenzkombination HBTU 96/Hiinig-Base durchgefiihrt (Schema 29).

H3C(CH2)12\_/'YSTBU H3C(CH2)12\/’ﬁ(StBU
O O Dipeptid 45 0.0 o © ~

oi DIC, HOBY, iPr,NEt,
o NH
\ CH,Clo/DMF 10:1 TﬁNHBoc
H,N OBzl .
2 76% OBzl H
141
157 NBS
THF/H,0 4:1
' ' 70%
H3C(CHy)12 OH HSC(CH2)12WOH
CH,Cl,/TFA 1:1 0.0 o © ~
quant NH
i NHT(\NH2 T(\NHBOC
0Bz H OBzl H
158

H
HaC(CHy)12 ' N

HBTU, Pr,NEt O OO%:( i

CH,Cl,/DMF 10:1 Y
19% N
oBz H

-~ OH

131
Schema 29: Synthese des zweiten Diastereomers 131.

Um ein direktes Analogon zu dem Naturstoff Stevastelin C3'! 31 zu erhalten, wurde in
diesem Fall der Benzylether der Threoninseitenkette zur freien Hydroxyfunktion gespalten.
Dies sollte, bei der Darstellung des Dipeptids 82 beschrieben (Schema 10), durch
Hydrogenolyse mit Palladium auf Kohle und Wasserstoff unter Normaldruck durchgefiihrt
werden. Im Fall des Dipeptid 82, konnte der Ester und der Benzylether gleichzeitig innerhalb
von 90 Minuten mit quantitativen Umsatz gespalten werden, so dass das Produkt ohne
Aufreinigung in hoher Reinheit erhalten wurde. Die Spaltung des Benzylethers von

Verbindung 131 verlief jedoch sehr viel langsamer, so dass auch nach 24 Stunden nur ein
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geringer Anteil umgesetzt war. Da auch nach 7 Tagen kein vollstindiger Umsatz erzielt
werden konnte, wurde die Reaktion abgebrochen und das gewiinschte Produkt (160) nach

HPLC mit einer Ausbeute von 58% isoliert (Schema 30).

H
HaC(CHz)1 M%(N LI NN
Pd/C, H,, EtOH OHO O g
131 o) 0

58% ;\ "

JKFNH NHJI

OH OH
/\OH Stevastelin C3 (31)
160

Schema 30: Darstellung des Analogon 160.

Fiir die Synthese der weiteren isomeren Stevastelinanaloga mussten zunichst die beiden
Saurederivate 132 und 135 (Schema 22) dargestellt werden. Hierbei wurde das bereits fiir die
Darstellung der natiirlichen Sédure 43 synthetisierte Oxazolidinon 38 direkt eingesetzt. Die
Abspaltung des chiralen Auxiliars auf dieser Stufe und die erneute Schiitzung der
Carboxylgruppe waren notwendig, da nach bewihrter und etablierter Synthesestrategie im
weiteren Verlauf die Veresterung und der Aufbau der Peptidsequenz durchgefiihrt werden
sollten. Danach wire die Spaltung des Auxiliars nicht mehr selektiv oder nur sehr schwierig
zu bewerkstelligen gewesen. Die Spaltung erfolgte mittels Lithiumhydroxid und
Wasserstoffperoxid in einer Mischung aus Tetrahydrofuran und Wasser (3:1) (Schema 31).
Fiir die anschlieBende Schiitzung der Carboxylgruppe sind in der Literatur eine groe Anzahl
verschiedener Moglichkeiten bekannt.” Im Regelfall iiberfiihrt man die Siure in verschieden
substituierte Methyl-, Ethyl-, Benzyl- oder Silylester sowie verschiedene Amide oder
Hydrazide. Da aber im Zielmolekiil auch Ester- bzw. mehrere Amidbindungen vorliegen,
sollte die Abspaltung der Schutzgruppe sehr selektiv durchfiihrbar sein. Da sich bereits der
tert-Butylthioester, der durch die anti-Aldolreaktion zugédnglich gemacht wurde, auch als
Schutzgruppe bewdhrt hatte, dessen Spaltung hochselektiv in hohen Ausbeuten mit N-Brom-
succinimid (145) bewerkstelligt werden konnte, sollte im Folgenden die Sdure 161 nun als
tert-Butylthioester blockiert werden. So wurde Verbindung 161 direkt mit rert-
Butylmercaptan 162 durch Aktivierung mittels Diisopropylcarbodiimid (120) und
Hydroxybenzotriazol (80) umgesetzt (Schema 31). Allerdings konnte auch nach 24 Stunden

Reaktionszeit kaum eine Umsetzung zum Thioester 163 festgestellt werden. Der Grund dafiir
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konnte im sterischen Anspruch der fert-Butylgruppe liegen. In einer Testreaktion mit der
TBS-geschiitzten  Sidure 164 konnte gezeigt werden, dass auch stirkere
Aktivierungsreagenzien die Ausbeute nur gering verbessern (Schema 31). Ein weiterer
Versuch - allerdings mit dem sterisch wenig anspruchsvollen Benzylmercaptan 166 - lieferte
den Benzylthioester 167 mit 64% Ausbeute. So konnte die Einfithrung im Fall des zweiten

syn-Diastereomers 179 im spiteren Verlauf auf tiber 80% gesteigert werden (Schema 33).

LOH. 1O /?H 0 1BUSH (162) OH O

| » MoUp H-C(CH DIC, HOBt

B THF h0 3C(CHzhe OH —r,NEt, CH,Cl, ~ HaC(CHa)2 StBu
161

60% - 1%
BzISH (166) 163
DIC, HOBt
/Pr2NEt, CH20|2
64%
9 9 s 2
H3C(CHy)12” ;
H3C(CH2)12A‘)kSBZ| 3C(CHa)12 \‘)kS,Bu ChCly H3G(CHa)12 \‘)kStBu
10%
164
167 165

Schema 31: Einfithrung der Thioschutzgruppe.

Da  bekanntermaBen Benzylthioester im Vergleich zu tert-Butylthioestern sehr viel
basenlabiler sind, musste die Schutzgruppenstrategie im weiteren Verlauf modifiziert werden.
Das fiir die weitere Veresterung eingesetzte Fmoc-geschiitzte Serin (92) wurde gegen Boc-O-
Benzyl-L-Serin (45) ersetzt, so dass die Schutzgruppe nach Kupplung der Aminosdure 45
nunmehr unter sauren Bedingungen in quantitativer Umsetzung entfernt werden konnte
(Schema 31). Die Verlingerung der Peptidsequenz wurde, wie beschrieben, unter
Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Spaltung des Thiobenzylester 171 mittels N-Brom-
succinimid (145) zur Sdure 170 gelang selektiv in iiber 80% Ausbeute. Die anschlieende
erneute Abspaltung der Boc-Schutzgruppe sowie die Zyklisierung lieferten schlieBlich das
dritte diastereomere zyklische Analogon 133 (Schema 32).

60



4. Spezieller Teil

BocHNﬂ HsC(CHy) SBzl :
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H3C(CH2)12WoH H3C(CH>»)4 T OH

00 ° ~ CHoClo/TFA 1:1
quant
Lngm Cr JINHWBOC

oBz H oBzl H

172 _
H3C(CHp) 12~

HBTU,ProNEt 0.0 .0 \

CH,Clo/DMF 10:1 00
| 22% NJKFNH

H

ZT

133

Schema 32: Synthese des zyklischen Stevastelinanalogon 133.

Fiir die Synthese des vierten diastereomeren Makrozyklus 136 musste das notwendige
Saurefragment ausgehend von Myristinaldehyd (37) synthetisiert werden. Hierzu wurde
zunichst das (R)-Oxazolidinon 173 mit Propionylchlorid (174) zum propionylierten Evans-
Auxiliar 175 umgesetzt (Schema 33).551 Die folgende syn-Aldolreaktion lieferte das
Oxazolidinonderivat 174, welches nun nach bekannter Methode in die freie 3-Hydroxysiure
177 iiberfithrt und wie zuvor zum Thiobenzylester 178 mit 84% Ausbeute umgesetzt wurde
(Schema 33). Nach wohletablierter Strategie konnte dann die erste Aminosiure 45 angekniipft
und nach Abspaltung der Schutzgruppe um das Dipeptid 82 verldngert werden. Die
Freisetzung des C- sowie des N-Terminus zum Zyklisierungsvorldufer 183 gelang glatt.
AbschlieBend wurde das Analogon 136 nach Laktamisierung mit einer Gesamtausbeute von
5% nach Aufreinigung mittels HPLC iiber 10 Stufen ausgehend von Aldehyd 37 isoliert
(Schema 33).
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Schema 33: Synthese des zyklischen Stevastelinanalogon 136.
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4.6 Durchfiihrung der biologischen Assays: Teil 11

Wie zuvor die azyklischen Derivate 91, 98-107 wurden auch die zyklischen Vertreter in

einem in vitro Inhibitions-Assay gegen die verschiedenen Protein-Phosphatasen getestet.

4.6.1 In vitro Inhibition und Strukturwirkungsbeziehung

Zunidchst wurden die Analoga 130 und 131, 133 und 136 sowie 160 gegen die dual
spezifische Phosphatase VHR getestet. Wiederum zeigten alle Vertreter inhibitorische
Aktivitit, wobei die ICso-Werte mit 6.5 bis 56 UM durchschnittlich um den Faktor 3 hoher
lagen, als die der offenkettigen Derivate, die sich im Bereich von 1.9 bis 18.5 uM bewegten.
Schon hier deutet sich an, dass nun die Stereochemie des Sadurefragments einen hoheren
Einfluss ausiibt, als zuvor bei den azyklischen Derivaten. So liegen in dieser Reihe die beiden
Derivate 130 und 131 mit anti-Anordnung der Methyl- und Hydroxygruppe im mittleren
Bereich der Inhibitionswerte. Verbindung 133 mit syn-Anordnung (2S,3R) liegt um den
Faktor 2 bis 3 tiefer und Derivat 136 (2R,3S) wiederum mit 56 UM um den Faktor 9 hoher als
136 (Tabelle 5).

Der Einfluss der Stereozentren konnte im weiteren Verlauf der biologischen Untersuchungen
weiterer Phosphatasen noch deutlicher belegt werden. So zeigten die beiden Analoga 130 und
131 keine weitere Aktivitit gegen die noch getesteten Protein-Phosphatasen, im Gegensatz zu
den drei anderen Vertretern. Sie erwiesen sich somit als hochselektive Inhibitoren der dual
spezifischen Phosphatase VHR. Verbindung 160, die durch Spaltung des Benzylethers der
Threoninseitenkette als direktes Analogon zum Naturstoff Stevastelin C3 (31) aus 131
generiert wurde, zeigte zusdtzlich und zwar als einziger Vertreter der zyklischen
Verbindungen Inhibition gegen die zweite getestete dual spezifische Phosphatase Cdc25A.
Somit fiihrte die Entfernung der Benzylgruppe und Freisetzung des Alkohols am Threonin
zum Verlust von Selektivitit. Die beiden Analoga mit syn-Anordung der Substituenten des
Ketids erwiesen sich weiterhin als Inhibitoren der beiden Tyrosin-Phosphatasen PTP1B und
MPTPA. Wiederum zeigte sich auch hier das Derivat 133 als um den Faktor 9 potenterer
Inhibitor im Vergleich zu 136. Dies bestitigt die obige Aussage (Tabelle 5).

Keine der Verbindungen erwies sich als Inhibitor der Phosphatase CD45. Gleichermal3en

wurde die Serin-Threonin-Phosphatase PP1 nicht inhibiert. Damit zeichneten sich auch die
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drei zyklischen Depsipeptide 133, 136 und 160 als in der Klasse der Tyrosinphosphatasen

selektive Inhibitoren aus.

: H H H
HSC(CH2)12WN HSC(CH2)12\;/'\WN Hsc(CHz)m%(N
05049 % 0+.0 4 %ﬁ 0.0 4 %ﬁ
N~ NH N~ > NH N~ ~-NH
OBzIH OH oBziH OH OH H OH
130 131 160
: H H
HSC(CH2)12WN HSC(CH2)12\‘)ﬁfN
0,059 % 0059 —~
N~ > NH N~ -NH
OBZ|H /\OH OBZ|H /\OH
133 136
ICs) [uM]
Derivat VHR Cdc25A PTPIB MPTPA CD45 PP1
130 25.0%5.1 >100 >100 >100 >100 >100
131 12.24+0.6 >100 >100 >100 >100 >100
133 6.5+1.2 >100 11.3+£2.9 8.845.9 >100 >100
136 56.0+13.3 >100 90.3+2.7 75.56.6 >100 >100
160 35.7£7.7 15.5+3.9 >100 >100 >100 >100

Tabelle 5: Inhibition der Phosphataseaktivitit der zyklischen Stevastelinanaloga.
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4.7 Durchfiihrung der biologischen Assays: Teil 111

Abschlielend sollten alle synthetisierten Analoga in einem Zell-Assay auf ihre Aktivitit in
vivo getestet werden. Damit sollte die Membrangédngigkeit und der Effekt der Inhibitoren auf
Tumorzellen gepriift werden. Der Zytotoxizitétstest wurde mit der Zelllinie SW480,1*?! die
aus einem primdren Adenocarcinom des Dickdarmes stammt, in Zusammenarbeit mit Dr.

Oliver Miiller am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund durchgefiihrt.

4.7.1 In vivo Assay

Lebende Zellen nehmen das schwach gelbe Tetrazolium-Salz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-y1)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) (184) auf und setzten es mit Hilfe mitochondrialer
Dehydrogenasen zu einem stark blauen wasserunloslichen Farbstoff (185) um (Schema
34).% Fiir die photometrische Messung werden die alkoholldslichen Farbstoffkristalle durch
Isopropanol aufgelost. Da der im Medium PBS (phosphat buffered saline) vorhandene pH-
Indikator Phenolrot die Messung beeinflussen wiirde, wird er mit Hilfe von wissriger
Salzsdure gelb gefarbt, wodurch pH-Unterschiede aufgehoben werden und die Messung am

wenigsten gestort wird.

L e

N=N+ S Dehydrogenase NV
N NO [ j NN :
184 185

Schema 34: Umsetzung des Farbstoffes MTT (185) durch lebenden Zellen.

Die Intensitit der Blaufirbung korreliert mit der Zahl und der metabolischen Aktivitit der
Zellen. Der Test kann zur quantitativen Zellzahlbestimmung oder als Zytotoxizitdtstest
eingesetzt werden, da alle Zellen gleich aktiv sind und nur lebende Zellen ein Signal abgeben.
Generell wurden die Derivate in Dimethylsulfoxid gelost, so dass zundchst der Einfluss des
DMSOs auf die Zellen iiberpriift werden musste. Natiirlich sollte der Gehalt an organischem

Losungsmittel so gering wie moglich gehalten werden, um das Wachstum der Krebszellen
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dadurch nicht negativ zu beeinflussen. Allerdings war aus vorangegangenen
Loslichkeitsstudien bekannt, dass der Gehalt an DMSO ein Minimum von 1 % nicht
unterschreiten sollte, da sonst einige Verbindungen im Medium wieder prézipitieren wiirden.
So wurden die Zellen mit einer 1%igen und 2%igen DMSO-Losung versetzt, und wie im
spiateren Test auch, 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Dabei zeigte sich, dass eine
Konzentration von 2% des organischen Losungsmittels eine Hemmung der Vitalitdt der
Krebszellen zur Folge hat. Gliicklicherweise konnte bei der 1%igen Losung kein Einfluss
festgestellt werden.

Die in einer Mikrotiterplatte mit einer Dichte von 10* Zellen pro 100 pl Medium
ausgepflantzten Krebszellen, wurden zur Bestimmung der ICso-Werte mit jeweils 100 ul der
verschiedenen Inhibitorlésungen von O bis 100 uM versetzt. Diese wurden zuvor in einer
zweiten Mikrotiterplatte auf die jeweils notwendige Konzentration mit Medium verdiinnt und

anschlieBend zu den Zellen gegeben.

4.7.2 Ergebnisse der in vivo Tests

Die zuvor im in vitro Inhibitions-Assay der Protein-Phosphatase Cdc25A als potente
Inhibitoren (teilweise im einstelligen mikromolaren Bereich) identifizierten offenkettigen
Derivate 91 sowie 98-107, zeigten im Zellassay keine oder nur schwache Hemmung des
Wachstums der Krebszellen. In dieser Reihe konnte einzig die Verbindung 101 als moderater
Inhibitor identifiziert werden. Mit einem ICsp-Wert von 69.0 uM lag dieser nun um ein
Vielfaches iiber dem zuvor im in vitro Inhibitions-Assay bestimmten Wert, der unter 4 uM
lag (Tabelle 6). Diese Ergebnisse deuten auf eine schlechte Membranpermeabilitiit hin. Vor
allem der stark polare Charakter der Peptidsequenzen, mit freier Sdurefunktion am C-
Terminus der azyklischen Analoga ist sehr wahrscheinlich ausschlaggebend fiir die geringe
Membrandurchlissigkeit. So zeichnet sich auch beispielsweise Stevastelin A (26) mit einer
stark polaren Sulfonsdure-Einheit an der Threoninseitenkette zwar als potenter Inhibitor in
vitro aus, zeigte jedoch in vivo keine Aktivitit. Daher sollte durch Maskierung der polaren
Saurefunktionen der Derivate (durch Veresterung oder Laktamisierung), wie im Fall der
zyklischen Analoga 130, 131, 133 und 136 sowie 160, eine deutlich bessere
Membrandurchlédssigkeit erzeugt werden. So zeigte zum Beispiel das zyklische
Stevastelinanalogon 160, mit einem ICso-Wert unter 20 uM, starke Inhibition des Wachstums

der Krebszellen, wobei dieser Wert nur geringfiigig iiber dem des zuvor im Phosphatase-
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Inhibitions-Assays fiir Cdc25A bestimmten ICsp-Wertes lag. Dies ldsst daher auf eine
ausreichende Membranpermeabilitit des zyklischen Analogons schlieBen. Ab einer
Konzentration von 50 uM wurden nach 24 Stunden Inkubationszeit keine lebenden Zellen
mehr gefunden.

Einen unerwarteten Verlauf zeigten dagegen die weiteren zyklischen Derivate 130, 131 sowie
133 und 136 in dieser Reihe. Abbildung 22 und 23 zeigen die verschiedenen ermittelten
Kurven mit dem charakteristischen Verlauf der Inhibition der vier Derivate am Beispiel von

Verbindung 133 sowie der Verbindung 160.
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Abbildung 22: Verlauf der Kurve im Fall der Verbindung 133.
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Abbildung 23: Verlauf der Kurve im Fall der Verbindung 160.
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Die Derivate zeichneten sich durch einen frithen Wirkungseintritt mit starker Hemmung des
Wachstums der Krebszellen, bis zu einem Konzentrationsbereich von 10-20 uM, aus.
Allerdings erfolgte bei hoheren Inhibitorkonzentrationen kein weiterer Abfall der Vitalitit der
Zellen. Da die Verbindungen 130, 131 sowie 133 und 136 zuvor im in vitro Assay keinen
Einfluss auf die Phosphatase Cdc25A zeigten, beruht die Hemmung des Zellwachstums sehr
wahrscheinlich nicht auf der Inhibition der Protein-Phosphatase. Vermutlich ist die Hemmung
der Krebszellen auf zusitzliche wachstumshemmende Faktoren der Analoga zuriickzufiihren.
Allerdings konnte dies nicht bewiesen werden. Die Ergebnisse des Zelltests sind in Tabelle 6

zusammengefasst.

SW480

Derivat 91 98 929 100 101 102 103 104 105

ICso [uM] >100 >100 >100  >100 69.0£2.8 >100 >100 >100 >100

Derivat 106 107 130 131 133 136 160

ICso [uM] >100 >100 14.6+5.6 11.0£0.4 9.9+0.8 15.8+3.6 19.2+1.1

Tabelle 6: Zytotoxizitdtsassay mit SW480 Dickdarmkrebszellen.

Fazit:

Mit Hilfe der durchgefiihrten biologischen Tests, konnten die verschiedenen strukturellen
Parameter der Stevasteline gekldrt und das Potential der synthetisierten Analoga als
Phosphataseinhibitoren belegt werden. Einige Vertreter zeichnen sich durch starke Inhibition
im einstelligen mikromolaren Bereich, im Fall der Phosphatase PTP1B sogar unter 1 uM, aus.
Weiterhin erwiesen sich zwei Analoga als potente, besonders aber als hochselektive
Inhibitoren der dual spezifischen Phosphatase VHR. Im abschlieBenden Zell-Assay mit
SW480 Dickdarmkrebszellen konnten zwei Derivate als zytotoxisch identifiziert werden. Des

weiteren zeigten vier Substanzen eine zytostatische Wirkung.
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Die wichtigsten Ergebnisse der Phosphatase- und des Zelltests:

- Die zyklische Struktur der Stevasteline ist nicht ausschlaggebend fiir die Inhibition
von VHR. Auch azyklische Vertreter erwiesen sich als Inhibitoren der Phosphatase.

- Allerdings erfolgt beim Ubergang zu offenkettigen Derivaten Selektivititsverlust.
Dennoch werden vermutlich Serin-Threonin-Phosphatasen nicht inhibiert, wie im Fall
der Phosphatase PP1 belegt werden konnte.

- Die Anzahl der Stereozentren sowie die Stereochemie des Fettsdurefragments der
azyklischen Verbindungen spielt keine bzw. nur eine geringe Rolle. Wichtiger
erscheint hierbei die Linge der Fettsdurekette.

- Aromatische Gruppen in der Peptidsequenz beeinflussen die Inhibition positiv.
Insbesondere Analoga mit Tyrosin erwiesen sich als potente Inhibitoren.

- Nur ein Vertreter mit Asparaginsiure in der Sequenz inhibierte die PTP CD45.

- In vivo zeigten die azyklischen Vertreter keine bzw. nur schwache Aktivitit.
Ausschlaggebend hierfiir ist die geringe Membranpermeabilitit.

- Bei den zyklischen Verbindungen spielt die Stereochemie des Fettsdurefragmentes
eine wichtige Rolle, bzgl. Aktivitit aber auch Selektivitit.

- Weiterhin konnte eine ausreichende Membrangingigkeit nachgewiesen werden. Eine
Verbindung erwies sich als zytotoxisch. Vier Verbindungen zeigten eine zytostatische

Wirkung.
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5. Zusammenfassung

Seit Protein-Kinasen und -Phosphatasen als wichtige Regulatoren des Zellzyklus bzw. der
mitogenen Signaltransduktion identifiziert werden konnten, deren Fehlfunktionen zu
schweren Erkrankungen fiihren konnen, riickten diese ins Rampenlicht der Forschung. So
sind beispielsweise Phosphatasen beim Auftreten von Krebs, Autoimmunerkrankungen,
Infektionen oder Diabetes direkt involviert.

Die Naturstoffe aus der Familie der Stevasteline, die aus dem mikrobiologischen Metaboliten
Penicillium sp. NK37486 isoliert wurden, konnten als potente Inhibitoren der dual
spezifischen Phosphatase VHR identifiziert werden. Die einzelnen Vertreter unterscheiden
sich hauptsichlich durch die Ringgro3e und die Substituenten der Seitenkette des Threonins

(Abbildung 24).

HaC(CHy)12 o H3C(CHo)12
OH NH
NH O
AcO
R Ry
R 29A3: SOsH  CH,OCOCH,

25 B: H 30 B3: H CH,OCOCH;
26 A: SOzH 31 C3: H CH,OH
27 P: POgH 32D3 SO3zH CH,
28 H: COCH; 33 E3 H CH,

Abbildung 24: Strukturen der Stevasteline.

Die Naturstoffklasse der Stevasteline stellt nicht zuletzt aufgrund der vielfiltigen
Variationsmoglichkeiten einen exzellenten Startpunkt fiir die Synthese einer
Substanzbibliothek dar. Eine der wichtigsten Aufgaben ist die Klidrung der strukturellen
Parameter fiir die inhibitorische Aktivitét.

Ziel dieser Arbeit war daher, durch Variation verschiedener Strukturparameter
Stevastelinanaloga zu synthetisieren und deren Einfluss auf die Aktivitit zu untersuchen. Mit
Hilfe von in vitro und in vivo Assays sollten die potentiellen Phosphatase-Inhibitoren
evaluiert werden.

Um moglichst effizient verschiedene Parameter zu variieren und daraufthin den FEinfluss
beziiglich der Phosphataseaktivitit zu kldren, wurden zunéchst azyklische Derivate generiert.

Startpunkt war die Synthese verschiedener Fettsduren. Als erster Baustein wurde die

70



5. Zusammenfassung

natiirliche Fettsdure 43 zuginglich gemacht. Ausgehend von Myristinaldehyd (37) konnte
tiber Evans-syn-Aldolchemie das erste Fragment (38) erhalten werden. Die anschlieBende
Schiitzung des Alkohols 38 mit TBS-Tf und Lutidin, reduktive Spaltung des Oxazolidinon-
Auxiliars mittels LiBH4 und schlieBlich die Oxidation nach Swern lieferte den Aldehyd 40.
Um die Synthese der natiirlichen 3,5-Dihydroxy-2,4-dimethylstearinsdure 43 abzuschlieB3en,
wurde der Aldehyd 40 in einer anti-Aldolreaktion nach Optimierung mit hoher Ausbeute und
exzellenter Selektivitit umgesetzt und nach basischer Spaltung in die Sédure 43 iiberfiihrt. Als
weitere Bausteine wurden die ebenfalls mittels anti-Aldolreaktion als racemisches Produkt
erhaltene Sédure 76 sowie die kommerziell erhiltliche Myristinsdure (77) verwendet (Schema

35).

o} ﬁ nBu,BOTH,Pr,NEt HO O i
&N O H30(CH2)1QCHO (37) H30(H20)12/'\‘)kN O
/ 86% (de 97%) — 1. TBS-Tf, Lutidin
N N CH,Cl,

N g 8\ 2. LiBH,, THF
3. Oxalylchlorid,

0 DMSO, NEt,
TBSO OH O HLStBu OTBS CH.Cl,
| | 41 H C(CH ) %O 72%
HSC(CHZ)MR E— 3C(CH2) 12 S
A NEt, Et,O 10
NaOH, Dioxan 42 R = SBu 90% (de >98%)
9% % 43 R = OH

rac 76 '

HaC( chm)\% | HaC(CHy) 12 )K I

Schema 35: Synthese der Fettsdurebausteine.

Die Darstellung der einzelnen Peptidsequenzen wurde dann weitgehend an fester Phase, aber
auch, wie im Fall von Verbindung 91, in Losung durchgefiihrt.

Dabei wurden zunichst die beiden geschiitzten Aminosduren Boc-Valin (78) und O-Benzyl-
Threoninbenzylester (78) mittels EDC (79)/HOBt (80) gekuppelt. Die benzylischen
Schutzgruppen wurden abgespalten und mit dem acylierten Serinallylester 86, der in 3 Stufen
zugédnglich war, umgesetzt. Durch Spaltung der Boc-Schutzgruppe wurde das Peptidfragment
88 synthetisiert, das nun im weiteren mit der zuvor dargestellten Séaure 43 gekuppelt wurde.
Die palladiumvermittelte Spaltung des Allylester 89 und anschlieBende Umsetzung mit

Trifluoressigsdure lieferte das offenkettige Stevastelin-Derivat 91 (Schema 36).
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0
HoN ;JLOAII

1) EDC, HOBt o
iProNEt \'/ :
CHoClo/THF 54 BocHN.__JL OH “oac 86
47 + 78 : HW
2) Pd/C, Hy, EtOH A o) 1) EDC, HOBt
75% iProNEt
82 CH,Clo/THF 5:1
2) TFA/CH,Cl, 1:1
80%
OAc 43 OAc
?Rz OH O H r EDC, HOBt
NQ& 1 _oR' ProNEt NJ& OAl
HaC(CH)15™ = ONTY ﬁ(
:H o A CH,Clo/THF 1:1 PS
OH 57% OH
Pd(PPhs),, Morpholin— 89 R' = Allyl, R? = TBS 88
THF [
77% 90 R'=H, R?=TBS

TFA/CH,Cl,1:10

quant 91R'=H, R2=H

Schema 36: Darstellung des offenkettigen Stevastelinderivats 91.
Die festphasengestiitzte Synthese der Analoga 98-107 (Tabelle 7) wurde mittels Fmoc-

Strategie an Chlortritylharz unter Verwendung von HBTU (96)/HOBt (80) als
Kupplungsreagenzien durchgefiihrt.

s'-As'-As%AS?

Derivat s AS' AS? AS®

98 72 Val Thr Phe

99 72 Val Thr Ser(OBzl)
100 72 Tyr Thr Ser(OBzl)
101 72 Val Tyr Ser(OBzl)
102 72 Val Asp Ser(OBzl)
103 77 Tyr Thr Ser(OBzl)
104 77 Thr Tyr Ser(OBzl)
105 77 Val Thr Ser(OBzl)
106 76° Val Thr Ser(OBzl)
107 76° Val Thr Ser(OBzl)

a ' ? b: i
3 = 3

Tabelle 7: Festphasensynthese der Derivate 98-107.
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Zunichst erfolgte die Darstellung der einzelnen Tripeptide, die anschlieBend mit den
verschiedenen Fettsduren 43, 76 und 77 gekuppelt wurden. Nach saurer Abspaltung und
Aufreinigung tiber HPLC konnten die Derivate 98-107 in Ausbeuten zwischen 14% und 75%
erhalten werden (Tabelle 7).

Die offenkettigen Derivate 91 und 98-107 wurden gegen die dual spezifische Phosphatase
VHR in einem Inhibitions-Assay untersucht. Dabei zeigten alle Vertreter mit ICso-Werten
zwischen 1.9 und 18.5 uM inhibitorische Aktivitit. Offensichtlich spielt die Stereochemie der
Substituenten der Fettsdure keine wesentliche Rolle, wie ein Vergleich der Derivate 105-107
zeigt (Seite 76, Tabelle 8). Auch bei weiteren Untersuchungen mit einer Reihe verschiedener
Phosphatasen, wie Cdc25A sowie den Protein-Tyrosin-Phosphatasen MfPTPA und PTPIB,
konnte dieses Ergebnis bestitigt werden. Derivate mit Tyrosin in der Sequenz, insbesondere
Analogon 101, zeigten gegen die beiden PTPs MfPTPA und PTP1B starke Inhibition mit
ICso-Werten bis unter 1 uM (Tabelle 8). Nur ein Vertreter (102), mit Asparaginsiure in der
Peptideinheit, wurde als Inhibitor der Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 identifiziert.

Mit PP1 wurde auch eine Serin/Threonin-Phosphatase untersucht. Dabei konnte jedoch keine
Aktivitdt nachgewiesen werden, was vermuten ldsst, dass die Derivate zumindest fiir die
Klasse der PTPs spezifisch wirken.

Fiir weitere Studien sollten eine Reihe zyklischer Derivate synthetisiert werden. Es war
geplant, diese durch Makrolaktonisierung ausgehend von ausgewihlten offenkettigen
Verbindungen zu generieren. Da dies jedoch nicht zum gewiinschten Erfolg fiihrte, wurde
eine neue Synthesestrategie entwickelt.

Um auch im Ringsystem den Einfluss der Stereozentren der Fettsidure zu kldren, wurde durch
Variation der Stereochemie der Siureeinheit eine Reihe verschiedener diastereomerer
Stevastelinanaloga synthetisiert. Ausgehend von dem racemischen Thioester 75 konnten nach
Kupplung der geschiitzten Aminosdure 92 unter Steglich-Bedingungen und Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe die beiden Diastereomere 140 und 141 mittels Sidulenchromatographie
voneinander getrennt werden (Schema 37). AnschlieBend wurde jeweils das Dipeptid 82 unter
Verwendung von DIC (120)/HOBt (80) angekniipft und die Schutzgruppen zu den
Zyklisierungsvorldufern 149 und 159 abgespalten. Die Makrolaktamisierung mit HBTU (96)
und Hiinig-Base lieferte schlieBlich die gewiinschten Produkte 130 und 131. Durch
Hydrierung der Benzylgruppe von Verbindung 130 konnte ein nahezu identisches Analogon

(160) zu Stevastelin C3 (31) synthetisiert werden (Schema 37).
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H3C(HQC)12%SBU

FmocSer(OBzI)OH (92) O O

O P
DIC, DMAP, CH,Cl, »
82% 1 y NHR
o R'O
BocValThr 82
. 1 2
1) CHoCly/Et,NH 139 ';* =Bzl,R"=Fmoc | p|c, HOBY, iPr,NEt
4:1 43% ey 2 CH,Cl,/DMF 10:1
2) Trennung der 140 | SR =Bzl R°=H 27 27 )
Diastereomere| 42% 3 1 , 0-76%
L ~141: |R' =Bz, R2=H
= 2

H3C(HZC)12W3)2YOH NBS H3C(H20)12%SBU
o ~ THF/H,0 411

@) o @) ~_—
: 70 %
NH NH
iN)H/ T NHR? i )ji TﬁNHBoc

H
R
10 /\OHO

3 =
148‘ * R' = Bzl, R? = Boc 142l IR = B2l
el 2

3 3
CH,Cl/TFA1:1 ——— 158 © | R' =Bzl, R? = Boc .
quant. L 2 157 : !R = Bzl

149‘ ?2R1=BZI,R2=H

3
L > 159: 'R1=BzI,R2=H H
=2 H3C(HZC)12 3 5 N
HBTU, ProNEt Oo. .0 _O
CH,Cl,/DMF 10:1 00
19-42% NJKENH
H
RO -~ “OH
5 =
130 | [R=Bz
2
3
131 |R=Bz

Pd/C, H,, EtOH i
o, 3
58% 160> |R=H
=2

Schema 37: Synthese der zyklischen Stevastelinanaloga 130, 131 und 160.

Durch stereoselektive Synthese der beiden Fettsduren (25,3R)-3-Hydroxy-2-methyl-
hexadecansdure  (161) und (2R,3S5)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecansidure (177) sowie
Uberfithrung in die jeweiligen Thioester 167 und 178 konnten die beiden Stevastelinanaloga

133 und 136, nach beschriebener Strategie, zugédnglich gemacht werden (Schema 38).
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Schema 38: Synthese der zyklischen Stevastelinanaloga 133 und 136.

Im Folgenden wurden die zyklischen Vertreter 130, 131, 133, 136 und 160 gegen die
verschiedenen Phosphatasen getestet. Hierbei konnte belegt werden, dass die Ringstruktur

beziiglich der Selektivitit sowie die Stereochemie der Fettsdure, im Unterschied zu den
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offenkettigen Derivaten, eine wichtige Rolle spielt. So konnten mit den Analoga 130 und 131
hochselektive Inhibitoren der DSP VHR identifiziert werden (Tabelle 8). Interessanterweise
zeigte Verbindung 160, die durch Abspaltung der Benzylgruppe aus Analogon 131 generiert
wurde, nun auch inhibitorische Aktivitit gegen die DSP Cdc25A.

AbschlieBend wurde ein Zytotoxizitétstest an Tumorzellen der Zelllinie SW480 durchgefiihrt,
um die Aktivitit in vivo zu testen. Damit sollte die Membranpermeabilitit und der Effekt der
Inhibitoren auf Tumorzellen gepriift werden. Die azyklischen Derivate 91, 98-107 zeigten
keine bzw. Analogon 101 nur eine schwache Hemmung des Zellwachstums der Tumorzellen.
Dieser Verlust der Aktivitit in vivo ist hochstwahrscheinlich auf eine schlechte
Membrangiingigkeit der Derivate zuriickzufithren. Im Gegensatz dazu inhibibierte der
zyklische Vertreter 160 das Zellwachstum der Zellen mit einem ICsop-Wert von 19.2 uM,
wobei dieser Wert nur geringfiigig iber dem des zuvor im Phosphatase-Inhibitions-Assays fiir
Cdc25A bestimmten ICsp-Wertes lag (Tabelle 8). Dies ldsst auf eine ausreichende

Membranpermeabilitit der Substanz schlie3en.

ICsp [UM]

Derivat VHR Cdc25A PTP1B MtPTPA  CD45 PP1 SW480

91 18.5£2.1 31.9£32.6 2.310.4 >100 >100 >100  >100

98 6.410.5 13.9£16.5 2.0+1.1 35.1£20 >100 >100  >100

99 14.8+4.5 15.0x£15.9 2.6£17 17.0£3.7 >100 >100  >100
100 6.813.1 6.316.6 1.4£0.3 5.3+0.1 >100 >100  >100
101 1.9+0.8 3.9+0.7 0.651+0.3 1.6£0.3 >100 >100 69.0+2.8
102 7.1£1.1 5.9+4.8 1.6+0.6 10.720.3  4.5£2.0 >100  >100
103 12.2+6.8 7.9£7.4 3.943.3 10.7¢19 >100 >100  >100

104 3.3£2.7 11.2+£13.2 1.1:0.4 24+0.6 >100 >100 >100
105 5.120.6 14.7£18.2 2.0+0.8 16.6£8.6 >100 >100  >100
106 3.8%1.2 11.3£3.8 2.2+1.0 10.0£0.8 >100 >100  >100
107 2.310.6 11.6%8.8 1.0£0.8 11.9¢1.6 >100 >100 >100
130 25.0+5.1 >100 >100 >100 >100  >100 14.6%5.6
131 12.240.6 >100 >100 >100 >100 >100 11.0x0.4
160 35.77.7 15.5£3.9 >100 >100 >100  >100 19.2%1.1
133 6.5ft1.2 >100 11.3£2.9 8.8t59 >100 >100 9.9+0.8
136 56.0£13.3  >100 90.3£2.7 75.5%6.6  >100 >100 15.8%3.6

Tabelle 8: Phosphataseaktivitit und Zytotoxizitit.

Einen erstaunlichen Verlauf der Inhibitionskurven zeigten die weiteren zyklischen Analoga

130, 131, 133 und 136. Die Derivate zeichneten sich durch einen frithen Wirkungseintritt mit
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starker Hemmung des Wachstums der Krebszellen, bis zu einem Konzentrationsbereich von
10-20 uM, aus. Allerdings erfolgte bei hoheren Inhibitorkonzentrationen kein weiterer Abfall
der Vitalitit der Zellen.
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6. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass sich die Klasse der Stevasteline als
interesanter Ausgangspunkt zur Synthese neuer potenter Phosphataseinhibitoren eignet.
Basierend auf den Ergebnissen konnten weitere fokussierte Substanzbibliotheken hergestellt
werden. Insbesondere die Darstellung zyklischer Derivate erscheint aufgrund der
vorliegenden  Resultate als  sehr  vielversprechend. = Mittels = kombinatorischer
festphasengestiitzter Synthese wire ein schneller und effizienter Zugang zu einer Vielzahl von
Verbindungen moglich.

Wie bereits bei den dargestellten offenkettigen Derivaten sollten die einzelnen Aminoséduren
variiert werden. Auler dem groBen Pool an natiirlichen Bausteinen die kommerziell erhiltlich
sind, konnten auch unnatiirliche D-Aminosiuren benutzt werden. Aber auch die Verwendung
von Phenylphosphatmimetika, wie 190 oder Difluorsulfonosiduregruppen, wie in 191, sollten
Beachtung finden. Als weitere Fettsdurebausteine wiren sicherlich auch die beiden

monosubstituierten Sduren 192 und 193 von Interesse (Abbildung 25).

R R
%\(& R F OH O
o) 0] Y
o ~ Hsc(HZC)QAAOH

SOzH
g 192
S
sGHN" Sy ﬂi
OH =
SGHN ol y
ﬁo( R = OEt, OH O 191 3C(H20)12 O
190 193

Abbildung 25: Interessante Synthesebausteine fiir zukiinftige Arbeiten.

Die in der Arbeit erfolgreich etablierte Synthese zur Darstellung zyklischer Derivate in
Losung sollte auf einfachem Wege direkt an die feste Phase iibertragbar sein. Die in Losung
dargestellten Fettsdurefragmente 194 konnten iiber die Carboxylgruppe an das Harz gebunden
werden. Der Aufbau der Peptidsequenz erfolgt durch Veresterung der ersten Aminoséure iiber
die Hydroxyfunktion der polymergebundenen Fettsdure 195. Gleichzeitig konnte die
Freisetzung der N-terminalen Schutzgruppe des Peptids 196 und die Spaltung vom Harz
bewerkstelligt werden. Im letzten Schritt wiirde dann das synthetisierte Derivat 197 zum

gewiinschten Produkt 198 zyklisiert werden (Schema 39).
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R
H3C(CH2) 12 OH R’
| OH O
Chlortrityl-Harz ;
R 195
H3C(CHy)12 O
Aufbau der Peptidsequenz Spaltung
I k NHm)\NHBocﬁ
R
H H3C(CHa)12 OH

2
W R* ZykKlisierung O. 0 _ O
0.0 _0O ~ o) R*
ﬁ/ Do 2 )KKNHW)\
RN NH,
H R O

198 197
Schema 39: Festphasensynthese der Analoga mit anschlieBender Zyklisierung in Losung.

Eleganter wire die Durchfithrung der Zyklisierung direkt am Harz unter gleichzeitiger

Abspaltung. Hierfiir konnte der Hydrazidlinker (199) aber auch der Kenner-Linker (200)

Verwendung finden (Schema 40).[134’ 1331

O\\ 0
@QNHNHSG > NHSG
199 200
g J
g N ~ J
X
X
1 1
i gt
H3C(CHy)12 X HzC(CH2)12 N
O O o \O Zyklisierung und . O. 0O OOO R?

Abspaltung vom Harz I
Rg/\ )K(NH e NP NH
H Az

201 198

Schema 40: Gleichzeitige Zyklisierung und Abspaltung von fester Phase.
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6. Ausblick

Weiterhin sollte der Inhibitionsmechanismus nédher untersucht werden. Aufzukldren wire, in
wie weit die Inhibitoren kompetitiv binden, oder ob die Inhibition aufgrund anderer

Mechanismen erfolgt.[136]
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7. Experimenteller Teil

7.1 Allgemeines, Messgerite und Hilfsmittel

Fiir die Aufnahme von NMR-Spektren standen folgende Gerite zur Verfiigung:

B Bruker AC-250 250 MHz 'H-NMR

B Bruker AM-400 400 MHz 'H-NMR und 100.6 MHz *C-NMR
B Bruker DRX-500 500 MHz 'H-NMR und 125.8 MHz *C-NMR
B Varian Merury 400 400 MHz 'H-NMR und 100.6 MHz *C-NMR

Die in ppm angegebenen chemischen Verschiebungen beziehen sich auf Tetramethylsilan

(0 =0 ppm) als internen Standard. Signalmultiplizititen werden wie folgt abgekiirzt:

s = Singulett, bs = breites Singulett, d = Dublett, dd = Doppeldublett, t = Triplett, pt = pseudo
Triplett, q = Quartett, quint. = Quintett, pquint. = pseudo Quintett, m = Multiplett. Die

Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben. Ihre Abweichung betridgt £ 0.5 Hz.

Die GC-MS-Untersuchungen wurden mit einem Gaschromatographen 5890 Serie II der
Firma Hewlett Packard mit einer Kapillarsdule Optima 1, 0.2 pm, 25 m x 0.2 mm ID der
Firma Macherey-Nagel und einem Massendetektor 5972 Serie von Hewlett Packard

durchgefiihrt.

Die 70 eV-Elektronenionisations- (EI) und Fast Atom Bombardment (FAB) Massenspektren

wurden mit einem Finnigan MAT MS 90 Spektrometer gemessen.

Fiir die Diinnschichtchromatographie (DC) wurden mit Kieselgel 60 F,ss beschichtete
Aluminiumplatten der Firma Merck verwendet. Zur Detektion wurden UV-Licht und

folgende Anfirbereagenzien verwendet:

B Reagenz A 2.5 g Molybdatophosphorséure, 1 g Cer(IV)-Sulfat, 6 ml konzentrierte
Schwefelsdure und 94 ml Wasser
B Reagenz B 300 mg Ninhydrin, 3 ml Essigsdure und 997 ml abs. Ethanol

B Reagenz C  0.5%ige Losung von Kaliumpermanganat in Wasser
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B ReagenzD Iod-Dampf

Fiir die priparative Siulenchromatographie wurde Kieselgel der Korngrée 30 x 60 wm der

Firma J. T. Baker verwendet. Die verwendeten Laufmittel sind jeweils angegeben.

Zum Abmessen und Zugeben kleiner Volumina wurden Variopipetten der Firma Eppendorf

(0.5 - 1000 wl), sowie Mikroliterspritzen der Firma Hamilton verwendet.

Die spezifischen Drehwerte [0!]20 wurden auf einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 ermittelt

und sind auf das Licht der Natrium-D-Linie bezogen. Die Konzentration ¢ in g/100 ml und

das verwendete Losungsmittel sind bei den jeweiligen Substanzen angegeben.
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi 530 gemessen.
Fiir die analytische HPLC wurde folgendes System verwendet:

HP Modell Hewlett Packard Serie 1100; Detektion: 210 und 254 nm; Flussrate:
1ml/min; Saule:

CC 125/4 Nucleosil 120-5 C4 von Macherey&Nagel; Detektion: 210 und 254
nm; Flussrate: 1 ml/min; Laufmittelgradient: (CH3;CN/H,O/HCOOH)
(10/90/0.1) 0-1 min, auf (90/10/0.1) 8.30-9.30 min, auf (100/0/0.1) 10 min.

Fiir die MS-gekoppelte, analytische HPLC wurde folgendes System verwendet:

HP Modell Hewlett Packard Serie 1100/Finnigan MAT LCQ; Detektion: 210
und 254 nm; Flussrate: 1 ml/min; Sdulen:

a) CC 250/4 Nucleosil 120-5 C4 von Macherey&Nagel; Laufmittelgradient:
(CH3;CN/H,O/HCOOH) (20/80/0.1) O min, auf (50/50/0.1) 20 min, auf
(90/10/0.1) 30 min, auf (100/0/0.1) 40 min;

b) CC 125/4 Nucleosil 120-5 C4 von Macherey&Nagel; Laufmittelgradient:
(CH3CN/H>O/HCOOH) (10/90/0.1) 0-1 min, auf (100/0/0.1) 10 min.
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Fiir die priaparative HPLC folgendes System verwendet:

Varian Pro Star Workstation; Sdule: VP 250/21 Nucleosil 120-5 C4 von Macherey&Nagel;

Detektion 210 nm; Flussraten und Laufmittelgradienten sind jeweils angegeben.

Fiir die Absorptionsmessungen wurden folgende Systeme verwendet:

Labsystems iEMS Reader MF und DYNATECH MR 5000 plate reader.

Das verwendete Tritylharz wurde von den Firmen Novabiochem und Advanced ChemTech
bezogen. Die iibrigen Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Sigma-Aldrich und Acros
bezogen. Die getesteten Phosphatasen (VHR, PTP1B, CD45, PP1) wurden von BIOMOL
Research Laboratories Inc., Plymouth bezogen.

Alle Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert.

Alle Reaktionen, mit Ausnahme solcher, an denen Wasser beteiligt war, wurden in absoluten

Losungsmitteln unter Argon als Schutzgas durchgefiihrt. Die entsprechenden Losungsmittel

wurden nach Standardvorschriften getrocknet.
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7.2 Versuche zu Kapitel 4.2
7.2.1 Versuche zu Kapitel 4.2.1

Darstellung von (45)-3-[(25,3R)-3-Hydroxy-2-methylhexadecanoyl]-4-isopropyl-1,3-

oxazolidinon (38)

Zu einer Losung von 1.0 g (5.4 mmol) (45)-3-Propionyl-4-isopropyl-1,3-oxazolidinon (36) in
10 ml CH,Cl, werden bei —78 °C innerhalb von 15 min 5.9 ml (5.9 mmol, 1 M Lésung) Di-n-
butylbortriflat und 1.10 ml (6.50 mmol, 0.84 g) DIPEA zugegeben. Es wird zunéchst 20 min
bei —78 °C und dann eine Stunde bei 0 °C geriihrt. Danach kiihlt man wieder auf —78 °C, gibt
langsam 1.26 g (5.90 mmol) Tetradecanal (37) zu, riihrt 15 min bei —78 °C und 30 min bei 0
°C. Darauf gibt man langsam 5.4 ml Phosphatpuffer (pH = 7), 9 ml MeOH, 5.7 ml eines 1:1
Gemisches aus MeOH und H,0, (30 %) zu. Anschlieend riihrt man eine Stunde bei O °C und
versetzt dann mit 9 ml Wasser. Nachdem man die beiden Phasen getrennt hat, extrahiert man
die wissrige Phase dreimal mit je 10 ml CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit je 10 ml 5%iger NaHCOs-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknung der organischen Phase iliber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sidulenchromatographisch

gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 1.86 g, 86% , (de = 97%)

Re-Wert: 0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v).

la]): +43.6 ° (¢ = 0.70, Chloroform)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8 = 0.82 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.83 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.87 (d,
J=7.0Hz, 3 H), 1.18-1.28 (m, 25 H), 1.31-1.50 (m, 2 H), 2.25-2.40 (m, 1 H), 3.71 (dd, J; =
2.7Hz,J;=7.2 Hz, 1 H), 3.85-3.90 (m, 1 H), 4.15-4.27 (m, 2 H), 4.40-4.45 (m, 1 H).
BC-NMR (125.8 MHz, CDCl3): § = 8.5, 14.1, 17.9, 18.0, 22.7, 26.0, 29.6 (3 C), 29.7 (6 C),
31.9, 33.8,42.0, 58.3, 63.4, 74.8, 153.6, 177.9.

MS (70 eV), m/z (%): 397 (0.3), 380 (1.8), 382 (0.6), 250 (2.2), 214 (18.9), 185 (100), 130
(32), 85 (11.9), 57.1 (7.8).

HRMS (EI): ber. fiir C23H43NO4: 397.3192, gem. 397.3186.
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Darstellung von (45)-3-[(25,3R)-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-2-methylhexadecanoyl]-4-
isopropyl-1,3-oxazolidinon (63)

Zu einer Losung von 1.60 g (4.02 mmol) des Alkohols 38 in 35 ml CH,Cl, werden bei 0 °C
0.56 g (5.23mmol) 2,6-Lutidin und 1.28 g (4.83 mmol) tert-Butyldimethylsilyltrifluor-
methansulfonat zugegeben. Die Reaktionslosung wird 1.5 h geriihrt, bevor man 15 ml einer
gesittigten NaHCOs3-Losung zugibt. Die wissrige Phase wird abgetrennt und zweimal mit je
20 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 0.5 M wissriger
NaHSO,4 gewaschen. Anschliefend wird die organische Phase iiber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird

sdulenchromatographisch aufgereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 2.14 g, 99%

Re-Wert: 0.45 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v).

o]} : +44.5° (c = 0.75, Chloroform)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): § =0.00 (s, 3 H), 0.02 (s, 3 H), 0.86-0.93 (m, 18 H), 0.98 (d, J =
7.0 Hz, 3 H), 1.16-1.28 (m, 22 H), 1.30-1.49 (m, 2 H), 2.31-2.41 (m, 1 H), 3.74-3.79 (m, 1 H),
3.91-3.94 (m, 1 H), 4.19-4.30 (m, 2 H), 4.41-4.49 (m, 1 H).

PC-NMR (125.8 MHz, CDCls): § = —4.8, —4.1, 12.3, 14.1, 18.0, 18.1, 22.7, 25.7, 25.9, 26.9,
29.4,29.6 (4 C),29.7(5C),29.9,31.9,35.7,42.7,58.2, 63.2,72.7, 153.7, 175 .4.

MS (70 eV), m/z (%): 511 (0.03), 456 (8.2), 455 (32.3), 454 (100), 328 (5.0), 327 (16.2), 325
(10), 299 (2.0), 251 (6.0), 243 (6.8), 242 (42.7), 199 (4.9), 75 (6.2), 73 (10.8).

HRMS (EI): ber. fiir CooHs7NO4Si: 511.4061, gem. 511.4056.

Darstellung von (2R,3R)-3-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-2-methyl-hexadecan-1-ol (64)

Zu einer Losung von 1.0 g (1.95 mmol) des (45)-3-[(2S,3R)-3-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-
2-methyl-hexadecanoyl]-4-isopropyloxazolidinon (63) in 30 ml THF gibt man bei 0 °C 3.96
ml (7.92 mmol) Lithiumborhydrid (2 M Losung in Hexan). Man riihrt die Reaktions-
mischung 3 Stunden bei Raumtemperatur und tropft anschlieBend bei 0 °C 5 ml gesittigte
Ammoniumchloridlésung zu. Die wissrige Phase wird viermal mit je 3 ml CH,Cl, extrahiert.
Nach Trocknung der organischen Phase iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sidulenchromatographisch

gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 8:1 v/v).
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Farbloses Ol

Ausbeute: 0.55 g, 73%

Re-Wert: 0.41 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

[e]}): +2.8 ° (¢ = 0.5, Chloroform)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8 = 0.00 (s, 3 H), 0.02 (s, 3 H), 0.73 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.79-
0.86 (m, 12 H), 1.22-1.28 (m, 22 H), 1.31-1.44 (m, 2 H), 1.90-2.0 (m, 1 H), 3.44-3.50 (m,
1H), 3.58-3.70 (m, 2 H).

PBC-NMR (125.8 MHz, CDCls): 8 = —4.7, —4.4, 12.0, 14.1, 18.0, 22.7, 25.9 (3 C), 26.3, 29.4,
29.5,29.6,29.7 (4 C), 29.8, 31.9, 32.3, 39.5, 66.1, 76.0.

MS (70 eV), m/z (%): 329 (7.6), 305 (11.7), 304 (25.1), 303 (100), 263 (11.6), 261 (5.1), 257
(6.6), 205 (12.3), 189 (10.7), 173 (14.85), 147 (39.2) 131 (6.1) 120 (5.0), 75 (15.1), 73 (58.9),
57 (14.7).

HRMS (EI): ber. fiir C19H4;0,Si: 329.2896, gem. 329.2875.

Darstellung von (2S5,3R)-3-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-2-methyl-hexadecanal (65).

Zu einer Losung von 0.13 ml (1.53 mmol) Oxalylchlorid in 20 ml CH,Cl, gibt man bei —78
°C innerhalb von 10 min 0.22 ml (3.10 mmol) DMSO. Nach 5 min wird eine Losung von 200
mg (0.52 mmol) des Alkohols (64) in 5 ml CH,Cl, langsam zugetropft. Man riihrt 30 min bei
=78 °C, gibt dann 1.10 ml (7.70 mmol) Triethylamin zu und ldsst die Reaktionsmischung
anschlieBend eine Stunde bei Raumtemperatur rithren. Man gibt 10 ml Wasser zu, trennt die
Phasen und extrahiert die wissrige Phase dreimal mit je 5 ml CH,Cl,. Die vereinigten
organischen Phasen werden zweimal mit je 10 ml geséttigter NaCl-Losung gewaschen und
danach iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck

abdestilliert. Das Rohprodukt wird direkt weiter umgesetzt.

Gelbliches Ol
Ausbeute: 0.2 g, quantitativ
Re-Wert: 0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 v/v)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 0.00 (s, 3 H), 0.04 (s, 3 H), 0.85-0.88 (m, 12 H), 1.04 (d, J =
7.0 Hz, 3 H), 1.23-1.30 (m, 22 H), 1.40-1.52 (m, 2 H), 2.39-2.46 (m, 1 H), 4.08 (dt, J; = 3.7
Hz, J,=6.7Hz, 1 H),9.75 (s, 1 H)

PBC-NMR (125.8 MHz, CDCl3): § = —4.7, 4.2, 10.5, 14.1, 18.0, 22.7, 25.8 (3 C), 26.9, 29.6
(2C),29.7(4C),29.8,29.9,31.9,34.6,51.2,72.1, 205.5.
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Darstellung von  (45)-(2R,3R,4S5,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-

octadecanoyl-4-isopropyl-oxazolidinon (71)

Zu einer Losung von 72 mg (0.39 mmol) des Oxazolidinons 36 in 0.35 ml CH,Cl, gibt man
bei 0 °C 79 ul (89 mg, 0.46 mmol) DIPEA und 0.46 ml (1 M Losung, 0.46 mmol) Di-n-
butylbortriflat. Nachdem die Losung fiir 2 h bei 0 °C geriihrt wurde, kiihlt man auf —78 °C ab.
In einem separaten Kolben gibt man zu einer Losung aus 0.52 ml (1 M Losung, 0.52 mmol)
Diethylaluminiumchlorid in 0.35 ml CH,Cl, bei =78 °C 100 mg (0.26 mmol) des Aldehyds 65
in 0.5 ml CH,Cl, zu. Nach 5 min tropft man das zuvor generierte Boron-Enolat zu und spiilt
mit 0.5 ml CH,Cl, nach. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt, wobei man die
Losung auf —20 °C auftauen lidsst. Nachdem nochmals 2 h bei 0 °C geriihrt wurde, gibt man
eine Losung aus 8 ml MeOH/30%iger H>O,-Losung (5:1) zu und riihrt eine weitere Stunde.
AnschlieBend werden 10 ml H,O zugegeben und die beiden Phasen getrennt. Die wissrige
Phase wird dreimal mit je 10 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden je dreimal mit 10 ml geséttigter NaHCOs3- und NaCl-Losung extrahiert, sowie iiber
MgSO, getrocknet. SchlieBlich wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das gewiinschte Stearinsdurederivat 71 konnte nach Abtrennung eines weiteren
Diastereomers mittels Chromatographie an Kieselgel als isomerenreines Produkt erhalten
werden (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 — 5:1 v/v).

Verhiltnis der beiden Diastereomere: 17:3.

Farbloses Ol

Ausbeute: 39 mg, 26%

R-Wert: 0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0.04 (s, 3 H), 0.05 (s, 3H), 0.84-0.91 (m, 18 H), 0.93 (d, J =
7.0 Hz, 3 H), 1.07 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.22-1.27 (m, 22 H), 1.46-1.54 (m, 2 H), 1.67-1.75 (m,
1 H), 2.34-2.43 (m, 1 H), 3.72-3.78 (m, 1 H), 3.82 (dd, J; = 2.5 Hz, J, = 8.6 Hz, 1 H), 4.07-
4.14 (m, 1 H), 4.16-4.26 (m, 2 H), 4.41-4.45 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3) & = —4.6, =3.8, 6.8, 14.1, 14.4, 14.7, 18.0, 22.7, 25.1, 25.9,
28.4,29.3,29.6 3 C), 29.7 (3 C), 29.9 (2 ©), 31.9, 34.6, 37.8, 40.4, 58.9, 63.2, 76.3, 717.3,
154.3, 177.3.
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Darstellung von Propionsiure-tert-butylthioester (41)

Zu einer Losung von 3.51 ml (5.0 g, 50 mmol) tert-Butylmercaptan in 100 ml Et;O gibt man
bei 0 °C 1543 ml (11.21 g, 110 mmol) Triethylamin und 6.78 ml (7.18 g, 70 mmol)
Propionylchlorid zu. Nachdem die Reaktionsmischung 48 h bei RT geriihrt wurde, werden 50
ml H,O zugegeben, die Phasen getrennt und die wissrige Phase dreimal mit je 30 ml Et,O
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit je 50 ml gesittigter NaCl-
Losung gewaschen, iiber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel wird unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wird mittels Destillation gereinigt (p = 20 mbar, T = 45-50
°C).

Gelbliches Ol

Ausbeute: 5.01 g, 49%

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.10 (t, J = 7.4 Hz, 3 H), 1.44 (s, 9 H), 2.45 (q, J = 7.6 Hz, 2
H).

C-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 9.5, 29.8 (3 C), 37.8, 47.6, 201.2.

GC-MS: Temperaturgradient: 50 °C (0-1.42 min) auf 300 °C (8.30 min): tg: 3.65 min/[M]:
146.

Darstellung von (2R,3R 4S,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-

octadecansiure-S-tfert-butylthioester (42)

Zu einer Losung von 5.84 ml (1 M in Hexan, 5.84 mmol) Chlor-dicyclohexylboran in 7 ml
Et;O gibt man bei 0 °C 4.58 ml Triethylamin (32.9 mmol) und 5.96 g (40.8 mmol)
Propionsiure-tert-butylthioester (41). Die Reaktionsmischung wird bei 0 °C fiir 2 h geriihrt,
dann auf —78 °C abgekiihlt und anschlieBend eine Losung des Aldehyds 40 (0.68 g, 1.79
mmol) in 7 ml Et,O zugegeben. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt, wobei man
die Losung auf —20 °C auftauen lidsst. Nachdem die gelbe Reaktionslosung nochmals 3 h bei 0
°C geriihrt wurde, gibt man 100 ml Phosphat-Puffer (pH = 7) zu und extrahiert dreimal mit je
50 ml Et,O. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das erhaltene Ol wird in 40 ml MeOH/Puffer-Gemisch (5:1) gel6st und auf 0 °C
abgekiihlt. Nach tropfenweiser Zugabe von 20 ml 30%iger H,O,-Losung wird die Suspension
1 h bei 0 °C geriihrt. Nun gibt man 20 ml H,O zu und extrahiert dreimal mit je 80 ml CH,Cl,.

Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesittigter NaHCO;3-Losung und NaCl-
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Losung gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck  entfernt. Der  Riickstand  wird  sdulenchromatographisch ~ gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 20:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 0.85 g, 90% (de >98%)

Re-Wert: 0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 v/v)

[e]}): ~18.6 ° (¢ = 0.52, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 0.04 (s, 3 H), 0.05 (s, 3 H), 0.84-0.89 (m, 15 H), 1.13 (d, J =
7.0 Hz, 3 H), 1.22-1.29 (m, 22 H), 1.43-1.47 (m, 1 H), 1.55-1.65 (m, 1 H), 2.70 (pquint, J =
7.0 Hz, 1 H), 3.76-3.82 (m, 2 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = —4.5, 3.8, 7.0, 14.1, 15.5, 18.1, 22.7, 25.4, 25.9 (3 C),
29.3,29.6 (3C), 29.7 (6 C), 29.8, 31.9, 34.7, 38.2, 48.1, 51.5, 75.9, 76.2, 204.9.

HRMS (FAB): ber. fiir C30Hs303SSi: 531.4189, gem. 531.4238.

Darstellung von (2R,3R,4S,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-dimethyl-
octadecansidure (43) aus (45)-(2R,3R,4S,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-

2,4-octadecanoyl-4-isopropyl-oxazolidinon (71)

Zu einer Losung von 39 mg (68 umol) des Oxazolidinons 71 in 1.4 ml THF/H,O (4:1) werden
bei 0 °C 46 ul (0.41 mmol) einer 30%igen H,O,-Losung und 5.7 mg (0.14 mmol) LiOH*H,0
zugegeben. Man riihrt 1.5 h bei 0 °C und gibt dann 5 ml 1.5 N Na,SOs3-Losung zu. Nachdem
man die Reaktionslosung mit 1 N HCIl auf pH = 1-2 eingestellt hat, extrahiert man die
wissrige Phase dreimal mit je 5 ml CH,Cl,. Anschlieend werden die vereinigten organischen
Phasen iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch  gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 — 1:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 27 mg, 87%
Re-Wert: 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): +36.4 ° (¢ = 0.24, Chloroform)

Weitere analytische Daten siehe unten!

89



7. Experimenteller Teil

Darstellung von (2R,3R,4S,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-dimethyl-
octadecansiure (43) aus (2R,3R,4S5,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-

octadecansiure-S-tert-butylthioester (42)

Zu einer Losung des Thioester 42 (0.50 g, 0.94 mmol) in 5 ml Dioxan gibt man bei RT 1 N
NaOH-Losung (1.88 ml, 1.88 mmol) und riihrt iiber Nacht. Die Reaktionsmischung wird in
50 ml H,O gegeben, mit wissriger HCl-Losung ein pH-Wert von 2 eingestellt und dreimal
mit je 30 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je
30 ml gesittigter NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wird sidulenchromatographisch

gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 — 1:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 0.41 g, 94%
R-Wert: 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): +36.0 ° (¢ = 0.25, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.08 (s, 3H), 0.09 (s, 3 H), 0.84-0.90 (m, 15 H), 1.16 (d, J =
7.0 Hz, 3 H), 1.21-1.28 (m, 22 H), 1.43-1.60 (m, 2 H), 1.69-1.76 (m, 1 H), 2.55-2.63 (m, 1 H),
3.85(dd, J; =2.7Hz, J; =8.2 Hz, 1 H), 3.86-3.91 (m, 1 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCly): § = —4.5, —3.5, 5.0, 13.8, 14.1, 18.0, 22.7, 25.4, 25.8 (3 C),
29.3,29.5(12C),29.6 (4 C),29.7,31.9, 34.7,36.5,42.7,77.3,78.1, 177.8.

HRMS (FAB): ber. fiir Co6Hs504S1: 459.3791, gem. 459.3863.

Darstellung von (3R,4R,5S,6R)-4-Hydroxy-3,5-dimethyl-6-tridecyl-tetrahydro-pyranon
(73)

Zu einer Losung von 583 mg (1.09 mmol) des Thioesters 42 in 25 ml THF/H,O (4:1) werden
bei 0 °C 0.74 ml (6.58 mmol) einer 30%igen H,O,-Losung und 92 mg (2.19 mmol)
LiOH*H,0 zugegeben. Man riihrt 3 h bei 0 °C und gibt dann 20 ml 1.5 N Na,SOs-Ldsung zu.
Nachdem man die Reaktionslosung mit 1 N HCI auf pH = 1-2 eingestellt hat, extrahiert man
die wissrige Phase viermal mit je 20 ml Et,O. AnschlieBend werden die vereinigten
organischen Phasen werden dreimal mit je 15 ml Pufferlosung pH = 7 gewaschen, iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1
v/v).
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WeiBer Feststoff
Ausbeute: 248 mg, 70%
Re-Wert: 0.27 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v)

[a]}): +43.0 ° (¢ = 0.40, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.96 (d, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.21-
1.27 (m, 22 H), 1.31 (d, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.66-1.85 (m, 2 H), 1.98-2.05 (m, 1 H), 2.62 (dd, J;
=3.7Hz,J;=7.2 Hz, 1 H), 3.90 (pt, J = 3.7 Hz, 1 H), 4.70-4.76 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 10.1, 12.1, 14.1, 22.6, 25.4, 29.3, 29.5 (4 C), 29.6 (3 C),
31.9,32.0, 36.5, 36.9, 72.8, 78.3, 174.1.

HRMS (EI): ber. fiir C,oH3303Na: 349.2719, gem. 349.2721.

Darstellung von (25,35,45,5R)-2,4-Dimethyl-octadecan-1,3,5-triol (74)

Zu einer Losung von 0.1 g (0.19 mmol) des Thioester 42 in 3.5 ml THF gibt man bei 0 °C
0.75 ml (1.5 mmol) einer 2 M Lithiumborhydridlosung. Man riihrt die Reaktionsmischung 48
h bei Raumtemperatur und tropft anschlieend bei 0 °C 2 ml gesittigte Ammoniumchlorid-
16sung zu. Die wissrige Phase wird viermal mit je 3 ml CH,Cl, extrahiert. Nach Trocknung
der vereinigten organischen Phasen iiber MgSO,4 wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird wiederum in 5 ml THF gelost. Nach
Zugabe von 178 mg (0.56 mmol) TBAF wird die Reaktionsmischung 2 h bei RT geriihrt und
anschlieBend 5 ml H,O zugegeben. Die wissrige Phase wird dreimal mit je 5 ml Et,O
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit dreimal mit je 5 ml gesittigter
NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Der Riicktand wird nach Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck chromatographisch gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 18.7 mg, 30%

Re-Wert: 0.18 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): +14.1 ° (¢ = 0.25, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8§ = 0.72 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.85 (t, J = 6.6 Hz, 3 H), 0.92 (d,
J=7.2Hz, 3 H), 1.20-1.30 (m, 22 H), 1.35-1.43 (m, 2 H), 1.51-1.61 (m, 1 H), 2.82-2.92 (m, 1
H), 2.95 (bs, 1 H), 3.37 (bs, 1 H), 3.59-3.68 (m, 2 H), 3.72 (dd, J; = 1.6 Hz, J>, = 9.4 Hz, 1 H),
3.80-3.85 (m, 1 H), 4.42 (bs, 1 H).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 4.1, 13.2, 14.1, 22.7, 25.6, 26.0, 29.3 (2 C), 29.6 (3 C),
29.7(2C),31.9,35.5,37.3,37.8, 69.1,77.7, 83.5.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.*"

7.2.2 Versuche zu Kapitel 4.2.2

Darstellung von racemischem (3)-Hydroxy-(2)-methyl-hexadecansiure-S-tert-butylthio-
ester (75)

Zu einer Losung von 23.25 ml (1 M in Hexan, 23.25 mmol) Chlor-dicyclohexylboran in 24
ml Et,O gibt man bei 0 °C 18.0 ml Triethylamin (129.6 mmol) und 19.5 g Propionsiure-tert-
butyl-thioester (41) (134.0 mmol). Die Reaktionsmischung wird bei 0 °C fiir 2 h geriihrt, dann
auf —78 °C abgekiihlt und anschlieend eine Losung des Aldehyds 37 (1.46 g, 7.06 mmol) in
24 ml Et,0O zugegeben. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt, wobei man die
Losung auf —20 °C auftauen ldsst. Nachdem die gelbe Reaktionslosung nochmals 3 h bei 0 °C
geriihrt wurde, gibt man 200 ml Phosphat-Puffer (pH = 7) zu und extrahiert dreimal mit je
100 ml Et;,O. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das erhaltene Ol wird in 160 ml MeOH/Puffer-Gemisch (5:1) gelost und auf 0
°C abgekiihlt. Nach vorsichtiger Zugabe von 80 ml 30%iger H,O,-Losung wird die
Suspension 1 h bei 0 °C geriihrt. Nun gibt man 80 ml H,O zu und extrahiert dreimal mit je
100 ml CH,Cl,. Die vereinigten organischen Phasen werden je dreimal mit 50 ml geséttigter
NaCOs-Losung und NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 20:1 v/v).

Gelbliches Ol

Ausbeute: 2.17 g, 86 % (Racemat)

Re-Wert: 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 v/v)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 0.85 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.18 (d, J = 7.0, 3 H), 1.20-1.31
(m, 22 H), 1.43 (s, 9 H), 1.62-1.71 (m, 1 H), 1.76-1.83 (m, 1 H), 2.57-2.64 (m, 1 H), 3.59-3.65
(m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 14.2, 15.5, 22.8, 25.7, 29.5, 29.6, 29.7 (3 C), 29.8 (6 C),
32.0,35.2,48.4,53.6, 74.1, 204.9.
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HRMS (FAB): ber. fiir C»;H30,S: 359.2985, gem. 359.2985.

Darstellung von (3)-Hydroxy-(2)-methyl-hexadecansidure (76) aus racemischem (3)-

Hydroxy-(2)-methyl-hexadecansiure-S-tert-butylthioester (75)

Zu einer Losung des Thioester 75 (100 mg, 0.28 mmol) in 2 ml Dioxan gibt man bei RT 1 N
NaOH-Losung (0.56 ml, 0.56 mmol) und riihrt iiber Nacht. Die Reaktionsmischung wird in
10 ml H,O gegeben, mit wissriger HCI-Losung ein pH-Wert von 2 eingestellt und dreimal
mit je 10 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je
10 ml gesittigter NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wird sidulenchromatographisch

gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 — CH,Cl, 10:1 v/v).

WeiBer Feststoff

Ausbeute: 72 mg, 90%

Re-Wert: 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

Smp: 45-47 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.20-1.38 (m, 25 H), 1.42-1.51 (m,
2 H), 2.55 (pq, J =7.0 Hz, 1 H), 3.64-3.71 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 14.3, 14.4, 22.8, 25.6, 29.5, 29.7 (3 C), 29.8, 29.9 (2 C),
32.0,34.7,45.2,58.7,73.3, 180.7.

HRMS (FAB): ber. fiir C;7H3303: 285.2428, gem. 285.2428.

7.2.3 Versuche zu Kapitel 4.2.3

Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-L-valyl-O-benzyl-L-threonin-benzylester (81)

Zu einer Losung von 0.73 g (3.34 mmol) N-fert-Butyloxycarbonyl-L-valin (47) in 10 ml
CH,Cl, gibt man 1.00 g (3.34 mmol) des zuvor mit einem Aquivalent Triethylamin versetzten
O-Benzyl-L-threonin-benzylesteroxalats (78). Danach werden 0.61 ml (0.50 g, 4.00 mmol)
DIC und 0.68 g (5.00 mmol) HOBt zugegeben. Zunichst rithrt man die Reaktionsmischung
eine Stunde bei 0 °C und anschlieBend 15 Stunden bei Raumtemperatur. Nachdem man den
entstandenen Niederschlag abgetrennt hat, wird das Gemisch mit je 3 ml H,O, gesittigter

Na,CO; und 1 N Zitronensdure gewaschen. Die organische Phase wird iliber MgSOy
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getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene

Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 1.07 g, 64%
Smp: 96 °C

Re-Wert: 0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v)

[e]}): —27.7° (¢ = 0.5, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.90 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.19
(d,J=6.3Hz,3 H), 1.41 (s, 9 H), 2.04-2.13 (m, 1 H), 3.91-4.00 (m, 1 H), 4.16 (dq, J; = 2.2
Hz, J, =63 Hz,1H),427(d,J=11.7Hz, 1 H),4.48 (d,/J=11.7Hz, 1 H), 4.67 (dd, J; =2.2
Hz, J, =9.2 Hz, 1 H), 5.04-5.12 (m, 2 H), 6.41 (bd, J = 8.6 Hz, 1 H), 7.22-7.31 (m, 10 H).

Darstellung von N-fert-Butyloxycarbonyl-L-valyl-L-threonin (82)

Zu einer Suspension von 100 mg des Palladiumkatalysators auf Kohle (10 % Pd) in 50 ml
Ethanol gibt man bei 0 °C das Dipeptid 81 (1.54 g, 3.09 mmol), das zuvor in 20 ml Ethanol
gelost wurde, zu. Man rithrt 1.5 h unter H,-Atmosphidre und filtriert anschlieend das
Reaktionsgemisch iiber Celite ab. Zuletzt wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt.

Weiler Feststoff

Ausbeute: 0.98 g, quantitativ

Smp: 160-162 °C

Re-Wert: 0.28-0.52 (CH,CIlp/MeOH 4:1 v/v)

[a]}) ~11.6 ° (c = 0.30, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.99 (d, J = 6.6 Hz, 3 H), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.23
(d, J=6.5Hz, 3 H), 1.49 (s, 9 H), 2.07-2.17 (m, 1 H), 3.99 (d, J/ = 7.0 Hz, 1 H), 4.32-4.38 (m,
1H),4.47(,J=29Hz, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 17.8, 19.0, 19.4, 28.1 (3 C), 30.8, 57.3, 60.0, 67.9, 80.1,
156.3, 172.5, 172.6.

HRMS (FAB): ber. fiir C;4HysN,O¢Na: 341.1691, gem. 341.1665.
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Darstellung von N-fert-Butyloxycarbonyl-O-acetyl-L-serin (84)

Zu einer Losung von 5.00 g (24.36 mmol) N-tert-Butyloxycarbonyl-L-serin (83) in 50 ml
CH,Cl, gibt man bei 0 °C 4.60 ml (4.97 g, 48.72 mmol) Essigsdureanhydrid und 5.95 ml
(5.78 g, 73.08 mmol) Pyridin. Die Losung wird iiber Nacht bei RT geriihrt und dann dreimal
mit je 30 ml 1 N HCI-Losung gewaschen. Anschlielend extrahiert man die organische Phase
viermal mit je 20 ml gesittigter NaHCO3-Losung. Die wissrige Phase wird angesduert (pH =
2) und viermal mit je 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt wird ohne weitere Aufreinigung fiir die weiteren Umsetzungen verwendet.

Gelbliches Ol
Ausbeute: 5.82 g,97%
R+~Wert: 0.14 (Ethylacetat/MeOH 3:1)

[e]}): +2.8 ° (c = 0.87, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.49 (s, 9 H), 2.08 (s, 3 H), 4.35 (dd, J; = 4.8 Hz, J, =9.4
Hz, 1 H), 4.42-4.57 (m, 2 H), 4.90 (bs, 1 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 20.7, 27.8 (3 C), 52.8, 64.4, 80.4, 155.4, 173.4, 176.5.
HRMS (FAB): ber. fiir C;oH;70sNNa: 270.0956 gem. 270.0962.

Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-O-acetyl-L-serin-allylester (85)

Zu einer Losung von 1.0 g (4.06 mmol) N-tert-Butyloxycarbonyl-O-acetyl-L-serin (84) in 15
ml DMF werden unter Riihren bei RT 1.32 g (4.06 mmol) Cisiumcarbonat zugegeben. Nach
15 min gibt man 0.70 ml (098 g, 8.12 mmol) Allylbromid zu und riihrt die
Reaktionsmischung nochmals 1 h. Die anorganischen Salze werden abfiltriert und das DMF
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 20 ml Et;O aufgenommen und
dreimal mit je 10 ml gesittigter NaHCOs3-Losung extrahiert. Die organische Phase wird tiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das

Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v).
Farbloses Ol

Ausbeute: 0.86 g, 74%
Re-Wert: 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1)
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[e]}): +15.1 ° (c = 0.80, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 1.44 (s, 9 H), 2.03 (s, 3 H), 4.31 (dd, J; = 3.5 Hz, J, = 11.1
Hz, 1 H), 4.44 (dd, J; = 3.9 Hz, J, = 11.3 Hz, 1 H), 4.55-4.61 (m, 1 H), 4.62-4.67 (m, 2 H),
5.21-5.35 (m, 2 H), 5.82-5.93 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 20.6, 28.2 (3 C), 52.9, 64.3, 66.3, 80.3, 118.9, 131.3,
155.1, 169.5, 170.4.

HRMS (FAB): ber. fiir C13H,,06N: 288.1449 gem. 288.1476.

Darstellung von O-Acetyl-L-serin-allylester (86)

Zu einer Losung von 150 mg (0.52 mmol) der Boc-geschiitzten Aminosdure 85 in 5 ml
CH,Cl, tropft man 5 ml Trifluoressigsdure zu und rithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird
dreimal mit je 5 ml Toluol koevaporiert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und der Riickstand 2 h im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird ohne

weitere Aufreinigung fiir die weiteren Umsetzungen verwendet.

Farbloses Ol

Ausbeute: 156 mg, quantitativ

Re-Wert: 0.02-0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1)

[e]}): +7.3 ° (¢ = 0.66, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 2.06 (s, 3 H), 4.49-4.54 (m, 1 H), 4.55-4.60 (m, 2 H), 4.79-
4.84 (m, 2 H), 5.40-5.48 (m, 2 H), 5.94-6.09 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 20.2, 52.6, 61.2, 67.7, 120.1, 130.3, 166.5, 170.7.

HRMS (FAB): ber. fiir CgH;404N: 188.0925 gem. 188.0862.

Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-L-valyl-L-threonyl-O-acetyl-L-serin-allylester
87)

Zu einer Losung von 158 mg (0.50 mmol) des Dipeptids 82, 150 mg (0.50 mmol) der
Aminosédure 86 und 92 mg (0.60 mmol) HOBt in 25 ml CH,Cl,/THF (5:1) gibt man bei 0 °C
0.11 ml (81 mg, 0.62 mmol) DIPEA, sowie 115 mg (0.60 mmol) EDC zu. Nachdem die
Losung iiber Nacht bei RT geriihrt hat, extrahiert man die Reaktionsmischung je dreimal mit

10 ml gesittigter NaHCOs3-, 0.5 N HCI- und gesittigter NaCl-Losung. Die organische Phase
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wird tiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert.

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 191 mg, 80%
Re-Wert: 0.48 (Ethylacetat)

[e]}): ~19.0 ° (¢ = 0.60, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.98 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.01 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.25
(d,J=6.5Hz, 3 H), 1.49 (s, 9 H), 2.07 (s, 3 H), 2.09-2.17 (m, 1 H), 3.94-3.99 (m, 1 H), 4.16-
4.23 (m, 1 H), 4.39-4.49 (m, 2 H), 4.67-4.67 (m, 2 H), 4.81-4.86 (m, 1 H), 5.26-5.30 (m, 1 H),
5.35-5.42 (m, 2 H), 5.93-6.04 (m, 1 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 18.9, 20.3, 21.0 (2 C), 29.1 (3 C), 32.0, 53.5, 60.1, 62.3,
64.8, 67.6, 68.8, 81.1, 114.0, 119.3, 133.5, 170.6, 172.6, 172.7, 175.1.

HRMS (FAB): ber. fiir Co;H3gN309: 488.2608, gem. 488.2601.

Darstellung von L-valyl-L-threonyl-O-acetyl-L-serin-allylester (88)

Zu einer Losung von 0.64 g (1.31 mmol) des Boc-geschiitzten Tripeptids 87 in 5 ml CH,Cl,
tropft man 5 ml Trifluoressigsdure zu und rithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal
mit je 5 ml Toluol koevaporiert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und der Riickstand 2 h im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird ohne

weitere Aufreinigung fiir die weiteren Umsetzungen verwendet.

Gelbliches Ol

Ausbeute: 657 mg, quantitativ

Re-Wert: 0.45-0.62 (CH,Clp/MeOH 4:1)

[e]}): +6.5 ° (c = 0.49, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 1.07 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.11 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.31
(d, J=6.5 Hz, 3 H), 2.07 (s, 3 H), 2.23-2.30 (m, 1 H), 3.79-3.85 (m, 1 H), 4.11-4.17 (m, 1 H),
4.40-4.48 (m, 1 H), 4.50 (d, J = 5.3 Hz, 1 H), 4.68-4.72 (m, 2 H), 4.82-4.86 (m, 1 H), 5.25-
5.31 (m, 1 H), 5.35-5.42 (m, 2 H), 5.94-6.04 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 18.8, 20.1, 21.0 (2 C), 32.1, 53.4, 60.1, 60.9, 62.3, 64.8,
68.8, 114.0, 119.3, 170.6, 172.6, 172.7, 175.1.

HRMS (FAB): ber. fiir C;7H30N307: 388.2086, gem. 388.2106.
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7.3 Versuche zu Kapitel 4.3

7.3.1 Versuche zu Kapitel 4.3.1

Darstellung von (2R,3R,4S,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-dimethyl-
octadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-acetyl-L-serin-allylester (89)

Zu einer Losung von 183 mg (0.39 mmol) der Sdure 43, 195 mg (0.39 mmol) des Tripeptids
88 und 73 mg (0.48 mmol) HOBt in 20 ml CH,Cl,/THF (1:1) gibt man bei 0 °C 85 ul (64 mg,
0.49 mmol) DIPEA sowie 92 mg (0.48 mmol) EDC zu. Nachdem die Losung iiber Nacht bei
RT geriihrt hat, extrahiert man die Reaktionsmischung je dreimal mit 10 ml gesittigter
NaHCOs-, 0.5 N HCI- und gesittigter NaCl-Losung. Die organische Phase wird iiber MgSOy4
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt

wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 183 mg, 57%

Re-Wert: 0.12 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): ~26.1° (c = 0.30, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.07 (s, 3 H), 0.09 (s, 3 H), 0.84-0.88 (m, 15 H), 0.92 (d, J =
6.9 Hz, 3 H), 0.97 (d, J = 6.7 Hz, 3 H), 1.06 (d, / = 7.0 Hz, 3 H), 1.14 (d, J = 6.5 Hz, 3 H),
1.22-1.27 (m, 22 H), 1.40-1.59 (m, 2 H), 1.66-1.72 (m, 1 H), 2.04 (s, 3 H), 2.20-2.30 (m, 1 H),
2.40-2.49 (m, 1 H), 3.75 (dd, J; =2.1 Hz, J, = 8.2 Hz, 1 H), 3.82-3.87 (m, 1 H), 4.26-4.33 (m,
1 H), 4.35-4.46 (m, 4 H), 4.62-4.66 (m, 2 H), 4.75-4.82 (m, 1 H), 5.22-5.26 (m, 1 H), 5.28-
5.35 (m, 1 H), 5.82-5.93 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCLs): & = -4.6, -3.5, 5.1, 13.8, 14.1, 17.6, 18.0, 18.3, 19.4, 20.7,
22.7,25.5,25.8 (3 C), 29.3,29.5,29.6 (4 C), 29.7 (2 C), 30.1, 31.9, 34.8, 36.6, 44.3, 52.0,
57.2,59.1,63.4, 66.5, 66.6, 77.1, 78.0, 119.1, 131.3, 168.7, 170.8 (2 C), 172.4, 176.4.

HRMS (FAB): ber. fiir C43Hg,N300Si: 828.5771, gem. 828.5783.

Darstellung von (2R,3R,4S,5R)-5-(tert-Butyl-dimethylsilyloxy)-3-hydroxy-2,4-dimethyl-
octadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-acetyl-L-serin (90)

Zu einer Losung von 100 mg (0.12 mmol) des Allylesters 89 und 0.11 ml (105 mg, 1.2 mmol)
Morpholin in 3.8 ml sauerstofffreiem THF gibt man bei RT 14 mg (12 umol) Tetrakis-
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(triphenylphosphin)-palladium(0). Nachdem die Reaktionsmischung 1 h bei RT geriihrt
wurde, werden 30 ml Ethylacetat zugegeben und mit gesittigter NaCl-Losung, die mit
KHSO4 auf pH = 3 eingestellt wird, gewaschen. Die wissrige Phase wird zweimal mit je 10
ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesittigter NaCl-
Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 5:1 — 4:1
v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 75 mg, 79%

Rs~Wert: 0.36 (CH,Cl,/MeOH 4:1 v/v)

[e]}): ~17.5° (c = 0.40, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): § = 0.01 (s, 3 H), 0.03 (s, 3 H), 0.79-0.85 (m, 15 H), 0.91 (d, J =
6.6 Hz, 3 H), 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.04 (d, / = 7.0 Hz, 3 H), 1.10 (d, / = 6.5 Hz, 3 H),
1.17-1.25 (m, 22 H), 1.40-1.50 (m, 2 H), 1.59-1.65 (m, 1 H), 1.93 (s, 3 H), 2.11-2.20 (m, 1 H),
2.50-2.56 (m, 1 H), 3.69 (dd, J; = 2.9 Hz, J, = 7.2 Hz, 1 H), 3.72-3.78 (m, 1 H), 4.15 (d, J =
6.5 Hz, 1 H), 4.21-4.33 (m, 3 H), 4.40-4.45 (m, 2 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = -4.4, -3.4, 5.0, 14.3 (2 C), 17.5, 18.1, 18.3, 19.5, 21.0,
22.8, 25.6, 26.0 (3 C), 29.5 (2 ©), 29.6 (4 ©), 29.8 (2 ©), 30.1, 32.0, 34.9, 36.4, 44.1, 51.9,
57.2,59.4,63.5,66.8,77.2,78.0, 168.7, 170.8 (2 C), 173.4, 177 4.

HRMS (FAB): ber. fiir C49H77N30;0NaSi: 810.5278, gem. 810.5234.

Darstellung von (2R,3R ,4S,5R)-3,5-dihydroxy-2,4-dimethyl-octadecanoyl-L-valyl-L-
threonyl-O-acetyl-L-serin (91)

Zu einer Losung von 35 mg (44 umol) der Verbindung 90 in 4 ml CH,Cl, tropft man 0.4 ml
Trifluoressigsdure zu und rithrt 20 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je 4 ml Toluol
koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und der
Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloses Ol

Ausbeute: 36 mg, quantitativ

Ri-Wert: 0.14 (CH,Cl,/MeOH 4:1)
[e]}): —4.6 ° (c = 0.26, Chloroform)
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'H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.94 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 0.98-
1.00 (m, 6 H), 1.12 (d, / = 7.0 Hz, 3 H), 1.18 (d, J = 6.4 Hz, 3 H), 1.26-1.34 (m, 22 H), 1.44-
1.49 (m, 2 H), 1.58-1.64 (m, 1 H), 2.00 (s, 3 H), 2.11-2.18 (m, 1 H), 2.68 (pquint, J = 7.0 Hz,
1 H), 3.66-3.72 (m, 1 H), 3.81 (dd, J; = 3.3 Hz, J; = 10.8 Hz, 1 H), 4.17-4.24 (m, 2 H), 4.32-
4.49 (m, 2 H), 4.32-4.99 (m, 3 H), 4.65-4.69 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl): § = 4.7, 13.9, 14.3, 18.9, 19.0, 20.4, 22.6, 25.3, 25.6, 29.2 (2
0),29.4(2C),29.6 (4C), 31.8,35.1,36.9, 37.6,43.9, 52.4, 58.4, 60.2, 63.5, 66.9, 76.1, 78.0,
171.2, 171.5, 172.2, 173.2, 177.7.

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 25.5 min/ [M-1]": 672.5.

HRMS (FAB): ber. fiir C34Hg3N300Na: 696.4410, gem. 696.4413.

7.3.2 Versuche zu Kapitel 4.3.4

Allgemeine  Arbeitsvorschrift zur  Ankniipfung (Beladung) von N-9-

Fluorenylmethoxycarbonyl-Aminoséiuren an die Festphase (AAV 1)

Zu einer Losung von 5 Aquivalenten N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Aminoséuren in DMF
werden 10 Aquivalente DIPEA zugegeben und fiir einige Minuten geschiittelt. AnschlieBend
gibt man dieses Gemisch zu in 2 ml DMF gequollenem Chlortrityl-Harz (1.30 g, Beladung:
1.60 mmol/g) und schiittelt fiir 3 Stunden. Das Polymer wird abfiltriert, dreimal mit je 5 ml
DMF, CH)Cl, sowie Ethylacetat/MeOH (1:1 v/v) gewaschen und im Hochvakuum

getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zum Capping der nicht umgesetzten Funktionalititen am

Chlortrityl-Harz (AAV 2)

Zur Blockade der verbleibenden nicht umgesetzten Funktionalititen wird das Harz mit einer
Losung von 4 ml DIPEA/MeOH (1:1 v/v) in 10 ml CH,Cl, fiir 30 min geschiittelt. Das
Polymer wird abfiltriert, dreimal mit je 5 ml DMF, CH,Cl, sowie Ethylacetat/MeOH (1:1

v/v) gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Belegungsgrades mittels UV-
Spektroskopie (AAV 3)

Eine definierte Menge Harz zwischen 5 und 10 mg wird mit 10 ml einer 20%igen Losung von
Piperidin in DMF versetzt und fiir 30 min geschiittelt. Man entnimmt 3 ml und bestimmt UV-
spektroskopisch die Absorption bei 301 nm. Die Konzentration und damit der Belegungsgrad

lassen sich mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Spaltung der N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
Schutzgruppe an der Festphase (AAV 4)

Das Harz wird zweimal mit je 5 ml einer 20 %igen Losung von Piperidin in DMF versetzt
und fiir 30 min geschiittelt. Das Polymer wird abfiltriert, dreimal mit je 5 ml DMF und

CH,Cl, gewaschen, sowie im Hochvakuum getrocknet.

Allgemeine  Arbeitsvorschrift zur  N-terminalen  Ankniipfung von  N-9-

Fluorenylmethoxycarbonyl-Aminoséiuren an die Festphase (AAV 5)

Zu einer Losung von 5 Aquivalenten der N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Aminosiuren, 7
Aquivalenten HOBt und 4.5 Aquivalenten HBTU in DMF werden 10 Aquivalente DIPEA
zugegeben und fiir einige Minuten geschiittelt. Anschlieend gibt man dieses Gemisch zu in
1 ml DMF gequollenem Polymer und schiittelt fiir 1 Stunde. Das Polymer wird abfiltriert,

dreimal mit je 5 ml DMF und CH,Cl, gewaschen, sowie im Hochvakuum getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zu N-terminalen Ankniipfung der Fettsiuren an die

Festphase (AAV 6)

Zu einer Losung von 2 bzw. 5 Aquivalenten der Fettsiure, 2.8 bzw. 7 Aquivalenten HOBt
und 1.8 bzw. 4.5 Aquivalenten HBTU in 0.5 bzw. 1 ml DMF werden 4 bzw. 10 Aquivalenten
DIPEA zugegeben und fiir einige Minuten geschiittelt. AnschlieBend gibt man dieses
Gemisch zu gequollenem Polymer und schiittelt fiir 3-4 Stunden. Das Polymer wird abfiltriert,

dreimal mit je 5 ml DMF und CH,Cl, gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der Derivate von der Festphase (AAV 7)

Nach Quellen des Harzes in 2 ml CH,Cl, fiir 5 min wird das Losungsmittel entfernt und mit 2
ml TFA/CH,Cl, (10:1 v/v) Losung versetzt. Nach Schiitteln fiir 15 min wird die Losung
abgesaugt und der Vorgang nochmals wiederholt. Das Polymer wird abfiltriert und fiinfmal
mit je 2 ml CH,Cl, gewaschen. Die Losung wird dreimal mit je 2 ml Toluol koevaporiert und
der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Sofern nicht anders angegeben erfolgt die
Reinigung mittels praparativer HPLC (Flussrate: 15 ml/min, CH3;CN/H>O/TFA: 10/90/0.1 (O
min), auf 30/70/0.1 (10 min), auf 40/70/0.1 (20-30 min), auf 60/40/0.1(40 min), auf 100/0/0.1
(41 min).

Darstellung von polymergebundenem Fluorenylmethoxycarbonyl-O-Benzyl-L-Serin (94)

GemiB AAV 1 werden 4.34 g (10.4 mol) Fluorenylmethoxycarbonyl-O-benzyl-L-Serin (92),
3.56 ml (2.68 g, 20.8 mmol) DIPEA und 1.30 g Chlortritylharz in 20 ml DMF umgesetzt.
Das anschlieBende Capping wird nach AAV 2 durchgefiihrt. Die Bestimmung der Beladung
gemill AVV 3 ergab einen Wert von 0.93 mmol/g.

Darstellung von polymergebundenem Fluorenylmethoxycarbonyl-L-Phenylalanin (95)

Gemil AAV 1 werden 4.03 g (10.4 mol) Fluorenylmethoxycarbonyl-L-Phenylalanin (93),
3.56 ml (2.68 g, 20.8 mmol) DIPEA und 1.30 g Chlortritylharz in 20 ml DMF umgesetzt.
Das anschlieBende Capping wird nach AAV 2 durchgefiihrt. Die Bestimmung der Beladung
gemill AVV 3 ergab einen Wert von 0.95 mmol/g.

(2R,3R ,4S,5R)-3,5-Dihydroxy-2,4-dimethyl-octadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-L-
phenylalanin (98)

GemiB AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-L-Phenylalanin (95) (30 mg, 0.95 mmol/g, 28
pmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert die
Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.14 mmol) gemd AAV 5 das polymergebundenen
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfiihrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Valin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhélt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid am
Harz. Die Ankniipfung der Fettsdure 43 (0.056 mmol) erfolgt gemidl AAV 5 und
anschlieende Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 98.
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Weiller Feststoff
Ausbeute: 14 mg, 74%

[e]}): +21.3° (¢ = 0.15, MeOH)
Smp: 170-173 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.88-0.98 (m, 12 H), 1.08 (d, J = 7.0, 3 H), 1.14 (d, J =
6.3, 3 H), 1.28-1.40 (m, 22 H), 1.41-1.55 (m, 2 H), 1.58-1.66 (m, 1 H), 2.01-2.08 (m, 1 H),
2.63 (pquint, J =7.2 Hz, 1 H), 3.04 (dd, J, =7.6 Hz, J, = 13.9 Hz, 1 H), 3.18 (dd, J; = 5.7 Hz,
J>»=13.7Hz, 1 H), 3.66-3.72 (m, 1 H), 3.80 (dd, J; = 3.5 Hz, J, = 8.0 Hz, 1 H), 4.05-4.15 (m,
1 H), 4.16-4.21 (m, 1 H), 4.32-4.35 (m, 1 H), 4.66-4.71 (m, 1 H), 7.18-7.29 (m, 5 H).
HPLC/MS: Siule/Gradient: a); tg: 27.0 min/ [M-1]": 690.7.

HRMS (FAB): ber. fiir C3gHeaN3Os: 690.4693, gem. 690.4705.

(2R,3R,4S5,5R)-3,5-Dihydroxy-2,4-dimethyl-octadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-benzyl-
L-serin (99)

Gemil AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert
die Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.14 mmol) gemd AAV 5 das polymergebundene
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfithrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Valin (0.14 mmol) und wiederum AAYV 4 erhélt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid am
Harz. Die Ankniipfung der Fettsidure 43 (0.056 mmol) gemid3 AAV 5 und die anschlieende
Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 99.

Farbloses Ol

Ausbeute: 15 mg, 74%

[e]}): -3.8 ° (c = 0.60, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 0.87-0.98 (m, 12 H), 1.08 (d, 3 H, J = 6.8 Hz), 1.19 (d, 3
H, J=6.3 Hz), 1.22-1.36 (m, 22 H), 1.44-1.52 (m, 2 H), 1.58-1.62 (m, 1 H), 2.06-2.14 (m, 1
H), 2.60-2.69 (m, 1 H), 3.66-3.76 (m, 2 H), 3.78-3.85 (m, 1 H), 3.87-3.94 (m, 1 H), 4.13-4.22
(m, 1 H), 4.24 (d, J =7.2 Hz, 1 H), 4.44-4.59 (m, 1 H), 4.61-4.68 (m, 1 H), 7.23-7.31 (m, 5
H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 5.0, 14.1, 14.7, 18.4, 19.1, 22.6, 25.4, 26.1, 29.3, 29.5 (3
0), 29.6 (2 C), 29.7, 30.8, 31.9, 35.0, 36.5, 36.9, 44.0, 50.4, 52.8, 59.0, 67.8, 69.2, 73.2, 78.4,
127.5,127.6 (2 C), 127.7, 127.8, 128.4, 137.3, 170.5, 172.5, 174.2, 176.8.
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HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 27.2 min/ [M-1]": 720.6.
HRMS (FAB)Z ber. fiir C39H68N309Z 7224956, gem. 722.4955.

(2R,3R 4S,5R)-3,5-Dihydroxy-2,4-dimethyl-octadecanoyl-L-tyrosyl-L-threonyl-O-benzyl-
L-serin (100)

GemiB AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert
die Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.14 mmol) gemd AAV 5 das polymergebundene
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfiihrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Tyrosin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhilt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid
am Harz. Die Ankniipfung der Fettsdure 43 (0.056 mmol) gemd AAV 5 und die
anschlieende Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 100.

Farbloses Ol

Ausbeute: 6 mg, 27%

[e]}): +3.1° (¢ =0.13, MeOH)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): 8 = 0.94 (t, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.07 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.22 (d,
J=6.5Hz,3H), 1.26 (d, J=7.2 Hz, 3 H), 1.31-1.39 (m, 22 H), 1.46-1.52 (m, 2 H), 1.57-1.64
(m, 1 H), 2.56 (pquint, / = 7.2 Hz, 1 H), 2.98 (dd, J; = 8.8 Hz, J, = 14.1 Hz, 1 H), 3.14 (dd, J;
=5.3Hz, /=139 Hz, 1 H), 3.66-3.71 (m, 1 H), 3.74-3.83 (m, 2 H), 3.95 (dd, J, =4.5 Hz, J»
=9.6 Hz, 2 H), 4.15-4.23 (m, 1 H), 4.46 (d, J=4.1 Hz, 1 H), 4.51-4.69 (m, 4 H), 6.72 (d, J =
8.6 Hz, 1 H), 7.10 (d, /= 8.4 Hz, 2 H), 7.26-7.39 (m, 5 H).

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 26.7 min/ [M-1]": 684.8.

HRMS (FAB): ber. fiir C43HgsN3010: 785.4826, gem. 785.4802.

(2R,3R,4S5,5R)-3,5-Dihydroxy-2,4-dimethyl-octadecanoyl-L-valyl-L-tyrosyl-O-benzyl-L-
serin (101)

GemiB AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert

die Ankniipfung von Fmoc-L-Tyrosin (0.14 mmol) gemi3 AAV 5 das polymergebundene
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfithrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-

Valin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhilt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid am
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Harz. Die Ankniipfung der Fettsidure 43 (0.056 mmol) gemi3 AAV 5 und die anschlieende
Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 101.

Weiller Feststoff

Ausbeute: 10 mg, 46%

[e]}): ~1.4° (c =0.29, MeOH)

Smp: 144-145 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): § = 0.88-1.00 (m, 9 H), 1.08 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.28 (d, J =
7.2 Hz, 3 H), 1.30-1.41 (m, 22 H), 1.45-1.58 (m, 2 H), 1.60-1.68 (m, 1 H), 1.98-2.08 (m, 1 H),
2.60 (pquint, J = 7.2 Hz, 1 H), 2.87 (dd, J, = 8.4 Hz, J, = 14.0 Hz, 1 H), 3.08 (dd, J; = 5.1 Hz,
J> =14.1 Hz, 1 H), 3.70-3.79 (m, 2 H), 3.82 (dd, J; = 3.3 Hz, J, = 7.6 Hz, 1 H), 3.87-3.94 (m,
1 H), 4.15-4.21 (m, 1 H), 4.52-4.66 (m, 3 H), 4.69-4.79 (m, 1 H), 6.70 (d, J = 8.4 Hz, 2 H),
7.10 (d, J=8.4 Hz, 2 H) 7.26-7.38 (m, 5 H).

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 27.6 min/ [M-1]": 782.7.

HRMS (FAB): ber. fiir C44HgoN3Oq: 783.5034, gem. 783.5172.

(2R,3R 4S,5R)-3,5-Dihydroxy-2,4-dimethyl-octadecanoyl-L-valyl-L-asparagyl-O-benzyl-
L-serin (102)

Gemill AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert
die Ankniipfung von Fmoc-L-Asparaginsdure (0.14 mmol) gemd AAV 5 das
polymergebundene Dipeptid. Durch nochmalige Durchfithrung der Arbeitszyklen AAV 4,
AAV 5 mit Fmoc-L-Valin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhilt man das N-terminal
entschiitzte Tripeptid am Harz. Die Ankniipfung der Fettsdure 43 (0.056 mmol) gemidfl AAV
5 und die anschlieBende Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte
Produkt 102.

Weiller Feststoff
Ausbeute: 10 mg, 49%

[e]}): —2.9°(c=0.17, MeOH)
Smp: 122-124 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.94 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 0.96-1.10 (m, 9 H), 1.13 (d, J =
7.0 Hz, 3 H), 1.28-1.39 (m, 22 H), 1.46-1.55 (m, 2 H), 1.62-1.69 (m, 1 H), 2.07-2.16 (m, 1
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H), 2.65 (pquint, J = 6.8 Hz, 1 H), 2.80 (dd, J; = 7.0 Hz, J, = 17.0 Hz, 1 H), 2.90 (dd, J, = 6.1
Hz, J, =17.0 Hz, 1 H), 3.69-3.76 (m, 1 H), 3.78 (dd, J; = 3.7 Hz, J, = 9.8 Hz, 1 H), 3.94 (dd,
J1=43Hz, J,=9.8 Hz, 1 H), 4.23 (d, J = 6.8 Hz, 1 H), 4.58-4.65 (m, 3 H), 4.84-4.93 (m, 1
H), 7.27-7.40 (m, 5 H).

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 27.0 min/ [M-1]: 734.5.

HRMS (FAB): ber. fiir C44HgoN3O09: 735.4670, gem. 735.4638.

Tetradecanoyl-L-tyrosyl-L-threonyl-O-benzyl-L-serin (103)

GemiB AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert
die Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.14 mmol) gemd AAV 5 das polymergebundene
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfiihrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Tyrosin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhilt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid
am Harz. Die Ankniipfung der Tetradecansdure (77) (0.14 mmol) gemidl AAV 5 und die
anschlieende Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 103.

Weiller Feststoff
Ausbeute: 14 mg, 75%

[e]}): +18.2° (¢ =0.11, MeOH)
Smp: 99-101 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.94 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.18 (d, J = 6.3 Hz, 3 H), 1.27-
1.40 (m, 20 H), 1.48-1.56 (m, 2 H), 2.13 (t, /= 7.3 Hz, 2 H), 2.82 (dd, J; = 9.8 Hz, J, = 14.1
Hz, 1 H), 3.13 (dd, J, = 5.0 Hz, J, = 14.3 Hz, 1 H), 3.80 (dd, J; = 3.3 Hz, J/, =9.5 Hz, 1 H),
397 (dd, J, =4.3 Hz, J, =9.8 Hz, 1 H), 4.19-4.25 (m, 1 H), 4.46 (d, J = 4.0 Hz, 1 H), 4.54-
4.64 (m, 2 H), 4.65-4.70 (m, 2 H), 6.72 (d, J = 8.5 Hz, 2 H), 7.10 (d, J = 8.5 Hz, 2 H), 7.27-
7.39 (m, 5 H).

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 26.0 min/ [M-1]": 668.6.

HRMS (FAB): ber. fiir C37Hs4N30g: 668.3910, gem. 668.3911.

Tetradecanoyl-L-valyl-L-tyrosyl-O-benzyl-L-serin (104)

Gemil AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,

28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert

die Ankniipfung von Fmoc-L-Tyrosin (0.14 mmol) gemidl AAV 5 das polymergebundene
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Dipeptid. Durch nochmalige Durchfiihrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Valin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhilt man das N-ferminal entschiitzte Tripeptid am
Harz. Die Ankniipfung der Tetradecansdure (77) (0.14 mmol) gemdl AAV 5 und die
anschlieende Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 104.
WeiBer Feststoff

Ausbeute: 11 mg, 58%

[e]}): ~12.0 ° (c = 0.04, MeOH)
Smp: 157-161 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.88 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.94 (d, J = 7.2 Hz, 1 H), 0.96
(t, J=7.0 Hz, 3 H), 1.29-1.39 (m, 20 H), 1.57-1.66 (m, 2 H), 1.96-2.05 (m, 1 H), 2.25 (t, J =
7.4 Hz, 2 H), 2.86 (dd, J, = 8.8 Hz, J, = 14.1 Hz, 1 H), 3.11 (dd, J; =5.1 Hz, J, = 14.1 Hz, 1
H),3.75(dd, J; =3.5Hz, J,=9.6 Hz, 1 H), 3.91 (dd, J1 =4.7 Hz, J, = 9.8 Hz, 1 H), 4.15-4.20
(m, 1 H), 4.51-4.60 (m, 2 H), 4.63-4.67 (m, 1 H), 4.70-4.76 (m, 1 H), 6.70 (d, J = 8.6 Hz, 2
H), 7.09 (d, J =8.4 Hz, 2 H), 7.29-7.39 (m, 5 H).

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 27.4 min/ [M-1]": 666.4.

HRMS (FAB): ber. fiir C33Hs¢N307: 666.4118, gem. 666.4182.

Tetradecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-benzyl-L-serin (105).

Gemill AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert
die Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.14 mmol) gemd AAV 5 das polymergebundene
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfithrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Valin (0.14 mmol) und wiederum AAV 4 erhilt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid am
Harz. Die Ankniipfung der Tetradecansdure (77) (0.14 mmol) gemil AAV 5 und die
anschlieBende Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert das gewiinschte Produkt 105.
Weiler Feststoff

Ausbeute: 12 mg, 71%

[e]}): —4.2° (c = 0.59, MeOH)

Smp: 184-185 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.98 (d, J = 6.8 Hz, 6 H), 1.23 (d,
J=6.3Hz, 3 H), 1.28-1.40 (m, 20 H), 1.60-1.69 (m, 2 H), 2.08-2.18 (m, 1 H), 2.30 (t, J = 7.2
Hz, 2 H), 3.78 (dd, J; = 3.3 Hz, J, = 9.5 Hz, 1 H), 3.95 (dd, J; = 4.3 Hz, J, = 9.8 Hz, 1 H),
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4.20-4.28 (m, 2 H), 4.49 (d, J = 3.8 Hz, 1 H), 4.52-4.62 (m, 2 H), 4.64-4.69 (m, 1 H), 7.27-
7.38 (m, 5 H).

HPLC/MS: Sdule/Gradient: a); tg: 27.1 min/ [M-1]": 604.4.

HRMS (FAB): ber. fiir C33Hs55N307: 604.3961, gem. 604.3994.

(2R,3R)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-benzyl-L-serin  (106)
und (25,35)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-benzyl-L-serin
(107)

Gemil AAV 4 wird polymergebundenes Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (30 mg, 0.95 mmol/g,
28 wmol) mit einer 20%igen Losung von Piperidin in DMF behandelt. AnschlieBend liefert
die Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.14 mmol) gemdl AAV 5 das polymergebundene
Dipeptid. Durch nochmalige Durchfithrung der Arbeitszyklen AAV 4, AAV 5 mit Fmoc-L-
Valin (0.14 mmol) und wiederum AAYV 4 erhélt man das N-terminal entschiitzte Tripeptid am
Harz. Die Ankniipfung der Fettsidure 76 (0.056 mmol) gemid3 AAV 5 und anschlieende die
Abspaltung vom Polymer nach AAV 7 liefert die gewiinschten Produkte 106 und 107.

(R,R)-Diastereomer 106: Weiller Feststoff

Ausbeute: 6 mg, 32%

[e]}): ~10.6 ° (¢ = 0.17, MeOH)

Smp: 183-185 °C
'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3 H), 0.90 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 0.93 (d,
J=69Hz,3H), 1.14(d, J=6.5Hz, 3 H), 1.19 (d, / = 7.0 Hz, 3 H), 1.21-1.31 (m, 22 H),
1.34-1.50 (m, 2 H), 2.10-2.20 (m, 1 H), 2.32-2.39 (m, 1 H), 3.52-3.54 (m, 1 H), 3.71 (dd, J, =
3.3 Hz, J, =9.6 Hz, 1 H), 3.91 (dd, J, = 3.7 Hz, J, = 9.8 Hz, 1 H), 4.20-4.28 (m, 2 H), 4.41-
4.49 (m, 1 H), 4.46-4.55 (m, 2 H), 4.64-4.69 (m, 1 H), 7.23-7.33 (m, 5 H).
HPLC/MS: Siule/Gradient: b); tg: 10.0 min/ [M+1]": 664.3.
HRMS (FAB): ber. fiir C36He;N3OgNa: 686.4359, gem. 686.4372.

(S,S)-Diastereomer 107: Weiller Feststoff
Ausbeute: 6 mg, 32 %

[e]}): +2.8 ° (c =0.13, MeOH)
Smp: 170-172 °C
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'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.83 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.90 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.96 (d,
J=6.8Hz,3H), 104 (d,J=69 Hz, 3 H), 1.11 (d, / = 6.5 Hz, 3 H), 1.17-1.30 (m, 22 H),
1.38-1.52 (m, 2 H), 2.12-2.40 (m, 2 H), 3.50-3.56 (m, 1 H), 3.79 (dd, J; = 3.5 Hz, J, = 10.0
Hz, 1 H), 3.87 (dd, J; = 5.9 Hz, J, = 10.2 Hz, 1 H), 4.20-4.31 (m, 2 H), 4.35-4.40 (m, 1 H),
4.46-4.55 (m, 2 H), 4.60-4.66 (m, 1 H), 6.82 (d, J =7.6 Hz, 1 H), 7.20-7.32 (m, 5 H), 7.57 (d,
J=84Hz,1H),7.72 (d, J =8.4 Hz, 1 H).

HPLC/MS: Siule/Gradient: b); tr: 10.4 min/ [M+1]": 664.3.

HRMS (FAB): ber. fiir C3sHg1N3OgNa: 686.4359, gem. 686.4343.

(2R,3R)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecanoyl-L-valyl-L-threonyl-O-benzyl-L-serin (106)

aus 109 (stereoselektiv)

Gemail oben geschilderter Arbeitsvorschrift wurde das Derivat 106 stereoselektiv ausgehend
von polymergebundenem Fmoc-O-Benzyl-L-Serin (94) (60 mg, 0.95 mmol/g, 56 umol) durch
Ankniipfung von Fmoc-L-Threonin (0.28 mmol), Fmoc-L-Valin (0.28 mmol) und der
Hydroxysdure 109 (0.11 mmol) erhalten.

Weiller Feststoff

Ausbeute: 28 mg, 75%

[e]}): ~11.2°(c =0.5, MeOH)
Smp: 182-183 °C

Weitere analytische Daten siehe oben.

Darstellung von (45)-(2R,3R)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecanoyl-4-isopropyl-oxazolidin-
on (108)

Zu einer Losung von 100 mg (0.54 mmol) des Oxazolidinons 36 in 1.0 ml CH,Cl, gibt man
bei 0 °C 0.11 ml (84 mg, 0.64 mmol) DIPEA und 0.64 ml (1 M Losung, 0.64 mmol) Di-n-
butylbortriflat. Nachdem die Losung fiir 2 h bei 0 °C geriihrt wurde, kiihlt man auf —78 °C ab.
In einem separaten Kolben gibt man zu einer Losung aus 1.08 ml (1 M Losung, 1.08 mmol)
Diethylaluminiumchlorid in 1.0 ml CH,ClI; bei =78 °C 115 mg (0.54 mmol) Tetradecanal (37)
in 1.0 ml CH,Cl; zu. Nach 5 min tropft man das zuvor generierte Boron-Enolat zu und spiilt
mit 1.0 ml CH,Cl, nach. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt, wobei man die
Losung auf —20 °C auftauen lidsst. Nachdem nochmals 2 h bei 0 °C geriihrt wurde, gibt man

eine Losung aus 10 ml MeOH/30%ige H,O,-Losung (5:1) zu und riihrt eine weitere Stunde.
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Anschlieend werden 10 ml H,O zugegeben und die beiden Phasen getrennt. Die wissrige
Phase wird dreimal mit je 20 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden je dreimal mit 20 ml gesittigter NaHCOs3-, NaCl-Losung extrahiert und tiber MgSOy4
getrocknet. Das gewiinschte Produkt 108 konnte nach Abtrennung eines weiteren
Diastereomers (syn) mittels Chromatographie an Kieselgel als isomerenreines Produkt
erhalten werden (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 — 5:1 v/v).

Verhiltnis der Diasteromere: 13:4.

Farbloses Ol
Ausbeute: 52 mg, 24%
R-Wert: 0.12 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

[e]}): +37.9 ° (¢ = 1.0, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 0.82-0.90 (m, 9 H), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.19-1.32 (m,
22 H), 1.39-1.55 (m, 2 H), 2.30-2.41 (m, 1 H), 2.50 (bs, 1 H), 3.59-3.65 (m, 1 H), 3.88 (pq, J
=6.9 Hz, 1 H), 4.15-4.26 (m, 2 H), 4.37-4.45 (m, 1 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCly): § = 14.2, 14.5, 14.7, 18.0, 22.8, 25.5, 28.4, 29.2, 29.4, 29.6 (2
), 29.7 (4 C), 32.0, 35.2, 43.0, 58.7, 63.2, 74.7, 153.9, 176.5.

HRMS (FAB): ber. fiir C23H45sINO4:398.3272 gem. 398.3289.

Darstellung von (2R,3R)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecansiure (109) aus (45)-(2R, 3R)-3-
Hydroxy-2-methyl-hexadecanoyl-4-isopropyl-oxazolidinon (108)

Zu einer Losung von 113 mg (0.28 mmol) des Oxazolidinons 108 in 5 ml THF/H,O (4:1)
werden bei 0 °C 0.19 ml (1.68 mmol) einer 30%igen H,O,-Losung und 24 mg (0.56 mmol)
LiOH*H,0 zugegeben. Man riihrt 3 h bei 0 °C und gibt dann 10 ml 1.5 N Na;SO3-Losung zu.
Nachdem man die Reaktionslosung mit 1 N HCI auf pH = 1-2 eingestellt hat, extrahiert man
die wissrige Phase dreimal mit je 10 ml CH,Cl,. AnschlieBend werden die vereinigten
organischen Phasen liber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 — CH,Clo/MeOH 10:1 v/v).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 37 mg, 46%
Rq-Wert: 0.30 (CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v)
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[e]}): +3.3° (c =0.58, Chloroform)

Smp: 46-47 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.20-1.38 (m, 25 H), 1.42-1.51 (m,
2 H), 2.55 (pq, J = 7.0 Hz, 1 H), 3.64-3.71 (m, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): 8 = 14.3, 14.4, 22.8, 25.6, 29.5, 29.7 (3 C), 29.8, 29.9 (2 C),
32.0,34.7,45.2,58.7,73.3, 180.7.

HRMS (FAB): ber. fiir C;7H3403Na: 309.2406, gem. 309.2390.

7.4 Versuche zu Kapitel 4.5

7.4.1 Versuche zu Kapitel 4.5.3

Darstellung von 2-Methyl-3-oxy-(fluorenylmethoxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl)-hexa-

decansiure-S-tert-butylthioester (Diastereomerengemisch) (139)

Zu einer Losung von 1.16 g (2.79 mmol) Fluorenylmethoxycarbonyl-O-benzyl-L-Serin (94)
und 1.0 g (2.79 mmol) des Thioesters (75) in 40 ml CH,Cl, gibt man bei 0 °C 0.48 ml (0.38 g,
3.07 mmol) DIC und 34 mg (0.28 mmol) DMAP zu. Nachdem iiber Nacht bei RT geriihrt
wurde, werden 100 ml Et,O zugegeben und jeweils dreimal mit je 20 ml 1 N HCl-, gesittigter
NaHCOs- und NaCl-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 20:1 — 10 :1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 1.73 g, 82% (Diastereomerengemisch)

Re-Wert: 0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 v/v)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 0.88 (t,, J, = 7.0 Hz, 3 H), 0.89 (ty, J, = 7.2 Hz, 3 H) 1.09
(da, Jo=7.2Hz,3 H), 1.13 (dy, J, = 7.0 Hz, 3 H), 1.16-1.34 (m, 22 H), 1.43 (s,, 9 H), 1.45 (s,
9 H), 1.55-1.63 (m, 2 H), 2.83-2.91 (m, 1 H), 3.75 (dd, J; = 3.1 Hz, J> = 9.4 Hz, 1 H), 3.92-
3.98 (m, 1 H), 4.21-4.27 (m, 1 H), 4.30-4.41 (m, 1 H), 4.49-4.53 (m, 3 H), 5.15-5.22 (m, 1 H),
5.70 (bd, J=8.4 Hz, 1 H), 5.73 (bd, J = 8.4 Hz, 1 H), 7.26-7.36 (m, 7 H), 7.38-7.44 (m, 2 H),
7.59-7.65 (m, 2 H), 7.76 (d, J = 7.4 Hz, 2 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 12.8, 14.2, 22.8, 25.3, 29.4, 29.5, 29.7 (2 C), 29.8 (6 C),
30.6, 30.9, 32.0, 47.2, 48.2, 51.7, 54.6, 67.2, 70.1, 73.3, 76.3, 119.8, 125.0, 126.9, 127.3,
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127.5 2 C), 127.6 (2 C), 127.7 (2 C), 128.2, 128.3, 128.8, 137.3, 141.1 (2 C), 143.6, 143.8,
155.7, 170.8, 200.6.
HRMS (FAB): ber. fiir C46Hs4O6NS: 758.4456, gem. 758.4441.

Darstellung von  (25,35)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl)-hexadecansiure-S-tert-
butylthioester (140) und (2R,3R)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl)-hexadecansiure-S-
tert-butylthioester (141)

Zu einer Losung des Esters (139) in 35 ml CH,Cl, gibt man bei RT tropfenweise 8.75 ml
Diethylamin zu. Nachdem man 3.5 h gerithrt hat wird dreimal mit je 30 ml Toluol
koevaporiert und anschlieBend das Losungsmittel vollstindig unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat
10:1 — 2:1 v/v).

(§,S)-Diastereomer 140: Gelbliches Ol

Ausbeute: 519 mg, 42.5%

Re-Wert: 0.31 (Cylohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): +19.2 ° (c = 0.13, Chloroform)
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.88 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.10 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.19-
1.32 (m, 22 H), 1.44 (s, 9 H), 1.50-1.63 (m, 2 H), 2.85 (pquint, J = 7.0 Hz, 1 H), 3.64-3.67 (m,
1 H), 3.72-3.76 (m, 2 H), 4.50-4.55 (m, 2 H), 5.11-5.17 (m, 1 H), 7.22-7.35 (m, 5 H).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 13.3, 14.2, 22.8, 25.0, 29.4, 29.5 (2 C), 29.6, 29.7 (3 C),
29.8 (4 ©), 30.9, 32.0, 48.1, 51.6, 55.1, 72.0, 73.3, 75.5, 127.5 (3 C), 128.2 (2 C), 137.6,
172.5, 200.6.
HRMS (FAB): ber. fiir C3;HssO4NS: 536.3775, gem. 536.3766.

(R,R)-Diasterecomer 141:  Gelbliches Ol
Ausbeute: 510 mg, 41.7%
Re-Wert: 0.25 (Cylohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): —18.2 ° (¢ = 1.29, Chloroform)
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.11 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.16-
1.32 (m, 22 H), 1.43 (s, 9 H), 1.47-1.65 (m, 2 H), 2.83 (pquint, J = 7.2 Hz, 1 H), 3.58-3.62 (m,
1 H), 3.72 (dd, J; = 3.5 Hz, J, = 9.0 Hz, 1 H), 3.77 (dd, J; = 4.7 Hz, J, = 9.0 Hz, 1 H), 4.50-
4.55 (m, 2 H), 5.11-5.17 (m, 1 H), 7.22-7.34 (m, 5 H).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCly): § = 13.5, 14.2, 22.8, 25.0, 29.4, 29.5 (2 C), 29.7 (4 C), 29.8
4 C), 31.0, 31.9, 48.1, 51.8, 54.9, 71.8, 73.3, 75.6, 127.4, 127.5, 128.2 (3 C), 137.6, 172.5,
200.8.

HRMS (FAB): ber. fiir C3;Hs4O4NS: 536.3775, gem. 536.3782.

Darstellung von (2R,3R)-3-Hydroxy-2-methyl-hexadecansidure (109) aus (2R,3R)-2-
Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl)-hexadecansiure-S-tert-butylthioester (141)

Zu einer Losung von 50 mg (93 umol) des Esters 141 in 1.5 ml Dioxan gibt man bei RT 1 N
NaOH-Losung (186 pl, 186 umol) und riihrt iber Nacht. Die Reaktionsmischung wird in 10
ml H,O gegeben, mit wissriger HCIl-Losung ein pH-Wert von 2 eingestellt und dreimal mit je
10 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 10 ml
gesittigter NaCl-Losung gewaschen, iber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 — CH,Clp/MeOH 10:1 v/v).

Weiler Feststoff

Ausbeute: 14 mg, 53%

Re-Wert: 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)
Smp: 45-47 °C

[e]3): +4.0 ° (c = 0.70, Chloroform)

Die spektroskopischen Daten (siehe Kap. 7.3.2 Seite 109; 109 aus 108) stimmen iiberein.

Darstellung von (2S,35)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure-S-fert-butylthioester (142)

Zu einer Losung von 308 mg (0.97 mmol) des Dipeptids (82), 519 mg (0.97 mmol) des
Thioesters 140 und 178 mg (1.16 mmol) HOBt in 35 ml CH,Cl,/DMF (10:1) gibt man bei 0
°C 0.21 ml (156 mg, 1.21 mmol) DIPEA, sowie 0.18 ml (147 mg, 1.16 mmol) DIC zu.
Nachdem die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt hat, extrahiert man die Reaktionsmischung je
dreimal mit 15 ml gesittigter NaHCOs-, 0.5 N HCI- und gesittigter NaCl-Losung. Die
organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch  gereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v).
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Gelbes Ol
Ausbeute: 570 mg, 70%
Re-Wert: 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 v/v)

[e]}): ~10.0 ° (¢ = 0.55, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 0.91 (d,
J=6.6Hz, 3 H), 1.05(d, J=7.0Hz, 3 H), 1.17 (d, J = 6.5 Hz, 3 H), 1.19-1.30 (m, 22 H),
1.42 (s, 9 H), 1.43 (s, 9 H), 1.51-1.60 (m, 2 H), 2.05-2.17 (m, 1 H), 2.78-2.86 (m, 1 H), 3.65
(dd, J; =33 Hz, J,=9.4Hz, 1 H), 391 (dd, J; =3.7 Hz, J, =9.4 Hz, 1 H), 3.92-3.99 (m, 1
H),4.34 (dq, J; =2.7Hz, J,=6.5 Hz, 1 H), 4.45 (dd, J; =2.5 Hz, J,=7.8 Hz, 1 H), 4.47-4.51
(m, 2 H), 4.67-4.72 (m, 1 H), 5.01 (bd, J = 7.6 Hz, 1H), 5.10-5.15 (m, 1 H), 6.80 (bd, J = 7.8
Hz, 1H), 7.18 (bd, J = 8.4 Hz, 1H), 7.24-7.35 (m, 5 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 12.8, 14.2, 17.8, 18.0, 19.3, 22.7, 25.2, 28.3 (3 C), 29.4
(5 ©), 29.7 (3 ©), 29.8 (3 C), 30.6, 31.0, 32.0, 48.1, 51.4, 52.8, 57.0, 59.9, 66.8, 69.5, 73.2,
76.2,79.7,127.3,127.5,127.6, 128.2 (2 C), 137.1, 155.6, 169.0, 170.0, 172.1, 200.3.

HRMS (FAB): ber. fiir C45sH73809N3S: 836.5461, gem. 836.5474.

Darstellung von (2S,35)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure (148)

Zu einer Losung von 10 mg (12 wmol) des Thioesters 142 in 0.1 ml THF/H,O (4:1) gibt man
bei RT 3 mg (17 wmol) N-Bromsuccinimid. Nach 3 h werden nochmals 3 mg (17 pumol) N-
Bromsuccinimid zugegeben und fiir weitere 5 h bei RT geriihrt. AnschlieBend gibt man 2 ml
0.2 M NayS,03-Losung zu und extrahiert viermal mit je 3 ml Ethylacetat. Die vereinigten
organischen Phasen werden dreimal mit je 3 ml gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber
MgSO, getrocknet. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt wurde,
wird der Riickstand sdulenchromatographisch aufgereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v
— CH,CL,/MeOH 10:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 6.5 mg, 70%
Re-Wert: 0.41 (CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v)

[e]}): ~11.9 ° (¢ = 0.43, Chloroform)
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 0.84-0.96 (m, 9 H), 1.11 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.16-1.32 (m,
25 H), 1.42 (s, 9 H), 1.49-1.68 (m, 2 H), 2.04-2.16 (m, 1 H), 2.62-2.71 (m, 1 H), 3.59 (m, 1
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H), 3.90 (dd, J; =2.9 Hz, J, =9.2 Hz, 1 H), 4.02-4.12 (m, 1 H), 4.26-4.37 (m, 1 H), 4.48-4.51
(m, 2 H), 4.52-4.59 (m, 1 H), 4.65-4.73 (m, 1 H), 5.06-5.16 (m, 1H), 5.35 (bd, J = 8.2 Hz,
1H), 7.21-7.32 (m, 5 H), 7.39 (bs, 1H), 9.55 (bs, 1H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 13.4, 14.2, 17.9, 18.3, 19.3, 22.7, 25.4, 28.3 (3 C), 29.4
(5 0),29.7(3C),30.9,31.6,31.9,43.2,52.9,57.2,59.9, 67.0, 69.5, 73.1,75.9, 79.7, 127.5 (3
0), 128.2 (2 C), 137.1, 155.7, 169.2, 170.3, 172.6, 178.6.

HRMS (FAB): ber. fiir C4;HoO;9N3Na: 786.4883, gem. 786.4892.

Darstellung von (25,35)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valin)-hexa-

decansiure (149)

Zu einer Losung von 335 mg (0.44 mmol) der Sédure 148 in 8 ml CH,Cl, tropft man 8 ml
Trifluoressigsdure zu und rithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je 8 ml Toluol
koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und der

Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloses Ol

Ausbeute: 342 mg, quantitativ
[e]}): —5.5° (c = 0.28, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.06
(d, J=7.0 Hz, 3 H), 1.28-1.39 (m, 28 H), 1.61-1.69 (m, 2 H), 2.20-2.29 (m, 1 H), 2.74-2.82
(m, 1 H), 3.76 (dd, J; =3.5 Hz, J, =9.6 Hz, 1 H), 3.88 (d, J=5.7 Hz, 1 H), 3.96 (dd, J; =4.1
Hz, J; =9.6 Hz, 1 H), 4.18-4.24 (m, 1 H), 4.53-4.61 (m, 3 H), 4.70-4.75 (m, 1 H), 5.19-5.25
(m, 1H), 7.25-7.38 (m, 5 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 13.5, 14.1, 17.8, 18.1, 18.9, 22.7, 24.6, 29.3 (2 C), 29.5
4 C), 29.6, 29.7, 30.2, 31.2, 31.9, 43.2, 49.2, 53.6, 58.8, 68.1, 69.3, 73.2, 76.7, 127.4 (2 C),
127.6, 128.1 (2 C), 136.9, 161.4, 169.1, 170.0, 179.3.

HRMS (FAB): ber. fiir C36Hs,OsN3: 664.4539, gem. 664.4558.
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Darstellung von Zyklo-(25,35)-2-methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valyl)-

hexadecansiaureamid (130)

Methode 1

Zu einer Losung von 27 mg (52 pumol) PyBOP und 18 ul (13.3 mg, 0.10 mmol) DIEPA in 20
ml CH,Cl,/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h tropfenweise eine Losung aus 20 mg (26
pmol) der Sdure 149 in 2 ml CH,Cl, zu. Nachdem die Reaktionslosung iiber Nacht geriihrt
wurde, wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck vollstindig entfernt und der
Riickstand mittels préaparativer HPLC gereinigt (Flussrate: 25 ml/min, CH3;CN/H,O/TFA:
20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1 (11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 1.9 mg, 11%

Analytische Daten siehe unten!

Methode 2

Zu einer Losung von 26.8 mg (52 pumol) PyAOP, 3.5 mg (52 umol) HOAt und 18 ul (13.3
mg, 0.1 mmol) DIEPA in 20 ml CH,Cl,/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h tropfenweise
eine Losung aus 20 mg (26 umol) der Sédure 149 in 2 ml CH;Cl, zu. Nachdem die
Reaktionslosung iiber Nacht geriihrt wurde, wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck vollstindig entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt (Flussrate:
25 ml/min, CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1
(11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 2.7 mg, 16%.

Analytische Daten siehe unten!

Methode 3

Zu einer Losung von 39 mg (0.10 mmol) HBTU und 18 ul (13.3 mg, 0.10 mmol) DIEPA in
40 ml CH,Cl/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h tropfenweise eine Losung aus 40 mg (52
pmol) der Sdure 149 und 18 pl (13.3 mg, 0.10 mmol) DIPEA in 4 ml CH,Cl, zu. Nachdem
die Reaktionslosung iiber Nacht geriihrt wurde, wird das Losungsmittel unter vermindertem

Druck vollstindig entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt (Flussrate:
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25 ml/min, CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1
(11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 14.2 mg, 42%

Analytische Daten siehe unten!

Methode 4

Zu einer Losung von 7.8 mg (31 wmol) 2-Chloro-N-methyl-pyridiniumiodid und 6.7 pl (4.9
mg, 48.3 mmol) Triethylamin in 20 ml CH,Cl,/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h
tropfenweise eine Losung aus 20 mg (26 pmol) der Sdure 149 und 11.2 pl (3.1 mg, 80 wmol)
Triethylamin in 2 ml CH,Cl, zu. Nachdem die Reaktionslosung iiber Nacht geriihrt wurde,
extrahiert man dreimal mit je 5 ml H,O, trocknet die organische Phase tiber MgSO, und
entfernt das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Der Riickstand wird mittels
praparativer HPLC gereinigt (Flussrate: 25 ml/min, CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min),
auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1 (11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 2 mg, 12%
Re-Wert: 0.44 (CH,Cl,/MeOH 10:1)

HPLC: tr: 7.1 min
[e]}): —47.8 ° (¢ = 0.12, Chloroform)
Smp: 171-174 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D/10 % CDCl3): 8 = 0.92 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.05 (d, J = 6.8 Hz,
3H),1.10(d, J=6.7Hz,3 H), 1.20 (d, /=7.0 Hz, 3 H), 1.21-1.40 (m, 25 H), 1.56-1.65 (m, 1
H), 1.91-1.99 (m, 1 H), 2.00-2.09 (m, 1 H), 2.77-2.87 (m, 1 H), 3.72 (dd, J; =5.5 Hz, J, = 9.6
Hz, 1 H), 3.85 (dd, J; = 3.9 Hz, J, = 9.6 Hz, 1 H), 3.94-3.99 (m, 1 H), 4.28-4.34 (m, 2 H),
4.54-4.62 (m, 3 H), 4.95-5.01 (m, 1 H), 7.28-7.38 (m, 5 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 14.3, 15.4, 19.4, 20.2, 20.4, 22.8, 24.1, 29.5 (2 C), 29.8
(2C),299 4 O), 30.2, 31.2, 32.0, 44.1, 53.7, 61.3, 63.8, 65.8, 69.5, 73.2, 76.1, 127.3, 127.5
(20), 128.2(2C), 137.2,168.0, 171.0, 174.2, 175.8.

HRMS (FAB): ber. fiir C3Hs9O7N3Na: 668.4253, gem. 668.4296.
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Darstellung von (2R,3R)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure-S-tert-butylthioester (157)

Zu einer Losung von 282 mg (0.88 mmol) des Dipeptids 82, 475 mg (0.88 mmol) des
Thioesters 141 und 163 mg (1.06 mmol) HOBt in 28 ml CH,Cl,/DMF (10:1) gibt man bei
0 °C 0.19 ml (143 mg, 1.10 mmol) DIPEA sowie 0.17 ml (134 mg, 1.06 mmol) DIC zu.
Nachdem die Losung tiber Nacht bei RT geriihrt hat, extrahiert man die Reaktionsmischung je
dreimal mit 15 ml gesittigter NaHCOs-, 0.5 N HCI- und gesittigter NaCl-Losung. Die
organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch  gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 559 mg, 76%
Re-Wert: 0.20 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v)

[e]}): —25.0 ° (c = 1.24, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.82-0.89 (m, 9 H), 1.08 (d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.12-1.28 (m,
25 H), 1.38 (s, 9 H), 1.39 (s, 9 H), 1.45-1.58 (m, 2 H), 2.00-2.12 (m, 1 H), 2.82 (pquint, J =
6.8 Hz, 1 H), 3.61 (dd, J; =3.3 Hz, J;=9.2 Hz, 1 H), 3.89 (dd, J; =3.1 Hz, J; =9.2 Hz, 1 H),
4.02-4.09 (m, 1 H), 4.21-4.28 (m, 1 H), 4.42-4.46 (m, 2 H), 4.55 (dd, J; =2.9 Hz, J, = 7.8 Hz,
1 H), 4.69-4.74 (m, 1 H), 5.08-5.16 (m, 1 H), 5.46 (bd, J = 8.8 Hz, 1H), 7.18-7.29 (m, 6 H),
7.56 (bd, J = 8.0 Hz, 1H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 12.8, 14.1, 17.9 (2 C), 19.3, 22.7, 24.8, 28.3 (3 C), 29.4,
29.5 (2 C), 29.6 (5 C), 29.7 (3 C), 30.6, 31.0, 31.9, 48.0, 51.4, 52.6, 57.1, 59.7, 66.9, 69.57,
73.2,76.2,79.5,127.2,127.3 ,127.4, 128.2 (2 C), 137.1, 155.6, 168.8, 169.8, 172.1, 200.4.
HRMS (FAB): ber. fiir C45sH7709N3SNa: 858.5281, gem. 858.5259.

Darstellung von (2R,3R)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure (158)

Zu einer Losung von 559 mg (0.66 mmol) des Thioesters 157 in 5.5 ml THF/H,O (4:1) gibt
man bei RT 178 mg (1.0 mmol) N-Bromsuccinimid. Nach 3 h werden nochmals 178 mg (1.0
mmol) N-Bromsuccinimid zugegeben und fiir weitere 5 h bei RT geriihrt. Anschlieend gibt
man 20 ml 0.2 M Na,S,03-Losung zu und extrahiert viermal mit je 20 ml Ethylacetat. Die

vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 20 ml gesittigter NaCl-Losung
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gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt wurde, wird der Riickstand sdulenchromatographisch  aufgereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v — CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 353 mg, 70%
Re-Wert: 0.33 (CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v)

[e]}): —17.7 ° (¢ = 0.13, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.82-0.91 (m, 9 H), 1.09-1.28 (m, 28 H), 1.39 (s, 9 H), 1.45-
1.65 (m, 2 H), 1.98-2.08 (m, 1 H), 2.68 (pquint, J = 7.0 Hz, 1 H), 3.60 (dd, J; = 3.33 Hz, J, =
9.2 Hz, 1 H), 3.84 (dd, J; = 3.1 Hz, J, =9.2 Hz, 1 H), 4.04-4.12 (m, 1 H), 4.22-4.28 (m, 1 H),
4.40-4.44 (m, 2 H), 4.59-4.70 (m, 2 H), 5.09-5.17 (m, 1 H), 5.67 (bd, J = 8.0 Hz, 1 H), 7.18-
7.29 (m, 5 H), 7.68 (bs, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 13.4, 14.1, 17.9, 18.2, 19.3, 22.6, 24.8, 28.3 (3 C), 29.3,
29.5 (5§ ©), 29.6 (2 C), 31.0, 31.2, 31.9, 43.6, 52.8, 57.1, 59.8, 67.2, 69.2, 73.1, 76.4, 79.5,
127.2,127.4 (2 C), 128.1 (2 C), 137.0, 155.7, 168.9, 170.5, 172.7, 178.7.

HRMS (FAB): ber. fiir C4;HgoO;oN3Na: 786.4883, gem. 786.4864.

Darstellung von (2R,3R)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valin)-hexa-

decansiure (159)

Zu einer Losung von 353 mg (0.46 mmol) der Sédure 158 in 8 ml CH,Cl, tropft man 8 ml
Trifluoressigsdure zu und riithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je 8 ml Toluol
koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und der

Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Gelbliches Ol

Ausbeute: 358 mg, quantitativ

[e]}): —4.7° (¢ = 1.63, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.92 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.95-1.04 (m, 6 H), 1.15-1.39 (m,
28 H), 1.48-1.60 (m, 1 H), 1.61-1.74 (m, 1 H), 2.16-2.29 (m, 1 H), 2.65-2.77 (m, 1 H), 3.65-
3.75 (m, 1 H), 3.91-3.98 (m, 1 H), 4.10-4.21 (m, 2 H), 4.45-4.54 (m, 2 H), 4.57-4.63 (m, 1 H),
4.66-4.80 (m, 1 H), 5.11-5.22 (m, 1 H), 7.23-7.37 (m, 6 H), 7.84-8.10 (bs, 3 H).

119



7. Experimenteller Teil

PC-NMR (100.6 MHz, CDCly): § = 14.0, 14.2, 17.3, 18.1, 18.5, 22.8, 24.4, 29.4 (2 C), 29.5
(5 C),29.7,304, 31.4, 32.0,43.4, 53.2 (2 C), 58.9, 68.3, 68.8, 73.4, 76.7, 127.4 (2 C), 127.7,
128.0, 128.2, 136.9, 161.4, 169.0, 170.4, 178.9.

HRMS (FAB): ber. fiir C36Hs2OgN3: 664.4539, gem. 664.4540.

Darstellung von Zyklo-(2R,3R)-2-methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valy)-

hexadecansidureamid (131)

Zu einer Losung von 39 mg (0.10 mmol) HBTU und 18 pl (13.3 mg, 0.1 mmol) DIEPA in 40
ml CH,Cl,/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h tropfenweise eine Losung aus 40 mg (52
pmol) der Sdure 159 und 18 pl (13.3 mg, 0.1 mmol) DIPEA in 4 ml CH,Cl, zu. Nachdem die
Reaktionslosung iiber Nacht gerithrt wurde, wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck vollstindig entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt (Flussrate:
25 ml/min, CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1
(11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 6.3 mg, 19%.
R~Wert: 0.53 (CH,Cl1,/MeOH 10:1)

HPLC: tr: 7.2 min
[e]}): —65.1 ° (c = 0.41, Chloroform)
Smp: 149-151 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.00 (d, J = 6.5 Hz, 3 H), 1.07 (d,
J=65Hz, 3H), 118 (d, J=7.0 Hz, 3 H), 1.20 (d, J/ = 6.3 Hz, 3 H), 1.26-1.40 (m, 22 H),
1.60-1.74 (m, 1 H), 1.75-1.85 (m, 1 H), 2.00-2.10 (m, 1 H), 2.71-2.78 (m, 1 H), 3.88 (dd, J; =
3.1 Hz, J, =9.2 Hz, 1 H), 3.96-4.02 (m, 1 H), 4.20-4.25 (m, 1 H), 4.38-4.47 (m, 1 H), 4.53-
4.62 (m, 3 H), 4.65-4.71 (m, 1 H), 4.91-5.02 (m, 1 H), 7.29-7.42 (m, 5 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 14.3, 15.7, 18.8, 19.7, 20.5, 22.8, 24.8, 27.9, 29.5 (2 C),
29.8 (6 ©), 32.0, 32.5, 43.0, 53.8, 63.6, 66.0, 68.5, 69.7, 73.4,77.2, 127.7, 127.9 (2 C), 128.0,
128.3,137.2,168.7, 170.1, 172.7, 173.1.

HRMS (FAB): ber. fiir C3Hs9O7N3Na: 668.4253, gem. 668.4296.
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Darstellung von Zyklo-(2R,3R)-2-methyl-3-oxy-(L-seryl-L-threonyl-L-valyl)-hexadecan-

saureamid (160)

Zu einer Suspension von 2 mg des Palladiumkatalysators auf Kohle (10 % Pd) in 1 ml MeOH
gibt man bei 0 °C das Derivat 131 (6 mg, 9.3 umol), das zuvor in 0.5 ml MeOH gelost
wurde, zu. Man riihrt 7 Tage unter H,-Atmosphire und filtriert anschlieBend das
Reaktionsgemisch iiber Celite ab. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt
und der Riickstand mittels priaparativer HPLC gereinigt (Flussrate: 25 ml/min,
CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1 (11-17 min),
auf 100/0/0.1).

Weiler Feststoff

Ausbeute: 3 mg, 58%

Re-Wert: 0.27 (CH,Cl,/MeOH 10:1)

HPLC: tr: 6.3 min

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): 8 = 0.84 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.96 (d, J = 6.5 Hz, 3 H), 1.04 (d,
J=6.5Hz, 3 H), 1.18-1.30 (m, 28 H), 1.46-1.60 (m, 1 H), 1.72-1.84 (m, 1 H), 2.04-2.18 (m, 1
H), 2.70-2.78 (m, 1 H), 3.72-3.79 (m, 1 H), 3.84-3.92 (m, 1 H), 3.98-4.03 (m, 1 H), 4.36-4.46
(m, 2 H), 4.50-4.59 (m, 1 H), 4.79-4.84 (m, 1H).

HRMS (FAB): ber. fiir Cy90Hs307N3Na: 578.3784, gem. 578.3766.

Darstellung von (25,3R)-3-Hydroxy-2-methylhexadecansiure (161)

Zu einer Losung von 0.5 g (1.26 mmol) des Oxazolidinons 38 in 8 ml THF/H,O (4:1) werden
bei 0 °C 0.57 ml (5.03 mmol) einer 30%igen H,O,-Losung und 105 mg (2.52 mmol)
LiOH*H,0 zugegeben. Man riihrt 1.5 h bei 0 °C und gibt dann 10 ml 1.5 N Na,SOs-Losung
zu. Nachdem man die Reaktionslosung mit 1 N HCI auf pH = 1-2 eingestellt hat, extrahiert
man die wissrige Phase dreimal mit je 10 ml CH,Cl,. AnschlieBend werden die vereinigten
organischen Phasen liber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt
(CH,Cl»/MeOH 20:1 v/v).

Weiler Feststoff

Ausbeute: 215 mg, 60%

Rq-Wert: 0.12 (CH,Cl,/MeOH 20:1 v/v)

[alp™: +7.6 ° (c = 1.48, Chloroform)
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Smp: 69 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.85 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.17 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.20-
1.34 (m, 22 H), 1.39-1.53 (m, 2 H), 2.51-2.59 (m, 1 H), 3.91-3.99 (m, 1 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 10.5, 14.2, 22.8, 25.9, 29.6, 29.7 (5 C), 29.8 (2 C), 32.0,
33.7,44.2,71.8, 181.1.

HRMS (FAB): ber. fiir C;7H3303: 285.2428, gem. 285.2404.

Darstellung von (2S,3R)-3-Hydroxy-2-methylhexadecansiure-S-benzylthioester (167)

Zu einer Losung von 378 mg (1.32 mmol) der Sdure 161 und 243 mg (1.58 mmol) HOBt in
20 ml CH,Cl,/DMF (10:1) gibt man bei 0 °C 282 ul (213 mg, 1.65 mmol) DIPEA sowie 245
ul (200 mg, 1.58 mmol) DIC zu. Nach 10 min werden 156 ul (164 mg, 1.32 mmol)
Benzylmercaptan (166) zugegeben und dann iiber Nacht bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird je dreimal mit 10 ml 0.5 N HCl-, gesittigter NaHCOs3-, und NaCl-
Losung extrahiert, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 333 mg, 64%

Re-Wert: 0.35 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

[e]}): +15.2 ° (c = 1.25, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.86 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.18 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.20-
1.28 (m, 22 H), 1.30-1.49 (m, 2 H), 2.66 (dq, J; = 3.7 Hz, J, =7.0 Hz, 1 H), 3.84-3.89 (m, 1
H), 4.08 (s, 2 H), 7.16-7.28 (m, 5 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 11.5, 14.2, 22.8, 25.7, 29.5, 29.6, 29.7 (6 C), 32.0, 33.2,
34.2,52.9,72.0,127.2 (2 C), 128.5 (2 C), 128.6, 137.1, 202.9.

HRMS (FAB): ber. fiir Co4H410,S : 393.2839, gem. 393.2855.

Darstellung von (2S,3R)-2-Methyl-3-oxy-(tert-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-seryl)-hexa-

decansiure-S-benzylthioester (168)

Zu einer Losung von 353 mg (1.19 mmol) tert-Butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-Serin (45) und
469 mg (1.19 mmol) des Thioesters (167) in 16 ml CH,Cl, gibt man bei 0 °C 0.20 ml (0.17 g,
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1.31 mmol) DIC und 15 mg (0.12 mmol) DMAP zu. Nachdem iiber Nacht bei RT geriihrt
wurde, werden 50 ml Et,O zugegeben und jeweils dreimal mit je 20 ml 1 N HCI-, gesittigter
NaHCOs- und NaCl-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird

sdaulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 10 :1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 0.67 g, 82%

Re-Wert: 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

] - +8.3 ° (c = 1.18, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.17 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.25-
1.35 (m, 22 H), 1.45 (s, 9 H), 1.50-1.68 (m, 2 H), 2.82-2.92 (m, 1 H), 3.68 (dd, J; = 3.1 Hz, J»
=9.2 Hz, 1 H), 3.88 (dd, J; = 2.9 Hz, J, = 9.2 Hz, 1 H), 4.10 (s, 2 H), 4.40-4.47 (m, 1 H),
4.48-4.53 (m, 2 H), 5.17-5.23 (m, 1 H), 5.39 (d, J/ = 8.2 Hz, 1 H), 7.20-7.35 (m, 10 H).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCly): & = 13.8, 14.3, 22.8, 25.2, 28.4 (3 C), 29.4 (2 C), 29.5, 29.7
(6 C), 32.0, 33.2, 51.7, 54.2, 70.2, 73.3, 75.8, 79.8, 127.1 (2 C), 127.4 (2 C), 127.6 (2 O),
128.2,128.4 (2 C), 128.6, 137.2, 137.3, 155.1, 169.8, 199.5.

HRMS (FAB): ber. fiir C39Hs9OsNSNa: 692.3963, gem. 692.3981.

Darstellung von (25,3R)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl)-hexadecansiure-S-benzyl-
thioester (169)

Zu einer Losung von 649 mg (0.96 mmol) des Benzylthiosters (168) in 10 ml CH,Cl, tropft
man 10 ml Trifluoressigsdure zu und rithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je
10 ml Toluol koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und

der Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloses Ol

Ausbeute: 657 mg, quantitativ

[e]}): +7.1 ° (c = 1.15, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.15 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.17-
1.36 (m, 22 H), 1.48-1.61 (m, 2 H), 2.80-2.90 (m, 1 H), 3.86-3.94 (m, 1 H), 4.07 (m, 1 H),
4.18-4.24 (m, 1H), 4.46 (d,J=11.7Hz, 1 H), 4.58 (d, J=11.9 Hz, 1 H), 5.19-5.26 (m, 1 H),
7.14-7.33 (m, 10 H), 8.67 (bs, 2 H).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 13.2, 14.3, 22.8, 25.3, 29.4, 29.5, 29.7 (2 C), 29.8 (4 C),
31.7, 32.0, 33.3, 51.1, 53.4, 66.6, 73.6, 77.7, 127.2 (2 C), 127.7 (2 C), 128.0, 128.3 (2 C),
128.5, 128.6, 128.9, 136.2, 137.0, 166.6, 199.4.

HRMS (FAB): ber. fiir C34Hs5,O4NS: 570.3619, gem. 570.3587.

Darstellung von (2S,3R)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure-S-benzylthioester (170)

Zu einer Losung von 314 mg (0.99 mmol) des Dipeptids 82, 674 mg (0.99 mmol) des
Thioesters 169 und 181 mg (1.18 mmol) HOBt in 30 ml CH,Cl,/DMF (10:1) gibt man bei
0 °C 0.21 ml (159 mg, 1.23 mmol) DIPEA sowie 0.18 ml (149 mg, 1.18 mmol) DIC zu.
Nachdem die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt hat, extrahiert man die Reaktionsmischung je
dreimal mit 15 ml gesittigter NaHCOs-, 0.5 N HCI- und gesittigter NaCl-Losung. Die
organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch  gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 529 mg, 61%

Re-Wert: 0.11 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v)

[e]}): —8.9 ° (¢ = 1.42, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.83-0.96 (m, 9 H), 1.11-1.30 (m, 28 H), 1.41 (s, 9 H), 1.48-
1.57 (m, 2 H), 2.02-2.17 (m, 1 H), 2.82-2.90 (m, 1 H), 3.62 (dd, J; =3.1 Hz, J, =9.2 Hz, 1
H), 3.87 (dd, J; =3.3 Hz, J,=9.4 Hz, 1 H), 4.05-4.12 (m, 3 H), 4.24-4.31 (m, 1 H), 4.42-4.48
(m, 2 H), 4.57 (dd, J; = 3.1 Hz, J, = 7.6 Hz, 1 H), 4.60-4.76 (m, 1 H), 5.15-5.21 (m, 1 H),
5.43 (bd, J=8.6 Hz, 1 H), 7.18-7.32 (m, 11 H), 7.57 (bd, J = 8.0 Hz, 1H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): 8 = 13.8, 14.2, 17.9 (2 C), 19.3, 22.7, 25.2, 28.3 (3 C), 29.3,
29.4 (3 C), 29.6 (5 C), 31.0, 31.9, 33.1, 51.6, 52.8, 57.1, 59.8, 66.8, 69.4, 73.2, 76.1, 79.6,
127.0, 127.3 (2 C), 127.5 (2 C), 128.1, 128.3 (2 C), 128.5 (2 C), 137.0, 137.1, 155.6, 169.0,
170.0, 172.1, 199.3.

HRMS (FAB): ber. fiir C4gH7509N3SNa: 892.5124, gem. 892.5128.
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Darstellung von (2S,3R)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure (171)

Zu einer Losung von 202 mg (0.23 mmol) des Thioesters 170 in 2 ml THF/H,O (4:1) gibt
man bei RT 62 mg (0.35 mmol) N-Bromsuccinimid. Nach 3 h werden nochmals 62 mg (0.35
mmol) N-Bromsuccinimid zugegeben und fiir weitere 5 h bei RT geriihrt. Anschlieend gibt
man 10 ml 0.2 M Na,S,03-Losung zu und extrahiert viermal mit je 10 ml Ethylacetat. Die
vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 10 ml gesittigter NaCl-Losung
gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt wurde, wird der Riickstand sdulenchromatographisch  aufgereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v — CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 146 mg, 82%
Re-Wert: 0.31 (CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v)

[e]}): —9.4° (¢ = 1.43, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.83-0.96 (m, 9 H), 1.11-1.30 (m, 28 H), 1.39 (s, 9 H), 1.48-
1.65 (m, 2 H), 2.00-2.12 (m, 1 H), 2.60-2.69 (m, 1 H), 3.58-3.65 (m, 1 H), 3.84 (dd, J; =3.3
Hz, J; =9.2 Hz, 1 H), 4.06-4.12 (m, 1 H), 4.24-4.29 (m, 1 H), 4.40-4.48 (m, 2 H), 4.56-4.62
(m, 1 H), 4.63-4.68 (m, 1 H), 5.22-5.28 (m, 1 H), 5.55 (bd, J = 8.6 Hz, 1 H), 7.19-7.32 (m, 5
H), 7.56-7.68 (m, 2 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 11.2, 14.1, 17.8, 18.1, 19.3, 22.7, 25.4, 28.3 (3 C), 29.3,
29.4,29.5 (4 C), 29.6 (2 C), 31.0, 31.6, 31.9, 42.6, 52.8, 57.1, 60.3, 67.1, 69.0, 73.2, 75.6,
79.6,127.3,127.5 (2 C), 128.1 (2 C), 137.0, 155.7, 169.1, 170.5, 172.7, 177.5.

HRMS (FAB): ber. fiir C4;Hg9O19N3Na: 786.4883, gem. 786.4871.

Darstellung von (2S,3R)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valin)-hexa-

decansiure (172)

Zu einer Losung von 145 mg (0.19 mmol) der Sdure 171 in 4 ml CH,Cl, tropft man 4 ml
Trifluoressigsdure zu und riithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je 4 ml Toluol
koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und der

Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloses Ol
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Ausbeute: 148 mg, quantitativ

[e]}): +11.1° (c = 1.10, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.92 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.03 (pt, J = 7.2 Hz, 6 H), 1.14
(d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.16-1.38 (m, 25 H), 1.51-1.62 (m, 2 H), 2.15-2.24 (m, 1 H), 2.60-2.70
(m, 1 H), 3.72 (dd, J; =3.3Hz, J,=9.6 Hz, 1 H), 3.82 (d, /=59 Hz, 1 H), 3.92 (dd, J; = 3.7
Hz, J, = 9.6 Hz, 1 H), 4.12-4.19 (m, 1 H), 4.48-4.55 (m, 3 H), 4.67-4.72 (m, 1 H), 5.17-5.22
(m, 1 H), 7.22-7.33 (m, 5 H), 8.33 (d, /= 8.0 Hz, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCly): § = 9.61, 14.2, 17.6, 18.1, 18.5, 22.7, 25.5, 29.4 (2 C), 29.5
(5C), 29.7 (2 C), 30.2, 32.0, 42.0, 53.1, 53.0, 58.9, 68.3, 68.5, 73.3, 75.6, 127.4 (2 C), 127.6,
128.2 (2 C), 136.9, 161.3, 168.9, 170.3, 179.0.

HRMS (FAB): ber. fiir C3¢HsOsN3: 664.4539, gem. 664.4544.

Darstellung von Zyklo-(2S,3R)-2-methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valyl)-

hexadecansidureamid (133)

Zu einer Losung von 39 mg (0.10 mmol) HBTU und 18 pl (13.3 mg, 0.1 mmol) DIEPA in 40
ml CH,Cl,/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h tropfenweise eine Losung aus 40 mg (52
pmol) der Sdure 172 und 18 pl (13.3 mg, 0.1 mmol) DIPEA in 4 ml CH,Cl, zu. Nachdem die
Reaktionslosung iiber Nacht geriihrt wurde, wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck vollstindig entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt (Flussrate:
25 ml/min, CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1
(11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 7.5 mg, 22%.
R+~Wert: 0.50 (CH,Cl1,/MeOH 10:1 v/v)

HPLC: tr: 7.5 min
[e]}): —37.8 ° (c = 0.25, Chloroform)
Smp: 218-221 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 0.91 (d, J = 6.7 Hz, 3 H), 0.97 (d,
J=6.7Hz, 3 H),1.03(,J=72Hz, 3 H), 1.20 (d, J = 6.3 Hz, 3 H), 1.25-1.46 (m, 22 H),
1.56-1.65 (m, 1 H), 1.69-1.80 (m, 1 H), 1.91-2.00 (m, 1 H), 2.57 (dq, J; =4.7 Hz, J, = 7.0 Hz,
1H),3.81(dd,J;=3.3Hz,J,=98Hz,1H),4.02(dd,J; =3.3Hz,J;=9.6 Hz, 1 H), 4.11 (d,
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J=39,1H),4.14-4.19 (m, 1 H), 4.37-4.42 (m, 1 H), 4.52-4.56 (m, 2 H), 4.72-4.74 (m, 1 H),
5.00-5.05 (m, 1 H), 7.25-7.39 (m, 5 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): § = 9.0, 14.3, 18.6, 19.5, 20.6, 22.8, 26.3, 28.3, 29.5, 29.7,
29.8 (6 C), 30.4, 32.0, 42.5, 53.4, 60.2, 63.4, 66.0, 70.1, 73.9, 77.2, 127.4, 127.6 (2 C), 128.2,
128.4,137.3,167.7, 170.9, 173.4, 173.9.

HRMS (FAB): ber. fiir C3¢Hs9O7N3Na: 668.4253, gem. 668.4282.

Darstellung von (4R)-3-Propionyl-4-benzyl-1,3-oxazolidinon (175)

Zu einer Losung von 1.00 g (5.60 mmol) (4R)-4-Benzyl-2-oxazolidinon (174) in 15 ml THF
gibt man bei =78 °C innerhalb von 15 min 3.9 ml (6.20 mmol, 1.6 M Losung) nButyllithium.
Die Losung wird 30 min bei —78 °C geriihrt und anschlieend mit 0.55 ml Propionylchlorid
(178) versetzt. Nach 3 h Riihren bei 0 °C werden 10 ml einer 1 M K,COs3-Losung zugegeben.
Danach engt man die Losung auf ein Volumen von ca. 10 ml ein. Das Konzentrat wird
viermal mit je 5 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dann
dreimal mit je 5 ml gesittigter K,CO3-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen.
AnschlieBend wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand

sdaulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Essigester 5:1 v/v).

Weiler Feststoff

Ausbeute: 1.19 g, 90%

Re-Wert: 0.19 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)
[e]}): ~103 ° (c = 1.00, Ethanol)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.19 (t, J = 7.4 Hz, 3 H), 2.76 (dd, J, = 9.8 Hz, J, = 13.5
Hz, 1 H), 2.86-3.03 (m, 2 H), 3.30 (dd, J; = 3.3 Hz, J, = 13.5 Hz, 1 H), 4.13-4.20 (m, 2 H).
4.63-4.69 (m, 1 H), 7.19-7.33 (m, 5 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & = 8.4, 29.2, 37.9, 55.1, 66.2, 127.1 (2 C), 128.8 (2 C),
129.2, 135.1, 153.2, 173.7.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!'*"!

Darstellung von (4R)-3-[(2R,35)-3-Hydroxy-2-methylhexadecanoyl]-4-benzyl-1,3-

oxazolidinon (176)

Zu einer Losung von 1.18 g (5.06 mmol) (4R)-3-Propionyl-4-benzyl-1,3-oxazolidin-2-on
(175) in 10 ml CH,Cl, werden bei —78 °C innerhalb von 15 min. 5.56 ml (5.56 mmol, 1 M
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Losung) Di-n-butylbortriflat und 0.85 ml (0.61 g, 6.07 mmol,) Triethylamin zugegeben. Es
wird zundchst 20 min. bei =78 °C und dann 1 h bei 0 °C geriihrt. Danach kiihlt man wieder
auf =78 °C, gibt langsam 1.18 g (5.56 mmol) Tetradecanal (37) zu, rithrt 15 min bei —78 °C
und 30 min bei 0 °C. Darauf gibt man langsam 5 ml Phosphatpuffer (pH = 7), 8 ml Methanol,
5 ml eines 1:1 Gemisches aus Methanol und Wasserstoffperoxid (30 %) zu. AnschlieBend
rithrt man 1 h bei 0 °C und versetzt dann mit 8 ml Wasser. Nachdem man die beiden Phasen
getrennt hat, extrahiert man die wissrige Phase viermal mit je 10 ml CH,Cl,. Die vereinigten
organischen Phasen werden dreimal mit je 10 ml 5%iger NaHCOs;-Losung und gesittigter
NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase iiber MgSO, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Essigester 5:1 v/v).

Farbloses Ol
Ausbeute: 1.91 g, 85% , (de = 97%)
Re-Wert: 0.21 (Cyclohexan/Essigester 5:1 v/v).

[e]}): —42.3 ° (c = 1.30, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): § = 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.20-1.34 (m, 25 H), 1.46-1.60 (m,
2 H),2.79 (dd, J; =9.6 Hz, J, = 13.3 Hz, 1 H), 3.25 (dd, J; = 2.9 Hz, J, = 13.5 Hz, 1 H), 3.73-
3.79 (m, 1 H), 3.92-3.96 (m, 1 H), 4.16-4.25 (m, 2 H), 4.62-4.76 (m, 1 H), 7.19-7.33 (m, 5 H).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 10.5, 14.2, 22.8, 26.1, 29.4 (2 C), 29.7 (6 C), 32.0, 33.9,
37.9,42.1,55.1,66.2,71.5,127.3 (2 C), 128.8 (2 C), 129.3, 134.9, 152.8, 177.3.

HRMS (FAB): ber. fiir Co7H,40,4N: 446.3272 gem. 446.3272.

Darstellung von (2R,3S)-3-Hydroxy-2-methylhexadecansiure (177)

Zu einer Losung von 1.0 g (2.24 mmol) des Oxazolidinons 176 in 13 ml THF/H,O (4:1)
werden bei 0 °C 0.92 ml (8.97 mmol) einer 30%igen H,O,-Losung und 188 mg (4.49 mmol)
LiOH*H,0 zugegeben. Man riihrt 1.5 h bei 0 °C und gibt dann 20 ml 1.5 N Na,SOs-Losung
zu. Nachdem man die Reaktionslosung mit 1 N HCI auf pH = 1-2 eingestellt hat, extrahiert
man die wissrige Phase dreimal mit je 20 ml CH,Cl,. AnschlieBend werden die vereinigten
organischen Phasen liber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem

Druck abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt

(CH,CL/MeOH 20:1 v/v).
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Weiller Feststoff
Ausbeute: 409 mg, 64%
R+~Wert: 0.11 (CH,Cl1,/MeOH 20:1 v/v)

[e]}): —8.1 ° (¢ = 1.20, Chloroform)
Smp: 70-72 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 0.85 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.18 (d, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.22-
1.33 (m, 22 H), 1.38-1.51 (m, 2 H), 2.50 (dq, J; = 3.2 Hz, J, = 7.2 Hz, 1 H), 3.91-3.95 (m, 1
H).

'3C-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 10.4, 14.2, 22.8, 26.1, 29.5, 29.6,29.7 (4 C), 29.8 (2 C),
32.0,33.7,44.2,71.8, 181.1.

HRMS (FAB): ber. fiir C;7H3405Na: 309.2408, gem. 309.2408.

Darstellung von (2R,3S)-3-Hydroxy-2-methylhexadecansiure-S-benzylthioester (178)

Zu einer Losung von 400 mg (1.40 mmol) der Sdure 177 und 257 mg (1.67 mmol) HOBt in
20 ml CH,Cl,/DMF (10:1) gibt man bei 0 °C 299 ul (226 mg, 1.65 mmol) DIPEA sowie 260
pul (211 mg, 1.67 mmol) DIC zu. Nach 10 min werden 165 pl (173 mg, 1.40 mmol)
Benzylmercaptan (166) zugegeben und dann iiber Nacht bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird je dreimal mit 10 ml 0.5 N HCI-, gesittigter NaHCO3-, und NaCl-
Losung extrahiert, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das Rohprodukt wird sdaulenchromatographisch gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 460 mg, 84%

R-Wert: 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

[e]}): —17.0 ° (c = 1.13, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.22 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.24-
1.32 (m, 22 H), 1.39-1.51 (m, 2 H), 2.69 (dq, J; = 3.7 Hz, J, =7.0 Hz, 1 H), 3.89-3.93 (m, 1
H), 4.12 (s, 2 H), 7.21-7.32 (m, 5 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 11.5, 14.3, 22.8, 26.0, 29.5, 29.6, 29.7 (4 C), 29.8 (2 C),
32.0,33.2,34.2,52.9,72.0, 127.2 (2 C), 128.5 (2 C),128.6, 137.1, 202.9.

HRMS (FAB): ber. fiir Co4H4,05S : 393.2839, gem. 393.2832.
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Darstellung von (2R,3S)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-tert-butyloxycarbonyl-L-seryl)-hexa-

decansiure-S-benzylthioester (179)

Zu einer Losung von 346 mg (1.17 mmol) fert-Butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-Serin (45) und
460 mg (1.17 mmol) des Thioesters 178 in 16 ml CH,Cl, gibt man bei 0 °C 0.20 ml (0.16 g,
1.29 mmol) DIC und 14 mg (117 umol) DMAP zu. Nachdem iiber Nacht bei RT geriihrt
wurde, werden 50 ml Et,O zugegeben und jeweils dreimal mit je 20 ml 1 N HCI-, gesittigter
NaHCOs- und NaCl-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird

sdaulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 10 :1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 0.71 g,91%

Re-Wert: 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 5:1 v/v)

la]): —9.9 ° (¢ = 1.05, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.18 (d, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.20-
1.32 (m, 22 H), 1.44 (s, 9 H), 1.50-1.59 (m, 2 H), 2.80-2.88 (m, 1 H), 3.68 (dd, J; =3.3 Hz, J»
=94 Hz, 1 H), 3.89 (dd, J; = 3.3 Hz, J, = 9.4 Hz, 1 H), 4.07 (s, 2 H), 4.40-4.53 (m, 3 H),
5.18-5.22 (m, 1 H), 5.37 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 7.21-7.33 (m, 10 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 13.8, 14.3, 22.8, 25.2, 28.4 (3 C), 29.4 (2 C), 29.5, 29.7
(6 0), 32.0, 33.2, 51.9, 54.1, 70.1, 73.2, 75.9, 79.8, 127.1, 127.4 (2 C), 127.6 (2 C), 128.2 (2
0), 128.5 (2 C), 128.6, 137.1, 137.3, 155.2, 169.8, 199.4.

HRMS (FAB): ber. fiir C39gHs0OsNSNa: 692.3963, gem. 692.3935.

Darstellung von (2R,3S)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl)-hexadecansiure-S-benzyl-
thioester (180)

Zu einer Losung von 713 mg (1.06 mmol) des Benzylthiosters 179 in 10 ml CH,Cl, tropft
man 10 ml Trifluoressigsdure zu und rithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je
10 ml Toluol koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und

der Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloses Ol

Ausbeute: 725 mg, quantitativ
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[e]}): ~7.6 ° (c = 0.92, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.18-
1.34 (m, 22 H), 1.48-1.62 (m, 2 H), 2.78-2.87 (m, 1 H), 3.87-3.94 (m, 2 H), 4.04 (s, 1 H),
4.17-422 (m, 1 H), 4.45-4.55 (m, 2 H), 5.20-5.28 (m, 1 H), 7.15-7.32 (m, 10 H), 8.70 (bs, 2
H).

'3C-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 13.0, 14.3, 22.8, 25.3, 29.4, 29.5, 29.7 (2 C), 29.8 (4 C),
31.7, 32.0, 33.3, 51.1, 53.4, 66.6, 73.6, 77.8, 127.3 (2 C), 127.9 (2 C), 128.0, 128.4 (2 C),
128.5, 128.6, 128.9, 136.2, 136.9, 166.5, 199.2.

HRMS (FAB): ber. fiir C343Hs,04NS: 570.3619, gem. 570.3640.

Darstellung von (2R,35)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure-S-benzylthioester (181)

Zu einer Losung von 330 mg (1.04 mmol) des Dipeptids 82, 709 mg (1.04 mmol) des
Thioesters 180 und 190 mg (1.24 mmol) HOBt in 30 ml CH,Cl,/DMF (10:1) gibt man bei
0 °C 0.22 ml (168 mg, 1.29 mmol) DIPEA, sowie 0.19 ml (157 mg, 1.24 mmol) DIC zu.
Nachdem die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt hat, extrahiert man die Reaktionsmischung je
dreimal mit 15 ml gesittigter NaHCOs-, 0.5 N HCI- und gesittigter NaCl-Losung. Die
organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Das  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch  gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 558 mg, 64%

Re-Wert: 0.11 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v)

[e]}): ~26.8 ° (c = 1.74, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & = 0.84-0.96 (m, 9 H), 1.14-1.34 (m, 28 H), 1.41 (s, 9 H), 1.49-
1.59 (m, 2 H), 2.05-2.14 (m, 1 H), 2.79-2.86 (m, 1 H), 3.62 (dd, J; = 3.5 Hz, J, = 9.6 Hz, 1
H), 3.87 (dd, J; =3.5 Hz, J>, = 9.4 Hz, 1 H), 3.98-4.07 (m, 3 H), 4.32 (dq, J; =3.1 Hz, J, = 6.5
Hz, 1 H), 4.44-4.51 (m, 3 H), 4.67-4.72 (m, 1 H), 5.12-5.21 (m, 2 H), 6.99 (bd, J = 7.0 Hz, 1
H), 7.20-7.31 (m, 10 H), 7.37 (bd, J = 8.2 Hz, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 13.4, 14.2, 17.8, 18.0, 19.3, 22.8, 25.3, 28.4 (3 C), 29.3,
29.4 (3 C), 29.7 (5§ C), 31.0, 32.0, 33.2, 51.6, 52.8, 57.0, 59.9, 66.8, 69.3, 73.2, 76.2, 79.9,
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127.1, 127.5 (2 C), 127.6 (2 C), 128.2, 128.4 (2 C), 128.6 (2 C), 137.0, 137.1, 155.6, 169.0,
170.2, 172.1, 199.3.
HRMS (FAB): ber. fiir C4gH7509N3SNa: 892.5124, gem. 892.5137.

Darstellung von (2R,35)-2-Methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-tert-butyloxy-

carbonyl-L-valin)-hexadecansiure (182)

Zu einer Losung von 488 mg (0.56 mmol) des Thioesters 181 in 5 ml THF/H,O (4:1) gibt
man bei RT 150 mg (0.84 mmol) N-Bromsuccinimid. Nach 3 h werden nochmals 150 mg
(0.84 mmol) N-Bromsuccinimid zugegeben und fiir weitere 5 h bei RT geriihrt. Anschlie3end
gibt man 20 ml 0.2 M Na,S,03-Losung zu und extrahiert viermal mit je 20 ml Ethylacetat.
Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 30 ml gesittigter NaCl-Losung
gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Nachdem das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt wurde, wird der Riickstand sédulenchromatographisch  aufgereinigt

(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 v/v — CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v).

Farbloses Ol

Ausbeute: 256 mg, 60%

Re-Wert: 0.41 (CH,Cl,/MeOH 10:1 v/v)

[e]}): ~21.9° (c = 1.65, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8 = 0.82-0.94 (m, 9 H), 1.10 (d, J = 7.0 Hz, 1 H), 1.13 (d, J =
6.3 Hz, 1 H), 1.17-1.30 (m, 22 H), 1.37 (s, 9 H), 1.48-1.65 (m, 2 H), 2.00-2.13 (m, 1 H), 2.55-
2.68 (m, 1 H), 3.64 (dd, J; = 3.3 Hz, J, = 9.4 Hz, 1 H), 4.06-4.12 3.85 (dd, J; = 3.7 Hz, J, =
9.6 Hz, 1 H), 4.01-4.08 (m, 1 H), 4.21-4.29 (m, 1 H), 4.41-4.49 (m, 2 H), 4.52-4.58 (m, 1 H),
4.66-4.72 (m, 1 H), 5.19-5.24 (m, 1 H), 5.48 (bd, J = 8.6 Hz, 1 H), 7.20-7.30 (m, 5 H), 7.45
(bd,J =7.8 Hz, 1 H), 7.56 (bd, J = 8.0 Hz, 1 H), 9.72 (bs, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 11.4, 14.1, 17.8, 18.3, 19.3, 22.7, 25.4, 28.3 (3 C), 29.3,
29.5 (5 ©), 29.6 (2 C), 31.0, 31.6, 31.9, 42.5, 52.9, 57.2, 59.9, 67.1, 69.4, 73.1, 75.9, 79.7,
127.5 (2 C), 128.1 (3 C), 137.1, 155.7, 169.2, 170.3, 172.7, 178.6.

HRMS (FAB): ber. fiir C4;Hg9O;9N3Na: 786.4883, gem. 786.4885.
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Darstellung von (2R,35)-2-Methyl-3-oxy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valin)-hexa-

decansaure (183)

Zu einer Losung von 256 mg (0.34 mmol) der Sdure 182 in 7 ml CH,Cl, tropft man 7 ml
Trifluoressigsdure zu und riithrt 30 min bei RT. AnschlieBend wird dreimal mit je 7 ml Toluol
koevaporiert. Das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert und der
Riickstand 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.

Farbloses Ol

Ausbeute: 265 mg, quantitativ

[e]}): —1.1° (¢ = 1.93, Chloroform)

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): 8 = 0.94 (t, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.07 (pt, J = 7.0 Hz, 6 H), 1.18
(d, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.24-1.42 (m, 25 H), 1.59-1.70 (m, 2 H), 2.15-2.24 (m, 1 H), 2.64-2.73
(m, 1 H), 3.77 (dd, J; =3.7Hz, J, =9.6 Hz, 1 H), 3.86 (d, J =5.7 Hz, 1 H), 3.96 (dd, J; =4.1
Hz, J; =9.6 Hz, 1 H), 4.17-4.23 (m, 1 H), 4.53-4.60 (m, 2 H), 4.70-4.75 (m, 1 H), 5.21-5.27
(m, 1 H), 7.27-7.39 (m, 5 H), 8.35 (bd, /= 8.0 Hz, 1 H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCly): § = 10.1, 14.2, 17.7, 18.1, 18.8, 22.7, 25.5, 29.4 (2 C), 29.5
(5 €), 29.7 (2 C), 30.3, 32.0, 42.1, 53.1, 53.0, 58.8, 68.2, 69.4, 73.2, 76.4, 127.6 (3 C), 128.2
(2C), 136.9, 161.3, 168.8, 170.0, 179.1.

HRMS (FAB): ber. fiir C36Hg1OgN3Na: 686.4359, gem. 686.4341.

Darstellung von Zyklo-(2R,35)-2-methyl-3-0xy-(O-benzyl-L-seryl-L-threonyl-L-valyl)-

hexadecansidureamid (136)

Zu einer Losung von 39 mg (0.10 mmol) HBTU und 18 pl (13.3 mg, 0.1 mmol) DIEPA in 40
ml CH,Cl,/DMF (20:1) gibt man bei RT iiber 3 h tropfenweise eine Losung aus 40 mg (52
pmol) der Sdure 183 und 18 pl (13.3 mg, 0.1 mmol) DIPEA in 4 ml CH,Cl, zu. Nachdem die
Reaktionslosung iiber Nacht geriihrt wurde, wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck vollstindig entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt (Flussrate:
25 ml/min, CH3CN/H,O/TFA: 20/80/0.1 (0-2 min), auf 35/65/0.1 (7-9 min), auf 70/30/0.1
(11-17 min), auf 100/0/0.1).

Weiller Feststoff
Ausbeute: 10.3 mg, 31%.
R~Wert: 0.47 (CH,Cl1,/MeOH 10:1)
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HPLC: tr: 7.3 min
[e]}): —45.6 ° (c = 0.50, Chloroform)
Smp: 159-160 °C

'H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.00 (pt, J = 6.8 Hz, 6 H), 1.19
(d, J =6.5 Hz, 3 H), 1.22-1.36 (m, 25 H), 1.44-1.56 (m, 1 H), 1.85-1.95 (m, 1 H), 2.07-2.21
(m, 1 H), 2.73 (dq, J; =3.13 Hz, J; =7.0 Hz, 1 H), 3.64 (dd, J; = 6.8 Hz, J, = 9.6 Hz, 1 H),
3.73(dd, J; =4.5Hz, J,=9.4 Hz, 1 H), 3.97-4.02 (m, 1 H), 4.19-4.12 (m, 1 H), 4.27 (dq, J; =
2.5Hz, J; =6.3 Hz, 1 H), 4.46-4.58 (m, 3 H), 5.14-5.19 (m, 1 H), 6.80 (bd, J = 8.2 Hz, 1 H),
7.23-7.34 (m, 5 H), 7.87 (bd, J=8.2 Hz, 1 H), 7.93 (bd, /= 8.6 Hz, 1 H).

PC-NMR (100.6 MHz, CDCls): § = 9.0, 14.3, 19.4, 20.5, 22.8, 25.3, 29.2, 29.5, 29.6, 29.7,
29.8 (6 C), 30.4, 32.0, 42.5, 54.1, 60.2, 63.4, 65.9, 69.3, 73.1, 77.2 127.4, 127.6 (2 C), 128.2,
128.4,137.1, 167.8, 170.9, 173.6, 173.9.

HRMS (FAB): ber. fiir C36Hs9O7N3Na: 668.4253, gem. 668.4275.

7.5 Versuche zu den Kapiteln 4.4, 4.6 und 4.7

Die biologischen Tests wurden mit folgenden Verbindungen durchgefiihrt:
91, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 130, 131, 133, 136, 160.
Die einzelnen Derivate wurden in DMSO geldst und Stammldsungen mit einer Konzentration

von 10 mmol/l hergestellt.

Arbeitsvorschrift zur Durchfithrung der Enzym-Assays fiir die Phosphatasen VHR,
MtPTPA und PTP1B

In einer Mikrotiterplatte werden 87 pl Puffer, 1 ul DTE einer 100 mM Losung, 1 ul
Enzymlosung (VHR: Enzymlosung 1:5 verdiinnt, 0.1 pg, 0.1 mU; PTP1B: Enzymlosung 1:5
verdiinnt, 0.1 pg, 1.3 mU; MtPTPA*: 23.5 pg/ul) und je 1 ul der Testverbindung in DMSO
unterschiedlicher Konzentration (Endkonzentration 0-100 uM) vorgelegt. Nach Inkubation
von 30 min bei RT gibt man das Substrat, 10 pl einer 0.5 M pNPP-Losung, zu. Anschlieend
wird 80 min (ein Messpunkt/min) im Mikrotiterplattenreader bei 405 nm die Absorption
gemessen.

Puffer VHR: 25 mM MOPS, 5 mM EDTA, pH 6.5 mit NaOH-Losung einstellen

Puffer PTP1B, MfPTPA: 25 mM HEPES-Na-Salz, 50 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, pH 7.2

" Das Enzym wurde freundlicher Weise von der Firma Axxima zur Verfiigung gestellt.
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Die Ergebnisse der in vitro Inhibitions-Assays sind in Tabelle 2 (Kap. 4.4.2) und Tabelle 5
(Kap. 4.6.1) dargestellt.

Arbeitsvorschrift zur Durchfiihrung des Enzym-Assays fiir die Phosphatase Cdc25a

In einer Mikrotiterplatte werden 78 pl Puffer (50 mM TRIS, 1 mM EDTA, 50 mM NacCl, pH
8.0 mit HCI-Losung einstellen), 1 pul DTE einer 100 mM Losung, 10 pul Enzymlosung
(bakteriell exprimiert (ca. 10 U/ml), 0.1 U)" und je 1 ul der Testverbindung in DMSO
unterschiedlicher Konzentration (Endkonzentration 0-100 uM) vorgelegt. Nach Inkubation
von 30 min bei RT gibt man das Substrat, 10 pl einer 0.5 M pNPP-Losung, zu. Anschlieend
wird 80 min (ein Messpunkt/min) im Mikrotiterplattenreader bei 405 nm die Absorption
gemessen.

" Das Enzym wurde freundlicher Weise von Kerstin Reinecke zur Verfiigung gestellt.

Die Ergebnisse des in vitro Inhibitions-Assays sind in Tabelle 2 (Kap. 4.4.2) und Tabelle 5
(Kap. 4.6.1) dargestellt.

Arbeitsvorschrift zur Durchfiihrung des Enzym-Assays fiir die Phosphatase CD45

Der Assay wird mit dem kommerziell erhiltlichen BIOMOL GREEN™ CD 45 Tyrosine
Phosphatase Assay Kit durchgefiihrt.

In einer Mikrotiterplatte werden 23 ul Puffer (KI-131-assay puffer: 50 mM HEPES, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 0.05 % NP 40, pH 7.2), 5 ul Enzymlosung (Verdiinnung mit Puffer 5:95,
15 U/ul) und je 4 wl der Testverbindung in H,O/DMSO (10:1) unterschiedlicher
Konzentration (Endkonzentration 0-100 uM) vorgelegt. Nach Inkubation von 20 min bei RT
gibt man 8 pl des Substrates, pp60°™ Peptid (1mM), zu. Nach 60 min Reaktionszeit bei RT
gibt man 100 ul BIOMOL GREEN™ zu, lisst die Farbe 20 min entwickeln und misst die

Absorption im Mikrotiterplattenreader bei 620 nm.

Die Ergebnisse des in vitro Inhibitions-Assays sind in Tabelle 2 (Kap. 4.4.2) und Tabelle 5
(Kap. 4.6.1) dargestellt.
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Arbeitsvorschrift zur Durchfithrung des Enzym-Assays fiir die Phosphatase PP1

In einer Mikrotiterplatte werden 80 pl Enzym/PufferLosung (0.025 U, 40 mM TRIS, 20 mM
KCl, 30 mM MgCl,*6H,0, 2 mM DTT, pH 8.1 mit HCI-Losung einstellen), und je 10 pl der
Testverbindung in HoO/DMSO (10:1) unterschiedlicher Konzentration (Endkonzentration 0-
100 uM) vorgelegt. Nach Inkubation von 10 min bei RT gibt man das Substrat, 10 ul einer 50
mM pNPP-Losung zu und misst nach weiteren 15 min Reaktionszeit bei RT die Absorption

im Mikrotiterplattenreader bei 405 nm.

Die Ergebnisse des in vitro Inhibitions-Assays sind in Tabelle 2 (Kap. 4.4.2) und Tabelle 5
(Kap. 4.6.1) dargestellt.

Arbeitsvorschrift zur Durchfithrung des Zytotoxizitéistests (MTT-Test)

In einer Mikrotiterplatte werden Dickdarmtumorzellen SW480 mit einer Dichte von 10*
Zellen/100 ul PBS mit 100 ul Puffer-Losung (2 % DMSO), in der die Substanzen in
unterschiedlichen Konzentrationen (Endkonzentration 0-100 uM) gelost sind 24 h bei 37 °C
inkubiert. Anschlieend werden je 20 ul MTT-Losung (500 mg 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid in 100 ml PBS) zugegeben und die Zellen werden weitere 2 h
bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 150 pl 0.04 N HCI in Isopropanol werden die Zellen
lysiert und die Losungen mit der Mehrkanalpipette gut durchmischt. Die Mikrotiterplatte wird
1 h geschiittelt und danach am Mikrotiterplattenreader bei 570 nm gegen 630 nm als
Referenz gemessen.

Zur Bereitstellung der Inhibitorlosungen unterschiedlicher Konzentration wurde auf einer

separaten Mikrotiterplatte die Verdiinnungsreihe der Substanzen aus der Stammldsung (10

mmol/l) erstellt (Abbildung 26).

Die Ergebnisse des Zell-Assays sind Tabelle 6 (Kap. 4.7.2) dargestellt.
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137

200 uM 160 uM 140 pM 120 uM 100 uM 50 uM 25 uM

1 2 3 4 5 6 7
5ullnh.t + [2ullnh.1+ Rplinhd+ [2ulinhd + 125w A1+ (125l A5+ (125 pl A6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
5ullnh.1 + [2ullnh.1+ Rplinhd+ [2plinhd+ 125w B1+ (125 B5+ [125 I B6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 ul Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
S5winh.2+ Rulinh2+ 2uinh2+ 2ulinh2+ [125W C1+ (125ulC5+ (125w C6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
5ullnh.2+ [2ullnh2+ Rplinh2+ [2ulinh2+ [125u D1+ [125u D5+ (125 pl D6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
5ullnh.3+ [2ulInh.3+ Rplinh3+ [2ulinh.3+ [125w E1+ {125 W E5+ [125pl E6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
5ullnh.3+ [2ulInh.3+ Rplinh3+ [2ulinh.3+ [125u F1+ [125uF5+ [125pul F6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
5uwinh.4+ R2uinh4+ 2uinh4+ 2ulinh4+ [125u Gl + 125 G5 + (125 ul G6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
5ullnh.4+ [2ullnh4+ Rplinh4+ [2ulinh4+ [125uH1 + [125u H5 + [125 pl H6 +
245 ul Med. [123 ul Med. [141 pl Med. [165 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med. [125 ul Med.
12.5 uM 6.25 uM

8 9 10 11 12
125 Wl A7 + 125 ul A8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125 W B7 + |125 ul B8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125 C7 + |125ul C8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125wl D7 + |125 ul D8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125 W E7 + 125 ul E8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125 W F7 + 125w F8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125 W G7 + 125 ul G8 +
125 ul Med. [125 pl Med.
125 Wl H7 + |125 pl H8 +
125 ul Med. [125 pl Med.

Abbildung 26: Erstellung der Verdiinnungsreihe.
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