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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese und biologische Evaluation von antibiotisch
wirksamen Muraymycin-Transporter-Konjugaten. Durch Konjugation von Muraymycin-Ana-
loga, einer Klasse von Nucleosid-Antibiotika, die das zur Zellwand-Biosynthese benétigte En-
zym MraY inhibieren, sollte eine erhohte Zellaufnahme in Bakterien erreicht werden. Als
Transporter-Verbindungen wurden Derivate des Aminoglycosid-Antibiotikums Streptomycin,
ein Derivat des Siderophors Enterobactin, das Silsesquioxan GuCOSS und ein zellpenetrieren-
des Peptid eingesetzt. Generell wurden zwei verschiedene Arten der Konjugation untersucht:
zum einen eine stabile Konjugation Uber eine Triazol-Bindung, welche mittels CUAAC erreicht

wurde, als auch eine intrazelluldr spaltbare Konjugation tber eine Disulfidbricke.

In einer ebenfalls durchgefiihrten SAR-Studie wurden die zur Konjugation benétigten Ande-
rungen an der Muraymycin-Grundstruktur als auch eine Reihe an zuséatzlich hergestellten

5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga mit variierenden Seitenketten untersucht.






Abstract

This PhD project had the focus on the synthesis and biological evaluation of conjugates of
muraymycin analogues with cell-penetrating moieties. The employed muraymycin analogues
belong to the class of nucleoside antibiotics and inhibit the enzyme MraY, which is part of
bacterial cell wall biosynthesis. Different kinds of cell-penetrating moieties were utilized with
the goal of an improved cellular uptake of the muraymycin analogues. Several streptomycin
derivatives, an enterobactin derivative, the silsesquioxane GuCOSS as well as a cell-penetrat-
ing peptide were used for these conjugates. Two general types of conjugations were used: a

stable triazole conjugation achieved via CUAAC and an intracellularly cleavable disulfide unit.

Additionally, an SAR-study with the obtained 5'-deoxy muraymycin analogues, as well as fur-

ther synthesized 5'-deoxy muraymycin analogues with varying side chains was performed.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Die Zunahme von Antibiotika-resistenten Bakterienstimmen und das zeitgleiche Fehlen von
neuen wirksamen antibiotischen Wirkstoffklassen ist ein zunehmendes globales Problem. Die
Substanzklasse der Antibiotika wurde im Jahr 1941 von Selman A. Waksman definiert.!*?! Das
Wort Antibiotikum setzt sich aus den beiden altgriechischen Wértern "anti" (gegen) und "bios"
(Leben) zusammen und bezeichnet Substanzen, die in bereits geringen Konzentrationen das
Wachstum anderer Mikroorganismen hemmen oder diese sogar abtéten.!®! Diese Definition
geht auch auf den Mykologen Paul Vuillemin zuriick, der bereits im Jahr 1889 Antibiose als die
Eigenschaft eines Lebewesens beschreibt, andere Lebewesen zu téten, um das eigene Leben

zu sichern.

Ein entscheidender Schritt in der Geschichte der Antibiotika wurde mit der Entdeckung des
Penicillins durch H. Florey und E. Chain gemacht.!®! A. Fleming beobachtete bereits 1928 die
antibiotische Wirkung von Penicillium-Pilzen und vermutete eine antibakteriell aktive Verbin-
dung, die er Penicillin nannte.!®”! Florey und Chain gelang die Isolation dieser Verbindung und
in anschlieRenden in-vivo-Testungen wurde ihre antibakterielle Wirksamkeit bestatigt.[ Diese
Entdeckung fihrte zu der Produktion von Penicillin im groRtechnischen MafRstab und zur the-
rapeutischen Verwendung gegen bakterielle Infektionen. Hauptsachlich kam dieser neue Wirk-
stoff auch im Zweiten Weltkrieg bei der Wundversorgung zum Einsatz.[®°! Bereits kurz nach
der Isolierung dieses ersten potenten Antibiotikums im Jahr 1940 wurden auch schon die ers-

ten Resistenzbildungen gegen diesen neuen Wirkstoff beobachtet.[>10.11]

Die Entdeckung des Penicillins leitete das sogenannte goldene Zeitalter der Antibiotika ein,
welches bis zum Ende der 1960er Jahre andauerte. In diesem Zeitraum wurden unter anderem
viele neue B-Lactam-Antibiotika entdeckt und eingesetzt. Des Weiteren wurden weitere kom-
plett neue Substanzklassen von antibiotisch aktiven Substanzen entdeckt. Im Prinzip wurden
zwei Ansdtze verfolgt: zum einen die Isolierung und Testung von Naturstoffen und zum ande-

ren totalsynthetische Ansatze zur Entwicklung neuer antibakterieller Wirkstoffe.

Mit dem Vorhandensein dieser Vielzahl aktiver antibakterieller Wirkstoffe setzte eine Verlang-
samung in der Entwicklung neuer Antibiotika-Wirkstoffklassen ein. Zeitgleich mit dem Ende
des "goldenen Zeitalters" wurde in den 1960er Jahren erstmals der Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) identifiziert. In Abbildung 1.1 ist diese Entwicklung grafisch
dargestellt. Bereits gegen Ende der 1960er Jahre hat die Entdeckung beziehungsweise die Ent-

wicklung und Markteinfiihrung von neuen Antibiotika-Substanzklassen deutlich abgenommen.
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Dies gilt insbesondere fir Wirkstoffe, die gegen Gram-negative Bakterien wirksam sind. Es ist
ebenfalls zu sehen, dass synthetische Verbindungen nur einen kleinen Teil der neuen Antibio-

tika ausmachten.
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Abb. 1.1 Trends in der Antibiotika-Entwicklung (entnommen aus: K. Lewis, The Science of Anti-

biotic Discovery 2020, 181, 29-45).[12!

Die Ausbildung von Resistenzen ist ein natirlicher evolutionarer Prozess. Es treten verschie-
dene Arten der Resistenzbildung in Bakterien auf: eine Mutation des Target-Proteins und da-
mit einhergehend ein Verlust der Bindungsaffinitdt des Antibiotikums, ein enzymatischer Ab-
bau der Wirkstoffe, eine Verdanderung der Bakterienmembran und damit eine erschwerte
Zellaufnahme des Wirkstoffes, ein verstarkter Transport von Fremdstoffen aus der bakteriel-
len Zelle (Efflux) und eine Ausbildung von parallelen Stoffwechselreaktionen, die den blockier-
ten Weg umgehen. Verscharft wird dieses Problem der Resistenzbildung dadurch, dass die fir
die Resistenzen verantwortlichen Gene, welche sich auf Plasmiden befinden, durch Konjuga-
tion auf andere Mikroorganismen iibertragen werden kénnen, was auch eine Ubertragung der

ausgebildeten Resistenzen mit sich bringt.[*3715]

Diese natiirlichen Ursachen der Resistenzbildung werden durch den ibermaRigen und vor Al-
lem unsachgemadRen Umgang mit Antibiotika noch verstarkt. So werden beispielsweise zu viele
Antibiotika leichtfertig verschrieben, und in vielen Fallen fallt die Wahl auch auf den falschen

antibiotischen Wirkstoff. Zudem werden Antibiotika oft nicht richtig angewendet und zu
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frihzeitig wieder abgesetzt. Durch diese Unterdosierung wird der Selektionsdruck auf die Bak-
terien erhdht, wodurch sich weitere Resistenzen herausbilden. Ein weiterer wichtiger Punkt
ist ebenfalls der hohe Antibiotika-Einsatz in der Landwirtschaft. Hier ist die praventive Gabe
von Antibiotika als Futterzusatz in der Massentierhaltung einer der Hauptfaktoren fiir eine
gesteigerte Resistenzbildung. Ein generelles Umdenken ist abseits der Entwicklung neuer an-
tibakterieller Wirkstoffe langerfristig zur Behebung dieses Problems notig. Trotz dieser Ent-
wicklungen fand zunehmend ein Riickzug der Pharmaunternehmen aus der Forschung nach
neuen antibiotischen Wirkstoffen statt.!*?! Es sind kaum Gewinne bei einer Markteinfiihrung
neuer Antibiotika zu erwarten, da diese nicht in einer groRen Menge Anwendung finden, son-
dern hauptsachlich als Reserve-Antibiotika eingesetzt werden, um eine erneute Ausbildung
von Resistenzen gegen den neuen Wirkstoff zu vermeiden. Dieser Umstand, gepaart mit den
hohen Entwicklungskosten und den langen Entwicklungszeiten, flihrt trotz des dringenden Be-
darfs an neuen antibiotischen Substanzklassen dazu, dass fiir pharmazeutische Unternehmen
aus wirtschaftlicher Sicht keine Beweggriinde vorliegen, auf diesem Gebiet weiter zu forschen.
Die einzig logische Schlussfolgerung fiir gewinnorientierte Unternehmen ist es, die Entwick-
lung neuer Antibiotika nicht weiterzufiihren.[*®! Bereits 2005 waren nur noch circa acht der
grolRen pharmazeutischen Unternehmen aktiv an der Antibiotika-Forschung beteiligt und eine
Trendwende ist bis heute nicht zu erkennen.!*”! Mit einem Weiterlaufen dieser Entwicklung
steht eine stagnierende Zahl von neuen wirksamen Antibiotika einer zunehmend groBer wer-
denden Zahl von resistenten Keimen gegeniiber, da Gber Jahre hinweg das Problem des Resis-
tenzbildung ignoriert wurde und man sich auf die bereits vorhandenen antibiotischen Wirk-
stoffe verlieR. Erst in den letzten Jahren ist dieses Problem mit dem Auftreten immer neuer

multiresistenter Bakterienstamme wieder verstarkt in den medialen Fokus gerickt.

Bakterielle Sekundarinfektionen gehen zudem oft mit einer viralen Influenza-Infektion einher
und sind haufig die Ursache fiir einen letalen Krankheitsverlauf durch Krankheitserreger wie
beispielsweise Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae und Staphylococcus au-
reus.!*®8201 Bej der 2020 aufgetretenen SARS-CoV-2-Pandemie spielen bakterielle Sekundérin-
fektionen der Lunge nur eine untergeordnete Rolle im Krankheitsverlauf, aber sie treten auch
hier auf.?!! Es besteht die Befiirchtung, dass die Coronavirus-Pandemie auch durch die hohe
Belastung der Krankenhduser sowie durch die langen Liege- und Behandlungszeiten von Pati-
enten auf den Krankenhaus-Stationen, zu einer Beschleunigung der bakteriellen Resistenzbil-

t[22,23]

dung fihr

Die Modifikation bereits bekannter Antibiotika umgeht in den meisten Fallen nicht eine aus-

gebildete Resistenz. Die Entwicklung neuer Antibiotika-Klassen, die neue Targets in den



1. Einleitung

Bakterien angreifen und damit bereits ausgebildete Resistenzen umgehen, ist dringend not-
wendig.
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Die vier klassischen Targets in bakteriellen Zellen, die von den antibiotisch aktiven Substanzen
adressiert werden, sind in Abbildung 1.2 dargestellt. Diese Targets sind a) die bakterielle Zell-
wand-Biosynthese, b) die Protein-Biosynthese, c) die DNA- und RNA-Replikation und d) der
Folat-Metabolismus.[?*! Die bakterielle Zellwand-Biosynthese ist ein interessantes Target fiir
antibiotisch aktive Wirkstoffe, da es fiir dieses Target keine Entsprechung in eukaryontischen
Zellen gibt.[>! In diesem Schritt stehen mit den essentiellen Enzymen zum Aufbau der Zellwand
mehrere potentielle Targets zur Verfligung, die bei den intrazelluldren Schritten von den bis-
her etablierten Wirkstoffen kaum adressiert werden. Zur Umgehung von Resistenzen ist es
daher auch wichtig, sich auf solche neuen Targets zu konzentrieren, die bisher nicht im Fokus

der Forschung und Entwicklung standen.
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2 Kenntnisstand

2.1 Bakterien

2.1.1 Die bakterielle Zellwand

Im Gegensatz zu eukaryontischen Zellen besitzen bakterielle Zellen eine Zellwand, welche den
Bakterien ihre Struktur gibt und sie vor mechanischen Einwirkungen und osmotischer Lyse
schiitzt.!?®! Die Einteilung von bakteriellen Zellen erfolgt unter anderem anhand ihres Aufbaus
der Zellwand. So kann mit der sogenannten Gram-Farbung zwischen Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien unterschieden werden.!?” Gram-positive Bakterien haben eine di-
cke Zellwand (30-100 nm) bestehend aus Peptidoglycan. Vertreter dieser Klasse sind unter an-
derem S. aureus oder B. subtilis. Zur Klasse der Gram-negativen Bakterien gehoéren beispiels-
weise E. coli und P. aeruginosa, welche im Vergleich zu Gram-positiven Bakterien eine mit
15 nm wesentlich dinnere Peptidoglycan-Zellwand aufweisen. Jedoch besitzen diese Erreger
eine zusatzliche Lipid-Doppelschicht, welche eine weitere Diffusionsbarriere darstellt und da-

mit unter anderem auch den Einsatz von Antibiotika erschwert.[?8!

OH OH

L-A||a L-/$|a
y-D-IGlu y-D-IGlu
D-ﬁida DIA<— (n AS) — D-,?\Ia DIA
DIA D-,?\Ia D|A D-$|a
y-D-IGlu p-Ala y—D-IGlu p-Ala
L-Ala L-Ala
Oj/_ HO o:$< HO
fg\o AcHN Owo AcHN O\iﬁoj‘&
N o OH g o OH
AcHN AcHN
HO HO

Abb. 2.1 Aufbau des Peptidoglycans (mit DA: L-Lysin oder meso-Diaminopimelinsdure; n AS: va-

riable Anzahl an verbrickenden Aminosauren).

Das in beiden Bakterienarten vorkommende Peptidoglycan der Zellwand besteht aus querver-
netzten Heteropolysaccharidketten, welche Uber Peptidbindungen miteinander verkniipft
sind. Das Grundgerist des Peptidoglycans ist aus alternierend B-(1-4)-glycosidisch verkniipften
N-Acetylglycosamin-(GIlcNAc)- und N-Acetylmuraminsdure-(MurNAc)-Zuckereinheiten aufge-

baut. Die dadurch gebildeten linearen Polysaccharidketten sind Uber kurze Oligopeptid-
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Seitenketten an den Carboxylgruppen der N-Acetylmuraminsdure miteinander verknipft. Die
verknipfende Peptidseitenkette hat die Aminosduresequenz L-Ala-y-D-Glu-DA-D-Ala-D-Ala und
variiert zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien in dem Diaminosdure-Bau-
stein (DA). So tritt bei Gram-positiven Gberwiegend L-Lysin und bei Gram-negativen Bakterien
in der Regel meso-Diaminopimelat an dieser Position auf.?®! Bei bestimmten Bakterienstam-
men sind dariiber hinaus weitere Variationen an dieser Stelle méglich.[?>3% Die Quervernet-
zung zwischen den Polysaccharidschichten findet zwischen der Aminofunktion der Diamino-
sdure in der dritten Position und der Carboxylgruppe von D-Alanin in der vierten Position tber
eine weitere Peptidkette mit einer, von der Bakterienvarianten abhangigen, variablen Anzahl
an Aminosauren statt. Der Aufbau des Peptidoglycans ist in Abbildung 2.1 schematisch darge-

stellt.

2.1.2 Die Peptidoglycan-Biosynthese

Die mehrstufige Biosynthese des Peptidoglycans wurde bereits 1952 von J. T. Park teilweise
aufgeklart. Hierzu wurden zunachst einige Zwischenstufen der Peptidoglycan-Biosynthese iso-
liert und identifiziert. 1960 wurde der restliche Biosyntheseweg des Peptidoglycans weitge-
hend aufgeklart. Der Ablauf der Peptidoglycan-Biosynthese lasst sich im Wesentlichen in drei
Schritte einteilen: die intrazelluldre Darstellung der bendtigten Zucker- und Aminosdure-Bau-
steine findet im ersten Schritt statt, gefolgt von dem Aufbau des Pentapeptids 6 am MurNAc
und letztendlich die Quervernetzung der Monomere auf der AuRenseite der Membran im letz-

ten Schritt der Biosynthese.
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Abb. 2.2 Biosynthese von UDP-GIcNAc 4.
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Die Synthese des Uridindiphosphat-N-acetylglucosamin-(UDP-GIcNAc)-Grundbausteins 4 er-
folgt ausgehend von D-Fructose-6-phosphat (Fru-6-phosphat) 1 Gber vier Schritte (siehe Abbil-
dung 2.2). Fru-6-phosphat 1 wird mit Hilfe der Aminotransferase (GImS) zu dem Glucosamin-
6-Phosphat (GlcN-6-phosphat) 2 umgesetzt und nachfolgend mit Phosphoglucosaminmutase
(GImM) in das Glucoseamin-1-phosphat (GlcN-1-phosphat) 3 umgewandelt.[3¥-33) Im Anschluss
daran erfolgt eine Ubertragung einer Acetylgruppe von dem Acetyl-Coenzym A (AcCoA) auf die
Aminogruppe des GlcN-1-Phosphats 3. Der Aufbau einer Uridindiphosphat-Gruppe (UDP) an
der 1-Position mittels Uridintriphosphat, unter Freisetzung von Pyrophosphat, ist der nachste
Schritt der Synthese. Die Uridyltransferase (GImU) katalysiert die letzte Reaktion zum UDP-
GIcNACc 4.13435]

OH OH
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HO Q MurB 0 MurC-F 0
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AcHN _— OUDP _— OUDP
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R = L-Ala-y-D-Glu-DA-D-Ala-D-Ala
mit DA = L-Lys oder

©
Q meso-Diaminopimelinsiure
_ Un—-0O-P=0
Un = c|)®
Undecaprenylphosphat 7 MraY
UMP
OH
MurG (6]
PR 8 9 N Ak o—(';—o—('P?—Un
O—I?—O—I?—Un 0 CI) 6
S & UDP  UDP- R © ©

GlcNAc
Lipid 119

Abb. 2.3 Biosynthese von Lipid Il 9.

Im Anschluss erfolgt die Bildung des intermediaren Lipid Il 9 an der inneren Seite der Zell-
membran. Katalysiert durch die Transferase MurA wird als erstes eine Enolpyruvatgruppe an
die 3-Hydroxyfunktion des UDP-GIcNAc 4 lbertragen, welche dann im zweiten Schritt mit der
Reduktase MurB und mit NADPH zur Lactylseitenkette reduziert wird.*®3”! Die so erhaltene
Uridindiphosphat-N-acetylmuraminsdure (UDP-MurNAc) 5 wird dann im Anschluss mit den
ATP-abhingigen Ligasen MurC bis MurF sukzessive mit der Peptidseitenkette erweitert.[38-4%
Zunachst erfolgt nacheinander die Anbindung von L-Alanin, b-Glutaminsdure und der Diami-

nosaure (DA). Im letzten Schritt des Aufbaus der Peptidseitenkette erfolgt die von MurF
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vermittelte Einfihrung der beiden D-Alanin-Bausteine als Dipeptid an die Peptidkette,
wodurch das UDP-MurNAc-pentapeptid 6 gebildet wird. Im nichsten Schritt findet der Uber-
gang vom cytosolischen zum membrangebundenen Teil der Peptidoglycan-Biosynthese statt.
Dies geschieht durch die Ubertragung des UDP-MurNAc-pentapeptids 6 mittels Translocase |
(MraY) auf den membrangebundenen Undecaprenylphosphat-Lipidcarrier 7.12>421 Das entstan-
dene Undecaprenyl-pyrophosphoryl-MurNAc-pentapeptid (Lipid I) 8 wird dann B-selektiv, un-
ter UDP-Abspaltung und katalysiert durch die N-Acetylglucosaminyl-Transferase MurG, in das
1,4-Disaccharid Lipid-Intermediat Il 9 umgewandelt.[*3) Der Mechanismus des nachfolgenden
Transports des Undecaprenyl-pyrophosphoryl-MurNAc-(Pentapeptid)-GlcNAc (Lipid 1) 9 durch
die Membran konnte noch nicht vollstindig aufgeklart werden.!**%7! |m extrazelluldren Teil
der Biosynthese findet die Polymerisation des Lipids Il 9 statt, welche durch membrangebun-
dene Glycotransferasen katalysiert wird. Die Quervernetzung der B-1,4-verkniipften Polysac-
charidketten durch Transpeptidase-Katalyse schlieBt die Biosynthese des Peptidoglycans ab.
Es erfolgt ein nucleophiler Angriff der Aminogruppe der Diaminosdure an die benachbarte

Peptidseitenkette unter Abspaltung der terminalen Aminosiure.[*®

2.1.3 Translocase | (MraY)

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 beschrieben spielt das Enzym Translocase | (MraY, Uridindiphos-
phat-N-acetylmuramoyl-Pentapeptid:Undecaprenylphosphat Phospho-N-acety-muramoyl-
Pentapeptid-Transferase) eine Schlisselrolle beim Aufbau des Peptidoglycan-Geriistes in der
bakteriellen Zellwand und ist damit ein interessantes Target fiir neue antibakterielle Wirk-
stoffe. Es wurden bereits einige Nucleosid-Antibiotika entdeckt, die in der Lage sind, das En-
zym MraY zu inhibieren. Einige Vertreter dieser Klasse von MraY-Inhibitoren sind beispiels-
weise die Tunicamycine!*®!, Capuramycine®®5, Mureidomycine!®?>* und Muraymycine.?°! Die
Inhibition von MraY fihrt zu einer Hemmung der Peptidoglycan-Bildung und damit zu einer

Lyse der Zelle.[®

Struve und Neuhaus untersuchten bereits 1965 dieses Enzym genauer und entdeckten dabei
die reversible Ubertragung des UDP-MurNAc-Pentapeptids 6 auf den membrangebundenen
Lipidcarrier Undecaprenylphophat 7 mit Hilfe von Mg?* als Cofaktor.!°® Durch weitergehende
Untersuchungen der Reaktionskinetik konnte die Reversibilitdt der Reaktion nachgewiesen
werden.®”! Durch Isotopenmarkierung des UMP mit Tritium wurde in Abwesenheit von Unde-
caprenylphosphat 7 der Austausch der natirlichen UMP-Gruppe des UDP-MurNAc-Pentapep-

tids 6 mit Tritium-markiertem UMP beobachtet. Struve et al. postulierten zunachst einen
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zweistufigen Mechanismus. Laut diesem Mechanismus findet im ersten Schritt die Bildung des
Enzym-Substrat-Komplexes unter UMP-Abspaltung statt. Im zweiten Schritt erfolgt dann die
Bildung des Lipids | 8 mit Undecaprenylphosphat 7 unter erneuter Freisetzung des Enzyms

MraY (siehe Abbildung 2.4).[585°]
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Abb. 2.4 Zweistufiger Mechanismus nach Heydanek et al.[®

Neuere Mutagenese-Studien von Bouhss und Mitarbeitern mit isoliertem MraY deuten aller-
dings auf einen einstufigen Mechanismus hin.[®*¢2 Das UDP-MurNAc-pentapeptid 6 wird nu-
cleophil von dem Enzym-aktivierten Undecaprenylphosphat 7 angegriffen und bildet dadurch

Lipid | 8 mit UMP als Nebenprodukt (siehe Abbildung 2.5).
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Abb. 2.5 Einstufiger Mechanismus nach Bouhss et al.[6%]

Ikeda und Mitarbeiter identifizierten 1991 das mraY-Gen in E. coli und fiihrten eine Uberex-

pression dieses Gens durch. Dies flihrte zu einer erhdhten Translocase I|-Aktivitat in der
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Zellmembran.!®3! |n Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten auch die Untersuchun-
gen von Boyle und Donachie im Jahr 1998, dass eine mangelnde Expression von mraY in E. coli
zu einem Anschwellen und der spéateren Lyse der bakteriellen Zelle fiihrt.[®4 Mit dem ersten
zweidimensionalen Topologiemodell von MraY, das von Bouhss und Mitarbeitern 1999 aufge-
stellt wurde, wurde MraY als Transmembranprotein, das aus zehn Transmembran-Segmenten
besteht, identifiziert. Die einzelnen Segmente sind Uber fiinf cytoplasmische und sechs peri-
plasmische Loops verknilpft. Der C- und der N-Terminus sind beide auf der periplasmischen
Seite der Membran zu finden.!®*1 2004 gelang Bouhss und Mitarbeitern die Isolierung und Cha-
rakterisierung des Enzyms MraY aus B. subtilis.®® Die erste zellfreie Expressionsmethode fiir
MraY wurde 2011 von Bernhard und Mitarbeitern etabliert.!®”? Durch die Bestimmung der Ami-
nosauresequenz des Enzyms wurden alternierende hydrophobe und hydrophile Abschnitte ge-
funden, wodurch die Vermutung, dass es sich bei MraY um ein Transmembran-Protein handelt,
weiter an Gewicht gewann. Ein erstes Modell fiir das katalytisch aktive Zentrum wurde von
Bugg et al. aufgestellt. Dieses Modell enthédlt die Aminosduren Asp-115, Asp-116 als Liganden
fir den Mg?*-Cofaktor und Asp-267 als nucleophile Komponente fiir die Bindung des Substra-
tes.®! Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen konnten Bouhss et al. allerdings zeigen, dass
eine Punktmutation von Asp-267 nicht zu einem Verlust der Aktivitdt fihrt.[%%62] Dje erste
Rontgenkristallstruktur von MraY aus Aquifex aeolicus von Lee und Mitarbeitern im Jahr 2013
lieferte im Grunde eine Bestadtigung des von Bouhss et al. vorgeschlagenen Topologiemo-

dells.?

Abb. 2.6 Ausschnitt aus der Kristallstruktur von MraY im Komplex mit Muraymycin D2 (entnom-

men aus: C. Chung et al., Nature 2016, 533, 557-560).16%!

10
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2016 gelang es Lee und Mitarbeitern zudem auch eine Kristallstruktur des Komplexes von MraY
aus Aquifex aeolicus mit dem natirlich vorkommenden Inhibitor Muraymycin D2 (siehe Kapitel
2.2.1) zu erhalten, wodurch neue Einblicke in die Wechselwirkung zwischen Enzym und Inhi-

bitor gewonnen werden konnten (siehe Abbildung 2.6).[5®

Das Protein durchldauft eine starke Konformationsdnderung infolge der Bindung des
Muraymycins D2.°4%8] Djese Fahigkeit zur Konformationsdnderung von MraY erklirt unter an-
derem auch die hohe strukturelle Vielfalt von aktiven Nucleosid-Antibiotika, die in der Lage
sind, MraY zu inhibieren.!>>% Des Weiteren wurden eine Bindungstasche fiir das Nucleosid als
auch eine weitere Bindungstasche fiir die Aminoribose-Einheit identifiziert. Die Peptidkette
des Muraymycins lagert sich auf der Protein-Oberflaiche an. Im Gegensatz zu der Enzym-Sub-
strat-Bindung findet hier keine Wechselwirkung von Muraymycin D2 mit den drei Aspar-
tat-Resten, die fiir die katalytische Aktivitat verantwortlich sind, statt. Der Mg2?*-Cofaktor ist
ebenfalls nicht an der Inhibitor-Bindung beteiligt. Somit unterscheidet sich die Inhibitor-Bin-
dung erheblich von der Substrat-Bindung, obwohl es sich um einen kompetitiven Inhibitor han-

delt.

2.2 Muraymycine

2.2.1 Natiirlich vorkommende Muraymycine

Muraymycine gehoren zur Klasse der Nucleosid-Lipopeptid-Antibiotika und wurden erstmals
2002 von McDonald und Mitarbeitern aus Streptomyces isoliert.”! Die Strukturen dieser 19
isolierten Muraymycine konnten mittels NMR-Spektroskopie und FT-Massenspektrometrie
vollstandig aufgeklart werden. Die Muraymycine lassen sich anhand ihrer Strukturmerkmale
in vier Gruppen A bis D einteilen. Vertreter dieser vier Gruppen natirlich vorkommender

Muraymycine sind in Abbildung 2.7 dargestellt.

11
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natirlich vorkommenden Muraymycine.
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Die Grundstruktur der Muraymycine besteht aus einer Glycyl-Uridineinheit, die an ihrer
6'-Amino-Funktion Gber einen Propylamin-Linker mit einem Harnstofftripeptid verbunden ist.
Die 5'-Position dieser Glycyl-Uridineinheit ist O-glykosidisch mit einer Aminoribose verbunden.
An der Aminoribose-Einheit treten verschiedene Variationen fiir die einzelnen Vertreter der
Muraymycine auf. Im Fall der beiden Muraymycine A5 und C4 befindet sich an der 5'-Position
eine freie Hydroxyl-Gruppe. Das Harnstofftripeptid besteht aus L-Leucin, oder L-Hydroxyleucin,
welches Gber eine Peptidbindung mit der nicht-proteinogenen Aminosadure Epicapreomycidin
verknipft ist. Das Epicapreomycidin ist wiederum Uber eine Harnstoffgruppe mit L-Valin
verknipft. Die Einteilung in die unterschiedlichen Klassen A-D der Muraymycine erfolgt unter
anderem anhand ihrer unterschiedlichen Reste an ihrer (3S)-3-Hydroxy-L-leucin-Einheit
beziehungsweise deren Austausch gegen proteinogenes L-Leucin. So umfassen die Klassen A
und B Muraymycine mit einer Lipidseitenkette an Position R?, die in ihrer Linge und terminalen
Funktionalisierung variiert. Hier kommen verzweigte aliphatische und terminal mit Guanidin
als auch mit N-Hydroxyguanidin funktionalisierte Vertreter vor. Die Muraymycine aus der C-
Klasse umfassen solche, die ein nicht funktionalisiertes B-Hydroxyleucin aufweisen. Die
Vertreter der Klasse D haben die nicht-hydroxylierte proteinogene Aminosaure L-Leucin als

mittleren Baustein gemein.

Muraymycin Al gehért mit einem ICso-Wert von 27 + 2 pM gegen MraY in vitro’Y zu den
aktivsten natirlich vorkommenden Muraymycin-Vertretern. Es zeigt eine antibakterielle
Aktivitat gegen Gram-positive Bakterien wie zum Beispiel Staphylococci (MIC = 2 bis 16 pug/mL)
und Enterococci (MIC = 16 bis >64 ug/mL). Gegen Gram-negative Bakterien wurde ebenfalls
teilweise eine antibakterielle Aktivitat festgestellt. Bei Testung gegen einen E. coli-Stamm mit
erhohter Membranpermeabilitdt wurde ein MIC-Wert von <0.03 pg/mL gemessen. Fur Efflux-
defiziente Stdmme von E. coli wurde ein MIC-Wert von 2 pg/mL gemessen.’%7Y |n der
Zwischenzeit wurden auch weitere Muraymycine von Van Lanen, Ducho und Mitarbeitern
isoliert und charakterisiert. Darunter befinden sich auch zwei neue Vertreter der B-Serie, die
Muraymycine B8 und B9 (siehe Abbildung 2.7).172) Das Muraymycin B8 besitzt mit einem [Cso-
Wert von 4.0 £ 0.7 pM gegen MraY eine im Vergleich zu Muraymycin Al verbesserte Fahigkeit
zur Inhibition des Targets und zeigt gegen S. aureus (MIC = 2 pg/mL) und einen Efflux-
defizienten E. coli-Stamm (MIC = 4 pg/mL) sogar eine bessere biologische Aktivitit.[”?) Dagegen
weisen die Muraymycine der Klassen C und D teilweise einen starken Verlust der Aktivitat auf.
So wurde beispielsweise fir die Muraymycine C4 und D2 keine nennenswerte Aktivitdt in
bacterio festgestellt. Jedoch konnte fir das Muraymycin D1 eine Wirksamkeit gegen

M. tuberculosis nachgewiesen werden.!”3
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Im direkten Vergleich mit den Muraymycinen der Klassen C und D wird sehr deutlich, dass
durch die Modifikation mit einer lipophilen Seitenkette (iber eine Ester-Bindung am
L-Hydroxyleucin eine Erh6hung der antibakteriellen Aktivitat bewirkt wird. Eine Erhéhung der
Membrangangigkeit durch das Einfiihren von w-funktionalisierten Fettsduren an vereinfachten
Modellsystemen der Muraymycin-Struktur konnte von Ducho et al. ebenfalls bereits
nachgewiesen werden.!7#7>! Die bereits in Kapitel 2.1.3 besprochene Kristallstruktur des
Komplexes von MraY mit Muraymycin D2 von Lee und Mitarbeitern macht die Schwierigkeit
zur strukturbasierten Vorhersage von Wechselwirkungen auf Grund der hohen

konformationellen Flexibilitidt des Target-Enzyms deutlich.[>3:5468

2.2.2 Semi-synthetische Muraymycine

Lin et al. berichteten 2002 von der Darstellung von 16 halb-synthetischen Muraymycinen aus-
gehend von dem natiirlich vorkommenden Muraymycin C1.7%! Da bereits von den natiirlichen
Vertretern der Muraymycine bekannt ist, dass eine erhohte Lipophilie der Gesamtstruktur zu
einer verbesserten Zellaufnahme fiihrt, wurde versucht, durch Derivatisierung des primaren
Amins der Aminoribose an der 6'-Position der Nucleosyl-Aminosaure als auch der sekundaren
Aminofunktion des Propylamin-Linkers mit lipophilen Seitenketten einen dhnlichen Effekt zu
erzielen.l’"72 Es konnte jedoch keine nennenswerte Aktivititssteigerung im Vergleich zu den
natiirlichen Vertretern der Muraymycine erhalten werden.!”®! Modifikationen mit lipophilen
Gruppen an der primaren Aminofunktion der Aminoribose fiihrten sogar zu einem kompletten

Verlust der Aktivitat am Zielenzym MraY.

14



2. Kenntnisstand

2.2.3 Synthetische Muraymycine und Muraymycin-Analoga
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Abb. 2.8 Synthese der vereinfachten Muraymycin-Analoga 17a und 17b von Yamashita und

Mitarbeitern.l””]

Im Jahr 2003 wurden die ersten synthetischen Muraymycin-Analoga von Yamashita et al. her-
gestellt. Die Synthese der beiden vereinfachten Muraymycin-Analoga 17a und 17b wurde aus-
gehend von Uridin 10 durchgefiihrt. Uber vier Stufen wurde der geschiitzte Uridin-5'-Aldehyd
11 hergestellt, welcher dann anschlieBend in einer Aldolreaktion mit N,N-Dibenzyl-glycin-tert-
butylester 12 umgesetzt wurde. Das aus der Reaktion hervorgegangene Produktgemisch aus
dem (5'R,6'S)-Diastereomer 13a und seinem (5'S,6'S)-Epimer 13b konnte sdulenchromatogra-

phisch getrennt und anschlielend jeweils die Benzyl-Gruppe hydrogenolytisch abgespalten
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werden. Im nachsten Schritt erfolgten die reduktiven Aminierungen mit den verschiedenen
Aldehyden 14a-h, die sich anhand ihrer variierenden Reste unterscheiden. Nach Cbhz-Entschiit-
zung erfolgte die Kupplung mit dem Harnstoffdipeptid-Baustein 16. Das in den Naturstoffen
vorkommende Epicapreomycidin wurde hier zur Vereinfachung der Synthese durch L-Arginin

ersetzt.l””]

OMe )\/_ 7<
=0 BocHN 22
7
24
MeO R= 23, 24,

o._0
HoN W 25
25
>L (0] H H 0

/ -~

i (0] ’ N
Muraymycin D2 =~<— \ﬂ/ DMB
(O o

TcesN N
H

26al/b

Abb. 2.9 Synthese von Muraymycin D2 nach Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern.[”#

Die erste Totalsynthese des natirlich vorkommenden Muraymycin D2, als auch seines Leucin-
Epimers, wurde 2010 von Ichikawa, Matsuda und Mitarbeitern veréffentlicht.[’® Als Schliissel-
schritt zur Herstellung des Epimeren-Gemischs von Muraymycin D2 wurde eine Ugi-Vier-Kom-
ponenten-Reaktion verwendet. Zur Herstellung der Glycyl-Uridin-Einheit konnte die Arbeits-

gruppe auf Erkenntnisse aus der Synthese von Caprazol, einem Grundbausteins der
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Caprazamycine, zuriickgreifen, welche diese Struktureinheit mit den Muraymycinen teilen.!”-
821 Der geschiitzte Uridin-5'-Aldehyd wurde nach Oxidation von Alkohol 18 erhalten und in ei-
ner Wittig-Reaktion zum (E)-Olefin 19 umgewandelt. Dieser Baustein konnte dann mit einer
Sharpless-Aminohydroxilierung zur (5'S,6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 21 umgesetzt werden. Die
anschlieBRende Glycosylierung der 5'-Position wurde mit Hilfe des Fluoriddonors 20 durchge-
fihrt. Nach Umschitzung und reduktiver Aminierung wurde das fertige Isonitril 22 fir die Ugi-
Vier-Komponenten-Reaktion erhalten. Mit den restlichen Bausteinen, dem Harnstoffdipeptid
23, dem Dimethoxybenzylamin 25 und dem Isobutyraldehyd 24, wurde die Ugi-Vier-Kompo-
nenten-Reaktion schlielich durchgefiihrt und das geschiitzte Muraymycin-Analogon erhalten.
Gefolgt wurde dieser Schritt von einer zweistufigen Entschiitzungs-Sequenz und der Trennung
der beiden Epimere mittels HPLC, wodurch das Muraymycin D2 als auch sein Epimer erhalten
wurden. 1788

NH

0]
H
fl\
N

0
Hooc ¢
0 H H o) R N
HO Y N““”
o H OH OH
HNY
HN” N
H
27 (S) a-e
28 (R) a-e

a:R= !»‘\)\ d:R=
MIC (27a) >64 ug/mL O
MIC (28a) >64 pg/mL O
o/\/\
biR= L e~ MIC (27d) = 16-64 pg/mL
MIC (28d) = 4-64 pg/mL
MIC (27b) = 2-4 yg/mL
MIC (28b) = 0.25-4 pg/mL

woroy By

MIC (27e) = 4-8 ug/mL
MIC (27¢) = 4-16 pg/mL MIC (28e) 4-16 ﬁg/mL
MIC (28c) = 4-16 pg/mL

Abb. 2.10 Synthese lipophil derivatisierter Muraymycin-Analoga nach Matsuda, Ichikawa et

al.[84,85]
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Ebenfalls mit Hilfe der Ugi-Vier-Kkomponenten-Reaktion gelang es Matsuda, Ichikawa et al.
auch, mehrere lipophile Derivate der Muraymycine zu synthetisieren. Hier wurde der L-Leucin-
Baustein gegen verschiedene lipophile Substituenten getauscht. Nach den globalen Entschiit-
zungen und Trennung der Diastereomere wurde eine Reihe dieser lipophil derivatisierten
Muraymycin Analoga erhalten (siehe Abbildung 2.10). Fir die synthetisierten lipophilen Deri-
vate 27b und 28b wurden schwachere, aber dennoch sehr gute Inhibitionen von MraY (ICso =
0.33 uM und 0.74 uM) im Vergleich zu den beiden Stereoisomeren von Muraymycin D2 27a
und 28a (ICso = 0.01 pM und 0.09 uM) gemessen.[®+25] Eine Rigidisierung mit den Biphenyl-
Struktureinheiten in der Seitenkette bei den Verbindungen 27e und 28e fiihrte zu einer Ver-
schlechterung der antibakteriellen Aktivitdat. Dieser Befund kdnnte ein Indiz fir die Notwen-

digkeit einer hinreichenden Flexibilitat der lipophilen Seitenkettenstruktur sein.

2016 berichteten Kurosu und Mitarbeiter von einer stereokontrollierten Synthese des natur-
lich vorkommenden Muraymycin D1, als auch zweier Derivate von Muraymycin D1, bei denen
eine beziehungsweise beide Carbonsdure-Funktionen in Amid-Gruppen Uberfihrt wurden
(ohne Abbildung).”3 Muraymycin D1 und das an der 7'-Position amidierte Derivat zeigten eine
antibakterielle Aktivitdat gegen M. tuberculosis. Fir beide Verbindungen wurde ein MICso von
1.56 pg/mL erhalten. Das Muraymycin-Analogon mit der zusétzlichen terminalen Amid-Modi-

fikation zeigte dagegen eine leicht schwichere Aktivitat (MICso = 6.25 pg/mL).l73

Ducho und Mitarbeiter entwickelten einen stereokontrollierten Ansatz zur Synthese eines ver-
einfachten Muraymycin-Analogons, basierend auf den Erkenntnissen zum natirlich vorkom-
menden Muraymycin A5, welches das Aminoribose-Strukturelement nicht besitzt und dennoch
eine vergleichbare Aktivitdt zu dem sehr aktiven Muraymycin Al aufweist.[’%%¢! Dje Synthese
dieses 5'-Desoxy-Muraymycin C4 begann ausgehend von Uridin 10. Nach TBDMS-Schiitzung
der drei Alkoholgruppen des Uridins, gefolgt von der selektiven Entschiitzung an der 5'-Posi-
tion, wurde der Uridin-5'-Aldehyd 29 durch Oxidation des Uridin-5'-Alkohols 106 generiert.
AnschlieBend wurde der Aldehyd 29 in einer (Z)-selektiven Wittig-Horner-Reaktion mit dem
Phosphonat 30 in das (Z)-Olefin 31 umgewandelt. Ein Schlisselschritt in dieser Synthese ist die
asymmetrische Hydrierung mit den kommerziell erhéltlichen Rhodium(l)-Katalysatoren (S,S)-
Me-DUPHOS-Rh 32a bzw. dem (R,R)-Me-DUPHOS-Rh 32b zum hochselektiven Aufbau der ent-
sprechenden Stereozentren. So liefert (S,5)-Me-DUPHOS-Rh 32a die (S)-konfigurierte Nucleo-
syl-Aminosdure 33a und (R,R)-Me-DUPHOS-Rh 32b die (R)-konfigurierte Nucleosyl-Aminosaure
33b. Nach hydrogenolytischer Spaltung der Cbz-Schutzgruppe erfolgte die Durchfiihrung einer
reduktiven Aminierung mit dem Aldehyd 36, dessen Synthese nach einer Strategie von Zhu

und Mitarbeitern erfolgte (ohne Abbildung).’#788] Nach einer erneuten hydrogenolytischen

18



2. Kenntnisstand

Spaltung der Cbz-Schutzgruppe wurde die Peptidkupplung mit dem Epicapreomycidin-haltigen
Harnstoffdipeptid 36a durchgefiihrt. Die Synthese des Epicapreomycidin-Bausteins erfolgte
nach einer etablierten Synthese nach Ducho et al. (ohne Abbildung).®® Nach saurer globaler

Entschiitzung konnte so das 5'-Desoxy-Muraymycin C4-Analogon 37 erhalten werden.[®

0
NH 30
| Iy KHMDS, THF | s
o N0 -
TBDMSO OTBDMS 0 TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
29 CbzHN o)< 31 33a (6'S)
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/o—F|>:o
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34

L
OH
(cod)Rh ®j© °
P HN "0
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(R,R)-Me-DUPHOS-Rh
32b

0)

HNY

37

Abb. 2.11 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin C4 Analogons 37 nach Ducho et al.[8889]

Auf dhnlichem Weg wurde auch ein weiter vereinfachtes 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon mit
L-Leucin anstelle von L-3-Hydroxyleucin hergestellt, um den Einfluss der Hydroxyl-Gruppe an
dieser Position genauer zu untersuchen.®® Eine weitere Vereinfachung erfolgte durch den
Austausch des nicht-proteinogenen Epicapreomycidins gegen die proteinogene Aminosaure

L-Lysin, was eine erhebliche Minimierung des Synthese-Aufwands zur Folge hatte und zudem
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die Aktivitat, im Vergleich zu dem Epicapreomycidin-haltigen Vertretern, nur in geringen MaRe
verschlechterte (ohne Abbildung). Fir dieses vereinfachte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon

68 wurde ein ICso-Wert von 2.5 + 0.6 uM gegen MraY im in vitro-Assay gemessen.[91-94]

Weitere Untersuchungen zum Einfluss der Lipidseitenkette an dem L-Hydroxyleucin-Baustein
wurden durch Ducho et al. durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Derivatisierung
an dieser Position durch w-funktionalisierte Fettsauren zu einer Steigerung der antibakteriel-
len Aktivitat fihrt, was durch eine erh6hte Akkumulation und auch Penetration der Zellmemb-

ran erreicht wurde (ohne Abbildung).l7428]

L b ¥

N
HoN® - HQN/\/\N\
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
33a (6'S) a7
IO 40, 41
CszN/\)
38
OH
CbzHN
NHBoc
0 NH,
40 41 42

Abb. 2.12 Synthese des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 42.1°%

Ebenfalls wurde 2017 in Vorarbeiten ausgehend von der (6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 33a ein
weiteres vereinfachtes 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 42 mit einer lipophilen Seitenkette
hergestellt (siehe Abbildung 2.12). Durch reduktive Aminierung der (6'S)-Nucleosyl-Amino-
sdure 33a mit dem Aldehyd 38 wurde zunachst das (6'S)-Diamin 39 hergestellt. Im Unterschied
zur Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 wurde an Stelle von L-Leucin hier die
(5)-N-Cbz-2-Aminooctansdure 40 durch Peptidkupplung eingefiihrt. Die Kupplung des Harn-
stoffdipeptids 41 und globale Entschiitzung erfolgte analog der publizierten und zuvor bespro-
chenen Methoden.!®>°2 Fiir dieses lipophil derivatisierte Muraymycin-Analogon 42 wurde ein
ICso-Wert von 0.96 + 0.37 uM gegen MraY im in vitro-Assay bestimmt. Es zeigte damit eine
deutliche Aktivitatssteigerung im Vergleich zu dem L-Leucin-haltigen 5'-Desoxy-Muraymycin-

Analogon 68 (unveréffentlichte Ergebnisse).®>

20



2. Kenntnisstand

o) 0 0
f‘\i'i CbZHNj)J\O/\OJ\’<
o NSo 43 L7R=0
N o _ O
43
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO OTBDMS
29 44
HN "0
45 CbzHN
o]
45
0 i OH
HoN o)
TBDMSO  OTBDMS
2 TFA NHBoc
46 47:R = POM
48: R = Bn
47748
>0
o)
Q W oH
© hig N
o] 0
22 TFA
NH,
49: R = POM
50: R = H 49
H,0
0
oo (1
o) 0 o) _ N0
H H HN/\/\N\\
>‘)J\o/\o \ﬂ/ H H
o] 0
OH OH
2 TFA
NH,
51

Abb. 2.13 Synthese von POM-Muraymycin-Prodrugs nach Ducho et al.[°®

2016 wurde von D. Wiegmann mit der Synthese von Pivaloyloxymethyl-(POM)-Muraymycin-

Prodrugs eine Moglichkeit zur Verbesserung der bakteriellen Zellaufnahme von Muraymycin-
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Analoga untersucht. Im Gegensatz zu einer nicht-reversiblen Modifikation der Muraymycin-
Grundstruktur wurden hier die Carbonsaurefunktionen durch Veresterung mit Pivaloyloxyme-
thyl-Gruppen in eine lipophilere Spezies liberflihrt, wobei die POM-Gruppen intrazellular wie-
der abgespalten werden sollten. Im Rahmen der Dissertation von D. Wiegmann wurden zwei
Mono-POM-Prodrugs und das Bis-POM-Prodrug des vereinfachten Muraymycin-Analogons 68
synthetisiert. Ausgehend von dem Aldehyd 29 wurde hier liber drei Stufen die POM-geschiitzte
Nucleosyl-Aminosadure 44 als TFA-Salz erhalten. Die Synthese unterscheidet sich in der Ver-
wendung des POM-geschiitzten Phosphonats 43 bei der Wittig-Horner-Reaktion von der zuvor
berichteten und im Arbeitskreis etablierten Synthese-Methode. Die reduktive Aminierung
wurde wie bereits zuvor beschrieben mit dem Leu-Aminopropyl-Linker 45 durchgefiihrt. Im
letzten Schritt vor den globalen Entschitzungen erfolgten die Peptidkupplungen mit den ter-
minal POM- oder Benzylester-geschiitzten Harnstoffdipeptiden 47 beziehungsweise 48. Nach
Anwendung von verschiedenen globalen Entschitzungsstrategien konnten selektiv die drei
POM-Prodrug-Muraymycine erhalten werden. Die Prodrug-Muraymycine 49 und 51 zeigten auf
Grund der noch vorhandenen POM-Gruppen wie erwartet keine Inhibition von MraY im in
vitro-Assay. Fir das Prodrug-Muraymycin 50 wurde trotz POM-Modifikation eine gute inhibi-
torische Aktivitat gegen MraY festgestellt (ICso = 5.7 £ 0.8 uM). Erste antibakterielle Evaluati-
onen zeigten eine Aktivitat gegen E. coli AtolC flr die Verbindungen 49 (MIC = 25 pg/mL) und
50 (MIC = 32 pug/mL). Erste qualitative Stabilitditsmessungen deuteten jedoch bereits auf eine

Zersetzung der Verbindung 49 im Assay-Medium hin.[°®

Nach der ersten berichteten Methode von Merrifield zum Aufbau von Peptidketten an einer
festen Phase, fand diese Methode zunehmend Anwendung in der Peptid-Synthese.[°7100]
Dariber hinaus wurde diese Festphasen-Synthesemethode auch auf Nucleosid-Antibiotika
Ubertragen. So wurde von Bozzoli et al. der Aufbau einer Substanzbibliothek von
Mureidomycinen {iber eine Festphasen-gestiitzte Synthese publiziert.[*°* 2017 wurde von Tran
et al. ebenfalls eine Substanzbibliothek von Derivaten des Nucleosid-Antibiotikums
Sansanmycin (iber einen Festphasenansatz erhalten.'?) Auf Grundlage dieser ersten
Festphasensynthesen von Nucleosid-Antibiotika wurde von K. Leyerer eine Festphasen-
gestiitzte Synthese fiir Muraymycine entwickelt.’®® Hierbei erfolgte der Aufbau der
Muraymycin-Peptidkette an der Festphase. Der Dioxolan-Linker 133, welcher bereits die
Struktureinheit des Aminopropyl-Linkers des spateren Muraymycins enthalt, wurde mit seiner
Carbonsdure-Gruppe am 2-Chlortritylchlorid-Harz 163 gebunden. AnschlieBend daran erfolgte
der sukzessive Aufbau der jeweiligen Peptidketten fiir die spateren Muraymycin-Analoga

durch wiederholte Entschiitzungsreaktionen der Fmoc-Gruppen und Peptidkupplung mit dem
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jeweiligen Aminosaure-Baustein. Das Harnstoffmotiv wurde mit dem p-Nitrophenyl-Carbamat
der jeweiligen terminalen Aminosdure aufgebaut. Nach Abspaltung von der festen Phase
wurden die Peptidketten Uber zwei Stufen in die Aldehyde transformiert. Der Nucleosid-
Baustein 33a wurde wie zuvor berichtet hergestellt’®’ und in Lésung durch reduktive
Aminierungen mit den Aldehyden der Peptidseitenketten umgesetzt (ohne Abbildung). Die
Synthese wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls durchgefiihrt und wird in Kapitel 4.3.1 im
Detail besprochen. Mit Hilfe dieser Festphasensynthese konnte von K. Leyerer ein Alanin-Scan
der Muraymycin-Struktur durchgefiihrt werden und dadurch weitere Einblicke in die Target-
Interaktion gewonnen werden. Darliber hinaus wurden auch einige verkiirzte Muraymycin-
Analoga von K. Leyerer synthetisiert und auf ihre biologische Aktivitdat untersucht. Hier konnte
gezeigt werden, dass die volle Lange des Muraymycin-Grundgeriistes bis zum Harnstoffmotiv
wichtig fiir die antibiotische Aktivitat ist. Eine formale Entfernung der Carboxylgruppe des
terminalen L-Valins hat allerdings keine deutlich negativen Auswirkungen auf die Aktivitat. Des
Weiteren wurde bestatigt, dass die Nucleosid-Struktur entscheidend fir die Wechselwirkung
mit MraY ist. Ein Weglassen dieser Einheit fihrte zu einem kompletten Verlust der Aktivitat.
Ebenfalls bewirkte der Austausch der L-Leucin-Einheit gegen L-Alanin durch das Fehlen des
lipophilen Restes einen deutlichen Verlust an Aktivitat. Dies ist auch im Einklang mit der, in
der Co-Kristallstruktur beobachteten, Wechselwirkung des L-Leucins mit der hydrophobe
Bindetasche an der Proteinoberfliche. Der jeweilige Austausch der letzten beiden
Aminosduren gegen Alanin fiihrte jeweils nicht zu einer drastischen Anderung in der Aktivitat.
Der Einfluss auf die Wechselwirkung mit dem Target des L-Lysins und des L-Valins in der

Peptidkette sind daher eher als moderat einzustufen.[*%3!

2020 wurden zudem von Rudrawar et al. sehr stark vereinfachte Muraymycin-Analoga auf Ba-
sis eines Serin-Templats synthetisiert, die nur noch die Schliisselkomponenten zur Inhibition
von MraY beinhalteten (ohne Abbildung).'*** Durch die Verwendung von Serin wird der erheb-
liche synthetische Aufwand zum Aufbau der Glycyluridin-Struktur umgangen. Der Aufbau die-
ser stark vereinfachten Muraymycine erfolgte hier ausgehend von den beiden Enantiomeren,
L- und D-Serin und Uber direkte Peptidkupplung an eine modifizierte 5'-Amino-Uridin-Einheit.
An die Hydroxygruppe des Serins ist hierbei eine 5'-Aminoribose-Einheit gebunden. Am N-Ter-
minus des Serins erfolgt die Anknlipfung der lipophilen Seitenkette tGiber ein Amid. Nach ersten
Erkenntnissen ist hier jedoch ein zusatzlicher, nicht-polarer aromatischer Aminosaure-Spacer
wie Phenylalanin oder Tryptophan vor der lipophilen Seitenkette wichtig, um eine antibakte-

rielle Aktivitdit gegen resistente Stamme zu erhalten. Auch diese Untersuchungen
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verdeutlichen nochmal die Wichtigkeit einer lipophilen Seitenkette, neben der essentiellen
Uridin-Einheit und der Aminoribose, in der Struktur eines Muraymycin-abgeleiteten MraY-In-

hibitors.[104

2.3 Streptomycine

Das Aminoglycosid-Antibiotikum Streptomycin wurde erstmals 1943 von Waksman und Mitar-
beitern aus Streptomyces griseus isoliert.[19>106] Als erstes wirksames Antibiotikum gegen Tu-
berkulose erlangte dieser neue Wirkstoff groRe Bedeutung und Waksman erhielt fiir die Ent-

deckung von Streptomycin 1952 den Nobelpreis in Medizin.

Streptomycin ist aus Streptidin, L-Streptose und N-Methyl-L-glucosamin, welche lGber zwei gly-
cosydische Bindungen verbunden sind, aufgebaut.!'°”! In wissriger Losung liegt der Aldehyd
der Streptose zu 90% als Hydrat vor. Das Hydrat des Streptomycins liegt durch die Stabilisie-

rung mit der Hydroxy-Gruppe an C-3 bevorzugt vor.[*08!

Streptomycin ist hauptsachlich wirksam gegen Gram-negative Bakterien und M. tuberculosis.
Der Mechanismus seiner Zellaufnahme ist bis heute noch nicht vollstdndig aufgeklart. Die
Zellaufnahme von Aminoglycosid-Antibiotika l4sst sich generell in drei Phasen einteilen.[*%%-
1131 Zunichst bindet die mehrfach kationisch geladene Struktur der Aminoglycosid-Antibiotika
an die negativ geladene Zellmembran der Bakterien. Durch diese Akkumulation an der Zell-
membran werden andere Kationen wie zum Beispiel Mg?* verdrangt und dadurch die Integritat
der Membran beeintriachtigt, was zu einer verstirkten Aufnahme des Antibiotikums fiihrt. 214
1161 |n der energieabhéngigen Phase | (energy-dependent phase |, EDPI) wird durch die "proton-
motive force" das Aminoglycosid-Antibiotikum in geringer Konzentration ins Cytoplasma auf-
genommen, wo es an sein Target, das 30S-Ribosom, angreifen kann. Durch diese direkte Inter-
aktion mit der ribosomalen rRNA kommt es zu Fehlcodierungen und daraus folgend zum Ein-
bau von fehlerhaften Proteinen in die innere Zellmembran und damit einhergehend zu einer
erhéhten Permeabilitit.[*13117.118] |nh der ndchsten Phase EDPII (energy-dependent phase Il) er-
folgt eine rasche Akkumulation des Antibiotikums durch die beschadigte Zellmembran,
wodurch erneut die Anzahl an Fehlcodierungen erhdoht wird und die Proteinsynthese blockiert

wird, was letztendlich zum Zelltod fiihrt.[216,119-123]

Allerdings gibt es heute bereits schon viele bekannte Resistenzen gegen Aminoglycosid-
Antibiotika und Streptomycin im Speziellen, die zunehmend verbreitet auftreten.[*?4125 Eine

der haufigsten Ursachen zur Ausbildung von Resistenzen gegen Streptomycin besteht in
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Konformationsanderungen an der Bindungsstelle, welche durch eine Punktmutation im 16S-
rRNA-Gen, dessen codierte RNA mit dem ribosomalen Protein S12 interagiert, induziert

werden.[126-129]

Es sind nur wenige Optionen zur Modifikation von Streptomycin bekannt, die die
antibakterielle Aktivitit zu einem gewissen MaRe erhalten.!*3%! So bleibt die Aktivitit beim
Entfernen einer Amidino-Gruppe und beim Anbringen von Mannose an die 4'-OH-Position des
N-Methyl-L-Glucosamin-Rests erhalten. Beispielsweise wird jedoch ein kompletter Verlust der
Aktivitat durch Entfernen beider Amidino-Gruppen oder Modifikation an der 3'-OH-Gruppe
des N-Methyl-L-Glucosamins beobachtet. Auch bei Alkylseitenketten-Modifikationen am
Aldehyd wurde {ber einen Verlust der Aktivitit berichtet.l'*® Ebenso wurde bei der
Umwandlung der Aldehydgruppe zu verschiedenen Hydrazon-Derivaten des Streptomycins ein
Verlust der antibakteriellen Aktivitat festgestellt, der mit zunehmender GroRe des eingefligten
Restes stark zunimmt.[*3") Im Gegensatz dazu wurde von J. P. Abad und R. Amils mit einer
kovalenten Modifikation der Aldehydgruppe und Einfihrung von Hydrazon-Bindungen mit
verschiedenen Resten nur eine geringe Abnahme der Aktivitdit des Streptomycins
beobachtet.[*3?! Eine Hydrolyse der Hydrazon-derivatisierten Streptomycine in wassriger
Pufferldsung fiihrte wieder zur Freisetzung von Streptomycin.[*33! Inwiefern die Fihigkeit der
Zellaufnahme durch diese Modifikationen beeinflusst wird, oder ob nur die Interaktion am

ribosomalen Target behindert wird, ist nicht bekannt.

2.4 Enterobactine

Enterobactin gehort zu der Naturstoffgruppe der Siderophore. Siderophore sind kleine Mole-
kile, die in der Lage sind, Eisen zu chelatisieren. Siderophore kommen unter anderem in Gram-
negativen Bakterien vor und regulieren dort in einer ihrer Funktionen den Eisentransport
durch die Zellwand.[*34-13¢ Dar{iber hinaus erfiillen Siderophore einige weitere biologische
Funktionen in Bakterien.[*37-1%0] Gram-negative Bakterien sondern Siderophore in die extrazel-
luldre Umgebung ab, um Eisen zu chelatisieren und in die Zelle zu transportieren.!***) Nach der
Chelatisierung der Eisen(lll)-lonen werden die Chelatkomplexe von hochselektiven Rezeptor-
proteinen in der Zellwand erkannt und aktiv in das Cytosol der Bakterien transportiert.[*42]
Nach dem Transport durch die duRere und innere Zellmembran wird Eisen(lIl) zu Eisen (Il) re-
duziert und aus dem Siderophor-Komplex freigesetzt. Siderophor-Wirkstoff-Konjugate kénnen

Uber denselben Weg liber die Siderophor-Rezeptoren in die bakterielle Zelle aufgenommen

werden und so als Transportsysteme fiir Wirkstoffe genutzt werden.[**3714%1 So konnte von
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Zscherp et al. ein neuartiges Enterobactin-Derivat synthetisiert werden, welches gréf3tenteils
die Eigenschaften des natiirlich auftretenden Siderophors beibehalt und zudem einen Anker-
punkt zum Anbringen von Cargo-Molekilen bietet. Es konnte auch gezeigt werden, dass durch
Konjugation von Cargo-Molekiilen an das Enterobactin-Analogon 57 eine Aufnahme in die Zelle

unter Eisen-limitierten Bedingungen erreicht werden konnte.

Die Synthese eines dieser Enterobactin-Analoga 57 nach Klahn und Mitarbeitern ist in Abbil-

dung 2.14 teilweise dargestellt.[*4®!
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Abb. 2.14 Synthese des Enterobactin-Derivats 57.[14°]

Die Synthese des 3-Hydroxylysin-Derivates 52 erfolgte Uber fiinf Stufen ausgehend von 4-Ami-
nobutanol. Nach Schiitzung der Carbonsaurefunktion als 2-Methylanthrachinyl-(Maq)-Ester in
Tetrahydrofuran erfolgte die Veresterung mit Cbz-Ser(TBS)-OH 53. Nach TBS-Entschitzung
wurde eine Veresterung mit Cbz-Ser(TBS)-OH 53 zur Vervollstandigung des Aufbaus des linea-
ren Trimers 54 durchgefiihrt. Nach Abspaltung der Schutzgruppen TBS und Magq erfolgte der
Ringschluss. Durch Zugabe von 2,2'-Dipyridyldisulfid wurde ein intermedidrer Thioester gebil-
det, welcher im nachsten Schritt durch Zugabe von Silberacetat in das gewilinschte Tris-Lacton
55 iberfiihrt wurde. Im letzten Schritt erfolgte die Einfiihrung der Catechol-Gruppen nach vor-
hergegangener Cbz-Entschiitzung. Unter Schotten-Baumann-Bedingungen wurde mit 2,3-Di-

acetoxybenzoylchlorid acyliert und das Enterobactin-Derivat (AcO)Enty. 57 erhalten.[*4®!
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2.5 Silsesquioxane

Silsesquioxane sind Wirfel-oktametrische Verbindungen (cube-octametric silsesquioxane
scaffold, COSS) mit alternierenden Silicium- und Sauerstoff-Atomen, die von acht organischen
Resten umgeben sind.[**”] Die ersten Synthesen von Silsesquioxanen wurden im Jahr 1955 be-
schrieben.[*%81 1990 wurden von H. C. Marsmann und Mitarbeitern auf dhnliche Weise durch
hydrolytische Kondensation von Organosilicium-Monomeren weitere Silsesquioxane mit ver-
schiedenen organischen Resten hergestellt.[**°) Der Aufbau von funktionalisierten COSS-Deri-
vaten wird heute prinzipiell Gber zwei Methoden erreicht. Zum einen kénnen die funktionellen
Gruppen in nicht vollstandig kondensierte COSS-Grundgeriiste eingefiihrt werden. In der zwei-
ten Methode wird zum anderen ein bereits vollstandiger COSS-Kafig nachtraglich mit reaktiven
Gruppen derivatisiert.[*>®*>1 Eine Vielzahl von Silsesquioxan-Monomeren ist hierfiir mittler-
weile kommerziell erhiltlich.!*>! Die eingesetzten organischen Reste kénnen zur Variation der
Molekiil-Eigenschaften mit verschiedenen Gruppen derivatisiert werden, um so zugeschnit-
tene Bausteine fir spezielle Anwendungsbereiche zu erhalten. So wurde von Kolmar und Mit-
arbeitern bereits gezeigt, dass eine Modifizierung einer COSS-Struktur mit sieben Ammonium-
Gruppen in der Lage ist, einen an das COSS konjugierten Wirkstoff in lebende Hela-Zellen zu
transportieren.[*47:151-153] Ein Guanidin-modifiziertes und mit TAMRA Fluoreszenz-markiertes
Silsesquioxan (TAMRA-GuUCOSS) zeigte eine noch hohere Aufnahme in Hela-Zellen, und es
konnte zudem in Fluoreszenz-Experimenten eine Aufnahme in Gram-negative E. coli-Bakterien
nachgewiesen werden, was die Verbindung zu einem idealen Kandidaten fiir einen Transport
von Antibiotika machen kdénnte.[**”! Ein weiterer Vorteil dieser Silsesquioxan-Verbindungen
besteht darin, dass sie nicht toxisch sind und die anorganische Kernstruktur unter physiologi-

schen Bedingungen hydrolytisch abgebaut wird.[*>%

2.6 Zellpenetrierende Peptide (CPPs)

Zellpenetrierende Peptide sind wasserldsliche, kurzkettige Peptide (<35 Aminosauren), die bei

physiologischem pH-Wert eine positive Ladung aufweisen.[?>4155]

Im Jahr 1988 wurde mit dem trans-Aktivator-Protein (TAT) in natlrlichen Proteinen von HIV-1
das erste zellpenetrierende Peptid entdeckt. Untersuchungen zeigten, dass auch bei einer Ver-
kiirzung der Aminosauresequenz von 86 auf 37-57 Aminosauren die Fahigkeit der Zellpenetra-
tion zu einem gewissen MaRe erhalten bleibt.!**¢1>71 Wenig spater wurde im Jahr 1991 von

Joliot et al. Penetratin, ein 60-mer Peptid aus Drosophila antennapedia entdeckt, welches auch
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zellpenetrierende Eigenschaften besitzt.[?°8-16% Basijerend auf den natiirlichen gefundenen
zellpenetrierenden Peptiden gibt es mittlerweile auch eine Vielzahl von synthetisch hergestell-

ten Vertretern dieser Substanzklasse.[*61]

Ihre Eigenschaft, Zellmembranen und Zellwande zu (iberwinden, macht sie zu geeigneten Kon-
jugationspartnern fiir Wirkstoffe, die selbst nicht in der Lage sind in Zellen vorzudringen. Zell-
penetrierende Peptide weisen zudem eine relativ geringe Toxizitat auf, was sie zusatzlich als
geeigneten Kandidaten fiir den Wirkstofftransport auszeichnet.[®?l Im Jahr 1994 wurde erst-
mals das zellpenetrierende Peptid Penetratin als Transporter fir ein Cargo-Molekiil in eine
Zelle verwendet.[*3] Fiir Konjugate von zellpenetrierenden Peptiden gibt es mittlerweile eine
Vielzahl von biomedizinischen Anwendungen, die sich auch bereits in klinischen Studien be-
finden, beispielsweise in der Krebstherapie.[*6%1%4 So wurde beispielsweise ein zellpenetrie-
rende Peptid bestehend aus 20 Aminosduren an den Wirkstoff 7-Ethyl-10-hydroxycampthote-
cin (ein Topoisomerase-I-Inhibitor) konjugiert und in einer klinischen Phase-I-Studie erfolg-

reich getestet. 165166

Der Mechanismus der Zellaufnahme ist noch nicht vollstindig verstanden.[*®”! Der Transport
scheint jedoch hauptsichlich iiber Endocytosel*62:1681691 ynd eine direkte Penetration!7%17]
der Membran stattzufinden. Es ist ebenfalls bereits bekannt, dass die Effektivitat der Zellauf-
nahme unter anderem vom Typ des verwendeten zellpenetrierenden Peptids, sowie seiner
Konzentration und dem Verhéltnis zum transportierenden Molekiil abhingt.[*’27175] Des Wei-
teren spielen die Ladung und der adressierte Zelltyp eine Rolle bei der Aufnahmefihig-
keit.[*62:173.176] yntersuchungen zeigten auch, dass zellpenetrierende Peptide sich auch fiir den
Wirkstofftransport in Bakterien eignen, hier jedoch weniger effektiv als in Sdugetier-Zellen
sind.[*7771791 So wurde auch durch eine Konjugation eines zellpenetrierenden Peptids an einen
antibiotischen Wirkstoff, in diesem Fall ein antimikrobielles Peptid, eine Steigerung der anti-

bakteriellen Aktivitdt beobachtet.[*”?!

Zellpenetrierende Peptide sind mittlerweile in verschiedensten Formen auch kommerziell er-
héltlich. So gibt es auf dem Markt bereits eine Vielzahl von Alkin- oder Azid-funktionalisierte
CPPs, die mittels Click-Reaktionen an Wirkstoffe zur Herstellung von diversen Konjugaten ge-

kuppelt werden kénnen.[180:181]
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3 Aufgabenstellung und Planung der Arbeit

3.1 Synthese von Muraymycin-Transporter-Konjugaten

3.1.1  Aufgabenstellung

Der Hauptfokus dieser Arbeit lag auf der Synthese verschiedener Konjugate von vereinfachten
5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga mit Strukturen, die zur Verbesserung der bakteriellen Zellauf-
nahme dieser Muraymycin-Analoga fihren sollten. Zum Aufbau dieser Konjugate sollte auf
zwei unterschiedliche Konjugationstypen zurickgegriffen werden. Zum einen sollte eine
stabile Konjugation Gber eine Triazol-Bindung getestet werden, die mittels einer Kupfer-kata-
lysierten Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) erreicht werden sollte. In einem anderen Ansatz
sollte die Konjugation durch Bildung einer Disulfidbriicke zwischen dem Muraymycin-Analogon
und Transporter-Molekiil (CPM) stattfinden. Die Disulfidbindung sollte unter intrazellularen
Bedingungen wieder gespalten werden und damit das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon als

Wirkstoff an seinem Zielort freisetzen.
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Abb. 3.1 Ubersicht der Modifikationen am Muraymycin-Grundgeriist sowie der generellen Kon-

jugations-Ansatze.

Im Anschluss sollten die synthetisierten Muraymycin-Konjugate als erste Modellsysteme auf
ihre antibakteriellen Eigenschaften untersucht werden. Zur Bestimmung einer moglichen er-

hohten bakteriellen Zellaufnahme sollten hierzu antibakterielle Wachstums-Assays gegen

29



3. Aufgabenstellung und Planung der Arbeit

diverse Vertreter von Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien, als auch Zellaufnahme-

Assays in Gram-negativen Bakterien herangezogen werden.!'82

Zur Herstellung der jeweiligen Konjugate sollte die Muraymycin-Kernstruktur entsprechend
funktionalisiert werden. Fir die Auswahl der Modifikationen an der Muraymycin-Struktur
wurde auf die bereits gewonnenen Erkenntnisse der durchgefiihrten SAR-Studien sowie die
der Kristallstruktur von MraY mit Muraymycin D2 zuriickgegriffen.!®® Fiir die verschiedenen
Modifikationen sollten die Seitenkette der mittleren Aminosiure an Position R, das primire
Amin des L-Lysins (Gruppe R?) und die Seitenkette der terminalen Aminosaure an Position R3
in den Fokus genommen werden. Eine Ubersicht der geplanten Modifikationen an der
Muraymycin-Grundstruktur fir die anschliefend vorgesehenen Konjugationen ist in Abbildung
3.1 dargestellt. Fiir Modifikationen der Seitenkette der mittleren Aminosdure an Position R?
ist bekannt, dass hier groRe Gruppen toleriert werden und lipophile Gruppen sogar vorteilhaft
fur die inhibitorische Aktivitdt am Target MraY sind. Damit ist eine Modifikation an dieser Po-
sition ein vielversprechender Ansatz zum Aufbau der Konjugat-Verbindungen. Geplant war die
Einfliihrung von terminal mit einem (aktivierten) Thiol oder einem Alkin versehenen aliphati-
schen Seitenketten, die im Folgenden Uber die spaltbare Disulfidbriicke oder die stabile Ver-
kniipfung Uber ein Triazol an die zellpenetrierende Struktur gekuppelt werden sollten. Eine
biologische Evaluation der verwendeten Konjugat-Vorstufen und jeweiligen Referenzverbin-
dungen sollte ebenfalls erfolgen, um unter anderem die bereits bekannten Erfahrungen aus

den SAR-Studien zu validieren.

Der genaue Einfluss von Modifikationen an der N®-Position am L-Lysin (R?) ist nicht genau be-
kannt. Jedoch scheint es hier auch einen gréReren Spielraum fir Vereinfachungen zu geben,
wie man beispielsweise durch die Substitution des Epicapreomycidins mit L-Arginin oder auch
L-Lysin sehen kann. Auch der von K. Leyerer durchgefiihrte Alanin-Scan bestatigt diese Vermu-
tungen.!*%] Der Einfluss von gréReren Gruppen in der Seitenkette des L-Lysins durch Modifika-
tion des primaren Amins ist nicht geklart, weswegen an dieser Position nur auf eine komplett
spaltbare Konjugation zuriickgegriffen werden sollte, die das parente 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogon 68 unter intrazellularen Bedingungen wieder freigeben sollte. Fir diese komplett
reversible Modifikation sollte die e-Aminogruppe des L-Lysins tber eine Carbamat-Struktur mit
einem Thiol-Linker verbunden werden, der die spatere Disulfidbriicke im Konjugat ausbilden
sollte.[!®3] Sowohl die Disulfidbriicke als auch die Carbamat-Struktur sollten intrazelluldr wie-

der komplett gespalten werden.
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Abb. 3.2 Vermuteter Mechanismus der intrazellularen Spaltung.

Der vermutete Mechanismus der Spaltung der Konjugate mit der N®-Carbamat-Modifikation
am Lysin ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Zunachst sollte die reduktive Spaltung der Disulfid-
bricke durch die intrazellularen Bedingungen erfolgen, welche von einer intramolekularen
Ringschlussbildung-getriebenen Abspaltung des Carbamats gefolgt wird. Damit sollte das ein-
gesetzte Muraymycin-Analogon wieder in seiner unmodifizierten Form freigesetzt werden und

so in der Lage sein, MraY zu inhibieren.

Auch ist der Einfluss des Austausches der terminalen Aminosaure L-Valin zu L-Cystein oder
L-Propargylglycin bisher nicht vollstandig geklart und sollte in dieser Arbeit ebenfalls unter-
sucht werden. Jedoch ist auch diesbezliglich bereits bekannt, dass eine Verkiirzung oder der
Austausch von L-Valin zu L-Alanin keine drastischen Anderungen der Target-Interaktion zur
Folge hatten.[*%] Der Einfluss von gréReren Resten in der Seitenkette der terminalen Amino-
sdure-Gruppe ist allerdings bisher noch unklar. Auch an dieser Position sollten wieder beide
Konjugationstypen, der spaltbare Typ Uber eine Disulfidbriicke sowie der stabile Ansatz lber
ein Triazol, zur Verknlpfung an das Transporter-System getestet werden. Im Falle des spalt-
baren Ansatzes Uber die Disulfidbricke sollte das modifizierte Muraymycin-Analogon mit dem
terminalen L-Cystein 81 intrazelluldar wieder freigesetzt werden. Das 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogon 81 sollte als Referenzverbindung ebenfalls biologisch getestet werden. Im Hinblick
auf die bisherigen SAR-Daten war mit diesem Konjugations-Ansatz kein deutlicher Verlust an
inhibitorischer Aktivitat gegen MraY zu erwarten. Im Falle der stabilen Konjugation tber die
Triazol-Bindung und mit einem sehr groRen Rest an dieser Position waren die Folgen fir die

Aktivitat gegen MraY nicht abzusehen.

Generelle Zielsetzung war, dass im Falle der spaltbaren Konjugations-Ansatze die Target-
Interaktion der freigesetzten Muraymycin-Analoga mit dem Zielenzym MraY weitestgehend
erhalten bleiben sollte, da entweder ein bekanntes und aktives Muraymycin-Analogon wieder

freigesetzt werden sollte, oder nur geringe oder sogar vorteilhafte Anderungen in der
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Grundstruktur des Muraymycins vorgenommen werden sollten. Im Falle der stabilen
Konjugate werden weitaus drastischere Anderungen in den Muraymycin-Analoga verursacht.
Durch die hohe konformationelle Flexibilitdt, die das Target MraY mit sich bringt, waren die

Konsequenzen hieraus nicht vollstandig abzuschatzen.
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Abb. 3.3 Ubersicht der geplanten Modifikationen am Streptomycin.

Als zellpenetrierende Transporter-Molekiile sollten Derivate des Aminoglycosid-Antibiotikums
Streptomycin, ein Derivat des Eisentransporters Enterobactin, ein zellpenetrierendes Peptid
und das zur Zellaufnahme modifizierte Silsesquioxan GuCOSS eingesetzt werden. Das
zellpenetrierende KF,-Peptid 173 und der GuCOSS-Baustein 172 wurden im Rahmen einer
Kooperation von der Arbeitsgruppe von Prof. Kolmar an der TU Darmstadt synthetisiert und
zur Verfligung gestellt. In einer weiteren Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Klahn an
der TU Braunschweig sollte das Enterobactin-Muraymycin-Konjugat hergestellt werden. Das
hier verwendete Enterobactin-Derivat (AcO)Entx. 57 wurde von Klahn et al. entwickelt und
synthetisiert. Im Fall des Streptomycins als Transporter-Molekil sollte zundchst die
entsprechende Modifikation an dem Aminoglycosid-Antibiotikum durchgefihrt werden, um
die verschiedenen Konjugationen zu erméglichen (siehe Abbildung 3.3). Zum einen sollte ein
Linker mit einem endstandigen Azid (iber eine Oxim-Ligation an die Aldehyd-Funktion des
Streptomycins angebracht werden, um die Triazol-Konjugation zu ermdéglichen. Zum anderen
sollte ein analoger Linker mit einem terminalen Thiol oder einem aktivierten Thiol eingefiihrt
werden, der die spateren Konjugationen (iber die Ausbildung einer Disulfidbriicke ermoglichen
sollte. Diese Muraymycin-Streptomycin-Konjugate sollten idealerweise auch als dualer
Wirkstoff fungieren, sofern die Aktivitat des Streptomycins durch die hier geplanten
Modifikationen zumindest teilweise erhalten bliebe. Im Falle der intrazelluldr spaltbaren
Konjugate ist der Erhalt der Aktivitat durch die Freisetzung des Streptomycin-Derivats

wahrscheinlicher als bei den nicht-reversiblen Konjugaten und der damit einhergehenden
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groReren strukturellen Anderung. Durch die Verwendung eines Oximethers erhidlt man zudem
eine zusatzliche potenzielle Spaltungsstelle im Konjugat, die zwar hydrolytisch stabiler als die
in Kapitel 2.3 bereits diskutierte Hydrazon-Bindung ist, aber dennoch prinzipiell gespalten
werden kann. Damit sollte unmodifiziertes Streptomycin unter den entsprechenden
Bedingungen ebenfalls wieder freigesetzt werden.[*3%133] Das Hauptziel war jedoch auch hier
eine Erhéhung der Zellaufnahme des Muraymycin-Analogons durch die Transport-
Eigenschaften des Streptomycins als auch durch dessen Fahigkeit zur Schwachung der

Integritat der Zellwand.

Die Derivatisierungen am 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon an der Position R! bilden die erste
Serie, an Position R? die zweite Serie und an Position R3 die dritte Serie der Muraymycin-Trans-
porter-Konjugate. In der ersten Konjugat-Serie sollten alle Transporter-Verbindungen im Zuge
der reversiblen, intrazellular spaltbaren Konjugation eingesetzt werden. Im Falle des Ansatzes
Uber die stabile Konjugation sollte lediglich Streptomycin verwendet werden. In der zweiten
Konjugat-Serie sollten Streptomycin, das Silsesquioxan GuCOSS 172 und das zellpenetrierende
KF2-Peptid 173 als intrazellular spaltbare Transporter-Einheiten eingesetzt werden. Als Trans-
porter-Verbindung sollte in der dritten Serie ausschlieRlich Streptomycin zum Einsatz kom-
men, einmal als reversibles Konjugat mit einer Ankntpfung tGber eine Disulfidbriicke und ein-
mal mit einer stabilen Konjugation, die durch eine Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddi-

tion (CuAAC) erhalten werden sollte.
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3.1.2 Planung und retrosynthetische Betrachtungen

Aus retrosynthetischer Sicht lassen sich die Konjugate zunachst in die Muraymycin-Kompo-
nente und die konjugierte Transporter-Kkomponente trennen. Die Konjugation dieser beiden
Komponenten kann entweder durch eine Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CUAAC)
oder durch eine Verkniipfung Gber eine Disulfidbriicke zwischen den beiden Thiol-Spezies er-
folgen, wobei ein Thiol mit Aldrithiol™-2 aktiviert wird, um eine selektivere und schnellere

Disulfid-Bildung zu gewahrleisten.

Muraymycin S. _CPM
ymy \(\N_CPM Muraymycin™ S
N:NI
_CPM
R2s
" ] + N3—CPM :
uraymycin R
\\ Muraymycin”

mit R' = H, R? = PySS
oder R' = PySS, R2=H

Abb. 3.4 Retrosynthesen der beiden generellen Konjugations-Anséatze.

Die Synthese der Muraymycin-Konjugat-Vorstufen unterscheidet sich teilweise innerhalb der
drei Serien. Prinzipiell sind die Muraymycin-Grundgeriste liber zwei unterschiedliche Ansatze
zuganglich. Zum einen kénnen die Muraymycin-Analoga klassisch in Losung hergestellt wer-
den, zum anderen kann die Synthese der Peptidseitenkette mittels einer Festphasensynthese
durchgefihrt werden, welche dann in einem spateren Schritt an den Nucleosid-Baustein 33a
gebunden wird. Die verschiedenen retrosynthetischen Herangehensweisen werden im Folgen-

den flr die einzelnen Serien besprochen.
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3.1.2.1 Retrosynthese in Losung fiir die Muraymycin-Konjugat-Vorstufen der ersten Serie

o) 0 0
HS”M%;J\H/Y Pyss/Mg\H/}" NN/Y
61 62 63

NH,

TBDMSO  OTBDMS

Abb. 3.5 Retrosynthese der Seitenketten-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga der ers-

ten Konjugat-Serie.

Die Einfuhrung der drei verschiedenen Seitenketten an Position R! sollte durch Peptidkupplung
an das entschiitzte Amin der L-Diaminopropionsaure 67 im Muraymycin-Grundgerist 64 erfol-
gen. Die 10-Undecinsdure 153 und die 11-Tritylmercaptoundecansaure 169, die als Seitenket-
ten fiir die Muraymycin-Analoga 63 beziehungsweise 61 verwendet werden sollten, sind kom-
merziell erhaltlich. Die PySS-aktivierte Seitenkette 124 fiir das Muraymycin-Analogon 62 sollte
in einem Schritt aus der kommerziell erhaltlichen 11-Mercaptoundecansaure mit Aldrithiol™-2
123 hergestellt werden kdnnen. Eine globale Entschiitzung sollte den letzten Schritt dieser
Synthese vor der Konjugation an die zellpenetrierende Komponente bilden. Durch Verwen-
dung von ausschlieBlich saurelabilen Gruppen sollte diese Entschiitzung in einem Schritt mit

einer wassrigen TFA-LOsung durchgefihrt werden.
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TBDMSO OTBDMS

NHBoc TBDMSO  OTBDMS
66

41

NHCbz

OH
AllocHN +

(0]

67 TBDMSO  OTBDMS

TBDMSO OTBDMS
33a

Abb. 3.6 Retrosynthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 in Losung.

Bei dieser ersten Methode sollte das Muraymycin-Analogon in Losung aufgebaut werden. Aus-
gehend von dem Nucleosid-Baustein 33a sollte hier zundchst durch eine reduktive Aminierung
der Aminopropyl-Linker 38 angekniipft werden (Abb. 3.6).18%184185] Djeser Schritt sollte von
einer Entschiitzungs-Reaktion der orthogonalen Cbz-Schutzgruppe zu 39 und einer Peptid-
kupplung mit dem mittleren Aminosdure-Baustein, in diesem Fall der L-Diaminopropionsaure

67 gefolgt werden. Das Harnstoffdipeptid 41 sollte nach einer im Arbeitskreis bekannten
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Methode hergestellt werden.['8%187] So sollte das tert-Butyl-geschiitzte L-Valin mit Triphosgen
in das Isocyanat tUberfihrt und mit N*-Boc-geschiitztem L-Lysin zum Harnstoffdipeptid 41 um-
gesetzt werden. Nach einer erneuten Entschiitzungs-Reaktion einer Alloc-Schutzgruppe an der
Aminofunktion (Produkt 66) sollte der letzte Schritt zum Aufbau des geschitzten Muraymycins

65 mit der Peptidkupplung des Harnstoffdipeptids 45 stattfinden.

3.1.2.2 Retrosynthese der Festphasen-gestiitzten Synthese der Muraymycin-Konjugat-Vor-

stufen der ersten und zweiten Serie

Die zweite Moglichkeit zum Aufbau der Muraymycin-Grundstruktur besteht in einer Festpha-
sen-gestitzten Synthesemethode. Die Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 an
der Festphase ist eine im Arbeitskreis bereits etablierte Methode.!®*1%3! Zusatzlich sollte im
Rahmen dieser Arbeit auch das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 mit dieser Methode auf-
gebaut werden. Dies sollte auch einen direkten Vergleich der beiden Synthesevarianten er-
moglichen. Die Retrosynthese Uber diesen Weg ist fiir die beiden Muraymycin-Analoga der

ersten und zweiten Serie in Abbildung 3.7 dargestellt.

Die Anbindung an das Festphasen-Harz sollte mit der Dioxolancarbonsdure 133 stattfinden,
die die Propylamin-Struktureinheit der spateren Muraymycin-Analoga enthéalt (vergl. Abb.
3.7). Die Synthese der Dioxolancarbonsdure 133 sollte ebenfalls nach einer im Arbeitskreis
etablierten Synthesemethode erfolgen.!®#1%] Der Aufbau der Peptidkette sollte durch sukzes-
sive Fmoc-Entschiitzung und Peptidkupplung des jeweiligen Aminosaure-Bausteins an der fes-
ten Phase erfolgen. Mit dem Aufbau des Harnstoffdipeptid-Motivs durch ein Carbamat-akti-
viertes L-Valin sollte im letzten Festphasen-gebundenen Schritt die Peptidkette vervollstandigt
werden. Nach Abspaltung der Peptidkette vom Festphasen-Harz sollte das Dioxolan gespalten
werden und zu dem entsprechenden Aldehyd umgewandelt werden. Eine reduktive Aminie-
rung mit dem Nucleosid-Baustein 33a sollte den letzten Schritt zur vollstandigen Bildung des

jeweiligen Muraymycin-Analogons 68 beziehungsweise 65 bilden.
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Abb. 3.7 Retrosynthese der Muraymycin-Analoga 68 und 65 liber den Festphasen-gestitzten

Syntheseansatz.
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Die Verbindungen der zweiten Serie mussten vor Konjugation mit den jeweiligen Transporter-
Einheiten noch mit dem reversiblen Linker 80 an der e-Aminofunktion des L-Lysins modifiziert

werden. Der retrosynthetische Schritt hierfir ist in Abbildung 3.8 dargestellt.

HO \[r
0]

NH, * sSSPy

68 M0
OZN@O

Abb. 3.8 Retrosynthese der Muraymycin-Konjugat-Vorstufe 79 der zweiten Serie.

Das Bis-TFA-Salz des Muraymycin-Analogons 68 sollte hierfir mit dem Carbonat 80 umgesetzt
werden. Die Verbindung 80 sollte sich in zwei Schritten nach einer literaturbekannten Synthe-

sevorschrift herstellen lassen.['83]
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3.1.2.3 Retrosynthese in Losung fiir die Muraymycin-Konjugat-Vorstufen der dritten Serie
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Abb. 3.9 Retrosynthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 82 und 81.

Die Synthese der Muraymycin-Konjugat-Vorstufen der dritten Serie sollte erneut in Lésung
erfolgen, dhnlich dem klassischen Syntheseansatz in Losung fir die erste Serie. Wiederum
sollte von dem Nucleosid-Baustein 33a ausgegangen werden, welcher in einer reduktiven A-
minierung mit dem 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3-aminopropyl)-L-leucinamid 45 umgesetzt
werden sollte. Die Synthese des 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3-aminopropyl)-L-leucinamids
45 sollte nach einer im Arbeitskreis bewadhrten Synthesemethode (iber drei Schritte ausgehend
von L-Leucin erfolgen.[184188189 Nach der hydrogenolytischen Abspaltung der Cbz-Schutz-
gruppe sollte im letzten Schritt jeweils durch die Anknilpfung des entsprechenden modifizier-

ten Harnstoffdipeptids liber eine Peptidkupplung das vollstandige geschiitzte Muraymycin-
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Analogon aufgebaut werden. Die Synthese der beiden Harnstoffdipeptide 84 und 83 sollte wie-
der nach den bekannten Methoden entweder lber das Isocyanat der terminalen Aminosaure
oder durch Aktivierung des L-Cysteins oder L-Propargylglycins Gber ein Carbonat und Umset-
zung mit dem L-Lysin-Baustein erfolgen.[*8%'87] Nach einer globalen sauren Entschiitzung soll-

ten die beiden Muraymycin-Analoga in den Konjugationsreaktionen eingesetzt werden.

3.2 SAR-Studie zur Seitenketten-Modifikation der Muraymycin-

Analoga

3.2.1  Aufgabenstellung

o (e}
R
‘N /\MJJ\ /\MJJ\
H/Y - H/}; /\MM Trts o N/\f
87mitR=H 90 (n=7) 93 94
88 mit R = Ac 91 (n=9)
89 mit R = Cbhz 92 (n=10)

HO
HO " N H
T N
0 0
NH

Abb. 3.10 Zielstrukturen der SAR-Studie.

Zusatzlich zu den Synthesen der Konjugat-Verbindungen und deren Muraymycin-Vorstufen,
die auch im Rahmen der SAR-Studie untersucht werden sollten, sollte auch der Einfluss des
mittleren Aminosaure-Bausteins beziehungsweise dessen Derivatisierung mit lipophilen Sei-
tenketten an der Position R! genauer untersucht werden. In dieser Studie sollten verschiedene
Seitenketten mit einer variablen Kettenlange tiber eine Amid-Bindung eingefiihrt werden. Des
Weiteren sollte auch der Einfluss der terminalen Gruppen in der Seitenkette untersucht wer-
den, die unter anderem auch zum Aufbau der Konjugate eingesetzt werden sollten. Ein zusatz-
licher wichtiger Aspekt, der auch evaluiert werden sollte, ist der Einfluss der Verknipfung der
Seitenkette lUber die Amid-Bindung der L-Diaminopropionsaure. In einer weiteren Testverbin-
dung sollte diese Amid-Bindung durch eine lipophile Struktur mit CH,-Einheiten ersetzt wer-
den. Erste Untersuchungen wurden bereits im Rahmen von Vorarbeiten durchgefiihrt und das

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 als Gemisch von Stereoisomeren, ausgehend von dem
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3. Aufgabenstellung und Planung der Arbeit

Racemat der N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadecansiure 95, hergestellt.[®>! Eine spitere
Trennung der Stereoisomere Uliber semipraparative HPLC war zwar erfolgreich, jedoch konnte
keines der beiden Stereoisomere vollstandig gereinigt werden. Die Ursachen hierfiir lagen in
dem entstehenden Nebenprodukt des verwendeten Peptidkupplungs-Reagenzes PyBOP. Eine
erste Testreaktion zur stereoselektiven Herstellung der (S)-konfigurierten N-(Benzyloxycar-
bonyl)-2-aminohexadecansdure 95 wurde im Rahmen dieser Vorarbeiten ebenfalls bereits
durchgefiihrt.® Die Verwendung des selektiven Syntheseweges mit der hergestellten lipophi-
len Aminosdure 95 in der passenden (S)-Konfiguration ist der Synthese mit dem Racemat der
Saure vorzuziehen, da nur das daraus resultierende Stereoisomer des 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogons 93 bendtigt wird. Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit die lipophile
Aminosdure 95 erneut in einem groBeren Ansatz stereoselektiv aufgebaut und in ein
Muraymycin-Analogon eingebaut werden. Mit dem so erhaltenen 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-
logon 93 sollte ein direkter Vergleich zu dem entsprechenden Muraymycin-Analogon mit

Amid-Bindung gewahrleistet werden.

3.2.2 Planung und retrosynthetische Betrachtungen

Der Aufbau der Muraymycin-Analoga mit modifizierten Seitenketten innerhalb der SAR-Studie
sollte ausgehend von dem L-Diaminopropionsdure-haltigen 5'-Desoxy-Muraymycin-
Grundgerist 64 durch Peptidkupplung mit den entsprechenden Sauren Essigsadure,
n-Decansaure, n-Dodecansaure und n-Tridecansdure analog zu der in Abbildung 3.5 in Kapitel
3.1.2.1 dargestellten Retrosynthese erfolgen. Neben den acylierten Aminen sollten zudem die
beiden Muraymycin-Analoga 87 mit dem freien Amin als auch mit dem Cbz-geschitzten Amin
89 hergestellt werden. Durch globale saure Entschiitzung des Muraymycin-Grundgeristes 65
sollte sich die noch Cbz-geschiitzte Struktur erhalten lassen. Nachfolgend sollte aus 89 durch
hydrogenolytische Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 87

erhalten werden.

Zusatzlich sollte zur Untersuchung des Einflusses des terminalen Thiols in der Seitenkette bei
Verbindung 61 die entsprechende analoge Verbindung mit noch vorhandener S-Trityl-Schutz-
gruppe hergestellt und untersucht werden. Dies sollte durch globale saure Entschitzung der
komplett geschiitzten Vorstufe des Muraymycin-Analogons 61 ohne Zugabe eines Scavengers

fur die S-Trityl-Schutzgruppe erreicht werden (siehe Kapitel 3.1.2, Abbildung 3.5).
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Abb. 3.11 Retrosynthese der N-Cbz-(S)-2-Aminohexadecansédure 95.

Fir den Aufbau des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93 mit der fehlenden Amid-Struktur in
der Seitenkette des mittleren Aminosaure-Bausteins sollte zunachst die gewiinschte lipophile
Aminoséaure in passender Form stereoselektiv hergestellt werden. Die Herstellung dieses Ami-
nosaure-Bausteins 95 sollte dem Schema der Synthese der Nucleosyl-Aminosaure 33a folgen.
Als Startpunkt sollte hierzu der kommerziell erhiltliche Alkohol 1-Tetradecanol 99 dienen,
welcher mit IBX 101 zum entsprechenden Aldehyd 98 oxidiert werden sollte. Gefolgt von einer
Wittig-Horner-Reaktion mit dem Phosphonat 30 sollte selektiv das (Z)-Olefin 97 erhalten wer-
den. Durch asymmetrische Hydrierung mit dem Rhodium-Katalysator (S,S)-Me-DUPHOS-Rh
sollte das Stereozentrum der lipophilen Aminosadure 96 selektiv ausgehend von dem (Z)-Olefin
97 aufgebaut werden. Nach saurer Entschiitzung sollte somit der fertige (S)-konfigurierte Ami-
nosaure-Baustein 95 fir die Peptidkupplung zum Aufbau des Muraymycin-Analogons 93 zur

Verfiigung stehen.[®%

Der Aufbau des Muraymycin-Analogons 93 sollte wie zuvor beschrieben wieder ausgehend von
dem Nucleosid-Baustein 33a durch reduktive Aminierung mit dem Aminopropyl-Linker 38, und
Cbz-Entschiitzung zu 39 gefolgt von einer Peptidkupplung mit der zuvor hergestellten lipophi-
len Aminosaure 95 erfolgen. Im letzten Schritt zum Aufbau des Muraymycin-Grundgeristes
sollte das Harnstoffdipeptid 41 durch Peptidkupplung nach vorangegangener Entschiitzung-
Reaktion der Cbz-Gruppe angefiigt werden. Eine globale saure Entschiitzung sollte den letzten
Schritt dieser Synthese bilden und das lipophile 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 liefern
(siehe Abbildung 3.11).
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NHBoc TBDMSO  OTBDMS

41 OH 39
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95

Abb. 3.12 Retrosynthese des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93.
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4 Resultate und Diskussion

Im ersten Teil dieses Kapitels werden in den Unterkapiteln 4.1 bis 4.5 die synthetischen und
analytischen Arbeiten diskutiert. Die Synthesen der verschiedenen Muraymycin-Transporter-
Konjugate der drei Serien, der entsprechenden Referenzverbindungen und der Strukturen fir
SAR-Studien werden hier beschrieben. Im zweiten Teil dieses Kapitels, dem Unterkapitel 4.6,
folgt dann die biologische Untersuchung der hergestellten Verbindungen. Hierzu wurden in-
vitro-Assays zur Hemmung des Targets MraY, Assays zur Wachstumshemmung von Gram-ne-
gativen und Gram-positiven Bakterienstdmmen sowie Stabilitditsmessungen in verschiedenen

Medien und Zellaufnahme-Assays herangezogen.

4.1 Synthese von Reagenzien und Bausteinen

In diesem Kapitel werden die Synthesen der benétigten Reagenzien und Bausteine zum Aufbau
der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga besprochen. Der Aufbau der 5'-Nucleosylaminosaure 33a,
welche das Schlisselstrukturelement der Muraymycine und den Startpunkt zum Aufbau der
Peptidseitenkette in Losung darstellt, wird hier als erstes beschrieben (Kapitel 4.1.1-4.1.3).
Die Synthese der beiden verknipfenden Aminopropyl-Linker 38 und 45 (Kapitel 4.1.4), sowie
die Synthesen diverser nicht-kommerziell erhéltlicher Aminosduren der Peptidkette in den
passenden orthogonalen Schutzgruppen-Kombinationen werden nachfolgend besprochen (Ka-
pitel 4.1.5). Der fur die spatere Konjugation benétigten Linker und die Bausteine fiir die alter-
native Festphasensynthese werden an dieser Stelle ebenfalls diskutiert (Kapitel 4.1.7 und
4.1.8). Im letzten Unterkapitel 4.1.9 werden die Synthesen der verschiedenen Harnstoffdipep-
tide der Muraymycin-Analoga besprochen. Darunter befinden sich auch drei Harnstoffdipep-
tide, die im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Van Lanen bendtigt wur-
den (Kapitel 4.1.9). Diese Harnstoffdipeptide sollten als Referenzsubstanzen bei der Aufkla-

rung der Muraymycin-Biosynthese dienen.[*°%
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4.1.1 Synthese von 2-lodoxybenzoesaure (IBX) 101

I Oxone® HO\//o
©: H,0, 1.5 h, 70 °C I\o .
COOH (Oxone®: KHSO5 + 0.5 KHSO, + 0.5 K;S0,
50% 5
100 101

Abb. 4.1 Synthese von 2-lodoxybenzoesaure (IBX) 101.

Die Synthese des milden Oxidationsmittels 2-lodoxybenzoesdure (IBX) 101 wurde nach einer
literaturbekannten Vorschrift durchgefiihrt.[**!! Die Verwendung von Oxone® zur Herstellung
der 2-lodoxybenzoesdure 101 erlaubt eine wesentlich einfachere Reaktionsdurchfihrung als
die Verwendung von Kaliumbromat zur Oxidation.[***%%3] Dje 2-lodbenzoesdure 100 wurde
kommerziell erworben und mit Oxone® zur 2-lodoxybenzoesdure 101 umgesetzt (Abbildung
4.1). Nach 1.5 Stunden Rihren bei 70 °C wurde die Reaktionsmischung auf 0 °C gekihlt und
der erhaltene Riickstand abfiltriert und grindlich gewaschen. Die Reinheit der Verbindung
wurde mittels NMR-Spektroskopie bestatigt. Da von einer Explosivitdt der Verbindung in der
Literatur berichtet worden war, wurde hier und bei den nachfolgenden Reaktionen mit IBX 101

mit erhéhter Vorsicht gearbeitet.[*%?!

Die 2-lodoxybenzoesdure IBX 101 wurde fiir die spateren milden und selektiven Oxidationen

zur Herstellung diverser Aldehyd-Vorstufen fir die Wittig-Horner-Reaktionen benotigt.

4.1.2 Synthese des Phosphonats 30 fiir die Wittig-Horner-Reaktionen

Die Synthese des N-Cbz-geschiitzten tert-Butylester-Phosphonats 30 erfolgte nach einer lite-
raturbekannten Synthesevorschrift.[94-1%7] |m ersten Schritt der Synthese wurde Glyoxalsdure-
Monohydrat 102 mit Benzylcarbamat in Diethylether bei Raumtemperatur umgesetzt. Das er-
haltene Zwischenprodukt wurde nach Filtration und Waschen mit Diethylether ohne weitere
Reinigung im nachsten Schritt in Methanol gel6st und unter Sdurekatalyse mit Schwefelsadure
zum Methylester 103 umgesetzt. Nach einer Reaktionszeit von sieben Tagen wurde der Me-
thylester 103 durch Losen in Petrolether und Lagerung bei O °C flir 30 Stunden als weiller Nie-
derschlag mit einer Ausbeute von 86% erhalten und ebenfalls ohne weitere Reinigung im
nachsten Schritt umgesetzt. Das erhaltene Methyl-2-methoxy-N-benzyloxycarbonylglycinat
103 wurde nach tropfenweiser Zugabe von Phosphor(lll)-chlorid in Toluol bei 80 °C fiir vier
Stunden gerihrt. Nach Zugabe von Trimethylphosphit wurde fiir weitere zwei Stunden unter
Ruckfluss gertihrt und das Phosphonat 104 in einer Michaelis-Arbuzov-artigen Reaktion mit

einer Ausbeute von 33% erhalten. Im letzten Schritt der Reaktionssequenz erfolgte die
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Umesterung vom Methyl- zum tert-Butyl-Ester mittels basischer Esterspaltung mit Natrium-
hydroxid in 1,4-Dioxan.!*°8 Nach vollstiandiger Reaktion und Aufarbeitung wurde der farblose
Rickstand in einer Mischung aus Dichlormethan und tert-Butanol geldst, mit Molekularsieb
als Scavenger fiir entstehendes Wasser versetzt und fir 3.5 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Das tert-Butanol diente in diesem Schritt als Lésungsmittel und als nucleophiles Rea-
genz. Mit N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin (EEDQ) als Aktivierungsreagenz
wurde die freie Carbonsaure mit dem tert-Butanol zum tert-Butylester umgesetzt. Nach Riih-
ren des Reaktionsgemisches fiir weitere 21.5 Stunden bei Raumtemperatur wurde die Reak-
tion beendet. Es erfolgte eine Filtration lber Celite®, und nach Reinigung des Rohproduktes
Uber Sdulenchromatographie konnte das Phosphonat 30 mit einer Ausbeute von 46% erhalten
werden. Uber alle Synthese-Stufen konnte das Phosphonat 30 mit einer Gesamtausbeute von

13% ausgehend von Glyoxalsdure-Monohydrat 102 erhalten werden.

1. CbzNH,
Et,0, 17 h, Rt o)
«H,0 2. H,S0, ) PCl;, P(OMe)s CbzHN _
o) MeOH, 7 d, Rt CbzHN %o/ Toluol, 6 h, 80 °C o)
O\)J\OH O-P=0
86% SN 33% s
~N
102 103
104
1. NaOH
H50, Dioxan
o o 45 min, 10 °C
Y ~ 2. EEDQ, DCM, tBuOH
N_ O~ 21.5h, Rt
46%
% Y

N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydochinolin o
EEDQ CbzHN )<
%Lo
O0-P=0
/o

O\
30

Abb. 4.2 Synthese des Phosphonats 30.

4.1.3 Synthese der (5'S)-Nucleosylaminosdure 33a

Die stereokontrollierte Synthese des Nucleosid-Bausteins 33a erfolgte ausgehend von Uridin

10 nach einer im Arbeitskreis etablierten und literaturbekannten Synthese-Vorschrift.[8%92:199]
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Abb. 4.3 Synthese des Nucleosid-Bausteins 33a.

Das vollstandig TBDMS-geschiitzte Uridin 105 war noch aus Vorarbeiten vorhanden und stellte
den Startpunkt der in Abbildung 4.3 dargestellten Synthese dar. Die selektive Entschiitzung an
der 5'-Position erfolgte mittels einer 1:1-Mischung aus TFA und Wasser in Tetrahydrofuran bei
0 °C. Nach einer Reaktionszeit von acht Stunden wurde das selektiv 5'-entschitzte Nucleosid
106 mit einer Ausbeute von 64% nach saulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel er-
halten. Die Oxidation des 5'-Alkohols 106 erfolgte mittels dem zuvor hergestellten Oxidations-
mittel IBX 101 (siehe Kapitel 4.1.1).12°°) Nach zwei Stunden Riihren unter Riickfluss in Aceto-
nitril wurde der 2',3'-0-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-aldehyd 29 in quantitativer Aus-
beute erhalten. Wegen seiner Instabilitdat wurde mit 29 direkt nachfolgend und ohne weitere
Reinigungsschritte die Wittig-Horner-Reaktion mit dem Phosphonat 30 (siehe Kapitel 4.1.2)
durchgefiihrt. Das Vorliegen des Aldehyds 29 und dessen Reinheit war zuvor mittels *H-NMR
bestatigt worden. Auf eine weitere Charakterisierung wurde auf Grund der Instabilitdt der
Verbindung 29 verzichtet. Kaliumhexamethyldisilazan wurde in absolutem Tetrahydrofuran
geldst, das Phosphonat 30 bei -78 °C zugegeben und die Reaktionsmischung fir 20 Minuten
bei dieser Temperatur gerihrt. Die Zugabe von 2',3'-0-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-

aldehyd 29 erfolgte tropfenweise ebenfalls bei -78 °C. Unter langsamem Erwarmen auf
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Raumtemperatur wurde die Reaktion fiir 21 Stunden geriihrt. Nach Reinigung lber Sdulen-
chromatographie wurde das (Z)-konfigurierte Produkt 31 mit einer Ausbeute von 67% erhal-
ten. In Vorarbeiten im Arbeitskreis war bereits eindeutig bestatigt worden, dass mit der ver-
wendeten Reaktionsfiihrung selektiv das (2)-Olefin 31 gebildet wird.!®? Die hier synthetisierte

Verbindung entsprach den spektroskopischen Referenzdaten.

Die (Z)-Didehydro-Nucleosyl-Aminosdure 31 wurde stereoselektiv mit dem Rhodium-Katalysa-
tor (S,5)-Me-DUPHOS-Rh zur (S)-konfigurierten Nucleosyl-Aminosdure 107 hydriert. Das
(2)-Olefin 31 wurde in absolutem Methanol geldst und das Losungsmittel vor Zugabe des Ka-
talysators zusatzlich sorgfaltig entgast. Auf Grund der hohen Empfindlichkeit des Katalysators
wurde die Reaktion zudem unter einer Argon-Atmosphare der Reinheit 6.0 angesetzt. Die
asymmetrische Hydrierung wurde durch Zugabe des Katalysators und nachfolgenden Aus-
tausch der Argon- gegen eine Wasserstoff-Atmosphare (1 bar) gestartet. Die Wasserstoff-At-
mosphare wurde wahrend des Reaktionsverlaufs tdglich erneuert. Die Reaktionskontrolle er-
folgte stichprobenweise durch Entnahme von NMR-Proben und Aufnahme von *H-NMR-Spek-
tren. Nach einer Reaktionsdauer von 10 Tagen war kein Edukt mehr in den NMR-Spektren
nachweisbar und die Reaktion wurde Uber Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt. Die
(6'S)-Nucleosyl-Aminosdaure 107 wurde mit einer Ausbeute von 93% in reiner Form stereose-
lektiv erhalten. Der Nachweis, dass es sich bei der Verbindung 107 wirklich um die (6'S)-konfi-
gurierte Struktur handelt war bereits in Vorarbeiten durch Ducho und Mitarbeiter eindeutig
erbracht worden.[74201-203] per Nucleosid-Baustein 33a wurde in seiner Cbz-geschiitzten und

stabilen Form 107 gelagert und nur je nach Bedarf in entsprechender Menge entschitzt.

Die Cbz-Entschitzung wurde mit Palladium Black (Pd Black) als Katalysator und
1,4-Cyclohexadien in absolutem Jso-Propanol durchgefiihrt. Die Verwendung von
1,4-Cyclohexadien als Wasserstoff-Quelle ermoglicht mildere Reaktionsbedingungen und ldsst
die C5,C6-Doppelbindung der Nucleobase, im Gegensatz zur Verwendung von Wasserstoff,
unangetastet. Erste Versuche, die Cbz-Entschiitzung in absolutem Methanol als Losungsmittel
durchzufiihren, hatten zu einer Cyclisierung zwischen dem freien Amin und dem N3-Stickstoff
der Nucleobase durch entstehendes Formaldehyd gefiihrt.!°®! Diese Cyclisierung wurde iber
Massenspektrometrie mit Detektion einer Molekilmasse m/z +12 entsprechend den
Ergebnissen von D. Wiegmann nachgewiesen.!®® Durch einen Wechsel des Katalysators zu
Palladium auf Kohle (Pd/C) und unter erneuter Verwendung von Methanol als Losungsmittel
trat diese Nebenreaktion ebenfalls auf. Ein Wechsel des Losungsmittels zu iso-Propanol mit
Palladium auf Kohle (Pd/C) als Katalysator fihrte nicht zu einer Produktbildung. Die

Entschitzung mit Palladium Black und 1,4-Cyclohexadien in ijso-Propanol hat sich im Folgenden
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als die zuverldssigste Methode zur Cbz-Entschiitzung herauskristallisiert. Dennoch kam es auch
hier zu stark schwankenden Reaktionszeiten, teilweise sogar zu keinen beobachteten
Umsadtzen bei Verwendung von identischen Reaktionsparametern. Mit einem schrittweisen
Austausch aller verwendeten Reagenzien sollte das Problem eingegrenzt werden. Letztendlich
fihrte hier nur ein Wechsel des Herstellers (von Alfa Aesar zu Merck Sigma-Aldrich) des
eingesetzten 1,4-Cyclohexadiens zu reproduzierbaren Ergebnissen. Diese Beobachtung wurde
auch bei den weiteren durchgefiihrten Cbz-Entschiitzungen an den restlichen Positionen im
Molekil gemacht und dementsprechend wurden auch dort konsistent die hier gefundenen

Bedingungen verwendet.

Der Nucleosid-Baustein 33a wurde zum sukzessiven Aufbau der Muraymycine in Losung und

auch in einem spéaten Schritt fir die Festphasen-gestitzte Syntheseroute bendtigt.

4.1.4 Synthese der Aminopropyl-Linker 38 und 45

Fur die Synthesen der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga in Losung wurden zwei verschiedene
Ansdtze zum Einbau der Aminopropyl-Linker, je nach gewlinschter Zielstruktur des
Muraymycin-Analogons, verfolgt. Fiir diese beiden Varianten wurden die Aminopropyl-Linker

38 und 45 benotigt.

4.1.4.1 Synthese des Aminopropyl-Linkers 38

OEt CbzCl, NEts OEt HCI, H,0, o
DCM, 19 h, RT THF, 2 h, RT I
HZN/\)\OEt > CszN/\)\OEt T CszN/\)
65% quant.
108 109 38

Abb. 4.4 Synthese des Aminopropyl-Linkers 38.

Nach einer modifizierten literaturbekannten Synthese wurde 1-Amino-3,3-diethoxypropan
108 mit Benzyloxycarbonylchlorid und Triethylamin als Base in Dichlormethan an der primaren
Aminogruppe geschiitzt.[*®*18] Nach Reinigung lber Siulenchromatographie an Kieselgel
konnte die Benzyloxycarbonyl-geschitzte Vorstufe 109 mit einer Ausbeute von 65% erhalten
werden. Im letzten Schritt wurde der Aldehyd 38 durch Hydrolyse des Diethylacetals 109 mit
Salzsdure synthetisiert. Nach erneuter saulenchromatographischer Reinigung konnte der fer-
tige Aminopropyl-Linker 38 mit einer quantitativen Ausbeute erhalten werden. Der Aldehyd

38 konnte langerfristig (>2 Jahre) ohne Anzeichen einer Zersetzung bei -18 °C gelagert werden.
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4.1.4.2 Synthese des Leucin-Aminopropyl-Linkers 45

Die Synthese des Aldehyds 45 erfolgte ebenfalls nach einer im Arbeitskreis etablierten und

literaturbekannten Syntheseroute. 18418818

CbzCl
Na,COs 108, HOBt
Dioxan, HyO EDCI. DIPEA
21h, 0°C -> Rt THF, 235 h, Rt H ot
CbzHN
H,N” >COOH 99% CbzHN” >COOH 98% z i \/\O/Et
111
110 12
HCI, H,0
THF. 1 h, Rt H o
——————  CbzHN N
96% i

Abb. 4.5 Synthese des Leucin-Aminopropyl-Linkers 45.

L-Leucin 110 wurde mit Benzyloxycarbonylchlorid und Natriumcarbonat in einem Dioxan-Was-
ser-Gemisch bei 0 °C umgesetzt. Das gewliinschte Produkt N-Benzyloxycarboyl-L-Leucin 111
konnte mit einer sehr guten Ausbeute von 99% nach wassriger Aufarbeitung erhalten werden.
Zur Peptidkupplung im nachsten Schritt mit 1-Amino-3,3-diethoxypropan 108 wurden N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (EDCI), 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) in absolutem Tetrahydrofuran eingesetzt. Die
Peptidkupplung erzielte eine sehr gute Ausbeute von 98%. Im letzten Schritt dieser Synthe-
sesequenz wurde das Diethylacetal 112 mittels Salzsdure in Tetrahydrofuran mit einer eben-
falls sehr guten Ausbeute von 96% zum gewiinschten Aldehyd 45 gespalten. Die Reinigung des
Aldehyds 45 erfolgte mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel. Auch die Lagerung dieses

Aldehyds war bei -18 °C Gber mehrere Jahre moglich.

4.1.5 Synthese der nicht-proteinogenen Aminosauren 67, 118 und 95

Die benotigten Aminosaure-Bausteine fir die mittlere als auch fiir die terminale Position in
der Peptidkette der Muraymycin-Struktur waren teilweise nicht oder nicht mit den bendétigten
Schutzgruppen-Mustern kommerziell erhdltlich und mussten selbst hergestellt werden. Die
L-Diaminopropionsaure 113 und das L-Propargylglycin 119 mussten fiir den spateren Einbau in
die Muraymycin-Struktur mit passenden orthogonalen Schutzgruppen versehen werden. Die

lipophile Aminosaure 95 ist kommerziell nicht erhaltlich und musste in ihrer passenden

51



4. Resultate und Diskussion

Stereokonfiguration vollstandig aufgebaut werden. Wie in den Vorarbeiten konnte auch auf
das kommerziell erhéltliche Racemat der Aminosaure zurlickgegriffen werden und anschlie-
Rend die Trennung der beiden Stereoisomere des finalen Produktes an der HPLC erfolgen.!®®
Durch diesen Ansatz wird jedoch auch zur Halfte das ungewiinschte Stereoisomer erhalten,
wodurch dieser Syntheseweg ineffizient ist und die alternative, stereoselektive Route zu be-

vorzugen ist.

4.1.5.1 Synthese der Diaminopropionsdure 67

Die L-Diaminopropionsdure 67 war in der benotigten Schutzgruppen-Konfiguration kommerzi-
ell nicht verfigbar und musste ausgehend von der (S)-3-Amino-2-(tert-butoxycarbonyla-
mino)propionsdure 113 selbst hergestellt werden. Hierzu wurde zundchst mit Benzyloxycar-
bonylchlorid in einer Dioxan-Wasser-Mischung die Aminofunktion in der Seitenkette ge-
schiitzt. Nach selektiver Abspaltung der Boc-Gruppe mit 80%iger wassriger TFA-L6sung wurde
die a-Aminofunktion mit Chlorameisensdure-allylester (AllocCl) erneut geschiitzt. Nach 50
Stunden Riithren bei Raumtemperatur in einem Wasser-Acetonitril-Gemisch konnte die Amino-
saure 67 in der gewlinschten Schutzgruppen-Konfiguration mit einer guten Ausbeute von 80%

nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel erhalten werden.

CbzCl
Na,CO
NH 2LU3 NHCbz
2 Dioxan, H,O NHCbz 80% TFA * TFA
OH 6d,0°C->Rt H H,0, 24 h, Rt OH
BocHN BocHN © - @ . HoN
0 91% (o) quant. (0]
113 114 115
AllocClI
Na,COs NHCbz
MeCN, H,0
50 h, Rt
— » AllocHN OH
80% (0]

67

Abb. 4.6 Synthese der L-Diaminopropionsdure 67.

Zusammengefasst konnte die L-Diaminopropionsaure 67 in drei Schritten und einer Gesamt-
ausbeute von 73% in passender Schutzgruppen-Konfiguration hergestellt werden. Die Wahl
und Position der einzelnen Schutzgruppen ist in der spateren Reaktionsreihenfolge begriindet.
Saurelabile Schutzgruppen sind in der geplanten Struktur bereits vorhanden und kénnen hier

nicht verwendet werden. Die Alloc- und Cbz-Schutzgruppen sind orthogonal, jedoch muss die
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Spaltung der Alloc-Schutzgruppe zuerst erfolgen, da im umgekehrten Fall die Doppelbindung
der Alloc-Schutzgruppe unter den Bedingungen zur Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe eben-
falls hydriert wird. Im spateren Verlauf der Synthese ist zunachst geplant, die Modifikation an
a-Position durchzufiihren und damit zuerst das Muraymycin-Grundgerist vollstandig aufzu-
bauen. Erst in einem darauffolgenden Schritt soll die Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe an der

B-Position fiir die weiteren Seitenkettenmodifikationen erfolgen.

4.1.5.2 Synthese des L-Propargylglycin-tert-butylesters 118

Die nicht-proteinogene Aminosdure L-Propargylglycin 118 musste ebenfalls in passend ge-
schitzter Form hergestellt werden. Ausgehend von N-Boc-L-Propargylglycin 116 wurde die
Carbonsaurefunktion zunachst mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat in Dichlormethan nach
einer literaturbekannten Vorschrift verestert.[?°4 Der vollstindig geschiitzte N-Boc-L-Pro-
pargylglycin-tert-butylester 117 konnte so mit einer Ausbeute von 87% nach einer Reaktions-
dauer von 20 Stunden bei Raumtemperatur und nachfolgender Reinigung tGber Saulenchroma-
tographie erhalten werden. Die tert-Butyl- und Boc-Schutzgruppen sind nicht orthogonal, den-

noch finden sich in der Literatur Methoden zur selektiven Entschiitzung der Boc-Gruppe.[?%°!

(0] (0]
tBu-2,2,2-trichloroacetimidat >L
NHB il
HO o¢ DCM, Rt, 20 h 0 NHBoc
\\ 87% \\
116 117

5 M HCI >L
THF Rt, 27 h
34%

9 \H {BuOAc, HCIO, >[\ 9 \H
HO 2 0°C->Rt, 26 h o) 2
T 1% SN
119 118

Abb. 4.7 Varianten zur Synthese des L-Propargylglycin-tert-butylesters 118.

Ein Versuch einer selektiven Abspaltung der Boc-Gruppe von Verbindung 117 erfolgte mit 5 M
Salzsdure in Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur. Eine erneute Zugabe von 5 M Salzsdure

erfolgte nach einer Reaktionszeit von 23 Stunden, nachdem noch kein Umsatz beobachtet
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worden war. Es wurde flir weitere vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, bevor die Reak-
tion durch Zugabe von Natriumcarbonat-Losung neutralisiert und abgebrochen wurde. Die in
diesem Ansatz einmalig erreichte Ausbeute von 34% des Produkts 118 konnte mit identischer
Reaktionsfiihrung in mehreren Testansdtzen jedoch leider nicht reproduziert werden, und es

trat jeweils eine komplette Entschiitzung der Aminosaure auf.

In einer anderen Variante wurde ausgehend von L-Propargylglycin 119 von einer selektiven
tert-Butyl-Veresterung der Carbonsdurefunktion in der Literatur berichtet.[2°%297) Hjerzu
wurde in diesem Ansatz L-Propargylglycin 119 mit tert-Butylacetat und Perchlorsaure fir
26 Stunden bei Raumtemperatur umgesetzt. Das gewlinschte Produkt 118 konnte jedoch nur

in einer geringen Ausbeute von 11% und auch hier nicht reproduzierbar erhalten werden.

Da sich die ersten beiden Syntheseversuche als nicht vielversprechend herausstellten, wurde
ein Wechsel der Strategie zu einer Synthese mit dem kommerziell erhaltlichen Fmoc-geschiitz-

ten L-Propargylglycin 120 als Startsubstanz unternommen.

(0] (0]
NHFmoc tBu-2,2,2-trichloracetimidat >L NHFmoc
HO DCM, Rt, 3d (0]
% 76% %
120 121
(0]
20% Piperidin >L NH
DCM, Rt, 1 h o) 2
A
118

Abb. 4.8 Synthese des L-Propargylglycin-tert-butylesters 118 {iber die Fmoc-geschiitzte Zwi-

schenstufe 121.

Der N-Fmoc-L-Propargylglycin-tert-butylester 121 konnte mit einer guten Ausbeute von 76%
durch Veresterung mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat nach drei Tagen Rihren in Dichlor-
methan bei Raumtemperatur erhalten werden. Die Reinigung des N-Fmoc-L-Propargylglycin-
tert-butylesters 121 erfolgte liber Sdulenchromatographie. Die Fmoc-Entschiitzung des N-
Fmoc-L-Propargylglycin-tert-butylesters 121 wurde mit einer Losung von 20% Piperidin in Dich-
lormethan durch eine Stunde Rihren bei Raumtemperatur erreicht. Der Versuch der Reinigung
des entschitzten Rohproduktes iber Sdulenchromatographie fiihrte auf Grund der hohen Po-
laritat der Verbindung zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis, und nur ein Teil des Produktes

konnte isoliert werden. Da das entstehende Piperidin-Addukt des Dibenzofulvens aus der
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Fmoc-Entschiitzung keine negativen Auswirkungen auf die Folgereaktion hat, wurde in den
weiteren Ansdtzen die Entschitzungsreaktion direkt vor der Herstellung des Harnstoffdipep-

tids durchgefiihrt und auf eine Reinigung von 118 verzichtet (siehe Kapitel 4.1.9.2).

4.1.5.3 Synthese der N*-Cbz-(S)-2-Aminohexadecansdure 95

Die Synthese der N®-Cbz-(S)-2-Aminohexadecansaure 95 war bereits in Vorarbeiten in der Ar-
beitsgruppe in einer Test-Reaktionssequenz etabliert worden.[®! Die stereoselektive Synthese

der N-Cbz-geschitzten (S)-2-Aminohexadecansaure 95 erfolgte ausgehend von 14-Tetradecanol

99.
101, EtOAc 30, KHMDS o/k
Ho R 3h,80°C AR THF, 24 h, -78 °C -> Rt R
99 35% 98 17% ©
NHCbz
97

mitR = (CH2)11CH3

32a, H, (1 bar) 0J< TFA ji/\/
MeOH, 5 d, Rt J__ DCM, 21 h, Rt R
R ' ' 0] o
96% o : 53% NHCbz
NHCbz
95
96

Q Q p
1
I\O CbZHN\g)J\O P
— d) Rh*
wfe” || =0
(0] OMe BF4'©__
IBX 101 30

Abb. 4.9 Stereoselektive Synthese der (S)-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-Aminohexadecansaure 95.

Nach Oxidation des 14-Tetradecanols 99 mit IBX 101 zu Tetradecanal 98 und nachfolgender
Reinigung Uber Sdulenchromatographie wurde der Aldehyd 98 mit einer Ausbeute von 35%
erhalten.?°% Der Aldehyd 98 wurde im Anschluss mit dem Phosphonat 30 in einer Wittig-Hor-
ner-Reaktion selektiv zur Z-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadec-2-ensdure 97 umgesetzt.
In den Vorarbeiten zu dieser Synthese war bereits durch ein *H-gekoppeltes 3C-NMR-Spekt-
rum bestatigt worden, dass selektiv das Z-Alken gebildet wird. Auch in diesem Ansatz wurde
im *H-NMR-Spektrum nur das vinylische Protonen-Signal des Z-lsomers nachgewiesen[9%:208:209]

Die erhaltenen Spektren entsprachen den vorhandenen Referenzspektren.
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Im nachsten Schritt wurde mittels asymmetrischer Hydrierung mit dem Rhodium-Katalysator
(5,5)-Me-DUPHOS-Rh 32a und Wasserstoff, wie bereits zuvor in Kapitel 4.1.3 beschrieben, das
Stereozentrum der Aminosaure 96 aufgebaut.?°® Hierbei musste nach vier Tagen zusatzlicher
Katalysator zugegeben werden, nachdem iber Reaktionskontrolle per 'H-NMR-Spektroskopie
noch kein vollstdndiger Umsatz des Z-Alkens 97 beobachtet worden war. Der (S,S)-Me-DU-
PHOS-Rh Katalysator 32a bildet selektiv die (S)-konfigurierte Verbindung ausgehend von Z-
Alkenen, wie bereits aus Vorarbeiten bekannt war. Auf eine genaue Bestimmung der Enantio-
merenreinheit wurde an dieser Stelle zunachst verzichtet und es wurde im Folgenden davon

ausgegangen, dass ausschlieRlich die (S)-konfigurierte Form der Verbindung vorliegt.[201-203]

Im letzten Schritt dieser Synthesesequenz erfolgte die Spaltung des tert-Butylesters mit 80%
wassriger TFA-Losung. Die Reinheit des erhaltenen Produkts 95 war zufriedenstellend, und es
wurde deswegen ohne weitere Reinigungsschritte in der darauffolgenden Peptidkupplung zum

Aufbau des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93 verwendet.

4.1.6 Synthese der PySS-Seitenkette 124

Die benodtigte Seitenkette 124 mit der aktivierten Thiol-Gruppe zur Seitenketten-Modifikation
der Muraymycin-Analoga konnte in einem Schritt aus der kommerziell erhaltlichen
11-Mercaptoundecansdure 122 hergestellt werden. Zur Aktivierung der Thiol-Gruppe wurde
auf Aldrithiol™-2 (2,2'-Dipyridyldisulfid) 123 zuriickgegriffen, welches mit der Carbonsdure

122 in absolutem Methanol umgesetzt wurde.

o 123 o
SN /\/\/\/\/\)J\
e~ MeOH, 1.5 h, Rt x-S OH
HS OH - |l N
9% -
122
124
N7 |
NUENEN

_N
Aldrithiol-2 123

Abb. 4.10 Synthese der aktivierten Thiol-Seitenkette 124.

Nach 1.5 Stunden Riihren bei Raumtemperatur erfolgte die sdulenchromatographische Reini-
gung des Rohproduktes an Kieselgel, wonach das Produkt 11-(Pyridin-2-yldisulfaneyl)undecan-
saure 124 in reiner Form erhalten werden konnte. Auf Grund der ausreichenden Substanz-
menge wurde trotz der geringen Ausbeute von nur 9% auf eine weitere Optimierung der Re-

aktion verzichtet. Ein Grund flr die geringe Ausbeute ist die auftretende Nebenreaktion der
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Bildung des Saure-Disulfids, die trotz des Vorlegens des Aldrithiols 123 und langsamer Zugabe

der Carbonsdure in einem nicht zu vernachldssigenden Mal} stattgefunden hat.

4.1.7 Synthese des intrazelluldr spaltbaren 4-Nitrophenyl-2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethyl-

carbonat-Linkers 80

Die Synthese des spaltbaren 4-Nitrophenyl-2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethylcarbonat-Linkers 80,
welcher flr die spatere Modifikation an dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 bendtigt

wurde, erfolgte nach einer literaturbekannten Synthese von A. Latorre et al.[*®3!

123 S. OH
g ~OH MeOH, 26 h, Rt 2 -1
N
125 92%
126
DIPEA
DCM, 6 h, Rt Bis-(4- nltrophenyl )carbonat

127

S O (0] O5N
/ ~ /\/ 2
O\l/ S \n/
S 0 :
NO, * OH

_N

Aldrithiol-2 123

Abb. 4.11 Synthese des spaltbaren 4-Nitrophenyl-2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethylcarbonat-
Linkers 80.

Ausgehend von Aldrithiol™-2 123 und 2-Mercaptoethanol 125 wurde in einer zweistufigen
Synthese der Linker 80 aufgebaut. Nach der Aktivierung der Thiol-Funktion mit Aldrithiol™-2
123, welche bei Raumtemperatur liber 26 Stunden durchgefiihrt worden war, wurde nach sau-
lenchromatographischer Reinigung das Carbonat 80 im zweiten Schritt mit Bis(4-nitrophe-
nyl)carbonat 127 und DIPEA in Dichlormethan gebildet. Nach einer Reaktionszeit von sechs
Stunden bei Raumtemperatur wurde die Reaktion abgebrochen und versucht, das Rohprodukt
Uber Sdulenchromatographie zu reinigen. Das als Nebenprodukt anfallende 4-Nitrophenol 128
konnte jedoch nicht vollstandig aus der Produktfraktion entfernt werden. Da das Nebenpro-
dukt 128 auf die nachfolgenden Reaktionen keinen stérenden Einfluss hat und in Folge dessen
sowieso erneut als Nebenprodukt dieser Reaktionen entsteht, wurde auf weitere Reinigungs-
versuche verzichtet und das Produkt in den Folgesynthesen als Gemisch eingesetzt. Die Aus-
beute wurde aus dem 'H-NMR-Spektrum des Rohproduktes berechnet und das verunreinigte
Produkt 80 konnte mit einer berechneten Gesamtausbeute von 77% Uber beide Schritte erhal-

ten werden.
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4.1.8 Synthese der benotigten Bausteine 133 und 135 fiir die Festphasen-gestiitzte

Synthese

Fur die Synthesen, die an der Festphase durchgefiihrt wurden, wurden zudem noch weitere
Bausteine bendtigt. Als erste Komponente war der Festphasenlinker 133 erforderlich, der an
das Festphasenharz angeknipft wird und an dem sukzessive der Aufbau der Peptidseitenkette
erfolgt. Der Linker 133 beinhaltet das Aminopropyl-Motiv der spateren Muraymycin-Grund-
struktur. Die zweite Komponente, die flir den Festphasen-gestiitzten Ansatz bendtigt wurde,
war das Valin-Carbamat 135 zur Einfihrung des Harnstoffdipeptid-Motivs als letzten Schritt

der Festphasen-gebundenen Synthese zum Aufbau der Muraymycin-Peptideinheit.

4.1.8.1 Synthese des Festphasenlinkers 133

NaH003
FmocCI

OEt THF, H,0 OEt 1 M HCI o

0°C->Rt 2h THF, Rt, 21 h |

H2N/\)\0Et FmocHN /\)\oa FmocHN/\)

70% quant.
108 129 130
OH OH

1. 131, BF3‘OEt2
1,4-Dioxan, Rt, 3 h
2. DIPEA

92%
FmocHN/\/kO HO

1,2,6-Hexantriol 131

132
0
TEMPO, NaClO,
NaOCl, Puffer OH

MeCN, 35°C, 3d

81% 0

0
FmocHN/\/kO
133

Abb. 4.12 Synthese des Festphasenlinkers 133.

Die Synthese des Festphasenlinkers 133 wurde nach einer in der Arbeitsgruppe etablierten

t.[94210.2111  Als Startsubstanz wurde 1-Amino-3,3-

und publizierten Methode durchgefiihr
diethoxy-propan 108 verwendet und dieses im ersten Schritt an der freien Amino-Gruppe mit
9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid geschiitzt. Die Reaktion wurde bei 0 °C in einer wassrigen
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Tetrahydrofuran als Cosolvens gestartet und wahrend

der Reaktionsdauer von zwei Stunden langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Das Fmoc-
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geschitzte Produkt 129 konnte in einer Ausbeute von 70% nach saulenchromatographischer
Reinigung erhalten werden. Nach anschlieRender Acetalspaltung mit verdiinnter Salzsaure in
Tetrahydrofuran lGber 21 Stunden bei Raumtemperatur konnte der Aldehyd 130 quantitativ
ohne weitere Reinigung erhalten werden und wurde nachfolgend in der Acetalisierung zum
1,3-Dioxolan 132 mit dem 1,2,6-Hexantriol 131 eingesetzt. Hierzu wurde das 1,2,6-Hexantriol
131 in Tetrahydrofuran vorgelegt und nach Zugabe des Aldehyds 130 und katalytischen
Mengen Bortrifluorid-Etherat fiir drei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von
DIPEA zur Neutralisation und mehreren Waschschritten wurde das 1,3-Dioxolan 132 nach
Sdulenchromatographie mit einer guten Ausbeute von 92% erhalten. Im abschlieRenden
Schritt dieser Reaktionssequenz wurde die Oxidation des Aldehyds zur Carbonsdure unter
TEMPO-Pinnick-Bedingungen durchgefihrt. Hierzu wurde das Dioxolan 132 in Acetonitril und
Phosphat-Puffer vorgelegt. Nach Zugabe katalytischer Mengen 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO) und jeweils zwei Aquivalenten Natriumchlorit und
wassriger Natriumhypochlorit-Losung wurde die Reaktionsmischung fir drei Tage bei 35 °C
gerihrt. Nach Aufarbeitung und erneuter Reinigung des Rohproduktes {(iber
Sdulenchromatographie wurde der benétigte Festphasenlinker 133 mit einer guten Ausbeute

von 81% als Stereoisomeren-Gemisch erhalten.

4.1.8.2 Synthese des Valin-Carbamats 135

Der zum Aufbau des Harnstoffdipeptid-Motivs bendtige Baustein wurde in einem Schritt aus
dem L-Valinester 134 und Bis(4-nitrophenyl)carbonat 127 nach einer modifizierten Vorschrift

von K. Leyerer hergestellt.[®#212]

Im Gegensatz zu dem verwendeten para-
Nitrophenylchlorformiat in der publizierten Methode wurde hier auf das Bis(4-
nitrophenyl)carbonat 127 zuriickgegriffen. Als Base wurde N,N-Diisopropylethylamin

verwendet.

Y o 127,DPEA ~ o 0, (0N
0\"/'\ DCM, 5 h, Rt o. JL
>f NHz >( N~ O
: T

51% Bis-(4- n|trophenyl )carbonat
134 135 127

Abb. 4.13 Synthese des Valin-para-Nitrophenyl-Carbamats 135.

Das Produkt 135 wurde nach einer Reaktionszeit von fiinf Stunden erhalten und mittels Sau-

lenchromatographie gereinigt. Durch den Wechsel des Reagenzes konnte reproduzierbar eine
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zu der publizierten Methode (mit para-Nitrophenylchlorformiat) vergleichbare Ausbeute er-
zielt werden (51%). Diese Reproduzierbarkeit war bei der Verwendung von para-Nitrophe-
nylchlorformiat nicht gegeben und Ausbeuten in diesem Bereich wurden nur in Ausnahmefal-

len erzielt.

4.1.9 Synthese der Harnstoffdipeptide

Zum Aufbau der verschiedenen benétigten Harnstoffdipeptide wurde generell auf zwei Me-
thoden zurickgegriffen. Zum einen wurde mittels Triphosgen 136 das Isocyanat der termina-
len, O-tert-Butylester-geschiitzten Aminosaure hergestellt und im Anschluss das Harnstoff-
dipeptid-Motiv durch Zugabe des zweiten Aminosidure-Bausteins aufgebaut.[*8%1%7! Dje zweite
Methode verfolgt die gleiche Strategie beim Aufbau der Harnstoffgruppe wie die Festphasen-
gestlitzte Synthese: in Losung wird hier die terminale Aminosdure mit Bis(4-nitrophenyl)car-
bonat 127 an der Aminogruppe aktiviert und dann im Anschluss, dhnlich zu dem Isocyanat-
Ansatz, mit der zweiten, ungeschitzten Aminosauren-Komponente umgesetzt. Neben den drei
fir den Aufbau der Muraymycin-Analoga benotigten Harnstoffdipeptiden, dem Valin-Lysin-
Harnstoffdipeptid 41, dem Propargylglycin-Lysin-Harnstoffdipeptid 84 und dem Cystein-Lysin-
Harnstoffdipeptid 83, wurden noch drei weitere Harnstoffdipeptide als Referenzverbindungen

fur eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Van Lanen hergestellt.

4.1.9.1 Synthese des Valin-Lysin-Harnstoffdipeptids 41

136 86
NaHCO3, H,0, DCM

o -HCl o c© DCM, DMF
>LO)§/\NH2 0 °C, 20 min >Lo)j/\N‘ Rt, 24 h
R — e
48%
134 137

Uber zwei Stufen

cl cl O I cl
CI>I\OJI\O)<CI

Triphosgen 136

NHBoc
H-Lys(Boc)OH 86

Abb. 4.14 Synthese des Val-Lys-Harnstoffdipeptids 41.

Startpunkt fiir die Synthese des Valin-Lysin-Harnstoffdipeptids 41 war die Umsetzung des L-Va-

linesters 134 mit Triphosgen 136 zum Isocyanat 137. Nach 20 Minuten starkem Rihren bei 0 °C
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wurde das Isocyanat 137 nach Extraktion und Entfernen des Lésungsmittels erhalten. Im An-
schluss wurde das erhaltene Isocyanat 137 mit N®-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysin (H-

Lys(Boc)OH) 86 umgesetzt.

Auf Grund der Instabilitat des gebildeten Isocyanats 137 wurde die Harnstoffbildung direkt im
Anschluss durchgefiihrt und auf eine Reinigung und genaue Charakterisierung des Zwischen-
produktes verzichtet. Durch Probleme mit der Léslichkeit von N®-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysin
86 in den verwendeten Losungsmitteln konnten nur maBige Ausbeuten erzielt werden. Um
einen moglichst vollstandigen Umsatz zu gewdhrleisten, wurde die Suspension fir 24 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Eine weitere Erhdhung der Reaktionszeit war auf Grund der In-
stabilitdt des Isocyanats wenig sinnvoll. Uber beide Stufen konnte aber dennoch eine ausrei-
chende Ausbeute von 48% nach sdaulenchromatographischer Reinigung des Produkts 41 erzielt

werden.

4.1.9.2 Synthese des Propargylglycin-Lysin-Harnstoffdipeptids 84
Das Propargylglycin-haltige Harnstoffdipeptid 84 wurde ebenfalls mit Triphosgen 136 (iber das
Isocyanat-Zwischenprodukt 138 hergestellt.

1. 20% Piperidin
DCM, Rt

(0]
o 2.136, NaHCO, ° N 86 >I\
>L NHFmoc H20, DCM / DCM, DMF °
0 0 °C, 20 min Rt, 22 h
- FZ
N N 23%
h h Uber drei Stufen
118 138

Abb. 4.15 Synthese des Pra-Lys-Harnstoffdipeptids 84.

Unter basischer Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit 20% Piperidin in Dichlormethan wurde
die Aminosdure 118 mit Triphosgen 136 zum Isocyanat 138 umgewandelt. Das Isocyanat 138
wurde direkt im Anschluss erneut gelést und mit N&-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysin
(H-Lys(Boc)-OH) 86 versetzt und die erhaltene Suspension fiir einen Tag bei Raumtemperatur
gerihrt, um das Harnstoffdipeptid 84 zu bilden. Nach Reinigung lGber Sdulenchromatographie
wurde das Harnstoffdipeptid 84 mit einer Ausbeute von 23% liber diese drei Stufen erhalten.
Auch hier begriindet sich die niedrige Ausbeute zum Teil in der sehr schlechten Léslichkeit des

NE-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysins 86 in den bendtigten Losungsmitteln. Es konnten dennoch
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ausreichende Mengen des Harnstoffdipeptids 84 fiir die folgenden Reaktionen erhalten wer-

den.

4.1.9.3 Synthese des Cystein-Lysin-Harnstoffdipeptids 83

Bei der Synthese des Cystein-Lysin-Harnstoffdipeptids 83 wurde auf beide Methoden zur Her-
stellung des Harnstoffdipeptid-Motivs zurlickgegriffen. In der ersten Variante wurde zunachst
das Cystein-Carbamat 140 mit Bis(4-nitrophenyl)carbonat 127 ausgehend von dem S-Trityl-
geschitztem L-Cysteinester 139 hergestellt.

NO,

. 127 86 >L i NN, i
>L ? NHHCI DIPEA, DCM DCM, DMF 0)5/ (o
OJ\[ 2 Rt, 4 h oo o Rt, 8d TS o
N 1o

STrt NH
(6] Uber zwei Stufen
139 NHBoc

Abb. 4.16 Synthese des Cys-Lys-Harnstoffdipeptids 83 liber das Carbamat 140.

Uberschiissiges Bis(4-nitrophenyl)carbonat 127 wurde durch Sdulenchromatographie entfernt
und das Produkt ansonsten ohne weitere Reinigung in der ndchsten Reaktion eingesetzt. Das
Zwischenprodukt 140 konnte nicht in reiner Form isoliert werden. Das aktivierte Cystein 140
wurde mit N&-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysin (H-Lys(Boc)-OH) 86 umgesetzt und in einer Mi-
schung aus Dichlormethan und Dimethylformamid fiir acht Tage bei Raumtemperatur gerihrt.
Auch hier lag auf Grund der sehr schlechten Loslichkeit des N®-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysins
86 eine Suspension vor. Nach sdulenchromatographischer Reinigung des Harnstoffdipeptid-
Rohprodukts an Kieselgel konnte die Titelverbindung mit einer Ausbeute von 40% liber beide
Schritte erhalten werden.

136

NaHCO3 86 >L
>‘\ H,0, DCM >L O P DCM, DMF Jj/ KH)\OH
J\[ 0 °C, 20 min OJKEN Rt, 23 h TS
STrt 37%
141 Uber zwei Stufen NHBoGc

83

Abb. 4.17 Synthese des Cys-Lys-Harnstoffdipeptids 83 liber das Isocyanat 141.
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In der zweiten Variante wurde das Harnstoffmotiv wie bereits bei den anderen beiden Harn-
stoffdipeptiden mit Triphosgen 136 (iber das Isocyanat-Zwischenprodukt aufgebaut. Auf
Grund der inhdrenten Instabilitdat des Isocyanats 141 wurde dieses auch hier direkt weiter mit
NE-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Lysin (H-Lys(Boc)-OH) 86 umgesetzt. Nach 24 Stunden konnte auch
Uber diese Methode das Harnstoffdipeptid 83 nach sdulenchromatographischer Reinigung mit
einer Ausbeute von 37% erhalten werden. Auch hier wirkte sich wieder die schwere Ldslichkeit
der H-Lys(Boc)OH 86 aus, welche fir die eher maRige Ausbeute verantwortlich ist. Das Cys-
Lys-Harnstoffdipeptids 83 konnte somit Gber beide Synthesevarianten erfolgreich erhalten

werden.

4.1.9.4 Synthese weiterer Harnstoffdipeptide

Fir eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Van Lanen der Universitat Kentucky wurden

drei weitere Harnstoffdipeptide hergestellt.

>L H A 80% TFA in H,0 HO Y oM
o) hil OH Rt, 20.5h o .
HN
o .
HN 34% PN
A - TFA HN" N
PBINT N
H 142a
36a

3% - TFA HN H

>L H X 80% TFA in H,0 HO O ToH
o) g OH Rt, 24 h o)
d HN
Py s

PbfN N
H 142b

36b

Abb. 4.18 Entschiitzung der Valin-Epicapreomycidin- und Valin-Capreomycidin-Harnstoffdipep-
tide 142a und 142b.

In den Bestanden des Arbeitskreises waren noch die von M. Blischleb synthetisierten Epicap-
reomycidin- und Capreomycidin-Valin-Harnstoffdipeptide in geschitzter Form (36a und 36b)
vorhanden. Diese wurden nach Standardprotokoll mit 80%iger wassriger TFA-L6sung global
entschiitzt. Die Reinigung der Substanzen erfolgte mittel semi-praparativer HPLC. Erschwe-
rend war in diesem Fall, dass die beiden Verbindungen nicht UV-aktiv waren und somit nicht

mit dem UV-Detektor der HPLC detektiert werden konnten. Daher wurde der gesamte HPLC-
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Lauf in Fraktionen (At = 1 min) gesammelt und mittels Diinnschichtchromatographie und Nin-
hydrin als Farbereagenz die jeweiligen Produktfraktionen identifiziert. Das Valin-Epicapreomy-
cidin-Harnstoffdipeptid 142a konnte mit einer Ausbeute von 34% nach globaler Entschiitzung
und Reinigung Uber HPLC erhalten werden. Das Valin-Capreomycidin-Harnstoffdipeptid 142b
wurde mit einer Ausbeute von 73% erhalten. Beide Verbindungen wurden S. Van Lanen fir

weitere Untersuchungen zur Verfligung gestellt.

1.136, NaHCO,

H,0, DCM
0 °C, 25 min
o *Ha 2.144 >L 0 Hod 0
>L NH, THF, DMF o S on
0 Rt, 18.5h J
NH
quant. JJ\
iber zwei Stufen PbfHN N
143 145
o}
v ow 9 N
80% TFA in H,0 HO NTNI,. OH N oy
Rt, 16 h 5
93¢
* H2NJ\N PbfHN H
“TFA H
146 H-Arg(Pbf)-OH 144

Abb. 4.19 Synthese des Phe-Arg-Harnstoffdipeptids 146.

Das dritte bendtigte Harnstoffdipeptid 146 musste zunachst aufgebaut werden. L-Phenylala-
nin-tert-butylester-Hydrochlorid 143 wurde kommerziell erworben und mit Triphosgen 136
zum Isocyanat-Zwischenprodukt umgesetzt. Auf Grund der bereits diskutierten Instabilitat der
Isocyanat-Spezies wurde dieses wieder direkt nachfolgend mit N“-(2,2,4,6,7-Pentamethyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-L-Arginin (H-Arg(Pbf)-OH) 144 umgesetzt. Im Gegensatz zu H-
Lys(Boc)-OH 86 weist H-Arg(Pbf)-OH 144 eine wesentlich bessere Loslichkeit auf, was sich im
Vergleich zu den Lysin-haltigen Harnstoffdipeptiden 41, 84 und 83 in einer wesentlich besse-
ren, in diesem Fall sogar einer quantitativen Ausbeute lber die beiden Stufen bemerkbar
machte. Die Reinheit des vollstdndig geschiitzten Harnstoffdipeptids 145 war bereits ohne
Saulenchromatographie zufriedenstellend, und das Produkt konnte im Anschluss sofort global
mit 80%iger wassriger TFA-L6sung entschiitzt werden. Nach HPLC-Reinigung konnte so auch
das freie Phenylalanin-Arginin-Harnstoffdipeptid 146 mit einer Ausbeute von 93% erhalten
werden. Die Verbindung wurde zu unserem Kooperationspartner geschickt und zur Aufklarung

des Biosynthesewegs der Muraymycine als Referenzverbindung eingesetzt.!*%%
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4.2 Synthese der modifizierten Streptomycine

Wie bereits in der Literatur berichtet worden war sollte durch die Modifikation an der Alde-
hyd-Gruppe des Streptomycins dessen antibakterielle Aktivitdt und die Fahigkeit zur Zellauf-
nahme in einem gewissen MaRe erhalten bleiben.!*3?! |n dieser Arbeit sollte Streptomycin mit
drei verschiedenen Linker-Typen modifiziert werden, die jeweils Gber Oxim-Ligation an Strep-
tomycin gebunden werden. Die eingesetzten Linker-Einheiten sind terminal mit einer Azid-
Gruppe, einem Thiol oder einem aktivierten Thiol versehen. Zum Aufbau der verschiedenen
Linker wurde teilweise auf literaturbekannte Synthesen zuriickgegriffen, welche im Folgenden

an die jeweiligen Aufgabenstellungen angepasst wurden.

4.2.1 Synthese des Azid-Linker-modifizierten Streptomycins 60

Die Synthese des O-(6-Azidohexyl)hydroxylammoniumchlorids 151 erfolgte in modifizierter
Form nach einer literaturbekannten Vorschrift.[?*3] Die erste Reaktionsstufe der Synthesese-
guenz wurde analog zur Literaturvorschrift durchgefiihrt. Hierzu wurde ausgehend von
1,6-Dibromhexan 147 eine Monosubstitution mit einem Uberschuss von N-Hydroxyphthalimid
148 und Triethylamin in Tetrahydrofuran bei 80 °C durchgefiihrt. Nach einer Reaktionsdauer
von zwei Tagen und anschlieRender sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel konnte
das Produkt 149 mit einer guten Ausbeute von 93% erhalten. Im Gegensatz zur dem in der
Literatur beschriebenen Syntheseweg mussten fiir das weitere Vorgehen die letzten beide Syn-
theseschritte getauscht werden. Ein erster Versuch, die Synthese im Einklang mit der verof-
fentlichten Methode zunadchst mit der Bildung des entschiitzten Hydroxylamins durch Zugabe
von Hydrazin-Monohydrat fortzusetzen, fiihrte dazu, dass kein Produkt isoliert werden konnte.
Die NMR-Spektren des Rohproduktes deuteten dagegen auf eine Polymerisation des Linkers
hin. Deswegen wurde entgegen der publizierten Methode zundchst die Substitutionsreaktion
mit Natriumazid durchgefiihrt. Nach 23 Stunden Rihren in Dimethylformamid und anschlie-
Render sdaulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt 150 auf diese Weise mit
einer guten Ausbeute von 89% erhalten werden. Im letzten Schritt der Linker-Synthese er-
folgte die Abspaltung des Phthalimids mit Hydrazin-Monohydrat Giber eine Reaktionsdauer von
24 Stunden bei Raumtemperatur. Das entstandene Hydroxylamin 151 wurde als das stabilere
Hydrochlorid durch Einleiten von Hydrochlorid-Gas in eine Diethylether-Losung des Produkts
ausgefallt. Das O-(6-Azidhexyl)hydroxylaminhydrochlorid 151 wurde mit einer sehr guten Aus-

beute von 84% erhalten. Alternativ zu dieser Methode wurde eine Loésung des Produkts in DCM
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auch mit wassriger 2 M salzsaurer Losung extrahiert und die so erhaltene wassrige Losung des

Produkt-Hydrochlorids 151 gefriergetrocknet.

Br, N3
Br
N-Hydroxyphthalimid 148 NaNj
NEts;, THF, 80 °C, 22 h DMF, 75°C, 23 h
93% () /O 89%
N
Br o o
147
149
H,N
(HoN),C
Hydrazin*H,O Streptomycin 152
DCM, Rt, 24 h mPDA, H,0O, Rt, 26 h
84% 66%

o)

* HCI
H,N 3« TFA HO,
151 NHMe

Abb. 4.20 Synthese des Azid-modifizierten Streptomycins 60.

Die Synthese des mit dem Azid-Linker modifizierten Streptomycins 60 erfolgte durch Oxim-
Ligation des Linkers 151 mit Streptomycin 152 und mit m-Phenylendiamin (mPDA) als
Katalysator.!?'*) Nach einem Tag Riihren bei Raumtemperatur in Wasser wurde das Produkt 60
nach Reinigung Uber semi-prdparative HPLC erhalten. Das Produkt war in der UV-Spur
hinreichend detektierbar, um es gezielt isolieren zu kénnen. Das Oxim 60 konnte mit einer
guten Ausbeute von 66% nach Gefriertrocknung erhalten werden. Eine nachtraglich
durchgefiihrte Testreaktion ohne Zusatz des Katalysators m-Phenylendiamin fihrte zu einem
identischen Ergebnis im Hinblick auf die Reaktionszeit und erzielte Ausbeute. Fir die
folgenden Oxim-Ligationen wurde deswegen auf den Zusatz des Katalysators verzichtet (siehe

Kapitel 4.2.3 und 4.2.4).
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Abb. 4.21 a: 1D-NOE-NMR-Spektrum mit Einstrahlung auf das Oxim-Proton; b: 1D-NOE-NMR-
Spektrum mit Einstrahlung auf die 5'-CHs-Gruppe; ¢: *H-NMR-Spektrum des Streptomycin-Deri-

vats 60.

Die Identitdt und Reinheit des Produktes 60 wurde spektroskopisch bestatigt. Zur genauen
Strukturaufklarung der Doppelbindungskonfiguration des entstandenen Oxims 60 wurden zwei
1D-NOE-NMR-Spektren aufgenommen. Dabei erfolgte jeweils eine selektive Einstrahlung auf

das Protonen-Signal der Oxim-Gruppe beziehungsweise auf das Signal der Protonen der 5'-CHs-
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Gruppe der L-Streptose zur Bestimmung der Konfiguration der Doppelbindung.l?**! Die
Auswertung der Spektren zeigt das Vorliegen der E-konfigurierten Verbindung (siehe
Abbildung 4.21). Fiir den eigentlichen Zweck der Verbindung als Transportersystem ist das
Vorliegen einer bestimmten Konfiguration in diesem Intermediat allerdings erstmal nicht

entscheidend.

4.2.2 Synthese des Referenz-Streptomycins 156

Die Synthese einer weiteren Streptomycin-Verbindung mit einer verlangerten Linker-Struktur
mit terminalem Amid sollte als weitere Referenzstruktur dienen. Zur Verlangerung der Seiten-
kette am Streptomycin-Derivat 60 wurde 10-Undecinsdure 153 zunéachst tiber das Sdurechlorid
154 in das Amid 155 Gberfiahrt und dann lGber eine CuAAC, entsprechend dem geplanten Auf-
bau der Konjugate, an das Streptomycin-Derivat 60 angebracht. Die 10-Undecinsdure 153
wurde ebenfalls als Seitenkette in den Muraymycin-Analoga zum Aufbau der Konjugate ver-
wendet. Die zusatzliche Streptomycin-Referenz 156 ist n6tig, um einen Erhalt der antibakteri-
ellen Wirksamkeit des Streptomycins nach Modifikation an der Aldehyd-Position auch bei gro-
Reren Seitenkettenstrukturen am Streptomycin zu untersuchen. Diese Verbindung ist struktu-
rell ndher an der Muraymycin-Streptomycin-Konjugat-Verbindung T1 als die Streptomycin-Re-

ferenzverbindung 60 und sollte damit deren Verhalten im stabilen Konjugat gut widerspiegeln.

(0] SOCl,, THF fo)
)1\/\/\/\/\ 50 OC’ 1 h )J\/\/\/\/\
HO N Cl S
153 154
NH3, H20 0
RL3N )W\A/\
H2N \\
quant.
Uiber zwei Stufen 155

Abb. 4.22 Synthese des Carbonsdureamid-Spacers 155.

Die Synthese des Carbonsdureamids 155 erfolgte nach einer modifizierten literaturbekannten
Synthesevorschrift.!?'®! Zunichst wurde mit Thionylchlorid das reaktive Carbons&urechlorid
154 aus der 10-Undecinsaure 153 erzeugt, welches im zweiten Schritt mit 25%iger Ammoni-

umhydroxid-Losung quantitativ zum Carbonsdaureamid 155 umgesetzt wurde.

Im nachsten Schritt wurde das Streptomycin-Derivat 60 mittels Kupfer-katalysierter Azid-Al-
kin-Cycloaddition (CuAAC) hergestellt. Hierzu wurden das Carbonsdureamid 155 und das

Streptomycin-Azid 60 in zuvor entgastem destillierten Wasser unter Schutzgas-Atmosphare
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vorgelegt und im Anschluss mit katalytischen Mengen Kupfer(Il)-sulfat und Natriumascorbat
versetzt und fir drei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach beendeter Reaktion wurden
die Kupfersalze mit EDTA komplexiert und das Rohprodukt iber semi-praparative HPLC gerei-
nigt. Das Streptomycin-Derivat 156 konnte mit einer Ausbeute von 65% erhalten werden. Die
Verbindung 156 soll mit dieser verlangerten Linker-Struktur den Streptomycin-Teil des finalen
Konjugats T1 imitieren und so tiefere Einblicke in die Einflisse der verschiedenen Modifikati-

onen auf die biologische Aktivitat geben.

HoN

J—NH, o
N “
(NG 155, CuSO,

Na-Ascorbat
4/—/_/7 H,0, Rt, 3 h N:N\N
=
65%
o) 3 TFA
*3TFA HO NHMe

HO
60 o
NH,

\/m/NHMe

156

0]

HZNJJ\/\/\/\/\

155

Abb. 4.23 Synthese der Streptomycin-Referenzverbindung 156.

4.2.3 Synthese des Thiol-Linker-modifizierten Streptomycins 59

Das mit der Thiol-Seitenkette modifizierte Streptomycin 59 wurde auf zwei Arten hergestellt.
In der ersten Variante wurde im ersten Schritt der Reaktionssequenz eine Substitutions-Reak-
tion der zuvor hergestellten Linker-Vorstufe 149 mit Kaliumthioacetat durchgefiihrt um das
geschitzte Thiol in der resultierenden Verbindung 157 einzufiihren. Die Reaktion konnte nach
einem Tag Riihren mit einer guten Ausbeute von 84% und nach Reinigung Gber Sdulenchroma-
tographie abgeschlossen werden. Da sowohl das freie Thiol als auch das freie Hydroxylamin
sehr instabil sind, wurden die Entschiitzungs-Reaktionen und anschlieBende Kupplung mit
Streptomycin in dieser Reaktionssequenz ohne Isolierung der Zwischenprodukte durchge-
fuhrt.122”) Zur Entschiitzung der N-Hydroxyphthalimid-Gruppe und der S-Acetylgruppe wurde

das in Dichlormethan gel6ste Produkt mit Hydrazin-Monohydrat versetzt und fir 16 Stunden
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bei Raumtemperatur geriihrt.[?!8 Das Lésungsmittel wurde entfernt und die Verbindung direkt

im Anschluss in Methanol geldst und mit Salzsdaure bei Raumtemperatur fiir eine Stunde ge-

rihrt.
H,N
Br, >=O 1. Hydrazin+H,0 NH,
S DCM, Rt, 16 h N
2. HCI, MeOH HomH
- OH
KSAc aeln (HaN),C” N
Aceton 3. Streptomycin 152 o
H,O, Rt, 5 h \
Rt, 23 h 2 ﬁ .y
0
O -
0 N 84% o o 5% HS
0 N HO OH O
o 3 TFA o
HO NHMe
149 HO
157 59

Abb. 4.24 Erste Synthesevariante zur Herstellung des Thiol-modifizierten Streptomycins 59.

Das entstandene Hydrochlorid der entschitzten Verbindung wurde nach Gefriertrocknung er-
halten und abschlieBend in Wasser mit Streptomycin-Sulfat 152 und nach einer Reaktions-
dauer von fiinf Stunden zum Oxim 59 umgesetzt. Uber die letzten drei Schritte konnte nur eine
Ausbeute von 5% des Thiol-Linker-modifizierten Streptomycins 59 nach semi-praparativer
HPLC-Reinigung erhalten werden. Ein Vergleich des *H-NMR-Spektrums zu dem zuvor charak-
terisierten Streptomycin-Derivat 60 zeigt, dass auch hier selektiv das E-konfigurierte Oxim ge-
bildet wurde. Die geringe Ausbeute ist wahrscheinlich in der Instabilitat des Linkers begriindet.
Zudem bildet sich wahrend der Reaktion und auch bei der nachfolgenden Reinigung das Disul-
fid-Dimer des Streptomycins. So wurde wahrend der HPLC-Reinigung nach der Produkt-Elution
(Retentionszeit tr = 16.8 min) ebenfalls ein Peak des lipophileren Disulfids des Streptomycins
mit einer Retentionszeit von 20.1 Minuten detektiert. Im *H-NMR-Spektrum konnte die Disul-
fid-Spezies durch eine Verschiebung des Triplet-Signals der zum Thiol benachbarten CH;-
Gruppe von 2.44 ppm zu 2.74 ppm beim Disulfid identifiziert werden. Die Entstehung des

Disulfid-Nebenproduktes konnte zudem mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden.

In der zweiten Variante wurde ausgehend von 1,6-Dibromhexan 148 oder 1,6-Diiodhexan 158
mit N-Boc-Hydroxylamin und DBU als Base eine Monosubstitution durchgefiihrt.?!”! Die Reak-
tionen der beiden halogenierten Verbindungen fihrten mit vergleichbaren Ausbeuten zu den
gewiinschten Produkten 159 beziehungsweise 160. So wurde der bromierte Linker 159 nach
einer Reaktionsdauer von 20 Stunden und abschlieBender Reinigung Giber Sdulenchromatogra-
phie mit 54% Ausbeute erhalten. Die iodierte Verbindung 160 wurde mit einer Ausbeute von

44% nach zweitdgiger Reaktion und sdulenchromatographischer Reinigung isoliert. Die
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Einfihrung des Thiols erfolgte analog zur oben beschriebenen Synthese mit Kaliumthioacetat
mit den beiden Verbindungen 159 und 160. Im Fall der Synthese ausgehend von Verbindung
159 wurde nach einer Reaktionszeit von 18 Stunden eine quantitative Ausbeute erhalten, und
das Produkt 161 konnte nach Waschen mit Wasser ohne weitere Reinigungsschritte in der
nachsten Reaktion umgesetzt werden. Ausgehend von Verbindung 160 wurde fir drei Tage
gerihrt und mit 99% eine ebenfalls sehr gute Ausbeute erhalten. Auch in dieser Synthesese-
guenz wurden die Entschiitzungs-Reaktionen und die Oxim-Bildung mit Streptomycin wieder
ohne Isolierung der Zwischenprodukte durchgefiihrt. Die Abspaltung der Boc-Gruppe erfolgte
mit TFA in Dichlormethan bei 0 °C. Das Thioacetat wurde nachfolgend mit Natriumhydroxid in

Methanol bei 55 °C gespalten.[?°]
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Abb. 4.25 Zweite Synthesevariante zur Herstellung des Thiol-modifizierten Streptomycins 59.

Nach Neutralisation mit Salzsdure und Extraktion des Zwischenproduktes mit Dichlormethan
wurde das Losungsmittel entfernt. Nach erneutem Losen in Wasser wurde die Oxim-Ligation
mit Streptomycin-Sulfat 152 durchgefiihrt. Uber diese Route konnte das Streptomycin-Derivat
59 mit einer Ausbeute von 4% Uber drei Stufen nach HPLC-Reinigung erhalten werden. Eine
Optimierung der Reaktionssequenz kdnnte durch einen Wechsel der Reihenfolge der Entschiit-

zungs-Reaktionen erfolgen. Das freie Thiol sollte unter sauren und sauerstofffreien
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Bedingungen nur bedingt zur Disulfid-Bildung neigen, weswegen ein Vorziehen der Thioacetat-
Spaltung eventuell die bessere Vorgehensweise ware. Auf Grund der ausreichenden erhalte-
nen Substanzmengen fiir die Folgereaktionen wurde diese mogliche Optimierung allerdings im

Rahmen dieser Arbeit nicht weiterverfolgt.

Das Hydroxylamin neigt im ungeschiitzten Zustand zur Hydrolyse und zu Nebenreaktio-
nen.!21%2201 Aych die Oxim-Bindung des erhaltenen Streptomycin-Derivats 59 zeigt eine Ten-
denz zur Hydrolyse. So entstand auch das Zersetzungsprodukt der Oxim-Bindung nach 24 Stun-
den wahrend der Aufnahme der NMR-Spektren. Das durch die Spaltung der Oxim-Bindung frei-
gesetzte Streptomycin 152 konnte im *H-NMR-Spektrum detektiert werden. Interessant ist
hierbei, dass bei der ahnlichen Verbindung mit dem Azid-Linker 60 keine Zersetzung der Oxim-
Bindung wahrend den NMR-Messungen in einem ahnlichen Zeitraum beobachtet wurde. Ge-
nauere Untersuchungen zu den Stabilitdten dieser Verbindungen wurden in Kapitel 4.6.1.3 im
Rahmen von Stabilitatstest durchgefiihrt. Die folgenden biologischen Testungen des Strepto-
mycin-Derivats 59 wurden mit 10% des Zersetzungsproduktes, dem freigesetzten Streptomy-

cin als Verunreinigung, durchgefihrt (siehe Kapitel 4.6).

4.2.4 Synthese des PySS-Linker-modifizierten Streptomycins 58

_ H,N
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0 N
S 45°C,2h S HO OH
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BocHN o) 3TFA
161 BocHN HO NHMe
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Abb. 4.26 Synthese des PySS-Linker-modifizierten Streptomycins 58.

Mit einer modifizierten Vorschrift der Synthese des Thiol-Linkers lieB sich auch der S-aktivierte
PySS-Linker 162 herstellen. Ausgehend von der Linker-Vorstufe 161 wurde die anschlieRende
Esterspaltung zum freien Thiol und die Aktivierung mit Aldrithiol™-2 123 in einer Reaktionsse-
guenz ohne Reinigung des Zwischenprodukts durchgefiihrt, um erneut eine Disulfidbildung des
entschitzten Linkers 161 zu minimieren. Hierzu wurde das Thioacetat zunachst wieder mit

Natriumhydroxid in Methanol gespalten. Im zweiten Schritt wurde dann eine methanolische
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Losung des freien Thiols zu Aldrithiol™-2 123 in Methanol gegeben und fiir 21 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Das erhaltene Produkt 162 konnte allerdings trotz versuchter sau-
lenchromatographischer Reinigung nicht in Reinform erhalten werden und wurde im nachsten
Schritt ohne weitere Reinigungsversuche umgesetzt. Zunachst erfolgte wieder die saure Ab-
spaltung der tert-Butyloxycarbonylgruppe durch Rithren der Verbindung bei Raumtemperatur
fur zwei Stunden in einer Losung von TFA in Wasser. Nach dem Entfernen der Saure und des
Losungsmittels unter reduziertem Druck wurde das Gemisch erneut in Wasser geldst und mit
Streptomycin-Sulfat 152 innerhalb von 80 Minuten bei Raumtemperatur zum Oxim 58 umge-
setzt. Das erhaltene Rohprodukt konnte Gber semi-praparative HPLC erfolgreich gereinigt und

58 mit einer Ausbeute von 9% Uber vier Stufen erhalten werden.
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4.3 Synthese der Muraymycin-Vorstufen und -Referenzen

4.3.1 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 iiber den Festphasen-

gestiitzten Syntheseansatz

Das als Referenzverbindung und Vorstufe fiir die Konjugate der zweiten Serie bendtigte 5'-Des-
oxy-Muraymycin-Analogon 68 wurde mittels einer optimierten Festphasen-gestitzten und im

Arbeitskreis etablierten Synthesemethode hergestellt.[®¥

Die Festphasensynthesen wurden generell in Spritzen mit eingebauten Fritten durchgefiihrt
und in jedem Reaktionsschritt bei Raumtemperatur geschittelt. Zur Vorbereitung der Syn-
these wurde das 2-Chlortritylchlorid-Harz 163 zunachst zwei Stunden in Dichlormethan ge-
quellt. Der Start der Festphasen-gestitzten Synthese erfolgte mit der Anbringung des Linkers
133 an das 2-Chlortritlychlorid-Harz 163. Zwischen jedem Reaktionsschritt erfolgte jeweils ein
ausgiebiger Waschschritt, in dem der Festphasen-Ansatz mehrfach grindlich mit Dimethylfor-
mamid und Dichlormethan im Wechsel gewaschen wurde. Zum Abreagieren von nicht umge-
setzten reaktiven Gruppen an der Harzoberflache wurde dieses in einem Capping-Schritt mit
einer Losung aus Dichlormethan, Methanol und DIPEA (17:2:1) umgesetzt. Der Start der Kupp-
lungssequenz erfolgte mit der ersten Fmoc-Entschiitzung mit 20% Piperidin in Dimethylforma-
mid zum Produkt 164.1221 Der Aufbau der Peptidkette an der Festphase wurde sukzessive mit
den kommerziell erhaltlichen Aminosduren N-Fmoc-L-Leucin und N*-Fmoc-N®-Boc-L-Lysin (Zwi-
schenprodukte 78 und 76) unter Verwendung von HBTU und DIPEA als Kupplungsreagenzien
durchgefiihrt. Die Anzahl der verwendeten Aquivalente der Aminosiduren-Bausteine als auch
der Kupplungsreagenzien konnte von sechs auf drei reduziert werden, wobei die Ausbeuten
im Vergleich zu der publizierten Methode erhalten blieben.®® Des Weiteren wurde auch jeder
Kupplungsschritt nur noch einmal durchgefiihrt. Hierdurch konnte die Okonomie der Reaktion
immens gesteigert werden, was auch im Hinblick auf nicht-kommerziell erhaltliche Aminosau-
ren einen erheblichen Vorteil darstellt. Im letzten Schritt wurde mit dem zuvor hergestellten
Valin-Carbamat 135 (siehe Kapitel 4.1.8.2) und DIPEA das Harnstoffdipeptid-Motiv der
Muraymycin-Peptidkette gebildet (Produkt 74). Die Abspaltung der Carbonsdure 72 von der
Festphase erfolgte mit 1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropanol (HFIP) in Dichlormethan unter Erhalt
der verwendeten Schutzgruppen.!???! Die Abspaltung wurde zweimal durchgefiihrt und das
Harz nach jedem Durchlauf griindlich mit Dichlormethan gewaschen, um eine vollstandige Ab-
spaltung zur gewdhrleisten. Das Diastereomeren-Gemisch des Produktes 72 konnte nach sau-
lenchromatographischer Reinigung mit einer sehr guten Ausbeute von 77% Uber alle Peptid-

bildenden Stufen erhalten werden.

74



4. Resultate und Diskussion
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Abb. 4.27 Festphasen-gestiitzte Synthese der Peptid-Einheit 72.

Die Auswertung der NMR-Spektren gestaltete sich auf Grund des erhaltenen Diastereomeren-
Gemisches schwierig, weswegen lediglich ein TH-NMR-Spektrum als auch ein Massenspektrum
zur ldentifikation des Abspaltungs-Produktes 72 herangezogen wurden. Um eine Aussage zu

einer moglichen Epimerisierung in der hergestellten Peptidkette treffen zu kdnnen, musste
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auf die Analytik des Produktes 165 der nachsten Synthesestufe nach der Abspaltung des Dio-
xolan-Linkers gewartet werden. Eine eventuell auftretende Epimerisierung wiirde bei 72 durch
die bereits vorhandenen Stereoisomere des Dioxolan-Linkers tGberdeckt werden. Zur Herstel-
lung des Dithioacetals 165 wurde die Carbonsdure 72 zunachst in Dichlormethan gelost,
Ethanthiol zugegeben und im Anschluss langsam eine mit Dichlormethan verdlinnte Bortriflu-
orid-Diethyletherat-Losung zugetropft. Nach einer langen Reaktionszeit von 14 Tagen bei
Raumtemperatur wurde DIPEA zur Neutralisation des Bortrifluorid-Diethyletherats zugegeben
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Als Nebenreaktion lauft in dieser
Synthesestufe parallel immer zu einem gewissen Male eine Abspaltung der N-Boc- und der
tert-Butylester-Schutzgruppen ab, die sich mittels DC-Kontrolle verfolgen lasst. Die Kombina-
tion aus einer hoheren Verdiinnung von Bortrifluorid-Diethyletherat und einer langeren Reak-
tionsdauer fithrten hier zum besten Ergebnis. Weder im H- noch im 3C-NMR-Spektrum waren
Hinweise auf eine Epimerisierung innerhalb der Peptidkette zu finden. Dies deckt sich auch

mit den bisherigen Ergebnissen von K. Leyerer.!103]

Im nachsten Schritt wurde der Aldehyd 70 aus dem Dithioacetal 165 generiert. Das Dithioace-
tal 165 wurde hierzu zunachst in einer Acetonitril-Wasser-Aceton-Mischung vorgelegt, auf 0 °C
gekiihlt, mit 2,6-Lutidin als Base versetzt und letztendlich nach Zugabe von N-Bromsuccinimid
fur sieben Minuten bei 0 °C geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Natriumthiosulfat-
Losung gestoppt. Nach Aufarbeitung und sdaulenchromatographischer Reinigung konnte der
Aldehyd 70 mit einer sehr guten Ausbeute von 90% erhalten werden. Der Aldehyd 70 konnte
dann nachfolgend mit dem Nucleosid-Baustein 33a in einer reduktiven Aminierung zum voll-
standigen Muraymycin-Grundgeriist umgesetzt werden. Beide Edukte wurden hierfiir in abso-
lutem Tetrahydrofuran vorgelegt und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Durch Zu-
gabe von frisch aktiviertem Molekularsieb sollte entstehendes Wasser gebunden und das
Gleichgewicht in Richtung der Produktseite verschoben werden. Ein Ausschluss von Wasser ist
fur diese Reaktion ein entscheidendes Kriterium, um das Gleichgewicht auf die Produktseite
zu verlagern, weswegen die Glasapparaturen vor Reaktionsbeginn besonders sorgfaltig unter

Vakuum ausgeheizt und getrocknet wurden.
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Abb. 4.28 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycins-Analogons 68.

Nach einem Tag wurden das Reduktionsmittel Natriumtriacetoxyborhydrid und Amberlyst 15
als Sdure zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir weitere 24 Stunden gerihrt. Eine weitere
potentielle Fehlerquelle dieser Reaktion stellt das Natriumtriacetoxyborhydrid dar, welches
nach langerer Lagerung zerfallt und Essigsdure freisetzt. Natriumtriacetoxyborhydrid wurde
deswegen unter Schutzgas gelagert und vor dem Einsatz in der Reaktion mehrere Tage im Va-

kuum getrocknet. Nach Sdulenchromatographie wurde das vollstandig geschiitzte 5'-Desoxy-
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Muraymycin-Analogon erhalten und direkt weiter in der globalen Entschiitzungs-Reaktion um-
gesetzt. Die globale saure Entschiitzung zum 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 erfolgte
nach Standard-Prozedur mit 80%iger TFA-LOsung in Wasser bei Raumtemperatur. Nach
26 Stunden wurde das Lésungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung der Ver-
bindung 68 erfolgte Gber semi-praparative HPLC, und das Produkt konnte mit einer Ausbeute

von 71% Uber beide Schritte als zweifaches TFA-Salz erhalten werden.

4.3.2 Synthese des PySS-Carbamat-Linker-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-

Analogons 79
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Abb. 4.29 Synthese des Linker-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 79.

Die Modifikation des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 erfolgte mit dem 4-Nitrophenyl-2-
(pyridin-2-yldisulfanyl)ethylcarbonat-Linker 80 in leichtem Uberschuss und mit DIPEA als Base
in absolutem Dimethylformamid bei Raumtemperatur.l*®3 Nach einer Reaktionszeit von
21 Stunden wurde das Lésungsmittel entfernt, und nach Reinigung lber semi-praparative
HPLC konnte die Muraymycin-Konjugat-Vorstufe 79 mit einer Ausbeute von 42% erhalten wer-
den. Mit dieser Reaktionsfiihrung ist auch eine Derivatisierung der sekundaren 6'-Amino-
Gruppe der Nucleosid-Einheit anstelle der primdren e-Aminogruppe des L-Lysins prinzipiell

denkbar. Jedoch war bereits bekannt, dass das sekunddre 6'-Amin sterisch schwerer
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zuganglich fir Modifikationen ist.!®3 Zur Validierung der Struktur wurde diese mittels NMR-
Spektroskopie liberpriift. Das *H-NMR-Spektrum und das *C-NMR-Spektrum gaben wenig Auf-
schluss Uiber die Position der Anknipfung des Linkers. Mit der Durchfiihrung eines HMBC-NMR-
Experiments konnte die erwartete Struktur jedoch bestitigt werden. Die 3Jyc-Kopplung zwi-
schen dem Lysin-6-H und dem Carbonyl-C-Atom des angebrachten Linkers konnte hier detek-

tiert werden (siehe Abb. 4.30).
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Abb. 4.30 Ausschnitt des HMBC-NMR-Spektrums des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 79.

4.3.3 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65

Das DAP-haltige 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 wurde auf zwei Arten hergestellt. Einer-
seits wurde Verbindung 65 mittels der bereits zuvor beschriebenen Festphasen-gestiitzten
Synthesemethode, andererseits auch mit einer klassischen Synthese in Losung generiert. Die
Synthese des DAP-haltigen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 war bisher noch nicht tber
den Festphasen-gestiitzten Ansatz durchgefiihrt worden und dies sollte im Rahmen dieser Ar-
beit etabliert werden. Die klassische Synthese in Losung erfolgte ausgehend vom dem Nucleo-
sid-Baustein 33a mit dem sukzessiven Aufbau der Muraymycin-Peptidkette. Es sollte ein Ver-
gleich der beiden Synthesevarianten hinsichtlich der erzielten Ausbeuten und eventueller Epi-

merisierung durchgefihrt werden.
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4.3.3.1 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 iiber den Festphasen-gestiitz-

ten Syntheseansatz

Die Synthese wurde analog zu der zuvor beschriebenen Festphasen-gestiitzten Synthese in

Kapitel 4.3.1 durchgefiihrt.
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Abb. 4.31 Festphasen-gestiitzte Synthese der Peptid-Einheit 71.
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Der Aufbau der Peptidkette an der Festphase erfolgte sukzessive mit den kommerziell erhalt-
lichen Aminosduren N®-Fmoc-Nf-Cbz-L-2,3-diaminopropionsiure (Fmoc-DAP(Z)OH), N®-Fmoc-
NE&-Boc-L-Lysin und dem zuvor hergestellten Valin-Carbamat 135. Die Kupplungsschritte wur-
den einmalig mit drei Aquivalenten der Aminosauren als auch des Kupplungsreagenzes HBTU
durchgefiihrt. Die Base DIPEA wurde jeweils mit sechs Aquivalenten eingesetzt. Die Abspal-
tungen der Fmoc-Schutzgruppen erfolgten auch hier mit 20% Piperidin in DMF. Nach der ers-
ten Entschitzung zu 164 erfolgte zunachst die Peptidkupplung mit Fmoc-DAP(Z)OH zu 77. Nach
erneuter Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde die zweite Peptidkupplung mit N*-Fmoc-
Né-Boc-L-Lysin zu 75 durchgefiihrt. Das Valin-Carbamat 135 wurde hier nur mit 2.5 Aquivalen-
ten eingesetzt, um mehr von der nicht kommerziell erhdltlichen Substanz einzusparen. Nach
der Abspaltung vom Festphasen-Harz, die erneut mit 1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropanol in Dich-
lormethan durchgefiihrt wurde, und Reinigung liber Sdulenchromatographie konnte die Val-
Lys-DAP-Carbonsdure 71 mit einer zur Synthese der Val-Lys-Leu-Carbonséure 72 (77%) ver-
gleichbaren Ausbeute von 75% erhalten werden. Auch hier konnte wegen des Diastereomeren-
Gemisches zunachst keine Aussage Uber eine eventuelle Epimerisierung in der Peptidkette ge-
troffen werden, und das Dioxolan 71 wurde wie bereits zuvor beschrieben in das Dithioacetal
166 lGberflhrt. Im Unterschied zur vorherigen Synthese des L-Leucin-haltigen Dithioacetals 165
wies die Synthese mit der DAP-haltigen Peptidkette aus bisher nicht geklarten Griinden eine
weitaus hohere Empfindlichkeit fiir eine unerwiinschte Abspaltung der N-Boc- und tert-Butyl-
Schutzgruppen durch das Bortrifluorid-Diethyletherat auf. Aus diesem Grund wurde hier mit
einer hoheren Verdlinnung des Bortrifluorid-Diethyletherats gearbeitet, um diese Nebenreak-
tionen zu begrenzen. In einem Ansatz konnte das Dithioacetal 166 bereits nach sechs Tagen
mit 77% Ausbeute erhalten werden. In weiteren, zuvor durchgefiihrten Ansatzen kam es aller-
dings teilweise auch zu einer kompletten Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen. Der
Wechsel des mittleren Aminosdure-Bausteins von L-Leucin zur L-Diaminopropionsaure hatte
keinen Einfluss auf das Epimerisierungs-Verhalten der Reaktion an der Festphase, und in den
NMR-Spektren konnte nur das gewlinschte Stereoisomer der Verbindung identifiziert werden.
Die Vorgehensweise bei der Umwandlung des Dithioacetals 166 zum Aldehyd war auch hier
wieder identisch zu der in Kapitel 4.3.1 durchgefiihrten Synthese des Val-Lys-Leu-Aldehyds 70.
Der Aldehyd der Val-Lys-DAP-Peptidkette 69 wurde hier mit einer guten Ausbeute von 73%
erhalten. Die Verbindung 69 wurde dann im letzten Schritt in einer reduktiven Aminierung,
erneut analog zur vorherigen Vorgehensweise, mit dem Nucleosid-Baustein 33a zum geschiitz-

ten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 umgesetzt. Nach sadulenchromatographischer
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Reinigung des Rohprodukts wurde das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 mit einer sehr gu-
ten Ausbeute von 88% erhalten.
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Abb. 4.32 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65.
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4.3.3.2 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 in Losung

Die Herstellung der Verbindung 65 in Losung erfolgte ausgehend von dem Amin-entschiitzten

Nucleosid-Baustein 33a mittels einer im Arbeitskreis etablierten Synthesemethode.®°!
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\|/ Q 38
KJ\NH Amberlyst 15
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Abb. 4.33 Synthese des geschitzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 in Lésung.

Die reduktive Aminierung mit dem Aminopropyl-Linker 38 wurde mit leichtem Uberschuss des
Nucleosid-Bausteins 33a durchgefiihrt. Ansonsten erfolgte die Durchfiihrung der Reaktion mit
den gleichen MaRnahmen zur Minimierung des Wassergehaltes wie bereits in Kapitel 4.3.1
beschrieben. Nach einer Reaktionsdauer von 24 Stunden wurden das frisch getrocknete Re-
duktionsmittel Natriumtriacetoxyborhydrid und Amberlyst 15 als Sdure zugegeben und das Re-
aktionsgemisch fir weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die Nucleosylamino-
sdure 167 konnte mit einer Ausbeute von bis zu 84% nach sdaulenchromatographischer Reini-

gung erhalten werden. Aufgrund der hohen Wasserempfindlichkeit dieser Reaktion und der
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Tendenz des sterisch weniger anspruchsvollen Aminopropyl-Linkers 38 zur doppelten redukti-
ven Aminierung an der 6'-Amino-Gruppe wurde eine Ausbeute in dieser GréfRenordnung aller-
dings nicht immer erreicht. Das Nebenprodukt durch die zweifache Reaktion des Aminopropyl-
Linkers 38 mit dem Nucleosid 33a wurde in den Massenspektren durch Detektion eines zwei-
ten Signals mit einer Masse von m/z = +191 in manchen Ansdtzen beobachtet. Das Nebenpro-
dukt konnte zwar saulenchromatographisch abgetrennt werden, fiihrte jedoch zu einer
schlechteren Ausbeute bei den betreffenden Ansatzen. Nach Abspaltung der Cbz-Schutz-
gruppe mit Palladium Black und 1,4-Cyclohexadien in absolutem iso-Propanol wurde die Ver-
bindung 39 nach Spritzenfiltration quantitativ erhalten und ohne weitere Reinigung in der
nachfolgenden Peptidkupplung mit der Diaminopropionsdaure 67 umgesetzt. Diese Peptid-
kupplung wurde auf zwei Arten durchgefiihrt: als Kupplungsreagenzien wurden PyBOP oder
EDC-Hydrochlorid, jeweils in Kombination mit HOBt und DIPEA, in absolutem Tetrahydrofuran
getestet. Die Synthesevariante mit dem Kupplungsreagenz PyBOP wurde nach einer Reakti-
onszeit von vier Tagen beendet, als Uber die Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchroma-
tographie und LC-MS keine Edukte mehr nachweisbar waren. Das entstehende Nebenprodukt
des PyBOP-Reagenzes, das Tris-(pyrrolidin)phosphinoxid, konnte in dieser ersten Variante sdu-
lenchromatographisch an Kieselgel nicht abgetrennt werden. Das Nebenprodukt hat zwar
keine negativen Auswirkungen auf die ndchsten Reaktionsschritte, jedoch war eine vollstan-
dige Charakterisierung der Verbindung so nicht moglich. Deswegen wurde in einem weiteren
Ansatz das Kupplungsreagenz gegen EDC-Hydrochlorid getauscht. Nach einer erheblich kiirze-
ren Reaktionszeit von 25 Stunden konnte die Verbindung 168 nach anschlieRender sdulenchro-
matographischer Reinigung mit 80% (lber zwei Stufen von 167) in einer guten Ausbeute er-

halten und vollstandig charakterisiert werden.

Die Allyloxycarbonyl-Entschiitzung der verkiirzten Muraymycin-Verbindung 168 erfolgte mit
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) als Katalysator unter Lichtausschluss in Dichlorme-
than.[?23! Phenylsilan wurde als Scavenger zugesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 19.5 Stun-
den bei Raumtemperatur wurde kein Alloc-geschiitztes Edukt mehr tiber LC-MS-Reaktionskon-
trolle nachgewiesen und die Reaktion beendet. Beim Versuch der sdaulenchromatographischen
Reinigung konnte das Produkt 66 jedoch nicht in Reinform erhalten werden, und die versuchte
Reinigung des freien Amins ging zudem mit einem erheblichen Materialverlust einher. Deswe-
gen wurde in darauffolgenden Ansdtzen auf eine Reinigung dieser Stufe komplett verzichtet
und das Produktgemisch der Entschiitzung direkt in der nachfolgenden Peptidkupplung einge-
setzt. Die Peptidkupplung mit dem Harnstoffdipeptid 41 erfolgte mit PyBOP, HOBt und DIPEA

als Kupplungsreagenzien in absolutem Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur. Nach einem Tag
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Rihren und saulenchromatographischer Reinigung konnte das Kupplungsprodukt 65 durch

diese Vorgehensweise mit einer guten Ausbeute von 75% Uber beide Stufen erhalten werden.

4.3.3.3 Vergleich der Festphasen-gestiitzten Synthesen der 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-

loga zur Synthese in Losung

Im Vergleich zur klassischen Synthese der Muraymycin-Grundstruktur in Lésung bietet die
Festphasen-gestiitzte Synthesevariante einige Vorteile. Eine Voraussetzung fir die Verwen-
dung der Festphasen-gestitzten Synthese ist, dass alle oder wenigstens der Grof3teil der ein-
gesetzten Aminosauren der aufzubauenden Peptidkette kommerziell erhéltlich sind, da diese
an der Festphase im Uberschuss eingesetzt werden miissen. Dieser Umstand konnte in dieser
Arbeit zwar auch optimiert werden, aber ein Uberschuss der Aminosiure-Bausteinen ist
nichtsdestotrotz bei den jeweiligen Kupplungsschritten notwendig, um einen vollstandigen
Umsatz zu gewadhrleisten. Im Falle von nicht-proteinogenen Aminosduren, die zum Teil auch
unter hohem Arbeitsaufwand hergestellt werden mussen, ist diese Methode daher eher kri-
tisch zu betrachten und nur fiir spezielle Anwendungen zu empfehlen. Darunter fallt zum einen
der Versuch der Vermeidung einer Epimerisierung, wie es beispielsweise auch bei der Peptid-
kupplung von Epicapreomycidin mit einem DAP-haltigen Muraymycin bei der Synthese in L6-
sung auftrat (nicht veroffentlichte Ergebnisse). Mit der Festphasenmethode ist es generell
moglich, gréRere Substanzmengen in kiirzerer Zeit zu generieren. Allerdings ist es bis zu der
Abspaltung der Peptidkette von dem Harz nicht moglich, eine praktikable Reaktionskontrolle
durchzufiihren.[*3! Die Festphasensynthesen liefen im Rahmen dieser Arbeit jedoch in allen
Ansatzen sehr robust und mit durchweg guten Ausbeuten ab. Ein weiterer groRer Vorteil der
Festphasensynthese ist die erst spate Durchfiihrung der reduktiven Aminierung mit dem Nu-
cleosid-Baustein 33a. Die Synthese des Nucleosid-Bausteins 33a ist mit erheblichem Aufwand
verbunden und die spate Kupplung an die vollstandige Peptidkette fihrt im Laufe dieser Re-
aktionssequenz, auf Grund der geringeren Anzahl an folgenden Syntheseschritten, zu insge-
samt weniger Substanzverlust. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass durch die lan-
geren Peptidketten die Nebenreaktion der zweifachen reduktiven Aminierung, die oft bei der
Verwendung der kiirzeren Aminopropyl-Linker 45 und vor Allem 38 (siehe Kapitel 4.3.3.2) auf-
trat, hier nicht stattfand. Ein weiterer Nachteil der Synthese an der Festphase ist jedoch, dass
sowohl der Linker 133 zur Kupplung an das Harz als auch das Valin-Carbamat 135 vor der ei-
gentlichen Synthese zunachst hergestellt werden missen. Allerdings ist die Synthese dieser

beiden Komponenten im Gesamtvergleich zur klassischen Synthese der Muraymycin-Analoga
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in Losung vernachldssigbar und der Arbeitsaufwand mit der Festphase auch in Anbetracht des-
sen deutlich geringer. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass fir die vereinfachten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analoga 68 und in diesem Fall das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 die Fest-
phasensynthese eine sehr gute Methode darstellt, um effizient und schnell die Peptidketten

der Muraymycin-Analoga aufzubauen.

Eine zusatzliche Verbesserung konnte bei der Festphasensynthese-Route ein Wechsel der
Schutzgruppenstrategie mit sich bringen. Durch einen Wechsel der Né-Boc-Schutzgruppe des
L-Lysins zu einer Cbz-Schutzgruppe konnte die Empfindlichkeit gegeniliber der Reaktion mit
Bortrifluorid-Diethyletherat umgangen werden. Trotz des zusdtzlichen Syntheseschrittes der
Cbz-Entschiitzung kénnte durch dieses Vorgehen die Ausbeute in der Gesamtbilanz eventuell
verbessert werden, da eine Abspaltung der Boc-Gruppe mit Bortrifluorid-Diethyletherat immer
zu einem gewissen Teil als Nebenreaktion ablauft. Ein anderer Schritt zur Optimierung der
Synthese wiare langerfristig ein kompletter Wechsel des Aminosduren-Bausteins von L-Lysin zu
L-Arginin, welches mit einer Pbf-Gruppe geschitzt ist. Bei dem Muraymycin-Derivat mit L-Argi-
nin handelt es sich auch um eine aktivere Muraymycin-Spezies, die naher an der Struktur des
Epicapreomycidin-Bausteins der Naturstoffe ist. Zudem ware durch die Verwendung der Pbf-
Schutzgruppe auch das Risiko der Abspaltung durch Bortrifluorid-Diethyletherat im Vergleich

zur Boc-Gruppe erheblich vermindert.

4.3.4 Seitenketten-Modifikationen des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65

Zur Seitenketten-Modifikation der Muraymycin-Grundstruktur 65 wurde zunichst die N®-Cbz-
Entschiitzung der Seitenkettenposition der Diaminopropionsdure-Einheit durchgefiihrt. Die
Cbz-Entschitzung erfolgte auch an dieser Position wieder mit Palladium Black und 1,4-Cyclo-
hexadien in absolutem iso-Propanol, um mogliche Nebenreaktionen zu vermeiden. Die
Muraymycin-Grundstruktur wurde nachfolgend mit drei verschiedenen Seitenketten modifi-
ziert: es kam jeweils eine unverzweigte Alkylseitenkette, die entweder terminal mit einem Al-
kin, einem Thiol oder einem aktivierten Thiol versehen war, zum Einsatz. Die 10-Undecinsaure
153 und die 11-Tritylmercaptoundecansdure 169 waren kommerziell erhéltlich. Die 11-(Pyri-
din-2-yldisulfanyl)undecansdure 124 wurde wie in Kapitel 4.1.6 beschrieben hergestellt. Die
Synthesen der drei Seitenketten-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 63, 61 und 62

ist in Abbildung 4.34 zusammengefasst.
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Abb. 4.34 Seitenketten-Modifikationen des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65.

Die Cbz-Entschiitzung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 erfolgte mit Palladium Black
und 1,4-Cyclohexadien in jso-Propanol bei Raumtemperatur. Nach einer Reaktionszeit von vier
Stunden wurde das Produkt 64 durch Spritzenfiltration in quantitativer Ausbeute isoliert. Das
Alkin-modifizierte Muraymycin-Analogon 63 wurde in einer Peptidkupplung mit der kommer-
ziell erhaltlichen 10-Undecinsaure 153 hergestellt. Als Peptidkupplungs-Reagenzien kamen in
dieser, als auch den anderen beiden Synthesen zum Einbau der Seitenketten PyBOP, HOBt und

DIPEA in absolutem Tetrahydrofuran zum Einsatz. Nach erfolgreicher Amidkupplung der
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10-Undecinsdure 153 nach zwei Tagen Reaktionszeit wurde das erhaltene geschitzte Zwi-
schenprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. Das Alkin-modifizierte
Muraymycin-Analogon 63 wurde im Anschluss global mit wassriger TFA-L6sung (80%) ent-
schitzt und nach anschliefender semi-praparativer HPLC-Reinigung als zweifaches TFA-Salz

mit einer Ausbeute von 58% Uber beide Stufen isoliert.

Das Thiol-modifizierte Muraymycin-Analogon 61 wurde mit der kommerziell erhaltlichen
11-Tritylmercaptoundecansaure 169 als Reagenz erhalten. Nach einer Reaktionszeit von
17 Stunden bei Raumtemperatur wurde die erhaltene geschiitzte Zwischenstufe iber Sdulen-
chromatographie gereinigt. Die globale Entschiitzung erfolgte erneut mit 80%iger wassriger
TFA-L6sung und mit dem Zusatz von Triethylsilan als Scavenger fiir die Trityl-Schutzgruppe.
Zusatzlich wurde die Reaktion unter Luftausschluss durchgefihrt, um eine Disulfid-Bildung zu
vermeiden. Bei der Reinigung des global entschitzten Rohproduktes mittels semi-praparativer
HPLC wurde jedoch auch in einigen Ansatzen bereits entstandenes dimeres Muraymycin-Disul-
fid 175 in einer zweiten Fraktion isoliert. Das Muraymycin-Disulfid 175 wurde als Referenzver-
bindung flr die spatere biologische Evaluation ebenfalls gesammelt. Auf Grund dieser ablau-
fenden Nebenreaktion wurde auf eine langere Lagerung des ungeschitzten 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 61 mit dem freien Thiol, vor Allem in Losung, verzichtet. Die globale
saure Entschitzung der Verbindung wurde immer frisch nach Bedarf angesetzt, um die Neben-
reaktion der Disulfid-Bildung zu minimieren. Das Produkt konnte bei rascher Aufarbeitung mit

einer Ausbeute von bis zu 47% Uber beide Schritte als zweifaches TFA-Salz isoliert werden.

Das PySS-modifizierte Muraymycin-Analogon 62 wurde mit der zuvor hergestellten Seitenkette
124 und erneut mit den bewdahrten Kupplungsreagenzien PyBOP, HOBt und DIPEA in absolutem
Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur hergestellt. Die Reaktion wurde liber eine Dauer von
drei Tagen per DC- und LC-MS-Kontrolle verfolgt und nach vollstaindigem Umsatz der Edukte
aufgearbeitet. Die geschiitzte Zwischenstufe wurde erneut vor der globalen sauren Entschit-
zung Uber Saulenchromatographie gereinigt. Die globale saure Entschiitzung erfolgte unter
Standardbedingungen mit 80%iger wassriger TFA-LOsung bei Raumtemperatur. Im Vergleich
zu den anderen globalen Entschiitzungen erfolgte hier erst nach zwei Tagen eine vollstandige
Abspaltung aller saurelabilen Schutzgruppen. Das Rohprodukt wurde liber semi-praparative
HPLC gereinigt und gefriergetrocknet. Das PySS-modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon
61 konnte jedoch, nach einer Fehlfunktion an der Gefriertrocknungs-Anlage, bei der einige
Fraktionen der bereits gereinigten Substanz verloren gingen, nur mit einer Ausbeute von 17%
Uber zwei Stufen nach der HPLC-Reinigung erhalten werden. Da dennoch gentigend Material

fur die Folgereaktionen zur Verfligung stand, wurde diese Reaktion nicht erneut durchgefiihrt.
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4.3.5 Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenzverbindung 170
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Abb. 4.35 Synthese der Muraymycin-Referenzverbindung 170.

Eine wichtige Referenzverbindung, um den Einfluss der Modifikationen an der Muraymycin-
Struktur genauer untersuchen zu kénnen, war das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 170. Diese
Verbindung besitzt in der Seitenkette eine Triazol-Struktur mit einer zuséatzlichen Alkylkette
mit einem terminalen Alkohol. Damit verkorpert diese Substanz den Muraymycin-Teil des spa-
teren Konjugats T1 mit abgespaltenem Streptomycin. So kann zusatzlich die Affinitat dieses
Strukturteils zum Zielenzym MraY¥Y untersucht werden, welches potenziell auch durch Hydro-
lyse des spateren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1 entstehen kann. Zudem liefert
diese Struktur generell weitere Hinweise im Rahmen der SAR-Studie, inwieweit Modifikationen
in der Seitenkette die Aktivitdat am Target beeinflussen. Zur Herstellung dieser Verbindung
wurde das Alkin-modifizierte Muraymycin-Analogon 63 mit dem Linker 151 in einer Kupfer-
katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition (CUAAC) umgesetzt. Kupfer(ll)-sulfat und Natriumascor-

bat, welches zur Reduktion des Kupfers zur katalytisch aktiven Kupfer(l)-Spezies diente,
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wurden in dieser Reaktion in Wasser unter einer Schutzgas-Atmosphare verwendet. Das Was-
ser wurde vor Reaktionsbeginn entgast, um den Sauerstoffgehalt in der Reaktion auf ein Mi-
nimum zu reduzieren. Zusatzlich zur Bildung des Triazols sollte ebenfalls eine Reduktion des
Hydroxylamins durch die verwendeten Reaktionsbedingungen stattfinden. Nach abgeschlos-
sener Reaktion wurden die Kupfer-lonen durch Zugabe von EDTA im Uberschuss komplexiert.
Nach Reinigung Gber semi-praparative HPLC konnte die Verbindung 170 nur in geringen Men-
gen mit einer Ausbeute von 5% isoliert werden. Die Substanzmenge war jedoch zur Identifika-

tion der Verbindung und der anschlieBenden biologischen Testung ausreichend.

4.3.6 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 82

Eine weitere Muraymycin-Vorstufe, die flr eine spatere Konjugation bendétigt wurde, war das
mit einem Alkin modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 82. Formal erhdlt man diese
Verbindung durch den Austausch von L-Valin zu L-Propargylglycin in der terminalen Position
der Peptidkette. Da die Aminosdure L-Propargylglycin, die zum Aufbau dieser Muraymycin-
Struktur benodtigt wurde, in der passenden Schutzgruppenkonfiguration nicht kommerziell er-
haltlich war und selbst hergestellt werden musste, wurde hier nicht auf die Festphasen-ge-
stltzte Synthesevariante zuriickgegriffen. Deswegen erfolgte der Aufbau der Muraymycin-
Peptidkette nach der klassischen und im Arbeitskreis etablierten Methode in Losung ausge-
hend von dem Nucleosid-Baustein 33a. Analog zu Kapitel 4.3.3.2 wurde die reduktive Aminie-
rung mit dem entschitzten Nucleosid-Baustein 33a durchgefiihrt. An Stelle des Propylamin-
Linkers 38 wurde hier jedoch der L-Leucin-Propylamin-Linker 45 als Aldehyd eingesetzt. Nach
Aufarbeitung und Reinigung des Rohprodukts tGber Sdulenchromatographie konnte das ver-
kiirzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 171 mit einer guten Ausbeute von 76% erhalten wer-
den. Nach Abspaltung der Cbz-Gruppe unter Standardbedingungen mit Palladium Black und
1,4-Cyclohexadien in absolutem iso-Propanol wurde das freie Amin in quantitativer Ausbeute
erhalten und nachfolgend in einer Peptidkupplung mit dem Harnstoffdipeptid 84 umgesetzt.
Als Kupplungsreagenzien wurden erneut PyBOP, HOBt und DIPEA in absolutem Tetrahydro-
furan eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur wurde die
Reaktion durch Entfernen des Losungsmittels beendet und das Rohprodukt ohne Reinigung
weiter umgesetzt. Nach globaler saurer Entschitzung unter Standardbedingungen (80% TFA in
Wasser) wurde die Referenzverbindung und Vorstufe fiir die spdtere Konjugation 82 nach Rei-

nigung lGber semi-praparative HPLC mit einer Ausbeute von 40% (ber drei Stufen erhalten.
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Abb. 4.36 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 82.

4.3.7 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 81

Analog zu dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 82 wurde eine Verbindung mit einem termi-
nalen Thiol in der Peptidkette als Konjugat-Vorstufe hergestellt. Da die Vorstufe 171 noch in
groRen Mengen vorhanden war, wurde auch hier nicht auf die Festphasen-Synthese zuriickge-
griffen. Die N-Cbz-Entschitzung erfolgte analog zur oben beschriebenen Vorgehensweise. Die
Synthese der Muraymycin-Grundstruktur 81 wurde mit dem Harnstoffdipeptid 83 mit Hilfe von
PyBOP, HOBt und DIPEA in absolutem Tetrahydrofuran durchgefiihrt. Die Peptidkupplung
wurde nach 20 Stunden Rihren bei Raumtemperatur abgebrochen, nachdem die Edukte tber
Reaktionskontrolle per Diinnschichtchromatographie und LC-MS nicht mehr nachweisbar wa-
ren. Vor der globalen Entschiitzung erfolgte eine sdulenchromatographische Reinigung des
noch geschitzten Zwischenprodukts an Kieselgel. Auf Grund der Tendenz des freien Thiols zur
Disulfid-Bildung wurde nur nach Bedarf ein Teil der komplett geschiitzten Zwischenstufe global
entschitzt und der Rest in seiner stabilen, geschiitzten Form fir zukinftige Experimente gela-

gert.
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Abb. 4.37 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 81.

Die globale saure Entschiitzung der Zwischenstufe erfolgte mit 80%iger wassriger TFA-LOsung
und erneut mit Zusatz von Triethylsilan als Scavenger fiir die Trityl-Schutzgruppe. Zur Préven-
tion der Disulfid-Bildung wurde ebenfalls wieder unter Sauerstoff-Ausschluss gearbeitet. Nach
HPLC-Reinigung konnte die Referenzverbindung beziehungsweise die Muraymycin-Konjugat-
Vorstufe 81 als zweifaches TFA-Salz mit einer Ausbeute von 32% Uber drei Stufen erhalten

werden.
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4.4 Synthese der Konjugate

Zur Herstellung der Konjugate wurde generell auf zwei verschiedene Arten der Konjugation
zurickgegriffen. Die Verknlipfung der beiden Komponenten erfolgte einerseits mittels eines
stabilen Triazols und andererseits liber eine intrazelluldr spaltbare Disulfidbriicke. Bei den
Konjugat-Verbindungen, die mit Streptomycin als Transporter-Komponente liber eine zuséatz-
liche Oxim-Struktur verflgen, stellt diese Bindung noch eine weitere Moglichkeit zur Spaltung
und Freisetzung der Wirkstoffe dar. Die Herstellung der Triazole erfolgte durch eine Kupfer-
katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC). Die Synthese der Disulfidbriicken wurde durch
Aktivierung einer der beiden eingesetzten Thiol-Spezies mit Aldrithiol™-2 und Reaktion mit
der freien Thiol-Gruppe des zweiten Konjugat-Bausteins erreicht. Die Konjugate werden im
Folgenden in drei Serien, je nach Position der durchgefiihrten Konjugation am Muraymycin-

Grundgerist, unterteilt.

Die erste Serie der Konjugate beinhaltet die an Position R! in der Seitenkette modifizierten
5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga, deren Synthese in Kapitel 4.3.4 beschrieben wurde. Als Kon-
jugationspartner wurden in dieser Serie die Streptomycin-Derivate, der GuCOSS-Baustein 172,
das zellpenetrierende KF,-Peptid 173 und das Enterobactin-Derivat (AcO)Entx. 57 eingesetzt.
Alle Konjugationspartner wurden Uber den reversiblen Disulfidbriicken-Ansatz an das
Muraymycin gebunden. Fiir das Streptomycin erfolgte zudem die Synthese eines Konjugats

Uber die nicht-spaltbare Triazol-Struktur.

Die zweite Konjugat-Serie umfasst die intrazellular spaltbaren Konjugat-Verbindungen des
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 (siehe Kapitel 4.3.2). Hier wurde eine komplett rever-
sible Modifikation an dem bereits bekannten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 Uber eine
Carbamat-Einheit an der e-Aminogruppe des L-Lysins vorgenommen. Dadurch sollte das pa-
rente 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 unter intrazelluldren Bedingungen wieder freige-
setzt werden. In dieser Serie wurden die reversiblen Konjugate mit Streptomycin, GuCOSS und

dem zellpenetrierende Peptid KF; als Transporter-Komponenten dargestellt.

In der dritten Serie werden die Konjugate der Muraymycin-Analoga besprochen, deren termi-
nales L-Valin gegen L-Propargylglycin oder L-Cystein als entsprechende Ankerpunkte fir die
beiden Konjugationsansatze getauscht wurde (siehe Kapitel 4.3.6 und 4.3.7). In dieser letzten
Konjugat-Serie wurde lediglich Streptomycin als zellpenetrierender Transporter eingesetzt.
Die Konjugation erfolgte hier wieder Gber die beiden Varianten, die stabile Triazol-Bindung

und die intrazelluldr spaltbare Disulfidbriicke.
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4.4.1 Konjugat-Serie 1: Konjugate der R!-Seitenketten-modifizierten Muraymycin-

Analoga
HO
o o R
HoH HNT SN
HO N N, N)\”/ H
hig N
o] 0
NH,
0 0
itR' = oder .S /\Mﬂ\
mit R CPM—NWN/\;; cPm s o NTY
N=N H
N

CPM = Cell-penetrating moiety / Zellpenetrierende Einheit

Abb. 4.38 Erste Serie der Muraymycin-CPM-Konjugate mit Konjugation an der modifizierten

mittleren Aminosdure des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons.

Die erste Serie der Konjugat-Verbindungen wurde mit den an der Position R! Seitenketten-
modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga erhalten (siehe Abbildung 4.38). Mit
Streptomycin wurden zwei Konjugate hergestellt: die Gber ein Triazol konjugierte Verbindung
mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63, welche lber eine Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition hergestellt wurde, und das intrazelluldar spaltbare Konjugat Uber eine
Disulfidbricke mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 beziehungsweise dem
S-aktivierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62. Die weiteren Muraymycin-Transporter-
Konjugate der ersten Serie wurden erneut mit dem Muraymycin-Analogon 61 beziehungsweise
62 und jeweils dem GuCOSS-Baustein 172, dem zellpenetrierenden KF,-Peptid 173 und dem
Enterobactin-Derivat (AcO)Ent«x. 57 ausschlieBlich {ber die intrazellular spaltbare

Disulfidbricke konjugiert.

4.4.1.1 Synthese des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1

Das Alkin-modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 und das Azid-modifizierte Strepto-
mycin 60 wurden in einer CUAAC in destilliertem und entgastem Wasser unter Standardbedin-

gungen mit Kupfer(ll)-sulfat und Natriumascorbat umgesetzt.
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Abb. 4.39 Synthese des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1.

Das Auffillige an dieser Reaktion war, dass die Kupplung nur mit einem Uberschuss der Azid-
Spezies 60 ablief. Bei Zugabe im Unterschuss oder mit dquimolaren Mengen des Azid-modifi-
zierten Streptomycins 60 konnten nur Spuren des Produktes detektiert werden. Eine Weiterre-
aktion der restlichen Edukte fand in diesem Fall auch nach langerem Rihren nicht statt. Eine
erneute Zugabe von Katalysator und Natriumascorbat fiihrte ebenfalls zu keiner Anderung.
Lediglich der Einsatz des Azids 60 im Uberschuss fiihrte zu einem vollstindigen Ablaufen der
Reaktion. Aus diesem Grund wurde das Azid-modifizierte Streptomycin-Derivat 60 mit
1.3 Aquivalenten eingesetzt. Nach 3.5 Stunden Rithren bei Raumtemperatur wurde bei der Re-
aktionskontrolle tiber LC-MS ein vollstandiger Umsatz des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons
63 beobachtet und die Reaktion durch EDTA-Zugabe im Uberschuss (zur Komplexierung der
Kupfer-Kationen) abgebrochen und das Losungsmittel im Anschluss unter reduziertem Druck

entfernt. Der Einsatz des Azid-modifizierten Streptomycins 60 im Uberschuss fiihrte allerdings
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zu erheblichen Problemen bei der Reinigung des Konjugat-Produkts T1. Die hohe Polaritat des
Streptomycin-Derivates 60 bestimmte maligeblich das Retentionsverhalten der Konjugat-Ver-
bindung T1, woraus sich identische Retentionszeiten des Streptomycin-Derivats 60 und des
Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1 in der praparativen HPLC ergaben. Eine Wechselwir-
kung der beiden Verbindungen miteinander kann auch nicht ausgeschlossen werden. Erste
Trennversuche Uber eine C18-Umkehrphasensaule fihrten auch nach mehrfachen Versuchen
nicht zu einer erfolgreichen Reinigung des Konjugats T1 auf der HPLC. Auch ein Wechsel zu
einer Phenylhexyl-Sdule, um die aromatischen Wechselwirkungen der Uridin-Struktur des
Muraymycins in dem Konjugat T1 auszunutzen und dadurch eine erhdhte Retentionszeit im
Vergleich zu der Streptomycin-Komponente zu erreichen, fiihrte ebenfalls nicht zu einer er-
folgreichen Trennung der beiden Komponenten. Ein Verzicht auf die Sdurekomponente TFA in
dem Loésungsmittelgemisch fiihrte durch die unvollstandige Protonierung der Verbindungen
lediglich zu einem verstarkten Tailing der Peaks und damit zu einer Verschlechterung der Tren-
nung. Ebenfalls fihrte ein Wechsel des Losungsmittels von Acetonitril zu Methanol zu keiner

Verbesserung der Trennung.

Als weitere Reinigungsmoglichkeiten wurden zunachst sowohl eine Dialyse Giber eine Memb-
ran als auch eine GréBenausschlusschromatographie (SEC) in Betracht gezogen. Fir eine Dia-
lyse lagen jedoch die Molmassen der beiden Strukturen zu dicht zusammen, sodass eine Tren-
nung hier nicht moglich war. Das gleiche Problem war auch bei der GréBenausschlusschroma-

tographie gegeben und das Produkt konnte auch liber diese Methode nicht isoliert werden.

Ein erneuter Versuch der Methodenoptimierung an der HPLC fiihrte letztendlich zum Erfolg.
So konnte zundchst eine Abreicherung der Streptomycin-Verunreinigung 60 und die Trennung
von allen weiteren Verunreinigungen in einer ersten Trennung an der HPLC Ulber eine
Gradientenmethode an der C18-Sdule erreicht werden. In einer zweiten isokratischen HPLC-
Trennung erfolgte dann die vollstandige Abtrennung des Azid-modifizierten Streptomycin-
Derivats 60 und damit die Isolierung des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1. Das
Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1 konnte so letztendlich mit einer Ausbeute von 49%

nach beiden HPLC-Reinigungen als flinffaches TFA-Salz erhalten werden.

In Lésung wurde beim Messen des *H-NMR-Spektrums eine teilweise Zersetzung der Konjugat-
Verbindung T1 beobachtet. Das Oxim wurde auch hier hydrolysiert und setzte Streptomycin
frei. Dieser Vorgang stoppt nach circa 8-12% Hydrolyse des Konjugats T1. Es wird eine indu-

zierte pH-Anderung durch die entstandenen Hydrolyseprodukte vermutet, die diese pH-
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abhdngige Reaktion selbst zum Erliegen bringt. Genauere Stabilitatsuntersuchungen dieser

Verbindung werden in Kapitel 4.6.1.3 beschrieben.

4.4.1.2 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T2

R

o) 0o 0
HO -
o)

2 TFA HO
Streptomycin
NH,
61 mit R = SH S—Streptomycin

62 mit R = SSPy

a: 61, 58, DMSO,Rt, 28 h
19%

b: 62, 59, DMSO,Rt, 47 h
46%

o) “ H o)
HO jr
o)

NH,

T2
Abb. 4.40 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T2.

Die intrazelluldr spaltbare Variante T2 des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats wurde auf
zwei Arten hergestellt. In der ersten Syntheseroute wurde von dem Muraymycin-Analogon 61
ausgegangen und dieses mit dem PySS-aktivierten Streptomycin-Derivat 58 umgesetzt. Die al-
ternative Synthese erfolgte auf umgekehrtem Weg ausgehend von dem PySS-aktivierten
Muraymycin-Analogon 62 mit dem Thiol-modifizierten Streptomycin-Derivat 59. Bei beiden
Synthesevarianten wurden die beiden Edukte dquimolar eingesetzt, in absolutem DMSO geldst

und bei Raumtemperatur umgesetzt. Die erste Synthesevariante mit dem aktivierten
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Streptomycin-Derivat 58 und dem Muraymycin-Analogon mit freier Thiolgruppe 61 war nach
28 Stunden beendet und erzielte nach Reinigung liber semi-praparative HPLC eine Ausbeute
von 19%. Bei der zweiten Synthesevariante konnte erst nach 47 Stunden ein vollstandiger Um-
satz der beiden Edukte in der Reaktionskontrolle mittels LC-MS beobachtet werden. Die An-
satzgroRe war hier zudem mit 1.4 umol deutlich geringer als der Ansatz der ersten Variante
(5.0 umol). Das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2 konnte auch hier nach semi-praparati-
ver HPLC-Reinigung isoliert werden, und es ergab sich mit 46% eine deutlich bessere Ausbeute
mit dieser alternativen Reaktionsfihrung. Bei diesem Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2
wurde bereits bei der Reinigung und auch bei den NMR-Messungen eine schnellere Zersetzung
beobachtet, als es bei dem vergleichbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1 der Fall ge-
wesen war. Aus diesem Grund und weil nur eine geringe Substanzmenge zur Verfligung stand,
wurde auf ein *3C-NMR-Spektrum und weitergehende Analytik verzichtet und das Produkt nur

mittels *H-NMR-Spektroskopie und hochauflésender Massenspektrometrie identifiziert.

Abgesehen von den besseren Ergebnissen, die die Synthese Uber das PySS-aktivierte
Muraymycin-Analogon 62 erzielte, erlaubt dieser Ansatz zudem eine freiere Auswahl an zu
konjugierenden Substanzen. Das einzige Kriterium an die zweite Komponente ist damit das
Vorhandensein einer freien Thiol-Gruppe. Dariber hinaus besteht mit dem 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 62 keine Gefahr der Disulfidbildung bei einer langeren Lagerung der
Substanz. Mit der Muraymycin-Struktur 62 lasst sich so relativ schnell eine groRe Bandbreite
an Konjugaten herstellen. So konnten auch im Folgenden der GuCOSS-Baustein 172 und das
zellpenetrierende KF,-Peptid 173 ohne weitere Modifikationen an diesen Bausteinen mit dem
Muraymycin-Analogon 62 zu den Konjugaten T3 (siehe Kapitel 4.4.1.3) und T4 (siehe Kapitel

4.4.1.4) umgesetzt werden.
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4.4.1.3 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-GuCOSS-Konjugats T3

Das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3 wurde im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. H. Kolmar der TU Darmstadt bearbeitet. Der GuCOSS-Baustein 172 wurde von

Simon Englert synthetisiert und zur Verfligung gestellt.

Ausgehend von dem PySS-aktivierten Muraymycin-Analogon 62 wurde das Muraymycin-Gu-
COSS-Konjugat T3 durch Reaktion mit dquimolaren Mengen des Thiol-modifizierten GuCOSS-
Bausteins 172 in absolutem DMSO hergestellt. Nach einer Reaktionsdauer von sechs Tagen bei
Raumtemperatur wurde liber Reaktionskontrolle per LC-MS kein Muraymycin-Edukt 62 mehr
nachgewiesen. Die Reaktion wurde durch Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem
Druck beendet und das Rohprodukt im Anschluss mittels semi-praparativer HPLC gereinigt.
Das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3 konnte mit einer Ausbeute von 54% als neunfaches TFA-
Salz isoliert werden (siehe Abbildung 4.41). Die Zielverbindung T3 wurde Gber hochauflésende
LC-Massenspektrometrie identifiziert und die Reinheit der Verbindung anhand der erhaltenen
Chromatogramme bestatigt. Auf Grund der Instabilitdt der Verbindung in wassriger Losung,
welche sich hier in der Hydrolyse-Empfindlichkeit des GuCOSS-Bausteins begriindet, und der

nur geringen verfligbaren Substanzmenge wurde auf eine weitergehende Analytik verzichtet.
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Abb. 4.41 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-GuCOSS-Konjugats T3.
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4.4.1.4 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-KF,-Konjugats T4
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Abb. 4.42 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-KF2-Konjugats T4.

Identisch zu der Synthese des Muraymycin-GuCOSS-Konjugats T3 wurde das Muraymycin-KF,-
Konjugat T4 ebenfalls ausgehend von dem vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62
mit dem zellpenetrierenden KF,-Peptid 173 hergestellt. Auch diese Synthese erfolgte im Rah-
men der Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. H. Kolmar der TU Darmstadt. Das zell-
penetrierende KF,-Peptid 173 wurde von Simon Englert synthetisiert und zur Verfligung ge-
stellt. Das aktivierte Muraymycin-Analogon 62 wurde mit aquimolaren Mengen des KF,-Pep-

tids 173 in absolutem DMSO geldst und fir finf Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Die
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Reaktionskontrolle erfolgte erneut Gber LC-MS. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das
Rohprodukt liber semi-praparative HPLC gereinigt. Das Muraymycin-KF,-Konjugat T4 wurde
mit einer Ausbeute von 35% als siebenfaches TFA-Salz erhalten. Die Struktur wurde auf Grund

ihrer Komplexitat ausschlieRlich tGber hochauflésende Massenspektrometrie identifiziert.

4.4.1.5 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-Enterobactin-Konjugats T5

SH AcO
AcO i

O z
o 4 OAc J/ 0
N_ N,
HO N OAc HN AcO
0 O)\L OAc
S
NH, ok = (ACO)Enty
T
61 spy = 57

S—(AcO)Enty,

57 0]
DMSO, PBS-Puffer pH = 7.4

17%

Abb. 4.43 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-Enterobactin-Konjugats T5.

Das Muraymycin-Enterobactin-Konjugat T5 wurde in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Dr. P. Klahn an der TU Braunschweig hergestellt. Die nachfolgenden Synthesen wurden
von Robert Zscherp an der TU Braunschweig durchgefiihrt. Hierzu wurde das 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogon 174 in geschitzter Form zur Verfligung gestellt. Die Entschitzung der
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Verbindung 174 erfolgte auf Grund der Instabilitdt des freien Thiols erst kurz vor der Konjugat-
Synthese. Nach der globalen sauren Entschiitzung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 174
wurde das aktivierte Enterobactin-Derivat (AcO)Entx. 57 an den Muraymycin-Baustein 61 ge-
kuppelt und das resultierende Muraymycin-Enterobactin-Konjugat T5 nachfolgend mit einer
Ausbeute von 17% nach Reinigung lber praparative HPLC isoliert (Abbildung 4.43). Die Ver-
bindung wurde zur biologischen Evaluation in unserem Labor weitergehend untersucht (siehe

Kapitel 4.6).

Im Rahmen dieser Kooperation wurde von R. Zscherp ebenfalls versucht, ein Muraymycin-
Enterobactin-Konjugat liber eine CuAAC zu synthetisieren. Hierfliir wurde das 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 63 bereitgestellt. Allerdings konnte aus bisher nicht geklarten Griinden
keine erfolgreiche Click-Reaktion zur Herstellung des Konjugats durchgefiihrt werden. Auch
ein Uberschuss der eingesetzten Azid-Komponente, wie es bei der CUAAC zur Herstellung des
Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1 notig gewesen war, fihrte in diesem Fall nicht zu ei-
nem Umsatz. Die Startmaterialien konnten nach allen Versuchen wieder isoliert werden. Da es
sich bei der Variante der Konjugation lber die intrazellular spaltbare Disulfidbriicke bei Ver-
bindung T5 jedoch um das interessantere Konjugat handelte, wurde die Synthese dieses Kon-

jugats nicht weiterverfolgt.

4.4.2 Konjugat-Serie 2: Konjugation am L-Lysin des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68

Iz

o H H o)
HO jr
0

it RZ = CPM
mit R ‘S/S\/\O)J\N}‘“
CPM = Cell-penetrating moiety / Zellpenetrierende Einheit

Abb. 4.44 Zweite Serie der Muraymycin-CPM-Konjugate mit reversibler Konjugation an der

e-Aminogruppe des L-Lysins des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68.

Die zweite Serie der Muraymycin-Transporter-Konjugate umfasst die Verbindungen mit der

Modifikation an der e-Aminogruppe des L-Lysins des modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-
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Analogons 79. An dieser Position wurden die intrazelluldar spaltbaren Muraymycin-Konjugate
mit dem Streptomycin-Derivat 59, dem GuCOSS-Baustein 172 und dem zellpenetrierenden KF,-
Peptid 173 iiber die Carbamat-Disulfid-Struktur als Linker aufgebaut.!'83! Fiir diese Serie er-
folgte die Aktivierung des Thiols mit Aldrithiol™-2 ausschlieRlich am Muraymycin-Analogon 79
durch den verwendeten Linker am L-Lysin. Das PySS-aktivierte Muraymycin-Analogon 79 wurde

mit den entsprechenden freien Thiolen der Konjugationspartner umgesetzt.
Durch diese Art der Konjugation sollte die Disulfid-Bindung auch hier im intrazellularen Me-
dium durch reduzierende Spezies gespalten und nach Hydrolyse des resultierenden Carbamats

das parente 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 freigesetzt werden (siehe Abbildung 3.2, Ka-
pitel 3.1).

4.4.2.1 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6
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Abb. 4.45 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6.

Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79 wurde in absolutem DMSO mit dem Thiol-modifizier-

ten Streptomycin-Derivat 59 in leichtem Uberschuss bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach
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31 Stunden wurde ein vollstandiger Umsatz bei der Reaktionskontrolle (iber LC-MS festgestellt
und die Reaktion durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser und anschlieBRende Gefriertrock-
nung abgebrochen. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte Gber semi-praparative HPLC und
das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 konnte mit einer guten Ausbeute von 84% als vier-
faches TFA-Salz isoliert werden. Das Produkt wurde Glber NMR-Spektroskopie und hochauflo-
sende Massenspektrometrie eindeutig identifiziert und die Reinheit des Muraymycin-Strepto-
mycin-Konjugat T6 bestatigt.

Bei der Messung der *H-NMR-Spektren in D,O wurde ebenfalls eine Zersetzung der Konjugat-
Struktur T6 beobachtet. Es fand erneut eine Hydrolyse der Oxim-Bindung statt, wie es zuvor
auch bei analogen Verbindungen mit diesem Strukturmotiv beobachtet worden war. In Abbil-
dung 4.46 sind zwei 'H-NMR Spektren des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6 dargestellt,
die in einem Abstand von ungefdhr acht Stunden aufgenommen wurden. Die Entstehung des
freigesetzten Streptomycins 152 ist am deutlichsten am Signal des Hydrats bei 5.02 ppm zu

sehen.
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Abb. 4.46 Ausschnitte der 'H-NMR-Spektren des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6:

a Messung direkt nach Isolierung des Produktes; b Detektion der Hydrolyseprodukte nach 8 h.

Die teilweise zersetzte NMR-Probe wurde erneut liber semi-praparative HPLC gereinigt und
ein Teil des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6 konnte wieder von den Zersetzungspro-

dukten abgetrennt werden.

Genauere Untersuchungen zur Stabilitdt des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6 in ver-
schiedenen Medien werden in Kapitel 4.6.1.3 im Rahmen der biologischen Evaluation der Kon-

jugat-Verbindungen diskutiert.
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4.4.2.2 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-GuCOSS-Konjugats T7
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Abb. 4.47 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-GuCOSS-Konjugats T7.

Dieses Konjugat wurde im Rahmen der Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. H. Kolmar
der TU Darmstadt synthetisiert. Der GuCOSS-Baustein 172 wurde von Simon Englert syntheti-

siert und zur Verfligung gestellt.

Die Synthese erfolgte &dhnlich zu der zuvor beschriebenen Synthesemethode fiir das
Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6. Das aktivierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79
wurde in absolutem DMSO vorgelegt und mit aquimolaren Mengen des GuCOSS-Bausteins 172
bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach einer Reaktionsdauer von finf Tagen wurde das

Muraymycin-Edukt 79 nicht mehr bei Reaktionskontrolle Giber LC-MS detektiert. Die Reaktion
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4. Resultate und Diskussion

wurde durch Verdinnen mit destilliertem Wasser und anschlieRender Gefriertrocknung abge-
brochen. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte Uber semi-prdaparative HPLC. Das
Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 konnte mit einer Ausbeute von 56% als TFA-Salz erhalten
werden. Auf Grund der inhdrenten Instabilitdt des GuCOSS-Bausteins und der geringen vor-

handenen Substanzmenge wurde die Zielverbindung T7 ausschlieBlich iber hochauflésende

Massenspektrometrie identifiziert.

4.4.2.3 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-KF,-Konjugats T8

79

HN/\/\N
DMSO, Rt, 6 h

49% *6 TFA

KFZ—S/\/O
T8

g @@\w@

173

NH2

}f KF,

Abb. 4.48 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-KF2-Konjugats T8.

Nach gleicher Prozedur wurde das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79 auch mit dem zellpe-

netrierenden KF,-Peptid 173, das ebenfalls von Simon Englert im Rahmen der Kooperation mit
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der Arbeitsgruppe von H. Kolmar der TU Darmstadt synthetisiert und zur Verfligung gestellt
wurde, umgesetzt. Nach einer Reaktionsdauer von sechs Stunden bei Raumtemperatur in ab-
solutem DMSO wurde hier jedoch bereits das Muraymycin-Edukt 79 nicht mehr Gber LC-MS
nachgewiesen und die Reaktion konnte wie bereits zuvor beschrieben mit destilliertem Wasser
verdiinnt und das Lésungsmittel nachfolgend lber Gefriertrocknung entfernt werden. Die Rei-
nigung erfolgte auch bei diesem Konjugat Gber semi-praparative HPLC. Nach Optimierung der
HPLC-Methode konnte das Konjugat T8 mit einer Ausbeute von 49% als TFA-Salz erhalten wer-

den. Die Verbindung wurde tiber hochauflosende Massenspektrometrie identifiziert.

4.4.3 Konjugat-Serie 3: Konjugation an der terminalen Aminosdure des 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons

O H H o}
A e
R® O
NH,
N ]
mit R3 = N™ | oder S
N .S
CPM CPM

CPM = Cell-penetrating moiety / Zellpenetrierende Einheit

Abb. 4.49 Dritte Serie der Muraymycin-CPM-Konjugate mit Modifikation des terminalen Ami-

nosaure-Bausteins des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons.

In der letzten Serie der Muraymycin-Transporter-Konjugate erfolgte die Konjugation in der
Seitenkette der terminalen Aminosaure der entsprechenden 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga.
Als Ankerpunkte fir die Konjugation wurden als terminale Aminosduren L-Cystein in dem
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 und L-Propargylglycin in dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-
logon 82 eingesetzt. Diese Modifikation erlaubte es, eine Disulfidbriicke respektive eine Tria-
zol-Verknlpfung durch CuAAC an terminaler Position des Muraymycin-Grundgerists einzufiih-
ren. Dadurch war erneut die Moglichkeit gegeben, die beiden Konjugationstypen direkt mitei-
nander zu vergleichen. Als Konjugationspartner wurde in dieser Serie ausschlielich auf die

Streptomycin-Derivate zurlickgegriffen.
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4.4.3.1 Synthese des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T9
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> HO
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Abb. 4.50 Synthese des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T9.

Die CuAAC des terminal L-Propargylglycin-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 82
konnte mit dquimolaren Mengen des Streptomycin-Derivats 60 durchgefiihrt werden. Im Ge-
gensatz zu der Kupfer-katalysierten Click-Reaktion des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 63
mit dem Azid-modifizierten Streptomycin 60 zur Herstellung des Muraymycin-Streptomycin-
Konjugats T1 war hier kein Uberschuss der Azid-Komponente notig. Nach drei Stunden Rithren
bei Raumtemperatur in entgastem Wasser konnten die beiden Edukte 82 und 60 nicht mehr in
der Reaktionskontrolle Gber LC-MS nachgewiesen werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von EDTA abgebrochen und das Losungsmittel anschlieBRend durch Gefriertrocknung entfernt.
Die Zielverbindung T9 konnte nach Reinigung liber semi-praparative HPLC mit einer Ausbeute
von 12% als TFA-Salz erhalten werden. Auch bei dieser Verbindung wurde im *H-NMR-Spekt-
rum in deuteriertem Wasser eine Hydrolyse der Oxim-Bindung nach 24 Stunden festgestellt.
Auch hier kam die Spaltung auf Grund der pH-Abhadngigkeit der Reaktion nach circa 10-12%
Hydrolyse des Konjugats T6 selbst zum Erliegen und eine weitere Zunahme der Hydrolysepro-

dukte wurde NMR-spektroskopisch nicht mehr beobachtet.
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4.4.3.2 Synthese des intrazellular spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T10
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Abb. 4.51 Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T10.

Die Synthese des intrazelluldr spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T10 erfolgte
ausgehend von dem terminal L-Cystein-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 mit
einem leichten Uberschuss des S-aktivierten Streptomycin-Derivats 58 (1.2 Aquivalente). Nach
zwei Tagen Rihren bei Raumtemperatur in absolutem DMSO wurde ein vollstandiger Umsatz
Uber LC-MS-Kontrolle beobachtet. Die Reaktionslésung wurde mit Wasser verdiinnt und das
Losungsmittels anschlieBend durch Gefriertrocknung entfernt. Nach Reinigung Giber semi-pra-
parative HPLC wurde die Identitat der Verbindung und deren Reinheit Gber LC-gekoppelte
hochauflésende Massenspektrometrie verifiziert. Das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat
T10 wurde mit einer Ausbeute von 50% als TFA-Salz isoliert. Aufgrund der inhdrenten Instabi-
litat der Verbindung und der nur geringen Substanzmenge wurde auf eine weitergehende Cha-
rakterisierung verzichtet. Prinzipiell ware zur Herstellung der Verbindung T10 auch hier der
umgekehrte Syntheseweg lber das mit Aldrithiol™-2 aktivierte L-Cystein, analog zur Synthese
des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T2, moglich gewesen. Mit dem kommerziell erhaltli-
chen L-Cystein-Baustein und dem noch vorhandenen aktivierten Streptomycin-Derivat 58
stellte sich dieser Weg jedoch in diesem Fall als die effizienteste Syntheseroute zu dem

Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T10 heraus.
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4.4.4 Synthese sonstiger Muraymycin-Konjugate

Abgesehen von den Muraymycin-Transporter-Konjugaten wurden noch zwei weitere Konju-
gate im Rahmen dieser Dissertation hergestellt. Die Konjugationen dieser beiden Substanzen
wurden analog zur ersten Serie der Muraymycin-Transporter-Konjugate an der R-Position des
vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons durchgefiihrt. Bei der ersten Verbindung
handelte es sich um eine dimere Muraymycin-Struktur, die zur Untersuchung einer eventuell
veranderten bakteriellen Zellaufnahme, beziehungsweise auch einer méglichen Veranderung
der Wirkung am Target MraY eingesetzt werden sollte. Die Konjugation erfolgte in diesem Fall
wieder Uber eine Disulfidbricke. Mit dieser zusatzlichen dimeren Referenzverbindung 175
sollten unerwartete Effekte ausgeschlossen werden, die eventuell durch die Entstehung dieser
Struktur aus dem Muraymycin-Analogon 61 resultieren kdnnten. Bei der zweiten hergestellten
Konjugat-Verbindung handelte es sich um ein stabiles Muraymycin-Biotin-Konjugat. Mit die-
sem Konjugat sollen im Rahmen der Dissertation von Pierre Junghanns weitergehende Unter-

suchungen zur ldentifizierung von Off-Targets der Muraymycine durchgefiihrt werden.

4.4.4.1 Synthese der dimeren 5'-Desoxy-Muraymycin-Struktur 175

Eine weitere interessante Struktur stellte das Muraymycin-Muraymycin-Konjugat beziehungs-
weise das dimere Muraymycin 175 dar, welches als Nebenprodukt bereits bei den Synthesen
mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 entstanden war. Um ausreichende Mengen des
dimeren Muraymycins herzustellen, wurde das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 fiir zehn
Tage an Luftsauerstoff bei Raumtemperatur gerihrt, um eine vollstandige Disulfid-Bildung zu
gewdhrleisten. Nach semi-praparativer HPLC-Reinigung konnte das Muraymycin-Muraymycin-
Konjugat 175 mit einer Ausbeute von 76% als TFA-Salz erhalten werden. Die Struktur der Ver-
bindung wurde mit NMR-spektroskopischen und massenspektrometrischen Methoden besta-
tigt. Der Einfluss der dimeren Natur dieser Muraymycin-Referenzverbindung 175 wird in Kapi-

tel 4.6 im Rahmen der biologischen Evaluation genauer untersucht.
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Abb. 4.52 Synthese des dimeren 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 175.

4.4.4.2 Synthese des Muraymycin-Biotin-Konjugats T11

Ausgehend von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 wurde auch ein Konjugat mit dem
kommerziell erhaltlichen PEG3-Biotin-Azid 176 lber eine CUAAC hergestellt. Hierzu wurde das
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 in entgastem, destilliertem Wasser vorgelegt und mit
PEG3-Biotin-Azid 176 versetzt. Nach Zugabe von Kupfer(ll)sulfat und Natriumascorbat wurde
fur drei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Komplexierung der Kupfer-Kationen nach
abgeschlossener Reaktion erfolgte erneut mit EDTA. Das Muraymycin-Biotin-Konjugat T11
konnte nach HPLC-Reinigung mit einer sehr guten Ausbeute von 98% erhalten werden. Das

Muraymycin-Biotin-Konjugat T11 sollte in weiteren Arbeiten von P.Junghanns zur
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Identifizierung von Off-Targets von Muraymycinen tGber Pull-Down-Assays verwendet werden.
Biotin dient hier als Ankerpunkt, welches das an Off-Targets gebundene Muraymycin-Biotin-
Konjugat T11 an Streptavidin-Kiigelchen binden soll. Alle anderen Komponenten kdnnen im
Anschluss einfach abgewaschen und eventuell vorhandene Off-Targets isoliert und identifiziert

werden.

Fir diese Verbindung war im Rahmen der biologischen Evaluation nur eine Bestimmung der
inhibitorischen Aktivitat gegeniiber MraY notwendig. Diese dient zur Verifizierung, dass die
durchgefiihrte Modifikation die Affinitat zum Target nicht drastisch mindert und die grundle-
genden Wechselwirkungen mit MraY erhalten bleiben. Die biologische Evaluation dieser Ver-

bindung wird in Kapitel 4.6.3 beschrieben.
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Abb. 4.53 Synthese des Muraymycin-Biotin-Konjugats T11.
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4.5 Synthese weiterer 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga zur

Durchfiihrung von SAR-Untersuchungen

Ausgehend von dem L-Diaminopropionsaure-haltigen Muraymycin-Grundgerist erfolgte die
Synthese zuséatzlicher Muraymycin-Analoga, die zur weiteren Aufklarung der Struktur-Wir-
kungsbeziehung an MraY untersucht werden sollten. Mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analo-
gon 65 als Startpunkt waren eine Reihe weiterer Verbindungen mit Variationen in der Seiten-
kette fir diese SAR-Studie schnell zuganglich. Ein weiteres interessantes Muraymycin-Analo-
gon war eine vergleichbare Verbindung ohne Amid-Struktur am Grundgerist, die durch einen
formalen Austausch der L-Diaminopropionsdure gegen die zuvor hergestellte nicht-proteino-

gene Aminosdure 95 synthetisiert wurde.

4.5.1 Synthese der Seitenketten-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga

80% TFA
H,0, Rt, 24 h

0,
TBDMSO  OTBDMS 47%

(0] (0] . Pd/C, 1,4-Cyclohexadien
H HNTON H,0, Rt, 17 h
HO Or N H
H

48%

NH,

*3 TFA

NH,
87

Abb. 4.54 Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 89 und 87.

114



4. Resultate und Diskussion

Ausgehend von dem DAP-haltigen Muraymycin-Grundgeriist 65 konnten noch weitere interes-
sante Strukturen fir SAR-Untersuchungen hergestellt werden (siehe Abbildung 4.54). Zunachst
wurde das Muraymycin-Analogon 65 global, jedoch unter Erhalt der Cbz-Schutzgruppe an der
L-Diaminopropionsaure mit 80%iger wassriger TFA-L6sung bei Raumtemperatur entschiitzt.
Das Produkt 89 konnte mit einer Ausbeute von 47% nach HPLC-Reinigung als zweifaches TFA-

Salz isoliert werden.

Ausgehend von dieser Verbindung konnte in einem weiteren Schritt das neue 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 87 mit dem freien Amin in der Seitenkette durch Cbz-Entschiitzung
nach einer modifizierten, im Arbeitskreis etablierten Vorschrift im wassrigen Medium gene-
riert werden.??%! Das Cbz-geschiitzte Muraymycin-Analogon 89 wurde hierbei mit Palladium
auf Kohle (Pd/C) und 1,4-Cyclohexadien in Wasser fur 17 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach Filtration und erneuter semi-praparativer HPLC-Reinigung wurde das komplett
entschitzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 87 als dreifaches TFA-Salz mit einer Ausbeute

von 48% erhalten (siehe Abbildung 4.54).

1.Bedingungen

>L (6] H H 0] R siehe unten
o N\ﬂ/Nh' N H 2.80% TFA, H,0, Rt
0 H
TBDMSO OTBDMS
NHBoc
64
0}
0 o R N~ 0
HO N H 0 o} 0 o}
T X
(e} (0]
OH OH HN HN HN HN
2TFA 1 1 1 1
NH, mit R" = 88 90 91 92
fiir 88 fiir 90 fiir 91 flir 92
AcOH 177 n-Decanséaure 178 n-Dodecansaure 179 n-Tridecansaure 180
EDC-HCI, HOBt, DIPEA PyBOP, HOBt, DIPEA EDC-HCI, HOBt, DIPEA EDC-HCI, HOBt, DIPEA
THF, Rt, 24 h THF, Rt, 25 h THF, Rt, 25 h THF, Rt, 25 h

29% (Uber zwei Stufen) 41% (Uber zwei Stufen)  30% (lUber zwei Stufen) 32% (Uber zwei Stufen)

Abb. 4.55 Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 88, 90, 91 und 92 mit Variation der Sei-

tenkettenldnge.
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Die Synthese der in der Seitenkette acetylierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Verbindung 88 er-
folgte durch Reaktion des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 64 mit Essigsaure und den Kupp-
lungsreagenzien EDC-Hydrochlorid, HOBt und DIPEA in absolutem Tetrahydrofuran. Nach einer
Reaktionsdauer von 24 Stunden bei Raumtemperatur konnte das TFA-Salz der Verbindung 88

mit einer Ausbeute von 29% nach HPLC-Reinigung erhalten werden.

Zur Synthese der Verbindungen mit den ldangeren Seitenketten wurde im Fall des 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 90 bei der Peptidkupplung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 64
mit der n-Decansdure 178 auf die Verwendung von PyBOP, HOBt und DIPEA in absolutem Tet-
rahydrofuran zurlickgegriffen. Die Verbindung 90 konnte mit einer Ausbeute von 41% nach

semi-praparativer HPLC-Reinigung erhalten werden.

Fir die 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 91 und 92, die durch Peptidkupplung von n-Dodecan-
saure 179 beziehungsweise n-Tridecansdaure 180 mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 64
hergestellt wurden, wurde jeweils erneut auf die Kupplungsreagenzien EDC-Hydrochlorid,
HOBt und DIPEA zuriickgegriffen. Auf Grund der bekannten Probleme bei der Abtrennung des
entstehenden PyBOP-Nebenprodukts 185 bei lipophileren Verbindungen wurde trotz der bes-
seren Ausbeuten, die durch die Verwendung von PyBOP generell erzielt wurden fiir diese bei-
den lipophileren Seitenketten wieder zu EDC-Hydrochlorid als Kupplungsreagenz gewechselt.
Die Reaktionen wurden ebenfalls wieder in absolutem Tetrahydrofuran durchgefiihrt und je-
weils flir 25 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 91
wurde nach semi-prdparativer HPLC-Reinigung mit einer Ausbeute von 30% als zweifaches
TFA-Salz erhalten. Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon mit der langsten Seitenkette 92
wurde nach semi-prdparativer HPLC-Reinigung mit einer Ausbeute von 32% ebenfalls als zwei-

faches TFA-Salz erhalten.

Zusatzlich wurde ausgehend von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 174 noch eine weitere
Muraymycin-Verbindung hergestellt, um den Einfluss einer derivatisierten Thiol-Funktion in
der Seitenkette genauer zu untersuchen. Hierzu wurde eine saure globale Entschitzung des
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 174 ohne Zugabe eines Scavengers durchgefihrt. Durch
dieses Vorgehen konnte die Trityl-Schutzgruppe am Thiol erhalten werden. Nach 19 Stunden
Rihren bei Raumtemperatur in 80%iger wassriger TFA-Losung konnte so das 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 94 nach semi-prdparativer HPLC-Reinigung mit einer Ausbeute von 55%

als zweifaches TFA-Salz erhalten werden (siehe Abbildung 4.56).
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Abb. 4.56 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 94.

4.5.2 Synthese des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93

Zur Untersuchung des Einflusses der Amid-Bindung in der Seitenkette des mittleren Amino-
sdure-Bausteins wurde das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 ausgehend von dem (6'S)-Di-

amin 39 und der zuvor stereoselektiv synthetisierten lipophilen Aminosdure 95 hergestellt.

Die Synthese des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93 war bereits im Rahmen von
Vorarbeiten mit dem kommerziell erhiltlichen Racemat der Aminosédure 95 erfolgt.!®*! Das Di-
astereomeren-Gemisch des finalen Muraymycin-Analogons konnte zwar mittels HPLC in die
beiden Diastereomere getrennt werden, jedoch enthielten beide Fraktionen noch das bei der
Verwendung von PyBOP anfallende Nebenprodukt Tri(pyrrolidin-1-yl)phosphinoxid 185. Zu-
dem konnte keine Zuordnung der Konfigurationen der beiden Stereoisomere durchgefiihrt
werden. Da diese Muraymycin-Struktur ebenfalls einen wichtigen Beitrag zur SAR-Studie die-
ser Arbeit darstellt, wurde die Synthese hier erneut aufgegriffen und auf die Erkenntnisse der

Vorarbeiten zuriickgegriffen.
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Die stereoselektiv hergestellte Aminosaure 95 (siehe Kapitel 4.1.5.3) wurde hierzu als mittle-
rer Aminosaure-Baustein in die Muraymycin-Struktur eingebaut. Als Startpunkt dieser Syn-
these diente das zuvor hergestellte (6'S)-Diamin 39, welches in einer Peptidkupplung mit der
Aminosaure 95 und PyBOP, HOBt und DIPEA als Kupplungsreagenzien umgesetzt wurde. Trotz
der bekannten Probleme der schwierigen Reinigung von lipophilen Verbindungen bei Verwen-
dung von PyBOP als Kupplungsreagenz wurde dieses in dieser Syntheseroute aufgrund der zu
erwartenden besseren Ausbeuten eingesetzt und die Probleme bei der Reinigung des Endpro-
duktes in Kauf genommen. Das erhaltene Zwischenprodukt 181 konnte wie erwartet nicht voll-
standig gereinigt werden und enthielt auch nach versuchter sdulenchromatographischer Rei-
nigung noch das PyBOP-Nebenprodukt Tri(pyrrolidin-1-yl)phosphinoxid 185. Da die nachste
Peptidkupplung ebenfalls mit PyBOP durchgefiihrt wurde und das Nebenprodukt bei der Cbhz-
Entschitzung auch keinen stérenden Einfluss hat, wurde auf weitergehende Reinigungsversu-
che verzichtet und das Rohprodukt in den folgenden Reaktionen weiter umgesetzt. Nach Cbz-
Entschitzung unter den etablierten Standardbedingungen mit Palladium Black und 1,4-Cyclo-
hexadien in absolutem iso-Propanol konnte das Harnstoffdipeptid 41 mit den Kupplungsrea-
genzien PyBOP, HOBt und DIPEA in Tetrahydrofuran an das verkiirzte Muraymycin-Grundge-
rist 182 gekuppelt und damit die vollstandige Muraymycin-Struktur aufgebaut werden. Auf
eine sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel wurde bei dieser Stufe verzichtet und
das Rohprodukt direkt der globalen sauren Entschiitzung mit wassriger 80%iger TFA zugefiihrt.
Die Reaktionszeit der Entschiitzung musste hier auf 40 Stunden erhéht werden, da nach
24 Stunden noch unvollstandig entschiitzte Spezies des Muraymycin-Analogons bei der Reak-
tionskontrolle mittels LC-MS nachgewiesen wurden. Die nachfolgende semi-prdaparative HPLC-
Reinigung wurde mit Hilfe einer Phenylhexyl-Sdule durchgefiihrt. Die Verwendung einer C18-
Sdule hatte im Rahmen der Vorarbeiten mit dem racemisch durchgefiihrten Syntheseansatz
zwar zu einer guten Trennung der Stereoisomere geflhrt, jedoch konnte das Tri(pyrrolidin-1-
yl)phosphinoxid 185 mit dieser Saule, selbst nach Methodenoptimierung, nicht vollstandig
entfernt werden.® Durch die zusatzlichen aromatischen Wechselwirkungen der Phenylhexyl-
Saule mit dem Uridin-Baustein des Muraymycin-Analogons erreichte die Zielverbindung 93
eine erhéhte Retentionszeit und es war somit moglich, auch das Tri(pyrrolidin-1-yl)phosphi-
noxid 185 abzutrennen. Im Rahmen dieser Synthese mit der stereoselektiv hergestellten Ami-
nosaure 95 konnten keine Hinweise auf das Vorliegen eines Diastereomeren-Gemisches in den
Chromatogrammen und NMR-Daten gefunden werden. Es kann jedoch nicht vollstandig aus-

geschlossen werden, dass das entsprechende Produkt mit der (R)-konfigurierten Aminosaure
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zu einem geringen Teil vorlag und durch die Reinigungsschritte iber Sdulenchromatographie

und HPLC im Laufe dieser Reaktionssequenz bereits abgetrennt wurde.

1. 95, PyBOP, HOBt

\i/ Q DIPEA, THF, Rt, 2 d
fJ\NH 2. Pd Black

1,4-Cyclohexadien
iPrOH, Rt, 45 min

TBDMSO  OTBDMS

39
TBDMSO OTBDMS
(0] 182
/\/\/\/\/\/\/\‘)J\OH
NHCbz
95
1. 41, PyBOP, HOBt
DIPEA, THF, Rt, 31 h
2.80% TFA
H,O, Rt, 2 d
HO
21% 0 o
Uiber vier Stufen H H HN/\/\N\"
HO N N N H
bl N
0} (¢}

2 TFA

NH,
93

Abb. 4.57 Synthese des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93.

Nach der optimierten semi-praparativen HPLC-Reinigung konnte das lipophil derivatisierte
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 schlieRlich mit einer Ausbeute von 21% Uber vier Stufen
erhalten werden. Die Struktur und Reinheit der Verbindung 93 wurde mittels NMR-spektro-

skopischer und massenspektrometrischer Methoden bestatigt.
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4.6 Biologische Evaluation

Zur biologischen Evaluation der Verbindungen wurden in vitro-Assays zur Hemmung des Ziel-
enzyms MraY, die antibakteriellen Aktivitdten gegen verschiedene Bakterienstamme, Zellauf-
nahme-Assays sowie Stabilitdtstests in verschiedenen Medien (Puffer und bakterielles Zellly-
sat) herangezogen. Diese Assays wurden von Stefanie Weck, Nathalie Kagerah, Martina

Jankowski und Jannine Ludwig durchgefiihrt.

4.6.1 Biologische Evaluation der Referenz- und Konjugatverbindungen

4.6.1.1 Vergleich und Diskussion der inhibitorischen Aktivitit gegen MraY

Die ICso-Werte fir die Hemmung von MraY wurden Uber einen Fluoreszenz-basierten Assay mit
MraY-haltigen Membranprédparationen (MraY aus S. aureus, liberexprimiert in E. coli) erhal-
ten. Alle Messungen wurden als Triplikate durchgefiihrt. Zunachst erfolgt in Unterkapitel
4.6.1.1.1 die Diskussion der Transporter- und Muraymycin-Referenzverbindungen. Im folgen-

den Unterkapitel 4.6.1.1.2 werden die Aktivitaten der Konjugate besprochen.

4.6.1.1.1 Diskussion der Aktivitaten der Vorstufen und Referenzverbindungen

Die im Rahmen der Kooperation mit der TU Darmstadt von der Arbeitsgruppe von Prof.
H. Kolmar bereitgestellten zellpenetrierenden GuCOSS-Einheiten 172 und 181 sowie das zell-
penetrierende KF,-Peptid 173 wurden als Referenzsubstanzen gegen MraY getestet, um mog-
liche Interaktionen dieser Verbindungen mit dem Zielenzym ausschlieRen zu kénnen. Da es
sich bei diesen Verbindungen um hochpolare Molekiile handelt, kdnnte es zu einer unspezifi-
schen Interaktion mit dem Enzym kommen. So wurde fiir die beiden GuCOSS-Vertreter 172
(ICs0: 98 £ 57 uM) und 181 (ICso: 62 + 21 uM) jeweils eine schwache Hemmung des Zielenzyms
MraY nachgewiesen. Das zellpenetrierende KF,-Peptid 173 zeigte hingegen keine Aktivitat
(ICs0: >0.1 mM) in den durchgefiihrten MraY-Assays.

Das bereits bekannte und etablierte Antibiotikum Streptomycin 152 sowie dessen im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten Derivate wurden nicht speziell gegen MraY getestet. Das aus der
Kooperation mit der TU Braunschweig verwendete Enterobactin-Derivat 57 wurde ebenfalls
nicht gegen MraY im Speziellen getestet, da bereits in Voruntersuchungen von P. Klahn et al.

keine antibakterielle Aktivitat dieses Derivats 57 festgestellt worden war.
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Abb. 4.58 Ubersicht der Transporter-Bausteine aus der Kooperation mit Prof. Kolmar, TU Darm-

stadt.

Tabelle 4.1 MraY-Hemmung der aus der Kooperation mit der TU Darmstadt zur Verfligung ge-

stellten Transporter-Molekiile.

Verbindung 172 181 173

ICso MraY 98 + 57 uM 62 + 21 pM >0.1 mM

Die zur Konjugation eingesetzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga aus der ersten Serie wurden
ebenfalls auf ihre inhibitorische Aktivitdt gegen MraY untersucht. Das in der Seitenkette mit
einem Alkin-Linker-modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 zeigte trotz dieser Modi-
fikation eine gute Aktivitdt von 4.0 + 0.4 uM gegen MraY. Durch die weitere Verlangerung der
Seitenkette bei der Muraymycin-Referenzverbindung 170 wurde mit 4.2 + 1.4 uM ein identi-
scher ICso-Wert erhalten. Somit konnte gezeigt werden, dass diese erweiterte Seitenketten-
struktur keine negativen Auswirkungen auf die Target-Interaktion hat. Eine eventuell eintre-
tende Spaltung der Oxim-Bindung im Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1 wiirde eine ver-

gleichbare Struktur freisetzen. Das mit dem in der Seitenkette mit einem Thiol-Linker-
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modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61, welches aus den spateren Konjugaten intra-
zellular freigesetzt werden sollte, zeigte mit 68 £ 4 nM eine sehr gute Inhibition von MraY und
war damit wesentlich aktiver als erwartet. Aus den Vorarbeiten ist zwar bekannt, dass groRere
Reste in dieser Position toleriert und zudem lipophile Strukturen sogar vorteilhaft fir die Tar-
get-Interaktion sind, dennoch war der starke Gewinn an Aktivitat in diesem AusmaR lberra-
schend. Dieser Befund bestarkt nochmal den Ansatz einer Modifikation an dieser Position in
der Muraymycin-Struktur. Mit diesem potenten Muraymycin-Analogon wird ein vorteilhafter
Ausgangspunkt flr die spaltbaren Konjugate erreicht. Die dimere Muraymycin-Struktur 175,
welche aus zwei iber eine Disulfidbriicke verknipften 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 61 be-
steht, wurde ebenfalls als Referenzverbindung untersucht. Diese Struktur kann durch langere
Lagerung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 vor Allem in Losung entstehen und ist da-
mit auch immer zu einem geringen Anteil in Proben des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61
vorhanden. Auch hier war der ICso-Wert (27 £ 2 nM) nahezu identisch zu der monomeren
Struktur, wenn man von einer Spaltung der Disulfidbriicke und einer Freisetzung von zwei
Aquivalenten des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 ausgeht. Durch die Verwendung des
Rohmembran-Assays sind potenziell auch reduzierende Spezies enthalten, was zu einer Spal-
tung der Disulfidbricke unter diesen Bedingungen fiihren kann. Die im Rahmen dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse deuten bei allen entsprechenden Verbindungen des gleichen Konjuga-

tions-Typs auf eine Spaltung des Disulfids unter diesen Assay-Bedingungen hin.
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Abb. 4.59 Ubersicht der Muraymycin-Konjugat-Vorstufen und Referenzen der ersten Serie.
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Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68, welches die Grundstruktur der Konjugate der zwei-
ten Serie bildet, war bereits in Vorarbeiten im Arbeitskreis auf seine Aktivitat gegen MraY
getestet worden (ICso: 2.5 + 0.6 uM). Auch dieses 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon sollte nach
der Zellaufnahme des Konjugats intrazellular wieder in seiner urspringlichen Form freigesetzt

werden und das Target-Enzym MraY inhibieren.

NH,

68 82 81

Abb. 4.60 Ubersicht der Muraymycin-Konjugat-Vorstufen und Referenzen der zweiten und drit-

ten Serie.

Die beiden 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 82 und 81 aus der dritten Serie, welche dem
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 mit jeweils ausgetauschter terminaler Aminosaure ent-
sprechen, lieferten sehr unterschiedliche Werte im MraY-Assay. So war durch den Austausch
des terminalen L-Valins zu L-Propargylglycin bei Verbindung 82 die Aktivitdt mit einem ICso-
Wert von 3.2 £ 0.5 uM im Rahmen des Messfehlers nahezu identisch zu der Referenzverbin-
dung 68. Dagegen flihrte der Austausch der terminalen Aminosdure von L-Valin zu L-Cystein
bei Verbindung 81 zu einer starken Verbesserung der Aktivitdt im Vergleich zu dem Referenz-
Muraymycin 68. Mit einem ICso-Wert von 280 + 77 nM war das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analo-
gon 81 am Target deutlich aktiver. Durch diese Aktivitdtssteigerung stand auch fir die dritte
Konjugat-Serie ein potentes 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon zur Verfligung, welches intrazel-

luldr freigesetzt werden und das Target MraY inhibieren kann.

Tabelle 4.2 MraY-Hemmung der Muraymycin-Konjugat-Vorstufen und Referenzenverbindungen

der ersten Serie.

Verbindung 63 170 61 175

1C50 MraY 4.0+0.4 uM 4.2+1.4uM 68 +4 nM 272 nM
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Tabelle 4.3 MraY-Hemmung der Muraymycin-Konjugat-Vorstufen und Referenzenverbindungen

der zweiten und dritten Serie.

Verbindung 68 82 81

ICso MraY 2.5+0.6 uM 3.2+ 0.5 uM 280+ 77 nM

4.6.1.1.2 Diskussion der MraY-Inhibition der Konjugate

Auch bei der Bestimmung der MraY-Inhibition der Konjugate trat auf Grund der Verwendung
des Rohmembran-Assays eine potenzielle Spaltung der Konjugate mit Disulfidbriicke durch die
reduktiven Komponenten auf. Die Spaltung der Disulfidbriicke und die resultierende Freiset-
zung des jeweiligen Muraymycin-Analogons und der Transporter-Einheit fihrte dazu, dass die
bei diesen Verbindungen erhaltenen ICso-Werte nur eine Momentaufnahme widerspiegeln und
nur eine geringe Aussagekraft Gber die Inhibitionsfahigkeiten der eigentlichen Konjugate be-
sitzen. Dennoch sind diese Werte nah am realistischen intrazelluldren Geschehen, da die ei-
gentliche Wirkung auf den jeweils freigesetzten Muraymycin-Verbindungen, beziehungsweise
einer Mischung mit den noch temporar intakten Konjugaten je nach der Geschwindigkeit der

Spaltung, beruht.

Dieser Sachverhalt der auftretenden Spaltung wurde auch in der ersten Konjugat-Serie deut-
lich. Bei einem direkten Vergleich der ICso-Werte des stabilen Muraymycin-Streptomycin-Kon-
jugats T1 mit dem spaltbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2 fiel ein drastischer Un-
terschied in der inhibitorischen Aktivitat auf. Die Aktivitdt des Konjugats T2 entsprach im Rah-
men des Messfehlers der der Muraymycin-Referenz 61 (ICso: 77 £ 6 uM). Eine vollstandige Frei-
setzung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 scheint an Hand dieser Daten sehr wahr-
scheinlich zu sein. Dies wiirde auch die geringere Aktivitat (1Cso: 18 + 5 uM) des strukturell sehr
dhnlichen Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1 erkldaren, welches unter den Assay-Bedin-

gungen an dieser Position nicht gespalten werden kann.

Die erhaltenen Daten des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T1 sind zudem ein Indiz dafir,
dass eine Spaltung der Oxim-Bindung unter diesen intrazelluldren Bedingungen nicht zu einem
signifikanten Teil stattfindet. Eine entsprechende freigesetzte Muraymycin-Verbindung dhn-
lich der getesteten Muraymycin-Referenzverbindung 170 ware deutlich aktiver. Eine teilweise
Hydrolyse der Oxim-Bindung, wie sie bereits bei der Durchfiihrung der Analytik dieser Strep-
tomycin-Verbindungen beobachtet worden war, lasst sich an Hand dieser Daten jedoch auch

nicht vollstandig ausschlieRen.
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Auch die weiteren Konjugate der intrazellular spaltbaren Vertretern aus der ersten Serie zeig-
ten ein dhnliches Verhalten. Fir das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3 wurde mit einem ICso-
Wert von 933 £ 126 nM jedoch ein hoherer Wert gemessen als fiir das freie Muraymycin-Ana-
logon 61, was jedoch auch durch eine langsamere Spaltung bedingt sein kénnte. Durch den
sehr groRen Rest ist bei dem noch intakten Konjugat T3 von einer geringeren Inhibition des
Targets auszugehen. Bei dem ebenfalls vergleichbaren Muraymycin-KF,-Konjugat T4 lag der
ICso-Wert mit 113 £ 14 nM wieder ndher am gemessenen Wert des freien 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons 61.

Auch bei dem Muraymycin-Enterobactin-Konjugat T5 aus der gleichen Serie befand sich der
ICso-Wert im nanomolaren Bereich, jedoch mit 123 + 8 nM ebenfalls wieder etwas hoher als
bei dem entstehenden Referenz-Muraymycin 61. Eine mogliche Erklarung kénnte hier wie bei
den analogen Verbindungen der ersten Serie sein, dass die Spaltung der Disulfidbricke im Falle
dieses Konjugats auch wieder etwas langsamer ablauft und der gemessene Wert eine Mi-
schung aus freigesetztem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 und Resten des vollstandigen
Konjugats T5 widerspiegelt. Genauere Untersuchungen durch Stabilitdtstest konnten mit eini-
gen der Konjugate aus der ersten Serie auf Grund der nur geringen Substanzmenge jedoch
nicht durchgefiihrt werden. Eine genaue Diskussion der gemessenen Stabilitdtsdaten erfolgt

in Kapitel 4.6.1.3.

Tabelle 4.4 Zusammenfassung MraY-Inhibition der ersten Konjugat-Serie.

Verbindung T1 T2 T3 T4 T5
Muraymycin-
63 61 61 61 61
Komponente
CPM- Strept. Strept. GuCOsSS KF.-CPP (AcO)Enty,
Komponente 60 59 172 173 57
IC50 MraY 18+ 5 uM 77 £ 6 nM 933+126nM | 113+ 14 nM 123+ 8 nM

In der zweiten Serie wurden die intrazellular spaltbaren Konjugate mit der Verknlpfung an der
e-Amino-Gruppe des Lysins der Muraymycin-Struktur untersucht. In dieser Serie wurden das
Streptomycin-Derivat 59, GUCOSS 172 und das zellpenetrierende KF,-Peptid 173 als Transpor-
ter-Einheiten lber die reversible Disulfidbriicke und eine Carbamat-Struktur als weitere spalt-
bare Einheit an das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon konjugiert. Auch hier wurde wieder eine
Spaltung der Disulfidbriicken unter den Assay-Bedingungen bei den einzelnen Konjugaten ver-

mutet. So wurden fiir das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 und fiir das Muraymycin-
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KF,-Konjugat T8 ICso-Werte erhalten, die jeweils ungefahr dem Wert des Referenz-
Muraymycins 68 entsprachen. Fiir das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 wurde ein ICso-
Wert von 1.7 £ 0.2 uM und fiir das Konjugat T8 ein ICso-Wert von 1.3 £ 0.2 uM gemessen. Le-
diglich das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 zeigte mit einem ICso-Wert von 477 £ 33 nM eine
starkere Inhibition des Targets als das Referenz-Muraymycin 68. Dies kdnnte sich durch eine
langsamere Abspaltung der GuCOSS-Spezies im Zusammenhang mit einer erhéhten Target-In-
teraktion des Konjugats T7 erklaren. Fiir das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3 der ersten Serie
wurde ebenfalls ein ICso-Wert festgestellt, der von dem freizusetzenden Muraymycin-Analo-
gon 61 abwich. Im Fall der Verbindung T3 wurde durch die langsame Spaltung des Konjugats
jedoch eine Verschlechterung des ICso-Werts erhalten, wogegen mit dem Muraymycin-Gu-
COSS-Konjugat T7 der zweiten Serie eine Verbesserung der Inhibition von MraY durch die Kon-
jugation im Vergleich zu dem entsprechenden Muraymycin-Analogon 68 erreicht wurde. Aller-
dings konnte auch ein Spaltprodukt des hydrolyselabilen GuCOSS-Bausteins fiir die verbesserte
Aktivitat verantwortlich sein. Dieser Sachverhalt ldsst sich mit den vorhandenen Daten nicht
vollstandig klaren. Die Diskussion der gemessenen Stabilitatsdaten erfolgt auch fiir die Konju-

gate der zweiten Serie in Kapitel 4.6.1.3.

Tabelle 4.5 Zusammenfassung der MraY-Inhibition der zweiten Konjugat-Serie.

Verbindung T6 T7 T8
Muraymycin-
ymy 68 68 68
Komponente
CPM- Strept. GuCOSS KF.-CPP
Komponente 59 172 173
ICs0 MraY 1.7+ 0.2 uM 477 + 33 nM 1.3+£0.2 uM

Die beiden Muraymycin-Streptomycin-Konjugate aus der dritten Serie liefern wieder einen di-
rekten Vergleich zwischen einem spaltbaren und einem stabilen Konjugations-Ansatz. So
wurde flr das spaltbare Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T10 ein ICso von 1.3 + 0.6 uM be-
stimmt. Dieser Wert liegt mit einem Faktor von 4.6 liber dem der Muraymycin-Referenzver-
bindung 81, welche unter den Bedingungen des verwendeten Assays freigesetzt werden sollte.
Diese Verschlechterung der Aktivitat kénnte auch hier ein Indikator fir eine langsamere Spal-
tung des Konjugats durch Reduktion der Disulfidbriicke sein. Der erhaltene Wert spiegelt wahr-
scheinlich erneut eine Mischung aus dem inaktiveren Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T10

und dem freigesetzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 wider. Das stabile Muraymycin-
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Streptomycin-Konjugat T9 zeigte mit einem ICso-Wert von 13 £ 2 uM eine um einen Faktor vier
abgeschwachte Aktivitat durch die Konjugation des Streptomycins im Vergleich zu dem
Muraymycin-Analogon 82. Dieser direkte Vergleich der beiden Muraymycin-Streptomycin-
Konjugate T10 und T9 ist zudem ein weiteres Indiz fir das Auftreten der Disulfid-Spaltung und
der Freisetzung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 81 aus dem Konjugat T10 unter den ge-
gebenen Bedingungen des Rohmembran-Assays. Die beiden Konjugat-Verbindungen weisen
eine hohe Ahnlichkeit in ihrer Struktur auf und der Unterschied in ihrer Aktivitit gegen MraY
lasst sich durch diese Spaltung und die damit verbundene Freisetzung des aktiven 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 81 erklaren. Der einzige strukturelle Unterschied zwischen beiden
Konjugaten besteht lediglich im Vorhandensein der Triazol-Verkniipfung bei Konjugat T9 im
Vergleich zu der Disulfidbricke bei dem spaltbaren Konjugat T10 und der daraus resultieren-
den anderen raumlichen Anordnung des konjugierten Streptomycins. Trotz der sehr grolRen
strukturellen Anderung durch die Konjugation von Streptomycin an dieser terminalen Position
des Muraymycin-Grundgerists war der storende Einfluss auf die Target-Interaktion im Fall des

stabilen Konjugats T9 nicht sehr ausgepragt.

Tabelle 4.6 Zusammenfassung der MraY-Inhibition der dritten Konjugat-Serie.

Verbindung T9 T10
Muraymycin-
ymy 82 81
Komponente
CPM- Strept. Strept.
Komponente 60 59
ICso MraY 13+2 uM 1.3+£0.6 uM

4.6.1.2 Vergleich und Diskussion der antibakteriellen Aktivitdten

Die Verbindungen wurden gegen den E. coli-Stamm DH5a und den Efflux-defizienten E. coli-
Stamm Atol/C als Gram-negative Bakterien getestet. Einige ausgewahlte Verbindungen wurden
zudem gegen P. geruginosa und S. aureus getestet. Zunachst erfolgt in Unterkapitel 4.6.1.2.1
die Diskussion der Transporter- und Muraymycin-Referenzverbindungen. Im folgenden Unter-

kapitel 4.6.1.2.2 werden die antibakteriellen Aktivitaten der Konjugate besprochen.
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4.6.1.2.1 Diskussion der antibakteriellen Aktivitaten der Vorstufen und Referenzverbin-

dungen

Das kommerziell erhéltliche Streptomycin 152 wurde als Referenzverbindung ebenfalls auf
seine antibakterielle Aktivitat getestet. Gegen E. coli AtolC wurde flir das bakterielle Wachs-
tum ein ICso-Wert von 3.8 £ 1.4 ug/mL (5.3 £ 0.6 uM) und fir E. coli DH5a ein 1Cso-Wert von
7.6 £0.8 ug/mL (10 £ 2 uM) gemessen.

Die Modifikation mit dem Azid-haltigen Linker bei dem Streptomycin-Derivat 60 fihrte zu ei-
nem starken Verlust der Aktivitdt gegen E. coli DH5a (ICso: >100 pg/mL). Gegen den Efflux-
defizienten E. coli-Stamm AtolC trat ebenfalls eine Abschwadchung der Aktivitat auf, aber etwas
Aktivitat konnte hier erhalten werden (ICso: 64 + 3 pg/mlL, 61 + 3 uM). Die Streptomycin-Refe-
renzverbindung 156 zeigte ebenfalls einen Verlust der Aktivitdt gegen E. coli DH5a (ICso:
>100 mg/mL). Gegen E. coli AtolC wurde ein ahnliches Ergebnis wie fir das Streptomycin-De-
rivat 60 erhalten und es trat eine Abschwachung der Aktivitat auf (ICso: 70.6 pg/mL, 57 puM).
Bei den zeitverzogert durchgefiihrten Wiederholungsmessungen wurde jedoch eine Zerset-
zung der Probe festgestellt. So wurde bei der ersten Wiederholungsmessung ein ICso-Wert von
31 pg/mL (25 puM) gemessen, bei der zweiten Wiederholung ein ICso von 6.7 pg/mL (5.4 puM),
was flr einen langsamen Zerfall der Verbindung und eine Freisetzung des Streptomycins 152

spricht. Der Zeitraum der Messungen erstreckte sich insgesamt tber ein Jahr.
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Abb. 4.61 Ubersicht iiber die hergestellten Streptomycin-Derivate.
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Bei dem Streptomycin-Derivat mit dem Thiol-haltigen Linker 59 wurde die gemessene Aktivitat
der Streptomycin-Referenzverbindung 152 gegen die beiden E. coli-Stamme AtolC und DH5a
sogar mit einem Faktor zwei Ubertroffen. Eine teilweise Hydrolyse der Oxim-Bindung in wass-
riger Losung war jedoch bereits bei der Analytik der Verbindung beobachtet worden, wodurch
das Streptomycin 152 wieder freigesetzt wurde und zu einem Anteil von circa 10% in der L6-
sung vorlag. Das Gemisch wurde dennoch unter diesen Bedingungen getestet, da dieses Ver-
halten intrinsisch fir diesen Verbindungstyp ist und bei der angedachten Applikation auch

auftreten wiirde.

Tabelle 4.7 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitdten der Streptomycine (in [ug/mL]

und [uM] in Klammern).

Verbindung 152 60 156* 59%*
ICso E. coli 3.8+x04 64 +3 3.2+0.2
71 (57)
AtolC (5.3 +0.6) (61 + 3) (3.0 £ 0.2)
i 7.6+0.8 50+£1.5
fei 2 Gret >100 >100
DH5a (10 + 2) (4.8 +1.4)

*Zersetzung bei Wiederholungsmessungen; **Mit 10% Streptomycin 152 in der Probe

Die beiden von unserem Kooperationspartner Prof. H. Kolmar zur Verfligung gestellten
Silsesquioxane 172 und 181 sowie das zellpenetrierende KF,-Peptid 173 wurden ebenfalls als
Referenzen gegen beide E. coli-Stamme getestet. Das GuCOSS-Derivat 181 wurde als
zusatzliche Referenz getestet, um den Einfluss des freien Thiols bei GuCOSS 172 zu
untersuchen. Strukturell entspricht diese Verbindung der GuCOSS-Verbindung 172 mit einer
verkiirzten Linker-Einheit und einer Carbonsduregruppe statt des terminalen Thiols (siehe
Abbildung 4.1, Kapitel 4.6.1.1.1). Durch diese Variation in der Struktur wurde eine
Abschwiachung der Aktivitdt gegen beide getestete E. coli-Stamme erhalten. Gegen E. coli
AtolC wurde eine Halbierung der Aktivitat beobachtet, bei DH5a wurde die Aktivitat sogar um
einen Faktor von sieben reduziert. Alle aus dieser Kooperation erhaltenen Verbindungen
zeigten bereits eine antibakterielle Aktivitdt gegen beide E. coli-Stamme (siehe Tabelle 4.8).
Auf Grund der Struktur und hohen Polaritdat der hier eingesetzten Verbindungen liegt die
Vermutung nahe, dass die antibakterielle Aktivitdit von Membran-disruptiven Effekten
herriihrt. Bei dem Vergleich der beiden GuCOSS-Verbindungen 172 und 181 wurde zudem der

zusatzliche Einfluss der terminalen Thiol-Gruppe auf die antibakterielle Aktivitat deutlich
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gezeigt. Diese erhohte antibakterielle Aktivitdt beim Vorhandensein eines freien Thiols wurde

auch bei dem Thiol-modifizierten Streptomycin-Derivat 59 beobachtet.

Gegen Gram-positiven S. aureus (Newman-Stamm) wurde fir die Transporter-Referenzverbin-
dungen 172, 181 und 173 ebenfalls eine antibakterielle Wirksamkeit festgestellt (siehe Tabelle
4.8). Fir das GuCOSS-Derivat 172 wurde eine gute antibakterielle Aktivitdt von 5.9 + 2.5 uM
gemessen. Das GuCOSS-Derivat 181 zeigte wie bei dem Gram-negativen E. coli DH5a eine ab-
geschwachte Aktivitat im Vergleich zu dem GuCOSS-Derivat 172. Dieser Wert wurde bisher
jedoch nur einfach bestimmt und ist als vorlaufiges Ergebnis anzusehen. Das zellpenetrierende
KF,-Peptid 173 zeigte mit 6.3 £ 0.9 uM eine gute antibakterielle Aktivitat gegen S. aureus.
Diese antibakteriellen Effekte der Transporter-Verbindungen beruhen auch hier wahrschein-

lich auf einer unspezifischen Disruption der Zellmembran.

Tabelle 4.8 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitdten der Transporter-Referenzverbin-

dungen (in [ug/mL] und [uM] in Klammern).

Verbindung 172 181 173
ICso E. coli 1.6+0.2 3.7+3.2 3414
AtolC (0.8 +0.1) (1.8 +1.6) (1.6 £ 0.7)
ICso E. coli 9.0+1.4 65 + 30 3010
DH5a (4.5 + 0.7) (31 + 14) (14 £ 5)
ICs0 S. aureus 12+5 87 13.1+1.7
Newman (5.9 £2.5) (42) (6.3£0.9)

Das Enterobactin-Derivat (AcO)Entx. 57 war in der Arbeitsgruppe von P. Klahn bereits auf seine
antibakteriellen Eigenschaften untersucht worden und es konnte keine antibakterielle Aktivi-

tat dieser Verbindung nachgewiesen werden.[14°]

Die Vorstufen und Referenzverbindungen der nicht-spaltbaren Konjugate, die 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analoga 63, 170 und 82, wurden zur Untersuchung des Einflusses der jeweiligen
Modifikationen ebenfalls gegen E. coli getestet. Wie erwartet wurde flir keines dieser verein-
fachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga eine signifikante antibakterielle Aktivitdt <100 pug/mL

gegen die beiden E. coli-Stamme festgestellt.

Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 war bereits in Vorarbeiten biologisch evaluiert wor-
den und zeigte ebenfalls keine antibakterielle Aktivitat <100 pg/mL gegen die beiden geteste-

ten Stamme von E. coli.
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Die Thiol-haltigen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga, welche intrazelluldar freigesetzt werden
sollten, wurden ebenfalls als Referenzverbindungen evaluiert. Das 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analogon 81 zeigte trotz des durch die Modifikation verbesserten ICso-Wertes von 280 £ 77 nM
gegen MraY ebenso keine nennenswerte antibakterielle Aktivitdt gegen E. coli. Dieser Um-
stand verdeutlicht nochmal das Problem der limitierten Zellaufnahme dieser vereinfachten
5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga.

Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61, welches einen noch besseren ICso-Wert gegen MraY
(68%+ 4 nM) als das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 erzielte, zeigte mit einem ICso-Wert
von 27 + 7 ug/mL (23 + 6 uM) dagegen eine gute antibakterielle Aktivitdt gegen E. coli AtolC.
Ein Faktor fiir diese verbesserte Aktivitat ist wahrscheinlich in der erhéhten Zellaufnahme
durch die lipophile Seitenkettenstruktur begriindet und nicht alleine in der verbesserten
Inhibition von MraY. Gegen den Efflux-kompetenten DH5a-Stamm wurde keine Aktivitat (I1Cso:
>100 pug/mL) gefunden. Ebenso wurde keine antibakterielle Aktivitat <100 pug/mL gegen
S. aureus festgestellt. Die Ergebnisse des dimeren 5'-Desoxy-Muraymycins 175 (ICso:
31+6 ug/mL, 14 =3 uM) entsprachen im Rahmen des Messfehlers ungefdhr denen des
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61. Eine dimere Muraymycin-Struktur bietet demnach keine
Vorteile bei der Zellaufnahme in Gram-negative E. coli-Bakterien. Das vielversprechende
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 wurde dariiber hinaus auch gegen den Gram-negativen
P. aeruginosa-PAO1-Stamm getestet. Hier wurde jedoch auch keine antibakterielle Aktivitat

<100 pg/mL gemessen.

Tabelle 4.9 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitaten der Muraymycin-Referenzverbin-

dungen (in [ug/mL] und [uM] in Klammern).

Verbindung 63 170 61 175 82 81
ICso E. coli 277 31+6
>100 >100 >100 >100
AtolC (23 £ 6) (14 £ 3)
|C50 E. coli
>100 >100 >100 >100 >100 >100
DH5a
1Cs0 S. aureus
- - >100 - - -
Newman

4.6.1.2.2 Diskussion der antibakteriellen Aktivitaten der Konjugat-Verbindungen

Der direkte Vergleich zwischen der beiden Muraymycin-Streptomycin-Konjugaten T1 und T2,

einem Vertreter eines intrazelluldr stabilen und eines intrazellular spaltbaren Konjugats,
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zeigte in der antibakteriellen Testung einen eklatanten Unterschied zwischen beiden Vertre-
tern. Das stabile Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1 zeigte keine antibakterielle Aktivitat
gegen beide getesteten E. coli-Stamme. Ob eine verbesserte Zellaufnahme mit diesem Konju-
gat erfolgt und die inhibitorische Potenz gegen MraY nicht ausreicht lasst sich mit diesen Daten
alleine nicht klaren. Weitergehende Untersuchungen mit einem Zellaufnahme-Assay sind fir
diese Verbindung notwendig. Im Unterschied zu dem spaltbaren Konjugat T2 besitzt das
Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1 eine gewisse Rigidisierung mit der Triazol-Struktur in
der Seitenkette, was im Einklang mit den Ergebnissen der reduzierten antibakteriellen Aktivi-
tidten der Verbindungen von Matsuda, Ichikawa et al. steht.[®#%% Das intrazellulér spaltbare
Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2 zeigte jedoch von allen hergestellten Konjugaten die
starkste antibakterielle Aktivitat gegen die beiden Stamme von E. coli. Im Detail wurde gegen
E. coli AtolC ein ICso-Wert von 1.6 £+ 0.4 pg/mL (0.71 + 0.14 uM) gemessen. Gegen den DH5a-
Stamm wurde ebenfalls ein sehr guter Wert von 4.3 + 1.5 ug/mL (2.0 £ 0.7 uM) erreicht. Damit
Ubertrafen diese Werte sogar jeweils die gefundenen Aktivitaten der Streptomycin-Referen-
zen 152 und 59. Die gefundenen Aktivitaten lassen sich demnach nicht allein durch eine Frei-
setzung und der Wirkung von Streptomycin erklaren. Der Gewinn an antibakterieller Aktivitat
kénnte damit ein Indiz fir ein funktionierendes Konjugations-Konzept sein. Jedoch ist auch
eine extrazelluldre Spaltung der Oxim-Bindung und eine Aufnahme von dadurch freigesetztem
Streptomycin moglich, welches zu einer Verringerung der Membranintegritadt in den Bakterien
fihrt, was eine nachfolgend verstarkte Aufnahme des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T2
bedingt. Ebenso kénnten auch rein additive Effekte durch die Wirkung von freiem Streptomy-
cin und dem entstehenden Muraymycin-Spaltprodukt die verbesserte Aktivitat erklaren. Der
Vergleich der beiden Konjugate T1 und T2 deutet jedoch darauf hin, dass diese Effekte hier zu
vernachldssigen sind. Freies Streptomycin sollte bei dem Konjugat Tl zu einem &ahnlichen
MaRe durch Hydrolyse der Oxim-Bindung entstehen wie bei dem Konjugat T2 und damit einen
vergleichbaren Effekt hervorrufen. Zur genaueren Untersuchung wurden zwei weitere anti-
bakterielle Testungen mit dquivalenten Mengen von jeweils dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-
logon 61 mit Streptomycin 152 und dem Streptomycin-Derivat 59 durchgefiihrt, um die ange-
sprochenen moglichen additiven Effekte oder eine Membran-disruptive Wirkung von zuvor
abgespaltenem Streptomycin ausschliefen zu kdnnen. Die Ergebnisse der betreffenden Assays
sind zur besseren Ubersicht in Tabelle 4.10 gegeniibergestellt. Die dquimolare Mischung aus
dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 und dem Streptomycin-Derivat 59 fiihrte zu einer um
den Faktor zwei besseren Aktivitat gegen beide Stamme als die dquimolare Mischung aus dem

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 und Streptomycin 152. Es ist jedoch auch deutlich zu
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erkennen, dass das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2 signifikant aktiver war als die je-
weiligen daquimolaren Mischungen des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 mit Streptomycin
152 beziehungsweise dem Streptomycin-Derivat 59. Dies spricht eindeutig fiir eine verbes-

serte Zellaufnahme durch die durchgefiihrte Konjugation.

Tabelle 4.10 Detaillierte antibakterielle Evaluation des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T2.

Verbindung ICso E. coli AtolC [pM] ICso E. coli DH5a [uM]
61 236 >100
152 5.3+0.6 102
61 + 152 6.2+2.4 8.9+0.1
59* 3.0+0.2 48+1.4
61 + 59* 3.1 3.3
T2 0.71+0.14 2.0+0.7

*Mit 10% Streptomycin 152 in der Probe.

Die beiden Konjugat-Verbindungen der ersten Serie, die im Rahmen der Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. H. Kolmar der TU Darmstadt hergestellt wurden, also das
Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3 und das Muraymycin-KF,-Konjugat T4, wurden ebenfalls auf
ihre antibakterielle Aktivitat gegen E. coli getestet. Fiir beide Konjugate wurden recht dhnliche
Aktivitaten gefunden (siehe Tabelle 4.11). Das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3 zeigte eine
Verschlechterung der Aktivitdt durch die Konjugation an das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon
61 gegen den Ato/C-Stamm um einen Faktor von vier im Vergleich zu der GuCOSS-Referenzver-
bindung 172 (siehe Tabelle 4.8). Eine Abschwachung der vermuteten Membran-disruptiven
Effekte des GuCOSS-Bausteins 172 konnte eine mogliche Erklarung hierfir sein. Die hier erhal-
tenen Daten entsprachen fiir E. coli AtolC eher denen der GuCOSS-Referenzverbindung 181,
welche ebenfalls keine freie Thiol-Gruppe besitzt. Bei dem DH5a-Stamm wurde dagegen eine
um den Faktor 1.7 verbesserte Aktivitat im Vergleich zu der GuCOSS-Referenzverbindung 172
gefunden und damit auch eine weitaus bessere Aktivitat als bei der GuCOSS-Referenzverbin-
dung 181. Dies kdnnte auf eine verstarkte Zellaufnahme und die Wirkung des intrazellular frei-
gesetzten Muraymycin-Analogons 61 am Zielenzym MraY hindeuten. Bei dem Muraymycin-
KF2-Konjugat T4 wurde flr den Ato/C-Stamm ein identischer 1Cso-Wert im Vergleich zur KF;-
Referenzverbindung 173 gefunden. Bei dem E. coli-DH5a-Stamm wurde erneut eine verbes-
serte Aktivitat im Vergleich zu der entsprechenden Referenzverbindung gemessen, hier sogar

eine um den Faktor 10 bessere Aktivitat im Vergleich zu der KF,-Referenzverbindung 173. Dies
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kénnte auch fiir das Konjugat T4 fiir eine erhohte Zellaufnahme und Inhibition von MraY durch
das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 sprechen. Diese gesteigerte Aktivitat gegen den
DH5a-Stamm im Vergleich zu den Referenzverbindungen war in beiden Fallen dahingehend
Uberraschend, da E. coli DH5a mit seinen intakten Efflux-Pumpen einen zusatzlichen Abwehr-
mechanismus und eine hohere Resilienz gegen Antibiotika im Vergleich zu dem Efflux-defizi-
enten Ato/C-Stamm besitzt. Die Ergebnisse des Muraymycin-GuCOSS-Konjugats T3 gegen S. au-
reus zeigten auch wieder eine Abschwachung der Aktivitat durch die Konjugation im Vergleich
zu dem freien GuCOSS-Baustein 172. Ob diese verminderte Aktivitat auf eine Reduktion der
vermuteten Membran-disruptiven Effekte zurlickzufiihren ist, kann auch hier nur mit den vor-
handenen Daten spekuliert werden. Zur Untersuchung einer verbesserten Zellaufnahme in
Gram-positivem S. aureus misste zunachst ein entsprechender Zellaufnahme-Assay etabliert
werden. Ein starkes Indiz fiir eine verbessere Zellaufnahme des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analo-
gons 61 lieferte allerdings der Vergleich zu den erhaltenen Daten des Muraymycin-GuCOSS-
Konjugats T7 der zweiten Serie (siehe Tabelle 4.12). Durch die Verwendung des am MraY-Tar-
get weniger aktiven Muraymycin-Analogons 68 wurde ein kompletter Verlust der Aktivitat ge-
gen S. aureus beobachtet. Das Konjugat T3 mit dem intrinsisch aktiveren 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 61 zeigte dagegen noch eine gute antibakterielle Aktivitat. Eine mogli-
che Erklarung hierflir kénnte allerdings auch eine unterschiedliche Abschwéachung der unspe-
zifischen antibakteriellen Aktivitdt des GuCOSS-Bausteins 172 durch die unterschiedlichen
Konjugationsansatze sein. Flir das Muraymycin-KF,-Konjugat T4 wurde im Rahmen des Mess-
fehlers eine identische Aktivitdt gegen S. aureus im Vergleich zu dem freien zellpenetrierenden
KF2-Peptid 173 gemessen. Ein Vergleich zu den Daten des entsprechenden Muraymycin-KF,-
Konjugats T8 aus der zweiten Serie ergibt ein dhnliches Bild wie bei den Muraymycin-GuCOSS-
Konjugaten (siehe Tabelle 4.12). Auch in diesem Fall reichen diese Daten alleine nicht fir eine

detailliertere Aussage liber eine verbesserte Zellaufnahme des Muraymycin-Analogons aus.

Die Konjugation des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 mit dem Enterobactin-Derivat
(AcO)Entk. 57 flhrte zu einer fast 12-fachen Steigerung der antibakteriellen Aktivitat gegen
den Efflux-defizienten E. coli-Stamm AtolC im Vergleich zu dem Referenz-Muraymycin 61. Das
Enterobactin-Derivat (AcO)Entx. 57 war der einzige Konjugationspartner im Rahmen dieser
Arbeit, bei dem keine intrinsische antibakterielle Aktivitdt vorlag. Im Hinblick auf die Aktivitat
des Muraymycin-Enterobactin-Konjugats T5 gegen MraY, die auch keine Hinweise auf einen
stabilen neuen Bindungspartner flir das Target lieferte, kann dieser Befund als eine
Bestdtigung des Transportvorgangs des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 als einzig

antibakterielle wirksame Spezies in diesem System in das Innere der Zelle durch das
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Konjugationskonzept gesehen werden. Bei dem E. coli-Stamm DH5a mit intaktem Efflux war
weder fir die Referenzverbindung 61 noch fiir das Konjugat T5 eine nennenswerte Aktivitat
feststellbar (>100 mg/mL). Zusé&tzlich wurde das Muraymycin-Enterobactin-Konjugat T5 gegen
P. aeruginosa PAO1 als weiteres Gram-negatives Bakterium getestet. Wie bei der Muraymycin-
Referenz 61 wurde fir Konjugat T5 eine antibakterielle Aktivitat >100 mg/mL gegen

P. aeruginosa gemessen.

Alle spaltbaren Konjugat-Verbindungen der ersten Serie lassen sich gegeneinander beziiglich
der Effektivitat der zellpenetrierenden Einheiten vergleichen. Problematisch macht die Evalu-
ation der verbesserten Zellaufnahme jedoch, dass alle zellpenetrierenden Einheiten, bis auf
das Enterobactin-Derivat (AcO)Entk. 57, selbst bereits eine antibakterielle Aktivitdt aufweisen.
So ldsst sich nur an Hand der durchgefiihrten antibakteriellen Assays fir die beiden Konjugate
T3 und T4 nicht eindeutig eine Aussage lber ein verandertes Verhalten bei der Zellaufnahme
der beiden Konjugate treffen. Bei dem Muraymycin-Enterobactin-Konjugat T5 lasst sich dage-
gen eindeutig eine verbesserte Zellaufnahme an Hand der erhaltenen antibakteriellen Daten
fur E. coli AtolC ablesen. Ebenso ist bei dem Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2 die deut-
lich gesteigerte antibakterielle Aktivitdt gegeniiber den Referenzverbindungen fiir beide
E. coli-Stamme eine Validierung einer erhohten Zellaufnahme des 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-

logons 61.

Tabelle 4.11 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitaten der ersten Konjugat-Serie (in

[ug/mL] und [uM] in Klammern).

Verbindung T1 T2 T3 T4 T5
Muraymycin-
63 61 61 61 61
Komponente
CPM- Strept. Strept. GuCOSS KF,-CPP (AcO)Enty,
Komponente 60 59 172 173 57
ICso E. coli 100 1.6+0.4 9.5+3.6 53+2.6 4.0+3.3
>
AtolC (0.71£0.14) | (2.9+1.1) (1.6 £0.9) (2.0+1.7)
ICso E. coli 43+15 89+1.7 4.7+1.1
>100 >100
DH5a (2.0+0.7) (2.7 £ 0.6) (1.4 £ 0.4)
ICs0 S. aureus 51+8 18+3
Newman (16 £ 3) (5.5+0.8)
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In der zweiten Serie zeigte das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 einen Verlust der Akti-
vitdt gegen E. coli DH5a und eine reduzierte Aktivitat gegen E. coli AtolC im Vergleich zu den
Streptomycin-Referenzen 152 und 59. Das konnte einerseits an der langsamen Spaltung des
Konjugats und der damit verbundenen langsameren Freisetzung des Streptomycin-Derivats 59
liegen (siehe Stabilitatstests in Kapitel 4.6.1.3), oder andererseits an einer verminderten
Zellaufnahme des Streptomycins durch die Konjugation. An Hand dieser Daten lasst sich jedoch
ohne Zellaufnahme-Assay keine genauere Aussage Uber die Zellaufnahme des 5'-Desoxy-

Muraymycin-Analogons 68 treffen.

Das Muraymycin-KF;-Konjugat T8 zeigte im Vergleich zur getesteten Referenzverbindung des
zellpenetrierenden KF;-Peptids 173 im Rahmen des Messfehlers eine identische Aktivitat ge-
gen beide E. coli-Stamme. Das zellpenetrierende KF,-Peptid 173 war intrinsisch bereits so ak-
tiv, dass die Muraymycin-Referenzverbindung 68, welche einen ICso-Wert im unteren mikro-
molaren Bereich gegen MraY zeigte, wahrscheinlich effektiv keinen Unterschied mehr in der
Aktivitat ausmachte. Fur einen wirklichen Nachweis einer gesteigerten Zellaufnahme des
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 durch die Konjugation war hier die Durchfiihrung eines
Zellaufnahme-Assays notwendig (siehe Kapitel 4.6.1.4). Fir das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat
T7 sahen die Ergebnisse etwas anders aus. Hier fand dhnlich wie in der ersten Konjugat-Serie
eine Verminderung der antibakteriellen Aktivitat des Muraymycin-GuCOSS-Konjugats im Ver-
gleich zu der GuCOSS-Referenzverbindung 172 statt. Hier war dies jedoch bei beiden Stammen
von E. colider Fall und es wurde fir Ato/C eine 2.5-fach schwachere und fir DH5a eine fiinffach
schwachere Aktivitat im Vergleich zu der GuCOSS-Referenzverbindung 172 bestimmt. Es be-
steht auch bei diesem Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 aus der zweiten Serie die Vermutung,
dass durch die Ausbildung der Disulfidbriicke im Konjugat der vermutete Membran-disruptive
Effekt im Vergleich zu dem freien GuCOSS-Baustein 172 eingeschrankt wird. Diese Ergebnisse
entsprachen auch hier wieder denen der GuCOSS-Referenzverbindung 181, welche kein freies
Thiol aufweist. Auch in diesem Fall fand eine genauere Untersuchung mittels eines Zellauf-

nahme-Assays statt (siehe Kapitel 4.6.1.4).

Weder fiir das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7, noch das Muraymycin-KF,-Konjugat T8 der

zweiten Konjugat-Serie wurde eine antibakterielle Aktivitdt gegen S. aureus festgestellt.
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Tabelle 4.12 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitdten der zweiten Konjugat-Serie (in

[ug/mL] und [uM] in Klammern).

Verbindung T6 T7 T8
Muraymycin-
ymy 68 68 68
Komponente
CPM- Strept. GuCOSS KF,-CPP
Komponente 59 172 173
ICso E. coli 26 £ 12 6.5+2.1 6.4+£3.9
AtolC (13 £ 6) (2.1+£0.7) (2.1+1.3)
ICso E. coli 63+3 44 + 9
>100
DH5a (20 1) (14 £ 3)
ICs0 S. aureus
- >100 >50
Newman

In der dritten Serie der Konjugate erfolgte wieder ein Vergleich zweier Muraymycin-Strepto-
mycin-Konjugate mit unterschiedlichem Konjugationsprinzip. Identisch zu den Ergebnissen aus
der ersten Serie fiihrte auch hier eine stabile Konjugation zwischen Muraymycin und Strepto-
mycin an der terminalen Aminosdure des Muraymycin-Analogons zu einem kompletten Verlust
der antibakteriellen Aktivitdt gegen die E. coli-Stamme. Das vergleichbare spaltbare
Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T10 zeigte ebenfalls keine antibakterielle Aktivitat
(<100 pg/mL) gegen DH5a, aber dennoch mit 73 + 4 ug/mL (36 £ 2 uM) noch etwas Aktivitat
gegen den Efflux-defizienten E. coli-Stamm AtolC. Interessant war hier nochmal der direkte
Vergleich zu dem Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 aus der zweiten Serie, welches einen
identischen I1Cso-Wert gegen MraY aufwies, aber dreifach so aktiv im antibakteriellen Assay
gegen E. coli AtolC war. Das freigesetzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 bei Konjugat T10
ist ein wesentlich besserer MraY-Inhibitor als das entsprechende Muraymycin-Analogon 68,
das aus dem Konjugat T6 hervorgeht. Die gefundenen Aktivitdtsunterschiede kénnen entwe-
der in einer schlechtere Zellaufnahme des Konjugats oder einer langsameren Spaltung der
Disulfid-Bindung nach Zellaufnahme und damit auch einer langsameren Freisetzung des am
Target aktiven 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 81 begriindet sein. Im Fall des Konjugats T10
kénnte die Sterik der Verbindung eine Rolle spielen, die die Spaltung der Disulfidbriicke hin-
dert. Bei dem Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 befindet sich das Streptomycin durch
die Ankniipfung am €-Amin des Lysins freier im Raum und kann weniger von der Muraymycin-

Struktur abgeschirmt werden. Es besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass das Oxim bereits
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extrazellular in unterschiedlichem MaRe hydrolysiert wird und die gemessene antibakterielle
Wirkung von freigesetztem Streptomycin herrihrt. Diese Hydrolyse des Oxims sollte jedoch
auch bei dem vergleichbaren Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T9 in einem gewissen Malle
ablaufen. Zur Aufklarung der Ursachen muss eine zusatzliche Evaluation mittels Zellaufnahme-

Assays auch hier mit beiden Konjugaten erfolgen.

Tabelle 4.13 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitdten der dritten Konjugat-Serie (in

[ug/mL] und [uM] in Klammern).

Verbindung T9 T10
Muraymycin-
ymy 82 81
Komponente
CPM- Strept. Strept.
Komponente 60 59
ICso E. coli AtolC >100 73+4(3612)
ICso E. coli DH5a >100 >100

4.6.1.3 Stabilitatstests

Wie bereits in Kapitel 4.6.1.1.2 angesprochen konnten nicht fiir alle Konjugate Stabilitdtsdaten
ermittelt werden, da entweder nicht genligend Substanz fir die Messungen zur Verfligung

stand oder die Qualitdat der Messungen fiir einige der Verbindungen nicht ausreichend war.

Fur die Streptomycin-Derivate war es ebenfalls nicht méglich, einen vollstdndigen Datensatz
zu erhalten. Hier war in einigen Fallen die Qualitat der Kalibriergeraden nicht ausreichend,
was vielleicht auch auf das pH-abhangige Gleichgewicht der Spaltung der Oxim-Bindung in
wassriger Losung zuriickzufiihren sein kann. Apparative Fehler an der HPLC- und HRMS-Einheit

sind jedoch auch mogliche Fehlerquellen fir die schlechte Qualitdt der Daten.

Das Streptomycin-Derivat 60 war in Puffer iber einen Zeitraum von 24 Stunden stabil, zerfiel
jedoch mit einer Halbwertszeit von 39 min relativ schnell in bakteriellem Zelllysat. Fiir das
Streptomycin-Derivat 156 konnten in Puffer keine Stabilitdtsdaten aufgenommen werden, da
zum Zeitpunkt der Messung die Stammldsung bereits komplett zersetzt war. Eine Messung in
bakteriellem Zelllysat konnte jedoch mit der noch frischen Stammlésung durchgefihrt werden.
Durch eine Verlangerung der Seitenkette dieses Streptomycin-Derivates 156 wurde eine er-
hohte Stabilitat der Verbindung im Vergleich zu dem Streptomycin-Derivat 60 in bakteriellem

Zelllysat erreicht. Das Streptomycin-Derivat 59 ist bereits bei der Analytik in den NMR-
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Messungen in deuteriertem Wasser teilweise zerfallen. Bei dieser Verbindung wurde eine pH-
abhangige Hydrolyse der Oxim-Bindung vermutet. In Phosphatpuffer zeigte das Streptomycin-
Derivat 59 hingegen keine Zersetzung Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Fiir die Messung
der Stabilitat des Streptomycin-Derivats 59 in bakteriellem Zelllysat konnten bisher keine aus-

wertbaren Daten erhalten werden.

Tabelle 4.14 Vorldufige Stabilitdtsdaten ti/2 der Streptomycin-Derivate in Phosphatpuffer
(pH = 7.3) und bakteriellem Zelllysat (aus E. coli AtolC).

Verbindung Puffer Bakt. Zelllysat
60 >24 h 39 min
156 keine Daten 33h
59 >24 h keine Daten

Die beiden Muraymycin-Streptomycin-Konjugate der ersten Serie mit unterschiedlichem Kon-
jugationsprinzip, das stabile Konjugat T1 und das intrazellular spaltbare Konjugat T2 wurden
ebenfalls auf ihre Stabilitat in bakteriellem Zelllysat untersucht. Fir das spaltbare Konjugat T2
wurde eine Halbwertszeit von 1.3 h gemessen. Das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1
wies dagegen eine Halbwertszeit von 11 h auf. Hierbei handelt es sich allerdings um vorlaufige
Daten, die nochmal verifiziert werden missen. Diese Daten stehen jedoch auch im Einklang
mit den gemessenen ICso-Werten gegen MraY der beiden Konjugate und der vermuteten Frei-
setzung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 aus dem spaltbaren Konjugat T2 (siehe Ka-

pitel 4.6.1.1.2).

Diese Ergebnisse sollten im Prinzip auch auf die beiden Muraymycin-Streptomycin-Konjugate
der dritten Serie Ubertragbar sein. Fiir das intrazelluldr spaltbare Konjugat T10 wurden auch
vergleichbare Halbwertszeiten in bakteriellem Zelllysat gemessen. Bei den beiden durchge-
fihrten Messungen wurden zwei stark abweichende Halbwertszeiten von 31 min und 89 min
bestimmt. Das Uber eine Triazol-Bindung verkniipfte Konjugat T9 zeigte jedoch eine deutlich
geringere Stabilitat mit einer gemessenen Halbwertszeit von 1.2 h im Vergleich zu dem stabi-
len Muraymycin-Streptomycin-Konjugat der ersten Serie. Diese gefundene geringe Stabilitat
ist im Vergleich mit den erhaltenen ICso-Daten gegen MraY der beiden Verbindungen jedoch
nicht zu erkldren. Auch diese Messungen miussen, vor Allem in Anbetracht der unerwarteten
Ergebnisse und der groRen Abweichungen zwischen den einzelnen Messungen, nochmal wie-

derholt werden.
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Abb. 4.62 Zersetzung des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T6 (links) und Freisetzung von

Muraymycin-Analogons 68 (rechts) im bakteriellen Zelllysat.

Fir das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6 der zweiten Serie wurden Stabilitdtstests in
Puffer und in bakteriellem Zelllysat gemessen. Qualitativ wurde fir das Muraymycin-Strepto-
mycin-Konjugat T6 in Puffer keine Zersetzung beobachtet, im Gegensatz zu dem beobachteten
Verhalten der Verbindung gel6st in reinem Wasser. In bakteriellem Zelllysat wurde eine Halb-
wertszeit von 1.2 h bestimmt. Die Freisetzung des Muraymycin-Analogons 68 wurde ebenfalls

bestimmt (Abb. 4.62).

HO \[r " H

183

Abb. 4.63 Im intrazelluldaren Medium entstehende Muraymycin-Spezies 183 der Konjugate der

zweiten Serie.

Die Entstehung des Zwischenprodukts der Spaltung des Konjugats, also des Muraymycin-
Carbamats 183, wurde qualitativ nachgewiesen. Das Muraymycin-Analogon 68 wurde nur in
geringer Konzentration gebildet, was die Vermutung nahelegt, dass es sich bei der Carbamat-
Zwischenstufe 183 um den stabilsten, und damit den Hauptbestandteil bei diesem Substanz-
gemisch handelte, dessen Spaltung nur langsam ablief. Das entstehende Muraymycin-

Carbamat 183 konnte mangels Referenzverbindung und fehlender Kalibrierung nicht
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qguantifiziert werden. Die Differenz zwischen der Konjugat-Verbindung und freiem
Muraymycin-Analogon 41 sollte anndahernd der Konzentration des Intermediats 183 entspre-

chen.

Fir das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 der zweiten Serie wurden ebenfalls Stabilitatstests
in Puffer und in bakteriellem Zelllysat durchgefiihrt. Wie erwartet fand auch hier in bakteriel-
lem Lysat eine Spaltung der Disulfidbriicke statt. Die Spaltung des resultierenden Carbamats
183 lief jedoch auch fiir diese Konjugat-Verbindung wesentlich langsamer ab als die Reduktion
der Disulfidbriicke. Das Carbamat-Zwischenprodukt 183 wurde hier ebenfalls nur qualitativ

detektiert.
Fir das Muraymycin-KF,-Konjugat T8 der zweiten Serien konnten bisher keine Daten erhalten

werden.

Tabelle 4.15 Vorldufige Halbwertszeiten der getesteten Verbindungen in Phosphatpuffer
(pH = 7.3) und bakteriellem Zelllysat (aus E. coli AtolC).

Verbindung Puffer Bakt. Zelllysat
T1 >24 h 11h
T2 >24 h 1.3h
T6 >24 h 1.2 h
T7 1.4 h 19h
T9 keine Daten 1.2h
T10 keine Daten 31/89 min

Fur die Muraymycin-Konjugate T3, T4 und T5 der ersten Serie war zu wenig Substanz vorhan-
den, um Stabilitatsmessungen durchzufiihren. Die Hydrolyselabilitdat der GuCOSS-Struktur un-

ter physiologischen Bedingungen ist bereits aus den Arbeiten von Kolmar et al. bekannt.[*>

4.6.1.4 Ergebnisse der Zellaufnahme-Assays mit E. coli AtolC

Fir das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 und das Muraymycin-KF,-Konjugat T8 wurden
Zellaufnahme-Assays mit E. coli AtolC durchgefiihrt. Die Zellaufnahme des 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 68 wurde zudem ebenfalls als Referenzwert bestimmt. Die Zellauf-

nahme-Assays wurden von S. Weck durchgefihrt.
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Mit dem Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 wurden Voruntersuchungen zur Stabilitat der Ver-
bindung durchgeflihrt. Die Stabilitat der Verbindung wurde in Puffer-Lésung und bakteriellem
Zelllysat untersucht (siehe Kapitel 4.6.1.3). Wie geplant zerfallt das Muraymycin-GuCOSS-Kon-
jugat T7 unter intrazelluldaren Bedingungen und die Disulfidbriicke wird sehr rasch gespalten.
Die Spaltung der Carbamat-Bindung des resultierenden Muraymycins 183 lauft jedoch deutlich
langsamer ab. Der GuCOSS-Baustein zerfdllt zudem unter den gegebenen Bedingungen, was
ebenfalls zu Produktgemischen fihren kann. Fir die Zellaufnahme-Assays mussten daher die
Bedingungen nach der Zelllyse angepasst werden. Nach Zentrifugation der Probe wurde das
Lysat in die I8slichen (Uberstand) und unléslichen Bestandteile (Pellet) aufgeteilt und im Fol-
genden getrennt untersucht. Dann erfolgte zuerst eine Behandlung mit DTT (2 mM), um si-
cherzustellen, dass die Disulfidbricken des Konjugats komplett gespalten werden. Im An-
schluss erfolgte dann eine basische Behandlung des Lysats mit Natriumhydroxid (2 M), um das
Carbamat 183 vollstandig zu spalten und die 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenz 68 freizusetzen,
welche letztendlich Gber die HPLC-gekoppelte hochauflosende Massenspektrometrie detek-
tiert wurde. Diese Aufarbeitungsschritte wurden zur Kontrolle ebenfalls mit der Referenzver-

bindung 68 durchgefihrt.

Die Konzentrationen des freigesetzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 wurden jeweils
fir die beiden Fraktionen (Uberstand und Pellet) einzeln bestimmt. Das Muraymycin-Gu-
COSS-Konjugat T7 und das Muraymycin-KF,-Konjugat T8 zeigten jeweils im Vergleich zur ge-
testeten Muraymycin-Referenzverbindung 68 eine erhdhte Konzentration des freigesetzten
Muraymycin-Analogons 68 nach Aufarbeitung des Lysats (siehe Tabelle 4.16). Fir das
Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 wurde im Uberstand eine stark erhéhte Konzentration im
Vergleich zu dem Muraymycin-KF,-Konjugat T8 gemessen. Die gefundenen Konzentrationen

im Pellet sind flr beide Konjugat-Verbindungen identisch.

Das Silsesquioxan GuCOSS und das zellpenetrierende KF,-Peptid sind hochgeladene Strukturen
und kdnnen an der Zellmembran akkumulieren. Mit diesem Assay ist daher keine Aussage dar-
Uber moglich, ob die Verbindungen wirklich in die Zelle vorgedrungen sind, oder sich nur an
der MembranauBenseite akkumuliert haben. Es lasst sich jedoch mit Sicherheit feststellen,
dass durch die Konjugation des Muraymycins an GuCOSS beziehungsweise an das KF,-Peptid
die Konzentration des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 an der Zelle erheblich gesteigert
wurde und damit wahrscheinlich auch eine erhéhte Aufnahme in die bakterielle Zelle statt-
fand. Vor Allem fiar das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 sind die Ergebnisse dieses Zellauf-

nahme-Assays sehr vielversprechend.
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Tabelle 4.16 Zusammenfassung der Zellaufnahme-Daten der Konjugate T7, T8 und der

Muraymycin-Referenzverbindung 68. Proben-Konzentrationen von 68 nach Aufarbeitung.

Verbindung T7 T8 68
Pellet Konz. 6.5+ 0.3 uM 6.3+1.8 uM
Uberstand Konz. 23+3uM 9.7 + 1.4 uM )
Gesamt-Zell-Konz. 29 +3 uM 16 £+ 4 uM 88+ 15 nM
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4.6.2 SAR-Studie der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga

Der Einfluss der mittleren Aminosdure der Muraymycin-Peptidkette und ihrer Modifikationen
in der Seitenkette auf die Target-Interaktion mit MraY sollte ebenfalls genauer untersucht
werden. Neben der Bestimmung der ICso-Werte gegen MraY wurden zudem die antibakteriel-
len Aktivitaten dieser SAR-Verbindungen gegen die beiden E. coli-Stamme getestet, da durch

eine Zunahme der Lipophilie auch eine verbesserte Zellaufnahme zu erwarten ist.

Zur vollstandigen Diskussion in dieser SAR-Studie erfolgt die Einbeziehung einiger bereits dis-

kutierter Verbindungen aus Kapitel 4.6.1.
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Abb. 4.64 Ubersicht der zur Durchfiihrung der SAR-Studie hergestellten 5'-Desoxy-Muraymycin-

Analoga.
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4.6.2.1 Vergleich und Diskussion der inhibitorischen Aktivitdt gegen MraY

Interessant ist, dass das Muraymycin-Analogon mit dem freien Amin 87 und die acetylierte
Variante 88 keine nennenswerte Aktivitdt am Target mehr aufwiesen (I1Cso >100 uM). Dies ist
insofern erstaunlich, da nur sehr kleine Anderungen in der Struktur im Vergleich zur Referenz-
verbindung 68 vorlagen. Diese Befunde sind auch im Einklang mit dem von K. Leyerer durch-
gefihrten Alanin-Scan. Hier wurde auch ein starkes Absinken der Aktivitdat durch den Einbau
von L-Alanin an dieser Position beobachtet (1Cso: 94 + 40 pM).12%3! Die zu dem Muraymycin 87
analoge Verbindung 89 mit noch vorhandener Cbz-Schutzgruppe an dem Amin der Seitenkette
zeigte dagegen mit einem ICso-Wert von 19 £+ 4 uM wieder eine deutlichere Hemmung von

Mray.

Zur weiteren Untersuchung wurden unterschiedliche Kettenlangen an dieser Position als Sei-
tenketten eingefiihrt. Die ICso-Werte zeigten eine eindeutige Korrelation der inhibitorischen
Aktivitat mit zunehmender Kettenlange der lipophilen Seitenkette. So wurden bei dem
Muraymycin-Analogon 90 ein ICso-Wert von 915 + 78 nM, bei dem Muraymycin-Analogon 91
ein Wert von 69 + 6 nM und bei dem Muraymycin-Analogon 92 ein Wert von 30 £ 3 nM be-
stimmt. Eine Erhohung der Seitenkettenlange um zwei CH,-Einheiten von Verbindung 90 zu 91
fihrte zu einer Steigerung der Aktivitdt um einen Faktor von 13 und bestatigt damit die bishe-
rigen Vermutungen Uber den Einfluss der lipophilen Seitenkette. Eine weitere Verlangerung
der Kettenlange um eine CH,-Einheit bei dem Muraymycin-Analogon 92 fiihrte nochmals zu
einer Verdopplung der Aktivitdt verglichen mit dem Muraymycin-Analogon 91. Ein Vergleich
zwischen dem Muraymycin-Analogon 91 und dem Muraymycin-Analogon 61 zeigte, dass ein
Austausch der endstindigen CHs-Gruppe gegen ein Thiol keine Anderung auf die Aktivitit der

Struktur gegen MraY hat.

Die zu 61 analoge Struktur mit noch vorhandener S-Trityl-Schutzgruppe, also das Muraymycin-
Analogon 94, wurde ebenfalls in dieser Reihe untersucht. Mit einem gemessenen ICso-Wert
von 34 + 4 nM war diese Verbindung 94 sogar doppelt so aktiv gegenliber MraY wie das
Muraymycin-Analogon 61 ohne S-Trityl-Modifikation. Im Vergleich zu den anderen Verbindun-
gen flhrte hier die Seitenkette mit dem groRen terminalen aromatischen System zu einer noch

unbekannten Wechselwirkung mit MraY.

Ein weiterer Vergleich des lipophil modifizierten Muraymycin-Analogons 90 mit der zuvor her-
gestellten Konjugat-Vorstufe, dem Muraymycin-Analogon 63, zeigte zudem auch nochmal ei-
nen deutlichen Unterschied in der Aktivitat. Die um ein terminales Alkin erweiterte Struktur

63 zeigte mit einem ICso-Wert von 4.0 £ 0.4 uM eine geringere Aktivitat als die Verbindung 90
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mit der gesattigten aliphatischen Seitenkette. Ebenfalls ist von dem bereits untersuchten
Muraymycin-Analogon 170 bekannt, dass sich die erhaltene Aktivitat durch eine weitere Ver-
langerung der Seitenkette durch eine CUAAC im Vergleich zur Vorstufe 63 nicht mehr merklich
andert. Erst bei der Einfihrung von rdumlich anspruchsvolleren Resten wie bei dem
Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1 oder dem Muraymycin-Biotin-Konjugat T11 wirkte sich

die Seitenkette negativ auf die Wechselwirkung mit MraY aus.

Im Hinblick auf die erhaltenen Ergebnisse der lipophilen Muraymycine sollte auch der Einfluss
der Amid-Bindung in der Seitenkette der mittleren Aminosaure genauer untersucht werden.
Hierzu wurde das synthetisierte Muraymycin-Analogon 93 ebenfalls in dem Assay gegen MraY
getestet. Der direkte Vergleich der Verbindung 93 zu ihrer analogen Verbindung 91 mit Amid-
Gruppe zeigte, dass eine Substitution der Amid-Bindung durch CH;-Einheiten ebenfalls zu einer
erheblichen Steigerung der inhibitorischen Aktivitat gegen MraY mit einem Faktor von 20
fihrt. Damit handelt es sich bei dieser Verbindung um den aktivsten Muraymycin-Vertreter in
dieser SAR-Studie. Diese Daten bestatigen nochmal die Relevanz einer lipophilen Seitenkette
fur eine gute Wechselwirkung mit MraY. Zudem liefern diese Ergebnisse neue Hinweise auf die
Wichtigkeit der Verknlpfungsstruktur der mittleren Aminosaure zu ihrer Seitenkette. So sind
auch Strukturkomponenten in der Seitenkette nah an der Muraymycin-Kernstruktur entschei-
dend fiir eine Wechselwirkung mit MraY. Ein Austausch zu einer lipophilen Struktur, wie sie
durch den Wechsel der Amid-Bindung zu einer reinen Alkylkette stattfand, fihrte hier zusatz-

lich zu einer Verbesserung der Aktivitat.

Tabelle 4.17 Zusammenfassung der inhibitorischen Aktivitditen der SAR-Muraymycine gegen

Mray.

Verb. 68 87 89 88 90

1IC50 MraY | 2.5+ 0.6 pM | >100uM 19+ 4 uM >100uM | 915+ 78 nM

Verb. 91 92 93 61 94

ICso MraY | 69+6nM [30%+3nM | 6.8+£03nM |68+4nM | 34+4nM

4.6.2.2 Vergleich und Diskussion der antibakteriellen Aktivitdten

Alle getesteten Muraymycin-Referenzen zeigten keine nennenswerte Aktivitat gegen E. coli
DH5a (ICso: >100 pg/mL). Gegen den Efflux-defizienten E. coli-Stamm Ato/C war jedoch fur die
5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 90, 91, 92 und 93 eine Aktivitdt feststellbar (siehe Tabelle

4.18). So nahm die antibakterielle Aktivitdt mit zunehmender Seitenkettenldnge und einer
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damit einhergehenden steigenden Lipophilie zu (90 < 91 < 92). Der aktivste Vertreter war die
Verbindung 93, welche sich von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 91 nur im Vorhanden-
sein der Amid-Verknlpfung zum Anbinden der Seitenkette unterscheidet. So zeigte das 5'-Des-
oxy-Muraymycin-Analogon 93 ohne diese Amid-Struktur einen sehr guten antibakteriellen
ICso-Wert von 0.72 £ 0.08 pg/mL (0.65 + 0.08 uM) gegen die E. coli-AtolC-Variante. Dieser Be-
fund korreliert mit den gemessenen Aktivitdten dieser 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga gegen
MraY. Die erhéhte Wirksamkeit kann einerseits durch die bessere Inhibition von MraY zu-
stande kommen. Selbst wenn nur geringe Mengen des jeweiligen Muraymycin-Analogons auf-
genommen werden, kdnnten diese schon die gefundene antibakterielle Aktivitat erklaren. An-
dererseits bedingt die gesteigerte Lipophilie dieser 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga auch eine
gesteigerte zellulare Aufnahme. Wahrscheinlicher ist jedoch ein synergistischer Effekt aus ver-
besserter Zellaufnahme und verbesserter Inhibition von MraY. Der DH5a-Stamm von E. coli
mit intaktem Efflux ist dagegen in der Lage, die Verbindungen wieder aktiv zu entfernen, bevor

sie an ihrem Target aktiv werden.

Tabelle 4.18 Zusammenfassung der antibakteriellen Aktivitditen der SAR-Muraymycine (in

[ug/mL] und [uM] in Klammern).

Verb. 68 87 89 88 90
- 47 + 30
ICso E. coli >100 >100 >100 >100
AtolC (42 + 28)
|C50 E. coli
>100 >100 >100 >100 >100
DH5a
Verb. 91 92 93 61 94
ICso E. coli 7.2+03 33+0.1 0.72 + 0.08 27+7 -
>
AtolC (6.4+03) | (2.9+0.1) | (0.65+0.08) | (23.3+5.5)
|C50 E. coli
>100 >100 >100 >100 >100
DH5a

Im direkten Vergleich des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 91 mit dem 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 61 zeigte sich, dass die terminale Thiol-Gruppe in der Seitenkette in
diesem Fall nachteilig fiir die Zellaufnahme ist. Fliir beide Muraymycine wurde ein identischer
ICso-Wert bestimmt, was den Unterschied in antibakterieller Aktivitdt ausschlieRlich auf eine
unterschiedliche Zellaufnahme zuriickfihren lasst. Durch das Vorhandensein der S-Trityl-

Schutzgruppe bei dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 94 wurde sogar ein kompletter
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Verlust der antibakteriellen Aktivitat gegen E. coli AtolC erhalten. So zeigte die Muraymycin-
Verbindung 94 weder eine Aktivitat <100 pug/mL gegen E. coli AtolC noch gegen die DH5a-Va-
riante und dies trotz der sehr guten nanomolaren Inhibition am Ziel-Enzym MraY (siehe vor-

heriges Kapitel).

4.6.3 Sonstige biologische Daten

4.6.3.1 Bestimmung der inhibitorischen Aktivitaten des Muraymycin-Biotin-Konjugats T11

gegen MraY

Fur das Muraymycin-Biotin-Konjugat T11 musste ebenfalls ein ICso-Wert gegen MraY bestimmt
werden, um dessen Fahigkeit als Sonde zur Auffindung von moglichen Off-Targets von
Muraymycinen zu validieren. Fir das Muraymycin-Biotin-Konjugat T11 wurde ein ICso-Wert
von 52 £+ 5 uM gemessen. Mit diesem Wert zeigte das Muraymycin-Biotin-Konjugat T11 jedoch
eine deutlich verschlechterte Inhibition von MraY als vergleichbare Muraymycin-Strukturen.
Die Verschlechterung der Aktivitat beruht zum Teil wahrscheinlich auch auf den hydrophilen
Eigenschaften des eingesetzten PEG-Linkers am Biotin-Baustein. Diese hydrophile Kompo-
nente der Seitenkette scheint, trotz ihrer Peripherie, Auswirkungen auf die lipophile Bindungs-
tasche von MraY zu haben. Weitere sterische Effekte, die die Inhibitionsfahigkeit des
Muraymycin-Biotin-Konjugats T11 mindern, kénnen jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.
Dennoch ist genug Target-Affinitdat vorhanden, um dieses Konjugat fir erste Versuche zum
Auffinden von potentiellen Off-Targets von Muraymycinen in einem Pull-Down-Assay einzu-
setzen. Streptavidin soll in diesem Assay als Akzeptor fiir Biotin und damit zur Isolierung der
Off-Target-Enzyme dienen. Die weiteren Untersuchungen zum Auffinden der Off-Targets mit-

tels Pull-Down-Assays werden von P. Junghanns im Rahmen seiner Dissertation durchgefiihrt.

4.6.3.2 Ergebnisse der Kooperation mit S. Van Lanen

Fir die Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Van Lanen wurden das 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 68 und die drei Harnstoffdipeptide 146, 142a und 142b synthetisiert
und zur Verfligung gestellt. Mit dem vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 wurde
untersucht, ob die Hydroxylierung des L-Leucins iber den Biosyntheseweg auch mit diesem
vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon ablduft. Das hydroxylierte Produkt dieser Um-
setzung konnte massenspektrometrisch nachgewiesen, aber auf Grund der schlechten Aus-

beute nicht isoliert werden. Die biosynthetische Hydroxylierung mit dem entsprechenden
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L-Arginin-haltigen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon konnte massenspektrometrisch ebenfalls
beobachtet werden, und in diesem Fall konnte das hydroxylierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-
logon auch isoliert werden.[*8¢1%] Dyrch die Verwendung von L-Lysin ist das stark vereinfachte
5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 strukturell weiter von den natiirlich vorkommenden Ver-
tretern entfernt als die Variante mit L-Arginin. Das Harnstoffdipeptid 146 wurde ebenfalls als
Referenzverbindung zur Aufklarung der biosynthetischen Bildung des Epicapreomycidins zur
Verfligung gestellt.[1°%

Zudem wurden fiir zuklinftige Experimente die Valin-Epicapreomycidin- und Valin-Capreomy-
cidin-Harnstoffdipeptide 142a und 142b als Referenzverbindungen im Rahmen dieser Arbeit
aus Vorstufen von M. Bischleb hergestellt und der Arbeitsgruppe von S. Van Lanen zur Verfi-

gung gestellt (siehe Kapitel 4.1.9.4).
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5. Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese und biologische Evaluation von verschiedenen
Muraymycin-Transporter-Konjugaten. In dieser Proof-of-Principle-Studie konnten drei ver-
schiedene Serien von Muraymycin-Transporter-Konjugaten hergestellt werden, die sich durch
die Position der Konjugation am Muraymycin-Grundgeriist unterscheiden. Zudem wurden in-
nerhalb der Serien zwei generelle Ansatze von Konjugationsarten verfolgt: einerseits eine
stabile Konjugation der beiden Molekiile liber ein Triazol und andererseits eine intrazellular
spaltbare Disulfid-Bindung. Mit Streptomycin, dem Enterobactin-Derivat (AcO)Entg., dem Sil-
sesquioxan GuCOSS und einem zellpenetrierenden KF,-Peptid konnten vier Konjugations-
partner fir Muraymycine zur Verbesserung der bakteriellen Zellaufnahme evaluiert werden.
Als Konjugat-Vorstufen wurden verschiedene neuartige, vereinfachte 5'-Desoxy-Muraymycin-
Analoga generiert, die ebenfalls auf ihre antibiotische Wirksamkeit untersucht wurden. Durch
die Synthese dieser Vorstufen beziehungsweise Referenzverbindungen konnten zudem zuséatz-
liche Einblicke in die Target-Interaktion zwischen den Muraymycinen und dem Enzym MraY
gewonnen werden. Im Rahmen dieser Synthesen wurde auch das neue wirksame 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 61 entdeckt. Zusatzlich hierzu wurden im zweiten Teil dieser Arbeit
weitere Seitenketten-modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga im Rahmen einer SAR-Stu-

die hergestellt und biologisch evaluiert.
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Abb. 5.1 Synthese des Nucleosid-Bausteins 33a und der (6'S)-Diamine 167 und 171.
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5. Zusammenfassung

Der Schlisselbaustein aller vereinfachten Muraymycin-Grundstrukturen ist das Nucleosid 33a.
Die Synthese des Nucleosid-Bausteins 33a erfolgte ausgehend von TBDMS-geschitztem Uridin
105 uber finf Stufen und mit einer Gesamtausbeute von 40% nach einer im Arbeitskreis etab-
lierten und bereits publizierten Synthesemethode. Die anschlieBenden reduktiven Aminierun-
gen mit dem N-Benzyloxycarbonyl-3-aminopropanal 38 und dem 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-
N-(3-oxopropyl)-L-leucinamid 45 zum jeweiligen (6'S)-Diamin 167 beziehungsweise 171, wel-
che fiir die Muraymycin-Synthesen in Lésung bendtigt wurden, erfolgten ebenfalls nach diesen

publizierten Syntheserouten. 891

OH OH

HO
o , 4 © NG
N__N, N
HO TN
2 H
RZ O o)
N

H, |R2= )- T
FZ HS

3 Stufen
ausgehend 82 81
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Abb. 5.2 Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 82, 81 und 65 in Losung.
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5. Zusammenfassung

Die Synthese des geschiitzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 in Losung fiihrte mit einer
Ausbeute von 60% Uber vier Stufen ausgehend von dem (6'S)-Diamin 167 zu dieser wichtigen

Vorstufe fir die weiteren Modifikationen in der Seitenkette am Muraymycin-Grundgerist.

Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 82 konnte ausgehend von dem (6'S)-Diamin 171 Uber
drei Stufen mit 40% Ausbeute erhalten werden. Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81

wurde mit 32% Ausbeute lber drei Stufen ausgehend von 171 erhalten.

Auch die Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93, welches fir die Durchfihrung der

SAR-Studie benétigt wurde, erfolgte in Lésung ausgehend von dem (6'S)-Diamin 167.

(0]
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NH M\/\/\/\/\/\
N™ "0 NHCbz
0 95
3% Uber vier Stufen

21%
Uber vier Stufen

0 H H 0
HO jr
0

TBDMSO  OTBDMS
39

Iz

2 TFA

NH,
93

Abb. 5.3 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93 zur Durchfiihrung der SAR-Studie.

Die lipophile Aminosdure 95 wurde in vier Stufen stereoselektiv und analog der in Vorarbeiten
etablierten Methode hergestellt.!®! Die Peptidkupplung des Aminosiure-Bausteins 95 erfolgte
mit dem Cbz-entschiitzten (6'S)-Diamin 39, gefolgt von einer erneuten Cbz-Entschiitzung und
der Peptidkupplung mit dem Harnstoffdipeptid 41. Nach globaler saurer Entschitzung wurde
damit auch das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 mit einer Gesamtausbeute von 21% Ulber
diese vier Stufen erhalten. Die Verbindung 93 stellte sich zudem mit einem ICso-Wert von
6.8 + 0.3 nM gegen MraY als der aktivste Vertreter der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga heraus,
die in dieser Arbeit hergestellt wurden. Ferner zeigte dieses lipophile 5'-Desoxy-Muraymycin-

Analogon 93 mit einem ICso-Wert von 0.72 + 0.08 pg/mL eine bemerkenswerte antibakterielle
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5. Zusammenfassung

Aktivitat gegen E. coli AtolC (siehe Tabelle 5.1). Diese Struktur bildet damit eine gute Grund-

lage fiir weitere zuklinftige Modifikationen im Rahmen von SAR-Studien.

Die zur klassischen Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga in Lésung bendtigten Harn-

stoffdipeptide wurden zuvor liber verschiedene Syntheserouten hergestellt. (8¢

1_
y NP "
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C))J\‘/NHZ RO
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///wr
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2 o /4,
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Abb. 5.4 Ubersicht der Synthesen der Harnstoffdipeptide.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit sechs Harnstoffdipeptide hergestellt. Neben den drei
Harnstoffdipeptiden 41, 84 und 83, die zur Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga
bendtigt wurden, wurden noch drei weitere Harnstoffdipeptide als Referenzverbindungen fir
die Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Van Lanen synthetisiert. Das Harnstoffdipeptid
146 wurde Uber drei Stufen mit einer sehr guten Ausbeute von 93% aus kommerziell
erhaltlichen Aminosduren hergestellt. Die beiden Harnstoffdipeptide 142a und 142b wurden
aus den von M. Bischleb hergestellten und noch vorhandenen geschiitzten Epicapreomycidin-
und Capreomycidin-Harnstoffdipeptid-Vorstufen 36a und 36b hergestellt und Uber semi-

praparative HPLC gereinigt.!?%°!
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5. Zusammenfassung
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Abb. 5.5 Festphasen-gestiitzte Synthese der Muraymycin-Analoga 68 und 65.

Neben der klassischen Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga in Lésung ausgehend von
dem Nucleosid-Baustein 33a wurde zum Aufbau der Muraymycin-Analoga auch auf eine Fest-

phasen-gestitzte Synthesemethode zuriickgegriffen. Hierbei wurde zunachst die Peptidkette
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5. Zusammenfassung

an der Festphase hergestellt und das Nucleosid 33a erst im letzten Schritt in einer reduktiven
Aminierung in Lésung zum Aufbau des Muraymycin-Grundgeriists eingesetzt.[®#1%! Dje publi-
zierte Festphasensynthese konnte in dieser Arbeit optimiert und die Aquivalente der einge-
setzten Aminosauren-Bausteine sowie der Kupplungsreagenzien reduziert werden. Die Festle-
gung auf die jeweilige Synthesemethode erfolgte aufgrund der kommerziellen Verfligbarkeit
der jeweiligen bendtigten Aminosduren sowie unter Berilicksichtigung der bendtigten Sub-
stanzmenge an der Muraymycin-Grundstruktur flr die Folgesynthesen. So war es mit der Fest-
phasensynthese moglich, die benoétigten groBeren Substanzmengen der Muraymycin-Vorstufe
65 fiir die Synthesen der Konjugate der ersten Serie und der SAR-Studie effektiver herzustel-
len. Das geschiitzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 konnte mit dieser Variante mit einer
Gesamtausbeute von 37% Uber den Festphasen-gestiitzten Ansatz hergestellt werden. Auch
das vereinfachte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68, welches als wichtige Referenzverbin-
dung und Vorstufe fir die Konjugate der zweiten Serie diente, wurde mit einer Gesamtaus-
beute von 37% liber die Festphasenroute hergestellt. Die Modifikation der N%-Position des Ly-
sins mit dem Linker 80 erfolgte in einer Stufe ausgehend von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-

logon 68 mit einer Ausbeute von 42%.

Ausgehend von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 erfolgte neben der Synthese der Sei-
tenketten-modifizierten Muraymycin-Vorstufen fiir die Konjugate der ersten Serie auch die
Synthese der zusatzlichen SAR-Verbindungen. Die verschiedenen Seitenketten wurden mittels
Peptidkupplung nach zuvor erfolgter Entfernung der Cbz-Schutzgruppe an der L-Diaminopro-
pionsdure eingefiihrt. Durch nachfolgende globale saure Entschiitzung wurden die entspre-
chenden Muraymycin-Verbindungen erhalten. Das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 89 wurde
durch globale saure Entschiitzung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65 unter Erhalt der
Cbz-Schutzgruppe an der L-Diaminopropionsaure erhalten. Das vollstdndig entschiitzte 5'-Des-
oxy-Muraymycin-Analogon 87 wurde durch einfache Cbz-Entschitzung des b5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogons 89 im Wassrigen erhalten. Die 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenzverbin-
dung 170 wurde durch CuAAC nach Einfihrung der Alkin-haltigen Seitenkette in das
Muraymycin-Analogon 63 hergestellt. Eine Ubersicht der Synthesen der 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analoga mit Variation an dem mittleren Aminosaurebaustein ist in Abbildung 5.6

dargestellt.
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5. Zusammenfassung
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Abb. 5.6 Ubersicht der Synthesen der Seitenketten-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-

loga.

Neben dem bereits bekannten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 konnten in dieser Arbeit

13 neue vereinfachte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga hergestellt werden und in einer SAR-

Studie auf ihre Wirksamkeit gegen das Zielenzym MraY untersucht werden. Die gesamten
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5. Zusammenfassung

Ergebnisse der biologischen Untersuchungen dieser Verbindungen sind in der Ubersichtsta-

belle 5.1 zusammengefasst.

Durch die erhaltenen Informationen dieser SAR-Studie konnten die bisherigen Erkenntnisse
bestatigt und auch neue Einblicke in die Target-Interaktion gewonnen werden. So wurde zum
einen der positive Einfluss durch eine lipophile Seitenkette an Position R! bestitigt, deren Fa-
higkeit zur Inhibierung von MraY mit einer zunehmenden Kettenlange korreliert. Zum anderen
konnte die neue Erkenntnis gewonnen werden, dass auch die Art der Anknlpfung der Seiten-
kette nahe am Muraymycin-Grundgerist einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitat hat.
So konnte durch das Ersetzen der Amid-Struktur durch CH,-Gruppen die Aktivitdat nochmals
erheblich gesteigert werden und mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 der aktivste
Muraymycin-Vertreter im Rahmen dieser Arbeit erhalten werden. Dieser Befund liefert damit
einen Ausgangspunkt fir weitere Optimierungen der vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-
Struktur. Auch fihrte ein Austausch der terminalen Aminosdure zu L-Cystein bei Verbindung

81 zu einer erheblichen Steigerung der Aktivitdt an MraY (siehe Tabelle 5.1).
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Abb. 5.7 Ubersicht der hergestellten Streptomycin-Derivate.
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5. Zusammenfassung

Drei modifizierte Streptomycin-Derivate wurden in dieser Arbeit als Vorstufen zum Aufbau der
Konjugate hergestellt, auch die zusatzliche Streptomycin-Referenzverbindung 156 wurde syn-
thetisiert. Zur Synthese dieser Streptomycin-Derivate wurden zunadchst die verschiedenen Lin-
ker-Strukturen mit Azid-, Thiol- und einer aktivierten Thiol-Gruppe hergestellt. Die funktionel-
len Gruppen ermoglichten die Konjugation mit den 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga. Im letzten
Schritt wurden die jeweiligen Linker-Strukturen durch Oxim-Ligation mit kommerziell erhaltli-
chem Streptomycin 152 umgesetzt. Die Streptomycin-Referenzverbindung 156 wurde durch
nachfolgende CuAAC des hergestellten Streptomycin-Derivats 60 mit dem Carbonsdureamid

155 erhalten (siehe Abbildung 5.7).

Zum Aufbau der Konjugat-Verbindungen mit einer intrazellular stabilen Triazol-Verkntpfung
wurde auf eine Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition zuriickgegriffen. Die Muraymycin-
Streptomycin Konjugate T1 (49%) und T9 (12%) wurden Uber CUAAC des Azid-modifizierten
Streptomycin-Derivats 60 mit den jeweiligen Alkin-modifizierten Muraymycinen 63 und 82 er-
halten. Das Muraymycin-Biotin-Konjugat T11 (98%) wurde ebenfalls (iber CUAAC aus dem

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 mit dem Azid-PEG3-Biotin 176 hergestellt.

Alle weiteren Konjugat-Verbindungen wurden durch Ausbildung einer Disulfidbriicke durch
Verwendung einer aktivierten Thiol-Spezies und einer freien Thiol-Komponente hergestellt.
Die einzige Ausnahme bildet hier die dimere Muraymycin-Struktur 175, welche durch intermo-
lekulare Disulfidbildung des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 mit sich selbst hergestellt
wurde (76%). Die Aktivierung der Thiol-Gruppe erfolgte innerhalb der ersten Serie in Abhan-
gigkeit von der verwendeten Transporter-Einheit. Fir das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat
T2 erfolgte die Synthese lber beide Varianten, einerseits mit einer Aktvierung durch Ald-
rithiol™-2 an Streptomycin mit dem Derivat 58 (19%), andererseits mit Aktivierung am 5'-Des-
oxy-Muraymycin-Analogon mit der Verbindung 62 (46%). Die in Kooperation mit der TU Darm-
stadt durchgefiihrten Synthesen der Konjugate T3 (54%) und T4 (35%) erfolgten ebenfalls Gber
das aktivierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62. Das Muraymycin-Enterobactin-Konjugat
T5 wurde ausgehend von dem PySS-Derivat des Enterobactin-Bausteins (AcO)Entx. 57 von
R. Zscherp an der TU Braunschweig hergestellt (17%). In der zweiten Konjugat-Serie erfolgte
die Aktivierung des Thiols ausschlieRlich am Muraymycin-Analogon in Form der Verbindung
79. Hergestellt wurden an dieser Position die spaltbaren Konjugate Muraymycin-Streptomycin
T6 (84%), Muraymycin-GuCOSS T7 (56%) und Muraymycin-KF, T8 (49%). In der dritten Serie
erfolgte der Aufbau des Muraymycin-Streptomycin-Konjugats T10 mit der aktivierten Strepto-
mycin-Spezies 58, und das intrazellular spaltbare Konjugat T10 konnte mit einer Ausbeute von

50% erhalten werden.
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5. Zusammenfassung

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit zwo6lf neuartige Muraymycin-Konjugate herge-
stellt. Neben den zehn Muraymycin-Transporter-Konjugaten wurden zudem eine dimere
Muraymycin-Struktur als Referenzverbindung und ein Muraymycin-Biotin-Konjugat herge-

stellt, welches flir weitergehende Untersuchungen zum Auffinden von Off-Targets von

Muraymycinen im Rahmen der Dissertation von P. Junghanns eingesetzt werden soll.
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Abb. 5.8 Ubersicht der hergestellten Muraymycin-Konjugate.

Die Ergebnisse der biologischen Untersuchungen aller hergestellten Referenz- und Zielverbin-
dungen auf ihre in vitro-Aktivitat gegen MraY sowie ihre antibakteriellen Daten gegen die bei-
den E. coli-Stdmme AtolC und DH5a sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst. Einige ausgewahlte

Verbindungen wurden zudem auf ihre antibakterielle Aktivitdt gegen S. aureus als Gram-
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5. Zusammenfassung

positives Pathogen untersucht (siehe Tabelle 5.2). In Tabelle 5.3 sind zudem noch antibakteri-
elle Daten des Muraymycin-Enterobactin-Konjugats T5 und der Muraymycin-Referenzverbin-

dung 61 gegen P. ageruginosa als weiteren Gram-negativen Bakterienstamm zusammengefasst.

Fir einige der hergestellten Muraymycin-Transporter-Konjugate konnte eine verstarkte
Zellaufnahme aus diesen erhaltenen Daten abgeleitet werden. So wurde fiir das Muraymycin-
Enterobactin-Konjugat T5 eindeutig eine verstarkte Zellaufnahme bei E. coli AtolC durch die
erhohte antibakterielle Aktivitat nachgewiesen. Bei dem spaltbaren Muraymycin-Streptomy-
cin-Konjugat T2 ist eine verstarkte Zellaufnahme sogar in beiden E. coli-Stammen durch die
gemessene erhohte antibakterielle Aktivitat sehr wahrscheinlich. Die Evaluation gestaltete
sich bei T2 aufgrund der antibakteriellen Aktivitdt des eingesetzten Transporter-Molekils
Streptomycins jedoch etwas schwieriger. Allerdings sprechen die vorliegenden Daten auch hier
eindeutig flr eine verstarkte Zellaufnahme durch das Konjugationsprinzip. Somit konnte durch
diese zwei Konjugate bereits ein Beweis fir die Wirksamkeit des intrazelluldr spaltbaren Kon-
jugationsansatzes erbracht werden. Die Evaluation der Zellaufnahme der weiteren Konjugate
ist weniger eindeutig, da auch hier teilweise die konjugierten Transporter-Molekiile bereits
antibakteriell gegen die getesteten Bakterienstamme aktiv sind und die durchgefiihrten anti-
bakteriellen Assays nicht ausreichend zur Untersuchung waren. Fiir einige ausgewahlte Ver-
treter der erhaltenen Konjugate wurden hierfiir noch weitergehende Untersuchungen durch-
gefuhrt. Unter Zuhilfenahme von Zellaufnahme-Assays konnte durch S. Weck fiur das
Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 und das Muraymycin-KF,-Konjugat T8 aus der zweiten Serie
jeweils eine verstarkte zelluldre Anreicherung des Muraymycins im Vergleich zu der

Muraymycin-Referenz 68 in E. coli AtolC fiir beide Konjugate nachgewiesen werden.

Aus der ersten Konjugat-Serie konnten Streptomycin und das Enterobactin-Derivat (AcO)Entk.
57 erfolgreich als Transporter eingesetzt und damit die Zellaufnahme beziehungsweise die an-
tibakterielle Wirksamkeit des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 61 gesteigert werden. Fir
zwei Vertreter aus der zweiten Serie konnte eindeutig eine zelluldre Anreicherung des 5'-Des-
oxy-Muraymycin-Analogons 68 durch den Einsatz von GuCOSS 172 und des zellpenetrierenden
KF,-Peptids 173 als Transporter-Molekiile nachgewiesen werden. Somit konnte fiir alle getes-
teten Transporter-Molekiile mindestens ein aktives Muraymycin-Transporter-Konjugat tGber
den intrazelluldr spaltbaren Ansatz hergestellt werden, welches die intrazellulare Konzentra-
tion des Muraymycin-Analogons im Vergleich zur jeweiligen Referenzverbindung erhéht und

damit die Hypothese dieser Proof-of-Principle-Studie bestatigt.
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5. Zusammenfassung

Fir die beiden stabilen Muraymycin-Streptomycin-Konjugate T1 und T9 wurde eine Abschwa-

chung der Aktivitdt gegen MraY durch die gréReren strukturellen Anderungen festgestellt. Zu-

dem konnte keine antibakterielle Aktivitat Gber diesen Ansatz nachgewiesen werden.

Tabelle 5.1 Komplettiibersicht der inhibitorischen Aktivitdten gegen MraY und der antibakteri-

ellen Daten gegen E. coli-Stamme (Serie 1 in blau, Serie 2 in griin, Serie 3 in rot, CPMs und sons-

tige SAR-Strukturen farblos).

CPM-Referenzverbindungen

ICso E. coli AtolC

ICso E. coli DH5a

Verbindung ICso MraY
[ng/mL] (uM] [ng/mL] [uM]
152 - 3.8+04 53+0.6 7.6+0.8 102
60 - 64 +3 613 >100 -
156* - 71 57 >100 -
59%** - 3.2+0.2 3.0t£0.2 5015 48+1.4
172 98 £ 57 uM 1.6+0.2 0.8+0.1 9.0t1.4 45+0.7
181 62 +21 uM 3.7+£3.2 1.8+1.6 65 + 30 31+14
173 >0.1 mM 3414 1.6 £0.7 30+ 10 14+5
SAR-Muraymycine und Referenzverbindungen
ICso E. coli AtolC ICs0 E. coli DH5a
Verbindung ICso MraY
[ng/mlL] [uM] [ng/mL] [uM]
63 4.0+£0.4 uM >100 - >100 -
170 4.2 +1.4 uM >100 - >100 =
61 68 + 4 nM 27 +7 236 >100 -
68 2.5+0.6 uM >100 - >100 -
82 3.2+ 0.5 uM >100 - >100 -
81 280+ 77 nM >100 - >100 -
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ICso E. coli AtolC ICs0 E. coli DH5a
Verbindung 1Cso MraY
[ng/mL] (uM] [ng/mL] [uM]
87 >0.1 mM >100 - >100 -
89 194 uM >100 - >100 -
88 >0.1 mM >100 - >100 -
90 915+ 78 nM 47 £ 30 42 + 28 >100 -
91 69 £ 6 nM 7.2+0.3 6.4+0.3 >100 -
92 303 nM 3.3+0.1 29+0.1 >100 -
93 6.8 £0.3 nM 0.72 £ 0.08 0.65 + 0.08 >100 -
94 34+ 4 nM >100 - >100 -
Konjugat-Verbindungen
ICso E. coli AtolC ICso E. coli DH5a
Verbindung ICso MraY
[ng/mL] (uM] [ng/mlL] [uM]
T1 18 +5 pM >100 - >100 =
T2 77 £ 6 nM 1.6+0.4 0.7+£0.2 43+2 20+1
T3 933 £ 126 nM 9.5+4 29+1.1 89+2 2.7+1
T4 113 + 14 nM 53+3 1.6 £0.9 4.7 £ 2 14+1
T5 123 + 8 nM 40+4 20+1.7 >100 =
175 27 £ 2 nM 31+6 14 +3 >100 =
T6 1.7+ 0.2 uM 26 £ 12 13+6 >100 =
T7 477 £33 nM 6.5+2.1 2.1+0.7 63 +3 20+ 1
T8 1.3+0.2 uM 6.4+3.9 2.1+1.3 44 +9 14+3
T9 13+ 2 uM >100 - >100 =
T10 1.3+£0.6 pM 734 36+2 >100 -
T11 52 +5uM - - = -

*in Wiederholungsmessungen bereits zerfallen; **mit 10% Streptomycin als Verunreinigung.
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Tabelle 5.2 Vorldufige antibakterielle Daten ausgewahlter Verbindungen gegen S. aureus.

ICs0 S. aureus Newman
Verbindung
[ng/mL] [uM]

172 12 +5 59+3
181 87 42
173 13+2 6.3+1.0
61 >100 -

T3 51+38 16 +3
T4 18 £3 5.5+0.8
T7 >100 -

T8 >50 -

Tabelle 5.3 Antibakterielle Daten ausgewahlter Verbindungen gegen P. aeruginosa.

ICs0 P. aeruginosa PAO1
Verbindung
[ng/mL]
61 >100
T5 >100

Im Rahmen der Kooperation mit S. Van Lanen wurde auch das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analo-
gon 68 fir weitere Untersuchungen des Biosyntheseweges der Muraymycine bereitgestellt. So
konnte von Van Lanen et al. auch gezeigt werden, dass eine Hydroxylierung des L-Leucins an
synthetischen Analoga der natirlichen auftretenden Muraymycine stattfinden kann. Die Aus-
beute dieser biologischen Umsetzung war jedoch mit zunehmender Abweichung von den na-
tlrlichen Muraymycinen schlechter. So konnte die Hydroxylierung iber den Biosyntheseweg
des vereinfachten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 68 am L-Leucin noch massenspektromet-
risch nachgewiesen, aber die Verbindung nicht in ausreichenden Mengen isoliert werden. Das

entsprechende L-Arginin-haltige 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon, welches strukturell etwas
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naher an den bekannten Naturstoffen ist, konnte dagegen in hydroxylierter Form isoliert wer-
den.['88190 Dariiber hinaus wurden die Harnstoffdipeptide 146, 142a und 142b ebenfalls als
Referenzverbindungen von Van Lanen et al. zur Aufklarung des Biosyntheseweges der

Muraymycine eingesetzt (zum Teil noch unveréffentlichte Ergebnisse).!*°%
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6 Ausblick

Auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse des intrazelluldar spaltbaren Muraymycin-
Streptomycin-Konjugats T2 sollte diese Verbindung noch genauer betrachtet und auf ihre
antibakterielle Aktivitdt gegen weitere Bakterienstimme untersucht werden. Vor Allem ist
eine Testung des Konjugats T2 sowie der anderen Konjugate mit Streptomycin gegen
Bakterienstimme mit einer ausgebildeten Resistenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika dullerst
interessant.  Auf  eine Untersuchung  mittels Zellaufnahme-  beziehungsweise
Zellanreicherungs-Assays wurde wegen der eindeutigen Ergebnisse der antibakteriellen Assays
gegen E. coli fir das Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2 hier zunachst verzichtet. Zur
Sicherung dieser Ergebnisse konnten die Zellaufnahme-Assays mit E. coli AtolC fiir einen
guantitativen Vergleich zur Aufnahme des freien Muraymycin-Analogons 61 jedoch noch
herangezogen werden. Die Zellaufnahme-Assays konnten bisher nur fiir ausgewaihlte
Verbindungen durchgeflihrt werden. Dieser Assay ist jedoch auch fiir die anderen Konjugat-
Verbindungen und deren entsprechende Referenzverbindungen von groBem Interesse. Hierfiir
musste allerdings teilweise eine Resynthese der Konjugate erfolgen. Das betrifft unter
anderem auch die Konjugate T3 und T4 aus der ersten Serie. Die erhaltenen antibakteriellen
Daten beider Verbindungen deuten teilweise auf eine verstarkte Zellaufnahme hin. Fir die
entsprechenden Konjugate aus der zweiten Serie, das Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7 und
das Muraymycin-KF,-Konjugat T8, wurde bereits eine Anreicherung in der Zelle durch die
Verwendung dieser Transporter-Einheiten nachgewiesen. Des Weiteren muss eine Anpassung
der Assay-Bedingungen individuell an die jeweiligen Substanzen erfolgen. Fiir die beiden stabil
verknipften Muraymycin-Streptomycin-Konjugate T1 und T9 konnte zwar keine
antibakterielle Aktivitat nachgewiesen werden, dieser Umstand kénnte sich jedoch auch auf
die schlechtere Inhibition von MraY zurlickfliihren lassen. Daher ware eine Durchflihrung des

Zellaufnahme-Assays auch flr diese beiden Verbindungen sinnvoll.

Auch das Muraymycin-Enterobactin-Konjugat T5 liefert mit der verstarkten Wirkung von int-
razelluldr freigesetztem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 gegen E. coli AtolC durch eine ge-
steigerte Zellaufnahme eine Bestatigung des Konjugations-Konzeptes. In Anbetracht dessen
ware eine erneute Untersuchung der bisher erfolglos gebliebenen CuAAC eines Enterobactin-
Derivates mit dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 ein interessanter Ansatz. Diese intra-
zellular nicht-spaltbare Vergleichsverbindung ware eine interessante Struktur zur biologischen
Evaluation. Eine genauere Betrachtung der Reaktionsbedingungen der CuAAC ware hierfir je-

doch erforderlich. Alternativ hierzu ware eine Synthese von zwei neuen Muraymycin-
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Enterobactin-Konjugaten innerhalb der dritten Serie interessant. Mit dem 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 81 wird zwar nicht die Aktivitdt des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons
61 der ersten Serie erreicht, dennoch besitzt das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 eine
sehr gute inhibitorische Potenz gegenliber MraY und ware damit eine gute Ausgangsstruktur
fur ein weiteres Konjugat mit dem Enterobactin-Derivat (AcO)Entkx. 57. Die Vergleichsstruktur
Uber eine Konjugation mittels CUAAC kdnnte ausgehend von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Ana-

logon 82 erfolgen.

Mit der Einfihrung weiterer Transporter-Einheiten innerhalb der dritten Konjugat-Serie
konnte diese Serie noch erweitert werden. Eine Aktivierung der Thiol-Gruppe am L-Cystein mit
Aldrithiol™-2 ware eine denkbare Option, um weitere Konjugate an dieser Position einfacher
zuganglich zu machen. Mit dieser Modifikation kénnten beispielsweise bereits vorhandene
Bausteine wie GuCOSS 172 oder das zellpenetrierende KF,-Peptid 173 auch leicht an dieser

Position konjugiert werden.

Allgemein ist eine Konjugation weiterer Transporter-Einheiten durch den modularen Ansatz
denkbar und auch leicht zuganglich. Beispielsweise konnen weitere zellpenetrierende Peptide
mit Cystein oder Azid-Modifikationen getestet werden. Ein verstarkter Fokus auf duale Wirk-
stoffe durch Kupplung an weitere Antibiotika, wie zum Beispiel entsprechend modifizierte Po-
lymyxine, kdnnte darlber hinaus ein viabler Ansatz flir weitere vielversprechende Konjugat-

Strukturen sein.

Ausgehend von dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 kdnnten zudem weitere wichtige
Verbindungen durch Variation des Lysin-Amins der Seitenkette hergestellt werden. Hier ist vor
Allem auch eine Referenzverbindung fiir die Konjugate der zweiten Serie interessant. Das in-
termediar entstehende Carbamat 183 wurde in den bisherigen Stabilitdtstests zwar qualitativ
nachgewiesen, konnte mangels einer Referenzverbindung jedoch nicht quantitativ bestimmt
werden. Mit der hergestellten Referenzverbindung ware die Bestimmung der Aktivitdt im
MraY-Assay moglich und genauere Tests zur Stabilitat dieser Verbindung wirden mehr Auf-

schluss liber das intrazelluldare Verhalten dieser Konjugate geben.

Ein weiterer Punkt zum Aufbau einer vierten Konjugat-Serie ware durch eine Modifikation des
Muraymycins an der terminalen Carboxylgruppe des L-Valins moéglich. Hier kann durch Peptid-
kupplung ein weiterer Ankerpunkt flir eine Konjugation mit einem Alkin oder Thiol realisiert
werden (siehe Abbildung 6.1). Erste Vorversuche fir eine Alkin-Modifikation an dieser Position

wurden bereits von T. Betzholz im Rahmen eines Vertiefungspraktikums durchgefiihrt. Dieser
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Ansatz wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiterverfolgt, konnte jedoch fiir zu-

kiinftige Untersuchungen neuer Konjugate ebenfalls ein guter Ansatzpunkt sein.
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Abb. 6.1 Synthese moglicher geschiitzter 5'-Desoxy-Muraymycin-Vorstufen einer vierten Konju-

gat-Serie.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten SAR-Studie liefern eine Grundlage fiir weitergehende Un-
tersuchungen. Ausgehend von dem aktivsten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 der durch-
geflihrten SAR-Studie sind noch weitere Modifikationen an der Struktur zur Verbesserung der
Aktivitat denkbar. So kann das Muraymycin-Analogon 93 abseits der SAR-Studie auch als Aus-
gangspunkt fir weitere Konjugate dienen. Eine Modifikation an der N®-Position des L-Lysins ist
hier analog der zweiten Konjugat-Serie moglich. Zur weiteren Optimierung der Muraymycin-
Grundstruktur ist bereits bekannt, dass mit einem Wechsel von L-Lysin zu L-Arginin oder zu
dem in den Naturstoffen vorkommenden Epicapreomycidin eine deutliche Steigerung der In-
hibition von MraY moglich ist. Gemessen am Syntheseaufwand des Epicapreomycidin-Bau-
steins und in Relation zu dem erwarteten Aktivitatsgewinn ist L-Arginin hier die bessere Wahl.
Zusatzlich ware ein Austausch der terminalen Aminosdure zu L-Cystein ein interessanter An-
satz. Zum einen wurde bei dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 mit terminaler L-Cystein-
Gruppe ebenfalls eine starke Steigerung der Aktivitdat an MraY beobachtet, zudem steht mit
dieser Aminosdure erneut ein Ankerpunkt fiir eine spaltbare Konjugation in einem Arginin-
haltigen Muraymycin-Analogon zur Verfigung. Mit der Verwendung von L-Arginin und L-Cys-

tein kdnnte eine hochpotente Ausgangsverbindung entstehen, die bereits intrinsisch in der
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Lage sein konnte, die Zellwand in einem gesteigerten Male zu liberwinden und zudem sehr

aktiv das Target MraY inhibiert (siehe Abbildung 6.2).

H H HN /\/\ N\
HO NN N
hig N
o} o}
H,N” N <2 TFA
H

184
Abb. 6.2 Auf Basis der SAR-Daten vorgeschlagene 5'-Desoxy-Muraymycin-Struktur 184.

Durch eine zusatzliche Konjugation an ein Transporter-Molekil kdnnte die Zellaufnahme die-
ser vorgeschlagenen Muraymycin-Struktur 184 nochmals gesteigert werden. Hier ist auch in-
teressant, inwieweit die Zellaufnahme eines bereits relativ lipophilen Muraymycin-Analogons
durch eine Konjugation an beispielsweise Streptomycin oder Enterobactin tiberhaupt noch ge-
steigert werden kénnte. Ahnlich zu diesem Ansatz kdnnte auch eine Modifikation mit POM-
Gruppen nach D. Wiegmann an dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93 stattfinden, um ein

zur Zellaufnahme fahiges Muraymycin-Prodrug zu erhalten.

Im Rahmen der SAR-Studie kdnnen ausgehend von der Struktur 64 noch langere lipophile Reste
in die Seitenkette eingefiihrt werden (siehe Abbildung 6.3). Hier ist der Einfluss einer weiteren
Verlangerung der Seitenkette noch nicht ganz geklart. Ein weiterer interessanter Ansatz ware
zudem die Synthese von Muraymycin-Analoga mit verzweigten gesattigten Alkyl-Seitenketten.
Diese Strukturen waren ausgehend von dem DAP-haltigen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 64
durch Peptidkupplung mit entsprechenden Carbonsduren schnell zuganglich. Mit dem 5'-Des-
oxy-Muraymycin-Analogon 93 als Vorlage lassen sich auch hier Modifikationen vornehmen
(siehe Abbildung 6.3). Vor Allem ware hier eine Verzweigung der Seitenkette mit einer groRe-
ren lipophilen Gruppe nahe am Muraymycin-Gerist auf der Grundlage der bisherigen SAR-
Daten genauer zu untersuchen. Hierzu ware erneut die Synthese und der Einbau von neuen
nicht-proteinogenen Aminosauren mit verzweigten Seitenketten direkt in das Muraymycin-
Grundgerist interessant. Die Synthese dieser Aminosaure-Bausteine kénnte auf Grundlage der

Herstellung der Aminosaure 95 erfolgen. Dieser Ansatz wéare jedoch mit einem erheblichen
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synthetischen Mehraufwand im Vergleich zu den einfachen Modifikationen ausgehend von
dem 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 64 verbunden. Auch ware eine der Muraymycin-Verbin-
dung 61 dhnliche Struktur ohne Amid-Bindung in der Seitenkette, und damit einer wahrschein-
lich gesteigerten Aktivitat gegen Mray, ein guter Ausgangspunkt fir weitere intrazellular spalt-
bare Konjugate. Mit der frihen Einflhrung einer Thiol-haltigen Aminosaure beim Aufbau des
Muraymycin-Grundgerists misste ein Wechsel der Schutzgruppen-Strategie erfolgen und bei-
spielsweise eine Fmoc-Schutzgruppe im Falle dieses Bausteins eingesetzt werden, um die Ver-
wendung von Palladium-vermittelten Schutzgruppenspaltungen zu umgehen.

)

()

1

mit x > 13

R= HN

Abb. 6.3 Mogliche Variationen am 5'-Desoxy-Muraymycin-Gerust fir weitere SAR-Studien.
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7 Experimentalteil

7.1 Allgemeines

7.1.1  Allgemeine Methoden

Luft- und wasserempfindliche Reaktionen wurden unter Schutzgas-Atmosphéare (Stickstoff
oder Argon) mit absoluten Losungsmitteln durchgefiihrt, falls nicht anders angegeben. Glas-
gerate wurden vor Benutzung unter Erhitzen in vacuo getrocknet. Stickstoff wurde tGber Oran-
gegel und Phosphorpentoxid getrocknet. Argon wurde mit einer Reinheit von 6.0 verwendet
und wurde nicht zuséatzlich getrocknet. Fiir Reaktionen bei tiefen Temperaturen wurden ent-
sprechende Kaltemischungen verwendet (Eis in Wasser, Eis mit Natriumchlorid oder flussiger

Stickstoff in Aceton).

7.1.2 Edukte und Reagenzien

Alle Chemikalien wurden von ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, GL Biochem, Iris Biotech, Car-
bolution, Merck, Roth, Sigma Aldrich, VWR und liber das Zentrale Chemikalienlager der Uni-
versitat des Saarlandes in hinreichender Qualitat bezogen und ohne weitere Reinigung einge-
setzt. Die bendétigten Vorstufen des Epicapreomycidin-Valin-Harnstoffdipeptids 36a sowie des
Capreomycidin-Valin-Harnstoffdipeptids 36b wurden von M. Bilischleb synthetisiert und waren
noch in den Bestinden des Arbeitskreises vorhanden.[??*! Das 2',3',5'-O-Tris-(tert-butyldime-

thylsilyl)-uridin 105 war ebenfalls noch aus Vorarbeiten verfiigbar.

7.1.3 Lésungsmittel

Dichlormethan (DCM), Ethylacetat (EtOAc) und Petrolether (PE) wurden in technischer Quali-
tdt bezogen und vor Benutzung destilliert. Diese Losungsmittel wurden fiir Chromatographie,

Extraktionen und Reaktionen ohne Schutzgas-Bedingungen verwendet.

Alle anderen Lésungsmittel wurden in p. a.-Qualitdt bezogen und ohne weitere Reinigung ein-

gesetzt, sofern nicht anders angegeben.

Destilliertes Wasser wurde durchgehend verwendet. Zur Probenvorbereitung an der HPLC so-
wie nach HPLC-Reinigungen wurde bidestilliertes Wasser von einem TKA-GenPure-System ver-

wendet.
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7.1.4 Absolute Losungsmittel

Aceton: Aceton wurde (iber Molekularsieb (4 A) getrocknet und gelagert.

Acetonitril (MeCN): MeCN wurde mittels einer MBRAUN MB SPS 800 getrocknet.
Dichlormethan (DCM): DCM wurde mittels einer MBRAUN MB SPS 800 getrocknet.
Diethylether (Et20): Et20 wurde mittels einer MBRAUN MB SPS 800 getrocknet.
N,N-Dimethylformamid (DMF): DMF wurde mittels einer MBRAUN MB SPS 800 getrocknet.

Dimethylsulfoxid (DMSO): DMSO wurde als absolutes Losungsmittel Giber Molekularsieb (3 A)

bezogen.
Ethylacetat (EtOAc): EtOAc wurde Giber Molekularsieb (4 A) getrocknet und gelagert.

iso-Propanol (iPrOH): iPrOH wurde als absolutes Losungsmittel tiber Molekularsieb (3 A) bezo-

gen.

Methanol (MeOH): MeOH wurde als absolutes Losungsmittel iber Molekularsieb (3 A) bezo-

gen.

tert-Butanol (tBuOH): tBuOH wurde als absolutes Losungsmittel tiber Molekularsieb (3 A) be-

zogen.

Tetrahydrofuran (THF): THF wurde mittels einer MBRAUN MB SPS 800 getrocknet und Uber

Molekularsieb (4 A) gelagert.

Triethylamin (TEA): TEA wurde entgast und tiber Molekularsieb (4 A) getrocknet und gelagert.

7.1.5 Chromatographie

Sdulenchromatographie

Zur Durchfiihrung der Saulenchromatographie wurde das Normalphasen-Kieselgel Si 60 (40-

63 um, VWR) verwendet.

Diinnschichtchromatographie

Aluminiumplatten beschichtet mit 60 F,s4 Silicagel (VWR) wurden fir die Diinnschichtchroma-
tographie zur Reaktionskontrolle und Kontrolle der Saulenchromatographie verwendet. Die
Produkt-Spots wurden mittels UV-Licht (254 nm) und/oder durch Anfirben unter Erhitzen mit
VSS-Farbereagenz (4.0 g Vanillin, 25 mL H,SO4 (konz.), 80 mL AcOH, gel6st in MeOH (680 mL))
oder Ninhydrin-Losung (0.3 g Ninhydrin, 3 mL AcOH, geldst in 100 mL 1-Butanol), detektiert.
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High Performance Liguid Chromatography (HPLC)

Die HPLC-Trennungen wurden an einem Agilent Technologies 1200 Series System mit einem
MWD-Detektor durchgefiihrt. Als Sdulen wurden eine LiChroCART® 250-10 Purospher® STAR
RP-18e (5 um, 10x250 mm) oder eine Macherey-Nagel VP 250/10 NUCLEODUR Phenyl-Hexyl

5 um-Saule verwendet.

Verwendete HPLC-Methoden:

Methode 1

Zeit [min] 0 25 32 42 45

H-0

100 60 0 0 100
+0.1% TFA [%]

MeCN

0 40 100 100 0
+0.1% TFA [%]

Flow 2.0 mL/min

Methode 2

Zeit [min] 0 15 25 30 34 45

H-.0

95 80 60 40 40 95
+0.1% TFA [%]

MeCN
+0.1% TFA [%]

Flow 2.0 mL/min

Methode 3

Zeit [min] 0 15 25 30

H->0

80 70 60 80
+0.1% TFA [%]

MeCN

20 30 40 20
+0.1% TFA [%]

Flow 2.0 mL/min
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Methode 4
Zeit [min] 0 3 5 40 45 55 60
H,0
100 100 75 75 60 30 100
+0.1% TFA [%]
MeCN
0 0 25 25 40 70 0
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 5
Zeit [min] 0 15 25 32 40 41 45
H,0
95 80 60 0 0 70 95
+0.1% TFA [%]
MeCN
5 20 40 100 100 30 5
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 6
Zeit [min] 0 15 25 32 40 41 45
H,0O
80 70 40 0 0 70 70
+0.1% TFA [%]
MeCN
20 30 60 100 100 30 30
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 7
Zeit [min] 0 15 25 32 40 41 45
H,.O
80 70 60 0 0 70 70
+0.1% TFA [%]
MeCN
20 30 40 100 100 30 30
+0.1% TFA [%]

Flow 2.0 mL/min
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Methode 8
Zeit [min] 0 3 25 32 40 41 45
H,0
100 100 20 0 0 60 100
+0.1% TFA [%]
MeCN
0 0 80 100 100 40 0
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 9
Zeit [min] 0 3 25 32 40 41 45
H,0
100 100 45 0 0 60 100
+0.1% TFA [%]
MeCN
0 0 55 100 100 40 0
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 10
Zeit [min] 0 3 25 32 40 41 45
H,0O
100 100 70 50 30 80 100
+0.1% TFA [%]
MeCN
0 0 30 50 70 20 0
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 11
Zeit [min] 0 25 32 40 41 45
H,.O
90 60 0 0 90 90
+0.1% TFA [%]
MeCN
10 40 100 100 10 10
+0.1% TFA [%]

Flow 2.0 mL/min
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Methode 12

Zeit [min]

15

25 30

40

42

46

49

50

H,0
+0.1%TFA [%]

95

80

60 40

40

95

95

MeCN
+0.1% TFA [%]

20

40 60

60

95

95

Flow 2.0 mL/min

Methode 13

Zeit [min]

22

23

28

30

H-,0
+0.1% TFA [%]

100

100

75

75

100

MeCN
+0.1% TFA [%]

25

25

100

100

Flow 2.0 mL/min

Methode 14

Zeit [min]

25

32

40

41

45

H.0
+0.1% TFA [%]

100

100

45

40

80

90

MeCN
+0.1% TFA [%]

55

60

95

20

10

Flow 2.0 mL/min

Methode 15

Zeit [min]

30

31

40

41

H.0
+0.1% TFA [%]

100

100

50

100

MeCN
+0.1% TFA [%]

50

100

100

Flow 2.0 mL/min
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Methode 16
Zeit [min] 0 3 25 30 32 33 40 44 45
H,0
100 100 40 25 20 0 0 100 100
+0.1% TFA [%]
MeCN
0 0 60 75 80 100 100 0 0
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 17
Zeit [min] 15 25 38 56 60
H.O
70 60 0 0 80
+0.1% TFA [%]
MeCN
30 40 100 100 20
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 18
Zeit [min] 15 25 32 40 41 50 55
H,.O
80 70 60 50 20 0 0 70
+0.1% TFA [%]
MeCN
20 30 40 50 80 100 100 30
+0.1% TFA [%]
Flow 2.0 mL/min
Methode 19
Zeit [min] 0 2 32 40 41 45
H,O
100 100 0 0 0 100
+0.1% TFA [%]
MeCN
0 0 100 100 100 0
+0.1% TFA [%]

Flow 2.0 mL/min
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7.1.6 Massenspektrometrie

Low-Resolution-Massenspektren wurden an einem Surveyor MSQ Plus Massenspektrometer
von Finnigan mit Elektrospray-lonisations-Einheit (ESI), AS3000-Autosampler und einem
UV2000-Detektor aufgenommen. Die vorgeschaltete LC-Trennung wurde mit einer Nucleodur®

100-5 Cig (5 um, 3x125 mm)-Siule durchgefihrt.

High-Resolution-Massenspektren wurden mit einem Ultimate 3000 System von Thermo Scien-
tific mit einem Dionex UltiMate 3000 UHPLC System, bestehend aus Autosampler, Pumpe, Sau-
len-Einheit, DAD-Detektor und einer Thermo Scientific Q Exactive OrbiTrap aufgenommen. Als
Sédule wurde eine Thermo Accucore™ Phenyl-X (2.1 um, 3x100 mm) verwendet. Die hochauflo-

senden Massenspektren wurden von Stefanie Weck oder Dr. Stefan Boettcher aufgenommen.

7.1.7 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden mit den folgenden NMR-Spektrometern von Bruker aufgenommen:

Avance | und /Il 500 oder Avance DRX 500 (mit TCl-Kryoprobenkopf): *H-NMR-Spektren bei
500 MHz und 3C-NMR-Spektren bei 126 MHz.

Avance Il 400: *H-NMR-Spektren bei 400 MHz, *F-NMR-Spektren bei 376 MHz und 3'P-NMR-
Spektren bei 162 MHz.

Fourier 300: 'H-NMR-Spektren bei 300 MHz und *C-NMR-Spektren bei 76 MHz.

Die chemischen Verschiebungen 6 sind in [ppm] angegeben und zu dem jeweiligen Losungs-
mittel-Signal referenziert. Die Kopplungskonstanten J sind in [Hz] angegeben. Zur Kennzeich-
nung der Multiplizitaten wurden folgende Abklirzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett),
t (Triplett), g (Quartett), quin (Quintett) und m (Multiplett) sowie deren Kombinationen. Die
Kennzeichnung diastereotoper Protonen erfolgte durch ein tiefgestelltes ,a" fiir das Hochfeld-
verschobene und ,b" fiir das Tieffeld-verschobene Signal. Zur vollstandigen Zuordnung der
Signale wurden zusitzliche *H,*H-COSY-, 'H,*3C-HSQC-, H,*C-HMBC- und 'H,*H-TOCSY-Spek-
tren herangezogen. Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen, sofern nicht
anders deklariert. Bei zu geringen Signal-Rausch-Verhaltnissen wurde zur Detektion der Sig-

nale auf die 2D-NMR-Spektren zurlickgegriffen.
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7.1.8 IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden mit einem Fourier-Transformations-Infrarot-(FTIR)-Spektrometer AL-
PHA mit einer PlatinumATR®-Einheit der Firma Bruker aufgenommen. Die Wellenzahlen ¥ sind

in [cm™] angegeben.

7.1.9 UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS-Spektren wurden mit einem Cary Series 100 UV-Spektrometer von Agilent Techno-
logies aufgenommen. Die Messungen wurden (ber einen Bereich AA von 800 nm bis 200 nm

durchgefiihrt. Die Maxima Amax der Absorptionssignale wurden in [nm] angegeben.

7.1.10 Polarimetrie

Die Drehwerte wurden mit einem KRUSS P3000-Polarimeter und einer Kiivette der Linge

| =1dm bestimmt. Alle Drehwerte wurden mit einer Natriumdampflampe (A =589 nm) bei

Raumtemperatur gemessen. Die spezifischen Drehwerte sind in [g'_%l] angegeben.
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7.2 Synthesen

7.2.1 Synthese von Reagenzien und Bausteinen
7.2.1.1 Synthese von 2-lodoxybenzoesaure IBX 101

3 |2'|0\|//o

4
\
o]
5 1

& 0

101
Oxone® (55.8 g, 91.5 mmol, 3.0 Aq) und 2-lodbenzoesiure 100 (7.50 g, 30.2 mmol, 1.0 Aq)
wurden in Wasser (275 mL) vorgelegt und 2 h bei 80 °C gerihrt. Es wurde auf 5 °C gekiihlt, die
entstandene Suspension filtriert und der Rickstand mit Wasser (2x100 mL) und Aceton

(2x100 mL) gewaschen. Die Titelverbindung 101 wurde im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 4.22 g (15.1 mmol, 50%) als leicht beiger Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 7.84 (td, J=7.3 Hz, J=0.6 Hz, 1 H, 5-H), 8.00 (td,
J=7.3Hz,J=13Hz,1H,4-H),8.03(dd,J=7.4Hz,J=1.1Hz,1H,6-H),8.15(d,/=7.9Hz,1H,
3-H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 124.98 (C-3), 130.06 (C-6), 131.43 (C-1), 132.92
(C-5), 133.35 (C-4), 146.54 (C-2), 167.45 ((C=0)O0).

C/Hs104 (280.02)

7.2.1.2 Synthese des Cbhz-geschiitzten Phosphonats 30

Synthese von Methyl-2-methoxy-N-benzyloxycarbonylglycinat 103[19419%]

qm
O OMe

6 J\ 1_OMe
H (0]
5 3

103
Glyoxalsdure-Monohydrat 102 (12.5g, 136 mmol, 1.1 Aq) und Benzylcarbamat (18.5 g,
122 mmol, 1.0 Aq) wurden in abs. Diethylether (120 mL) vorgelegt und fiir 17 h bei Raumtem-
peratur gerihrt. Die erhaltene Suspension wurde unter reduziertem Druck auf ein Volumen

von ungefdahr 60 mL eingeengt und mit auf 0 °C gekihltem Diethylether (2x15 mL) gewaschen.

Nach Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem Druck wurde der erhaltene farblose

Feststoff in abs. Methanol (120 mL) geldst, auf 0 °C gekihlt und nach Zugabe von konz.
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Schwefelsdure (3.8 mL, 68 mmol) fir 7 d bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung
wurde langsam in eine gesattigte, wassrige und auf 0 °C gekiihlte Natriumhydrogencarbonat-
Losung (400 mL) gegeben. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (5x200 mL) extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen lber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungs-
mittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Petrolether (150 mL) aufge-
nommen und fiir 30 h auf 0 °C gekiihlt. Die erhaltene Suspension wurde filtriert und der Riick-
stand mit auf 0 °C gekihltem Petrolether (2x25 mL) gewaschen. Das Losungsmittel des Filtrats

wurde unter reduziertem Druck entfernt.
Ausbeute: 26.5 g (105 mmol, 86%) eines farblosen Feststoffes.

1H-NMR (500 MHz, CD;0D): & [ppm] = 3.37 (s, 3 H, 1"-H), 3.76 (s, 3 H, COOCH3), 5.13 (s, 2 H,
1'-H), 5.23 (s, 1 H, 2-H), 7.28-7.39 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = 53.19 (COOCH3), 55.98 (C-1"), 68.11 (C-1'), 82.20 (C-2),
128.92 (C-3'), 129.09 (C-7'), 129.30 (C-5'), 129.58 (C-4'), 129.65 (C-6'), 138.04 (C-2'), 158.36
(NC(=0)0), 169.92 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 276.00 [M+Na]"*.

C12H1sNOs (253.25)

Synthese von Methylester-Phosphonat 10419519

"
OMe .
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R
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5' 7'
g 104

Methyl-2-methoxy-N-benzyloxycarbonylglycinat 103 (26.5 g, 105 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs.
Toluol (90 mL) vorgelegt und auf 80 °C erwarmt. Unter Rihren wurde tropfenweise Phos-
phor(lll)-chlorid (10.0 mL, 115 mmol, 1.1 Aq) zugegeben und nach vollstdndiger Zugabe fiir 4 h
unter Rickfluss geriihrt. Nach Zugabe von Trimethylphosphit (13.9 mL, 118 mmol, 1.1 Aq)
wurde fiir weitere 2 h unter Riickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem
Druck entfernt, der Rickstand in Ethylacetat (400 mL) geldst und mit gesattigter, wassriger
NaHCOs-L6sung (3x150 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde lber Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene farb-
lose Feststoff wurde zerkleinert, in n-Hexan suspendiert und fir 45 min bei Raumtemperatur
gerihrt. Es wurde filtriert und der Riickstand mit n-Hexan gewaschen. Das Produkt 104 wurde

nach Trocknen im Vakuum ohne weitere Reinigung erhalten.
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Ausbeute: 11.4 g (34.5 mmol, 33%) als farbloser Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] =3.70 (d, 3Jup = 11.0 Hz, 3 H, 1'"-H.), 3.74 (d, 3Jup = 11.7 Hz,
3 H,1"-Hp), 3.74 (s, 3 H, COOCH3), 4.85 (dd, J = 22.4 Hz, J = 9.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.03-5.07 (m, 2 H,
1'-H), 5.55 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 2-NH), 7.20-7.30 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 51.02 (d, YJcp = 147.5 Hz, C-2), 53.35 (COOCHs), 53.98 (d,
2Jep = 6.4 Hz, C,-1"), 54.13 (d, %Jcp = 6.4 Hz, C,-1"), 67.62 (C-1'), 128.12 (C-3', C-7'), 128.32
(C-5'), 128.53 (C-4', C-6'), 135.79 (C-2'), 155.56 (d, 3Jcp = 7.3 Hz, NC(=0)0), 167.17 (C-1).

31p_NMR (202 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 18.33.
MS (ESI*): m/z = 332.10 [M+H]*, 354.00 [M+Na]*.

C13H1sNO,P (331.26)

Synthese von tert-Butylester-Phosphonat 301*°”
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Der erste Teil dieser Reaktionssequenz wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefiihrt.
N-(Benzyloxycarbonyl)-2-(dimethylphosphinyl)-glycinmethylester 104 (11.4g, 34.5 mmol,
1.0 Aq) wurde in 1,4-Dioxan (15 mL) suspendiert und auf 10 °C gekiihlt. Es wurde eine wiéssrige
Natriumhydroxid-Lésung (2 M, 17.9 mL, 35.8 mmol, 1.0 Aq) langsam zugegeben und nach voll-
standiger Zugabe fiir 45 min bei 10 °C geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0 °C gekiihlt,
der pH-Wert mit wassriger HCI-L6sung (6 M) auf circa 2 eingestellt und Wasser (50 mL) als
auch Ethylacetat (100 mL) zugegeben. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (4x75 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen lber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das

Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.

Das erhaltene Zwischenprodukt wurde in abs. Dichlormethan (75 mL) und abs. tert-Butanol
(250 mL) geldst, mit Molekularsieb (3 A und 4 A) versetzt und fiir 3.5 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach Zugabe von N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin (10.0 g, 40.4 mmol,
1.2 Aq) wurde fiir weitere 21.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde Giber Celite® filtriert,
mit Ethylacetat (4x200 mL) gewaschen und das Losungsmittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Der erhaltene orangene Riickstand wurde in Ethylacetat (500 mL) gelést und nachfol-
gend mit auf 0 °C gekihlter wassriger HCI-Lésung (0.5 M, 3x80 mL) und gesattigter wassriger

NaHCOs-Losung (2x100 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat
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getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach saulen-
chromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE:EtOAc 1:1) wurde die Titelverbindung 30 er-
halten.

Ausbeute: 5.90 g (15.8 mmol, 46%) als farbloser Feststoff.

DC: Ry =0.12 (PE:EtOAc 1:1).

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 6 [ppm] = 1.42 (s, 9 H, OC(CHs)s), 3.69 (d, 3Jup = 11.0 Hz, 3 H,
1"-H.), 3.70 (d, 3Jup = 11.0 Hz, 3 H, 1"-Hy), 4.67 (dd, Yup = 23.6 Hz, J = 9.1 Hz, 2 H, 2-H), 5.08 (s,
2 H, 1'-H), 7.28-7.41 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H), 8.19 (dd, J=9.3 Hz, J=2.0 Hz, 1 H,
NH).

13C.NMR (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 27.47 (OC(CHs)s), 52.67 (d, Yep = 147.5 Hz, C-2),
53.46 (d, %Jcp = 7.3 Hz, C,-1'""), 53.56 (d, %Jcp = 6.4 Hz, Cy-1"), 65.98 (C-1'), 82.28 (OC(CHs)s3),
127.68 (C-3', C-7'), 127.86 (C-5'), 128.32 (C-4', C-6'), 136.70 (C-2"), 156.13 (d, 3Jcp = 9.2 Hz,
NC(=0)0), 165.51 (d, %Jcp = 2.8 Hz, C-1).

31P-NMR (202 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 19.43.

MS (ESI*): m/z = 374.1 [M+H]".

C16H24NO;P (373.34)

7.2.1.3 Synthese des Nucleosid-Bausteins 33a

Synthese von 2',3'-0-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 106
o]

3
5| 4"NH
2
)
o0 N’go
o}
4 1
3 2
TBDMSO  OTBDMS

106

HO_5

2',3',5'-0-Tris-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 105 (14.2 g, 24.2 mmol) wurde in THF (200 mL)
vorgelegt und auf 0 °C gekuhlt. Nach tropfenweiser Zugabe einer 1:1-Mischung aus TFA und
Wasser (130 mL) wurde fiir 8 h bei 0 °C gerihrt. Der pH-Wert wurde mit gesattigter wéassriger
NaHCOs-Losung auf circa 8 eingestellt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Ethylacetat (800 mL)
versetzt, die organische Phase mit gesattigter wassriger NaHCO;-Losung (2x300 mL) gewa-
schen, tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel wurde die Titelverbindung

106 erhalten (DCM:EtOAc 3:1).
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Ausbeute: 7.29 g (15.4 mmol, 64%) eines farblosen Feststoffes.
DC: Rf=0.19 (DCM:EtOAc 3:1).

1H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = -0.03 (s, 3 H, SiCHs), 0.02 (s, 3 H, SiCHs), 0.08 (s, 3 H,
SiCHs), 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.83 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.89 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 3.54-3.59 (m, 1 H,
5'-H,), 3.63-3.68 (m, 1 H, 5'-Hy), 3.88 (q, /= 3.0 Hz, 1 H, 4'-H), 4.14 (dd, J = 4.3 Hz, J = 3.0 Hz,
1H, 3'-H), 4.25 (dd, J = 6.0 Hz, J = 4.4 Hz, 1 H, 2'-H), 5.25 (bs, 1 H, 5'-OH), 5.68 (d, J = 8.2 Hz,
1H, 5-H),5.81 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, 1'-H), 7.93 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = -5.06 (SiCH3), -4.89 (SiCHs), -4.78 (SiCHs), -4.65
(SiCHs), 17.59 (SiC(CHs)s), 17.73 (SiC(CHs)s), 25.57 (SiC(CHs)s), 25.70 (SiC(CHs)s), 60.39 (C-5'),
71.90 (C-3'), 74.52 (C-2'), 85.50 (C-4'), 86.84 (C-1'), 102.00 (C-5), 140.32 (C-6), 150.77 (C-2),
163.06 (C-4).

MS (ESI*): m/z = 473.16 [M+H]*, 496.20 [M+Na]".

C21H4oN206Si> (472.73)

Synthese von 2',3'-0-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-aldehyd 29

TBDMSO OTBDMS
29

2',3'-0-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin 106 (3.38 g, 7.15 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs. Ace-
tonitril (75 mL) vorgelegt und nach Zugabe von 2-lodoxybenzoesadure 101 (4.00 g, 14.3 mmol,
2.0 Aq) fiir 2 h bei 90 °C geriihrt. Nach Kiihlen auf 0 °C wurde filtriert und der Riickstand mit
Ethylacetat (2x50 mL) gewaschen. Das Lésungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt.
Auf Grund der bekannten Instabilitat des Uridin-5'-Aldehyds 29 wurde zur Produktidentifika-
tion lediglich ein H-NMR-Spektrum aufgenommen und das Produkt umgehend in der nichsten

Reaktion ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt.
Ausbeute: 3.36 g (7.14 mmol, quant.) als farbloser Feststoff.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.02 (s, 3 H, SiCHs), 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.13 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCH3), 0.87 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 4.29 (dd, J = 4.3 Hz,
J=3.5Hz, 1 H, 3'-H), 4.33 (dd, J=5.4 Hz, J= 4.1 Hz, 1 H, 2'-H), 4.56 (d, J = 3.5 Hz, 1 H, 4'-H),
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5.75(d,J=5.7 Hz, 1 H, 1'-H), 5.82 (dd, J = 8.2 Hz, J = 2.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.71 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
6-H), 8.44 (s, 1 H, NH), 9.82 (s, 1 H, 5'-H).

MS (ESI*): m/z = 471.03 [M+H]*.

C21H3sN»06Si> (470.73)

Synthese der Z-Didehydro-Nucleosyl-Aminosdure 31
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Kaliumhexamethyldisilazan (5 M in Toluol, 9.20 mL, 4.58 mmol, 0.8 Aq) wurde in abs. THF
(50 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekihlt. Nach Zugabe des Phosphonats 30 (1.71 g, 4.58 mmol,
0.8 Agq) wurde fiir 20 min geriihrt. 2',3'-0O-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-uridin-5'-aldehyd 29
(2.70 g, 5.74 mmol, 1.0 Aq) wurde, geldst in abs. THF (50 mL), tropfenweise bei -78 °C zugege-
ben. Nach vollstandiger Zugabe wurde fir 21 h unter langsamem Erwarmen auf Raumtempe-
ratur geriihrt. Nach Zugabe von Methanol (5 mL) und Verdinnen mit Ethylacetat (200 mL)
wurde mit halb-gesattigter wassriger Natriumchlorid-Losung (2x300 mL) gewaschen, im An-
schluss liber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das Produkt 31 wurde nach sdaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel er-
halten (PE:EtOAc 3:2).

Ausbeute: 2.21 g (3.08 mmol, 67%) als farbloser Feststoff.

DC: R = 0.25 (PE:EtOAc 3:2).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCH3), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H,
SiCH3), 0.12 (s, 3 H, SiCHs), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.49 (s, 9 H,
OC(CH3s)s), 3.96 (dd, J=6.3 Hz, J=4.1 Hz, 1 H, 3'-H), 4.35 (t, J=3.6 Hz, 1 H, 2'-H), 4.88 (dd,
J=7.6 Hz, J=6.3 Hz, 1 H, 4'-H), 5.15 (s, 2 H, Cbz-1-H), 5.59 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, 1'-H), 5.74 (d,
J=8.2Hz,1H,5-H),6.27(d, J=7.9 Hz, 1 H, 5'-H), 6.75 (bs, 1 H, 6'-NH), 7.29 (d, /= 7.9 Hz, 1 H,
6-H), 7.31-7.40 (m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 8.44 (bs, 1 H, 3-NH).
13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = -4.86 (SiCH3), -4.81 (SiCH3), -4.50 (SiCH3), -4.42 (SiCH3),
18.02 (SiC(CHs)s), 18.11 (SiC(CHs)s), 25.77 (SiC(CHs)s), 25.84 (SiC(CHs)s3), 27.85 (OC(CHs)s),
67.53 (Cbz-C-1), 74.65 (C-2'), 76.06 (C-3'), 79.24 (C-4'), 82.68 (OC(CHs)s3), 92.85 (C-1'), 102.32
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(C-5), 124.62 (C-5'), 128.16, 128.32, 128.52 (Cbz-C-3, Cbz-C-4, Cbz-C-5, Cbz-C-6, Cbz-C-7),
131.22 (C-6'), 135.75 (Cbz-C-2), 140.48 (C-6), 149.64 (C-2), 153.52 (NC(=0)0), 162.67, 162.70
(C-4, C-7").

MS (ESI*): m/z = 718.43 [M+H]*, 740.20 [M+Na]".

CasHssN306Siz (718.01)

Synthese der geschiitzten (6'S)-Nucleosyl-Aminosadure 107
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Die folgende Reaktion wurde unter Argon-Atmosphare (Ar 6.0) durchgefihrt. Z-Didehydro-Nu-
cleosyl-Aminosaure 31 (1.03 g, 1.43 mmol) wurde in abs. Methanol (12 mL, entgast) vorgelegt.
Nach Zugabe von (S,S)-Me-DUPHOS-Rh 32a (ca. 10 mg) wurde die Argon- gegen eine Wasser-
stoff-Atmosphére (H; 6.0, 1 bar) getauscht. Die Wasserstoff-Atmosphére wurde Uber einen
Zeitraum von 10 d taglich erneuert. Nach vollstandiger Reaktion wurde das Losungsmittel un-
ter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatogra-
phisch an Kieselgel (PE:EtOAc 1:1).

Ausbeute: 959 mg (1.33 mmol, 93%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.20 (PE:EtOAc 3:2).

'H-NMR (500 MHz, C¢D¢): 6 [ppm] =0.00 (s, 3 H, SiCH3), 0.04 (s, 3 H, SiCHs), 0.15 (s, 3 H, SiCH3),
0.19 (s, 3 H, SiCH3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 1.00 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 1.33 (s, 9 H, OC(CH3s)3), 2.13
(ddd,J=14.8 Hz,J=11.7 Hz,J=5.4 Hz, 1 H, 5'-H,), 2.27 (ddd, J = 14.0 Hz, J = 7.8 Hz, J = 2.2 Hz,
1H, 5'-Hy), 3.76 (dd, J = 4.9 Hz, 1 H, 3'-H), 4.38-4.45 (m, 2 H, 2'-H, 4'-H), 4.61 (ddd, J = 7.9 Hz,
J=6.6 Hz, J=5.0 Hz, 1 H, 6'-H), 5.02 (s, 2 H, Cbz-1-H), 5.59 (d, J=7.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.62 (d,
J=3.2Hz,1H,1'-H"),5.73 (d, = 6.6 Hz, 1 H, 6'-NH), 7.04-7.25 (m, 6 H, 6-H, Cbz-3-H, Cbz-4-H,
Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 9.35 (s, 1 H, 3-H).

13C-NMR (126 MHz, C¢Dg): 6 [ppm] = -4.43 (SiCH3), -4.32 (SiCH3), -3.92 (SiCH3), -3.74 (SiCH3),
18.58 (SiC(CHs)s), 18.61 (SiC(CHs)s), 26.38 (SiC(CHs)s), 26.45 (SiC(CHs)s), 28.19 (OC(CHs)s),
36.92 (C-5'), 53.13 (C-6'), 67.34 (Cbz-C-1), 75.39 (C-2'), 76.26 (C-3'), 81.33 (C-4'), 82.58
(OC(CHs)s3), 93.18 (C-1'), 102.78 (C-5), 128.30, 128.50, 128.68, 128.83, 129.00 (Cbz-C-3,
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Cbz-C-4, Cbz-C-5, Cbz-C-6, Cbz-C-7), 137.41 (Cbz-C-2), 141.17 (C-6), 150.96 (C-2), 156.22 (Cbz-
C=0), 163.30 (C-4), 171.34 (C-7").
MS (ESI*): m/z = 720.40 [M+H]*.

CasHs7N304Si2 (720.02)

Synthese der (6'S)-Nucleosyl-Aminosaure 33a

3
TBDMSO OTBDMS
33a

(6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 107 (512 mg, 711 umol, 1.0 Aq) wurde in abs. i-PrOH (20 mL) ge-
I6st, mit Pd Black (ca. 5 mg) und 1,4-Cyclohexadien (660 pL, 7.00 mmol, 9.8 Aq) versetzt und
fur 1.5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Produkt 33a wurde nach Spritzenfiltration und Ent-
fernung des Lésungsmittels im Vakuum erhalten und ohne weitere Reinigung in den nachfol-
genden Reaktionen umgesetzt.

Ausbeute: 417 mg (711 umol, quant.) als farbloser Feststoff.

DC: Rf=0.27 (DCM:MeOH 96:4).

'H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.10 (s, 3 H, SiCH3), 0.11 (s, 3 H, SiCHs3), 0.12 (s, 3 H,
SiCH3), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.94 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.48 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.86 (ddd, J=14.1Hz, J=11.4Hz, J=5.4Hz, 1 H, 5'-H.), 2.12 (ddd, J = 14.0 Hz,
J=8.1Hz, J=2.5Hz, 1 H, 5'-Hy), 3.53 (dd, J =8.2 Hz, J=5.4 Hz, 1 H, 6'-H), 3.88-3.91 (m, 1 H,
3'-H), 4.13 (ddd, J = 11.1 Hz, J = 5.1 Hz, J = 2.4 Hz, 1 H, 4'-H), 4.32 (t, J = 4.3 Hz, 1 H, 2'-H), 5.74
(d,J=8.2 Hz, 1 H, 5-H), 5.77 (d, J = 4.1 Hz, 1 H, 1'-H), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 8 [ppm] = -4.97 (SiCH3), -4.88 (SiCH3), -4.52 (SiCH3), -4.17 (SiCH3),
17.94 (SiC(CHs)s), 18.01 (SiC(CHs)s), 25.74 (SiC(CHs)s), 25.80 (SiC(CHs)3), 27.95 (OC(CHs)s),
38.01 (C-5'), 53.32 (C-6'), 74.94 (C-2'), 75.23 (C-3'), 81.18 (C-4'), 81.53 (OC(CH3)3), 91.90 (C-1'),
102.13 (C-5), 140.08 (C-6), 150.11 (C-2), 163.51 (C-4), 173.91 (C-7').

MS (ESI*): m/z = 586.18 [M+H]".

C27Hs1N30,Si; (585.89)
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7.2.1.4 Synthesen der Aminopropyllinker

Synthese von N-Benzyloxycarbonyl-3,3-diethoxypropylamin 109

7 1 1 2"
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1-Amino-3,3-diethoxypropan 108 (2.20 g, 14.9 mmol, 1.0 Aq) und Triethylamin (3.50 mL,
25.1 mmol, 1.7 Aq) wurden in DCM (25 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Benzyloxycar-
bonylchlorid (2.40 mL, 16.8 mmol, 1.1 Aq) wurde tropfenweise zugegeben und das Reaktions-
gemisch im Anschluss fiir 22.5 h geriihrt und dabei langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Die
organische Phase wurde nachfolgend mit gesattigter wassriger Ammoniumchlorid-Losung
(2x30 mL), gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung (1x30 mL) und gesattigter
wassriger Natriumchlorid-Lésung (1x50 mL) gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet, die
Suspension filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 4:1).

Ausbeute: 2.73 g (9.70 mmol, 65%) als farbloses Ol.

DC: Rf = 0.25 (PE:EtOAc 7:3).

1H-NMR (500 MHz, CDCl5): & [ppm] = 1.21 (t, J=7.1Hz, 6H, 2"-H), 1.85 (dt, J=6.0 Hz,
J=6.0Hz, 2 H, 2-H), 3.32 (dt, J = 6.0 Hz, J = 6.0 Hz, 2 H, 1-H), 3.41-3.52 (m, 2 H, 1"-H,), 3.59-
3.68 (m, 2 H, 1"-Hyp), 4.56 (t, J = 5.2 Hz, 1 H, 3-H), 5.05-5.14 (m, 2 H, 1'-H), 5.16-5.25 (m, 1 H,
NH), 7.23-7.38 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 15.07 (C-2"), 33.14 (C-2), 36.96 (C-1), 61.47 (C-1""), 66.35
(C-1'), 101.69 (C-3), 127.84, 128.25, 128.28 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7'), 136.54 (C-2'), 156.36
(NC(C=0)0).

MS (ESI*): m/z = 304.05 [M+Na]*.

C1sH23NO; (281.35)
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Synthese von N-Benzyloxycarbonyl-3-aminopropanal 38

38

N-Benzyloxycarbonyl-3,3-diethoxypropylamin 109 (2.73 g, 9.70 mmol) wurde in THF (15 mL)
gelost, mit Salzsdure (1 M, 14 mL) versetzt und fiir 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Re-
aktionsgemisch wurde mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung neutrali-
siert und mit Ethylacetat (3x200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 4:1 -
> 3:2).

Ausbeute: 2.01 g (9.70 mmol, quant.) als farbloser Feststoff.

DC: R = 0.10 (PE:EtOAc 7:3).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.75 (t, J=5.7Hz, 2H, 2-H), 3.50 (dt, J=6.0Hz,
J=6.0Hz, 2 H, 3-H), 5.09 (s, 2 H, 1'-H), 5.17 (bs, 1 H, NH), 7.30-7.39 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H,
6'-H, 7'-H), 9.81 (s, 1 H, 1-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 34.45 (C-2), 44.07 (C-3), 66.74 (C-1'), 128.08 (C-3', C-7"),
128.15 (C-5'), 128.52 (C-4', C-6'), 136.35 (C-2'), 156.27 (NHC=0), 201.15 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 230.04 [M+Na]*.

C11H13NO; (207.23)

Synthese von N-(Benzyloxycarbonyl)-L-Leucin 111[*8°

11
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. L-Leucin 110
(1.00 g, 7.62 mmol, 1.0 Aq) wurde in einer 1:1-Mischung aus Wasser und Dioxan (40 mL) geldst
und auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von Natriumcarbonat (2.42 g, 22.9 mmol, 3.0 Aq) wurde
Benzyloxycarbonylchlorid (1.19 mL, 8.51 mmol, 1.1 Aq) langsam zugetropft. Nach vollstindi-

ger Zugabe wurde das Reaktionsgemisch fiir 21 h unter Erwdarmen auf Raumtemperatur
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gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde unter reduziertem Druck auf ein Volumen von circa
15 mL eingeengt und mehrfach mit Diethylether (3x20 mL) gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit Salzsdure (5 M) auf einen pH-Wert von circa 2 eingestellt und mit Ethylacetat
(3x40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber Natriumsulfat getrock-
net, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt 111 wurde

ohne weitere Reinigungsschritte in der nachfolgenden Reaktion weiter umgesetzt.

Ausbeute: 2.00 g (7.54 mmol, 99%) eines farblosen Ols.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0.97-1.02 (m, 6 H, 5-H), 1.49-1.61 (m, 1 H, 3-H.), 1.61-
1.81(m, 2 H, 4-H, 3-Hy), 4.39-4.46 (m, 1 H, 2-H), 5.13 (s, 2 H, 1'-H), 5.17 (d, / = 8.2 Hz, 1 H, NH),
7.29-7.40 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 21.70 (C-5), 22.80 (C-5), 24.75 (C-4), 41.43 (C-3), 52.34
(C-2), 67.16 (C-1'), 128.10, 128.22, 128.53 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7'), 136.08 (C-2'), 156.12
(NC(=0)0), 177.89 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 288.17 [M+Na]".

C14H1sNO; (265.31)

Synthese von 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3,3-diethoxypropyl)-L-leucinamid 11284

5
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N-(Benzyloxycarbonyl)-L-leucin 111 (1.00 g, 3.77 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs. THF (20 mL) vor-
gelegt. Nach Zugabe von 1-Hydroxybenzotriazol (530 mg, 3.92 mmol, 1.0 Aq) und N-(3-Dime-
thylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid Hydrochlorid (750 mg, 3.92 mmol, 1.0 Aq) wurde die
entstandene Suspension fiir 35 min bei Raumtemperatur geriihrt. 1-Amino-3,3-diethoxypro-
pan (600 pL, 546 mg, 3.71 mmol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (670 pL, 3.85 mmol,
1.0 Aq) wurden zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir weitere 23.5 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Es wurde mit Ethylacetat (75 mL) verdinnt und Wasser (50 mL) zugegeben. Die orga-
nische Phase wurde nachfolgend mit auf 0 °C gekihlter Salzsdure (0.5 M, 120 mL), gesattigter

wassriger Natriumhydrogencarbonat-Losung (2x100 mL) und Wasser (2x60 mL) gewaschen,

Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das LOsungsmittel unter reduziertem Druck
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entfernt. Das Produkt 112 wurde ohne weitere Reinigungsschritte in der nachfolgenden Reak-
tion weiter umgesetzt.

Ausbeute: 1.46 g (3.70 mmol, 98%) als farbloser Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0.91-0.97 (m, 6 H, 5-H), 1.18-1.24 (m, 6 H, 2"-H), 1.44-
1.54 (m, 1 H, 3-H.), 1.59-1.71 (m, 2 H, 3-Hs, 4-H), 1.76-1.86 (m, 2 H, 2'-H), 3.27-3.43 (m, 2 H,
1'-H), 3.44-3.54 (m, 2 H, 1'""-H,), 3.61-3.71 (m, 2 H, 1'""-H}), 4.10-4.17 (m, 1 H, 2-H), 4.52-4.58
(m,1H,3'-H),5.05-5.15(m, 2 H, 1""-H), 5.25 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 2-NH), 6.56-6.64 (m, 1 H, 1-NH),
7.29-7.39 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6'-H, 7"'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 15.31 (C-2'""), 21.97 (C,-5), 22.91 (C,-5), 24.65 (C-4),
32.79 (C-2'), 35.45 (C-1'), 41.99 (C-3), 53.61 (C-2), 62.01 (C,-1'"), 62.04 (Cp-1""), 66.94 (C-1"'),
102.40 (C-3'"), 128.49 (C-3", C-7"), 128.14 (C-5"), 128.00 (C-4", C-6"), 136.19 (C-2"), 156.09
(NC(=0)0), 171.73 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 417.19 [M+Na]*.

C21H34N20s (394.51)

Synthese von 2-N-(Benzyloxycarbonyl)-1-N-(3-oxopropyl)-L-leucinamid 45[*%°!

45
Die nachfolgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasbedingungen durchgefihrt. 2-N-(Benzy-
loxycarbonyl)-1-N-(3,3-diethoxypropyl)-L-leucinamid 112 (700 mg, 1.77 mmol, 1.0 Aq) wurde
in THF (5 mL) vorgelegt. Nach Zugabe von Salzsdure (1 M, 1.80 mL, 1.80 mmol, 1.0 Aq) wurde
fir 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit gesattigter wassriger
Natriumhydrogencarbonat-Losung (50 mL) versetzt und mit Ethylacetat (3x100 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden lber Natriumsulfat getrocknet, die Suspension
filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sau-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:EtOAc 3:2).
Ausbeute: 546 mg (1.70 umol, 96%) als farbloser Feststoff.
DC: Rf = 0.34 (DCM:EtOAcCc 3:2).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.93 (d, J = 6.3 Hz, 6 H, 5-H), 1.43-1.54 (m, 1 H, 3-H.),
1.58-1.69 (m, 2 H, 3-Hp, 4-H), 2.67-2.75 (m, 2 H, 2'-H), 3.47-3.59 (m, 2 H, 1'-H), 4.07-4.15 (m,
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1H,2-H),5.10 (s, 2 H, 1"-H), 5.18 (d, J = 7.6 Hz, 1 H, 2-NH), 6.43-6.53 (m, 1 H, 1-NH), 7.30-7.40
(m, 5 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H, 7"'-H), 9.77 (s, 1 H, 3'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] =21.91 (C,-5), 22.88 (C»b-5), 24.68 (C-4), 32.92 (C-1'), 41.38
(C-3), 43.53 (C-2"), 53.56 (C-2), 67.11 (C-1"), 128.08 (C-3", C-7'"), 128.23 (C-5"), 128.54 (C-4",
C-6"), 136.10 (C-2"), 156.16 (NC(=0)0), 172.27 (C-1), 201.15 (C-3').

MS (ESI*): m/z = 321.16 [M+H]*, 343.10 [M+Na]*, 375.16 [M+MeOH+Na]*.

C17H24N,04 (320.38)

7.2.1.5 Synthese der nicht-proteinogenen Aminosauren-Bausteine

Synthese der N®*-Boc-NP-Cbz-L-2,3-diaminopropionsiure 114
3' 5'
o o&@e.
YT
o 3 _NH
2
>|\OJLNJ1F(OH
Hoo
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(S)-3-Amino-2-(tert-butoxycarbonylamino)propionsdure 113 (600 mg, 2.94 mmol, 1.0 Aq)
wurde in einer Wasser-1,4-Dioxan Mischung (1:3, 80 mL) vorgelegt und mit einer gesattigten
wassrigen Na;COs3-Losung (6 mL) versetzt. Nach Kiihlen auf 0°C wurde Benzyloxycarbonylchlo-
rid (450 pL, 3.22 mmol, 1.1 Aq) langsam zugetropft, das Reaktionsgemisch im Anschluss lang-
sam auf Raumtemperatur erwdarmt und fir 6 d gerihrt, wobei jeweils nach 2 d erneut Benzy-
loxycarbonylchlorid (2x200 uL, 1.43 mmol, 0.5 Aq) zugegeben wurde. Das Reaktionsgemisch
wurde mit Diethylether (2x150 mL) extrahiert, die wassrige Phase mit Salzsdure (1 M, 100 mL)
versetzt und erneut mit Diethylether (2x150 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum ent-
fernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH
98:2 zu 96:4).

Ausbeute: 907 mg (2.68 mmol, 91%) eines farblosen Feststoffes.
DC: Rf=0.20 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 1.44 (s, 9 H, OC(CHs)3), 3.41 (dd, J = 14.0 Hz, J = 7.4 Hz,
1 H, 3-Ha), 3.56 (dd, J = 14.2 Hz, J = 4.7 Hz, 1 H, 3-Hy), 4.20-4.27 (m, 1 H, 2-H), 5.08 (s, 2 H,
1'-H), 7.26-7.41 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).
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13C-NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = 28.85 (OC(CHs)s), 43.53 (C-3), 55.78 (C-2), 67.73 (C-1'),
80.80 (OC(CHs)s), 128.92, 129.11, 129.60 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7'), 138.42 (C-2'), 158.07,
159.28 (Boc-N(C=0C)0, Cbz-N(C=0C)0), 174.79 (C-1).

Drehwert: [a]3°=-9.1 (c = 3.3 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3339, 2978, 1692, 1517, 1245, 1155, 1076, 1025, 696, 576.
UV (MeOH): Amax [nm] = 209, 258.

MS (ESI*): m/z = 339.12 [M+H]*, 361.13 [M+Na]*.

HRMS: ber. fir C16H23N206": 339.1550, gef.: 339,1549.

Ci6H22N,06 (338.36)

Synthese der NP-Cbz-L-2,3-diaminopropionsédure 115

N®-Boc-NP-Cbz-1-2,3-diaminopropionsiure 114 (307 mg, 907 umol) wurde in 80%iger wassri-
ger TFA-LOsung (20 mL) geldst und flr 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Verdiinnen mit
Wasser (10 mL) wurde die TFA unter reduziertem Druck entfernt und das Reaktionsgemisch
nach erneuter Zugabe von Wasser (5 mL) gefriergetrocknet. Das Produkt 115 wurde ohne wei-

tere Reinigung in der nachfolgenden Reaktion umgesetzt.

Ausbeute: 319 mg (906 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CDs0D): 6 [ppm] = 3.60 (dd, J = 14.8 Hz, J = 6.3 Hz 1 H, 3-H,), 3.71-3.80 (m,
1H, 3-Hy), 4.11 (dd, J = 6.1 Hz, J =3.9 Hz, 1 H, 2-H), 5.07-5.16 (m, 2 H, 2'-H), 7.26-7.42 (m, 5 H,
3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CD30D): & [ppm] = 40.38 (C-3), 55.12 (C-2), 68.21 (C-1'), 129.13, 129.28,
129.65 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7'), 138.08 (C-2'), 159.76 (Cbz-N(C=0C)0), 170.05 (C-1).
19E.NMR (376 MHz, D20): & [ppm] = -75.61.

Drehwert: [a]3°=-19.1 (c = 3.7 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 1688, 1530, 1262, 1180, 1136, 1003, 723, 694, 521.

UV (H20): Amax [nm] = 206, 257.
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MS (ESI*): m/z = 239.05 [M+H]*.
HRMS: ber. fiir C11H1sN204": 239.10263, gef.: 239.10214

Ci3H1sF3N20¢ (352.27)

Synthese der N®-Alloc-NP-Cbz-1L-2,3-diaminopropionsiure 67
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NPB-Cbz-1-2,3-diaminopropionsdure 115 (320 mg, 908 pumol, 1.0 Ag) und Na,COs (194 mg,
1.83 mmol, 2.0 Aq) wurden in einem H,0-MeCN-Lésungsmittelgemisch (1:1, 20 ml) vorgelegt.
Nach langsamer Zugabe von Chlorameisensiure-allylester (97.0 pL, 110 mg, 908 umol, 1.0 Aq)
wurde fiir 50 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der pH-Wert wurde mit wassriger HCl-L6sung
(2 M) auf circa 1 eingestellt, die Reaktionsmischung mit Ethylacetat (3x60 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit Wasser (2x80 mL) gewaschen und Uber Natriumsulfat ge-
trocknet. Nach Filtration wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Ti-
telverbindung 67 wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel erhalten

(PE:EtOAc 6:4 mit 1% HCOOH).

Ausbeute: 233 mg (723 umol, 80%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R¢ = 0.05 (PE:EtOAc 7:3 + 1% HCOOH).

1H-NMR (500 MHz, CDs0OD): & [ppm] = 3.44 (dd, J=13.7 Hz, J=7.7 Hz, 1 H, 3-H.), 3.60 (dd,
J=14.0Hz, J=4.6 Hz, 1 H, 3-Hy), 4.32 (dd, J=7.6 Hz, J = 4.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.54 (d, J = 5.4 Hz,
2 H,1"-H), 5.08 (d, J = 2.5 Hz, 2 H, 1'-H), 5.18 (dd, J = 10.6 Hz, J = 1.4 Hz, 1 H, 3""-H,), 5.31 (dd,
J=17.2 Hz,J=1.4 Hz, 1 H, 3"-Hy), 5.86-5.98 (m, 1 H, 2''-H), 7.26-7.41 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H,
6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CD3;0D): 6 [ppm] = 43.25 (C-3), 55.85 (C-2), 66.83 (C-1'"), 67.74 (C-5),
117.76 (C-3"), 128.92, 129.11, 129.60 (C-3', C-4', C-5', C-6', C-7'), 134.40 (C-2""), 138.42 (C-2"),
158.54, 159.28 (Alloc-N(C=0C)0, Chz-N(C=0C)0), 173.75 (C-1).

Drehwert: [a]3°=-11.3 (c = 16 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3326, 2964, 1691, 1520, 1234, 1150, 1050, 994, 931, 697.

UV (MeOH): Amax [nm] = 213, 258.
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MS (ESI*): m/z = 322.96 [M+H]*, 345.08 [M+Na]*.
HRMS (ESI*): ber. fiir C1sH19N206": 323.12376, gef.: 323.1227.

CisH1sN206 (322.32)

Synthese von O-tBu-geschiitzten Boc-Pra-OH 117

>|\ OZH 0
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N-Boc-L-Propargylglycin 116 (400 mg, 1.88 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs. DCM (10 mL) gel&st.
Nach Zugabe von tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat (1.23 g, 5.63 mmol, 3.0 Aq) wurde fir
20 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in Ethylacetat (100 mL) auf-
genommen und mit geséattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Léosung (2x100 mL) gewa-
schen. Die organische Phase wurden (iber Natriumsulfat getrocknet, die Suspension filtriert
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchro-

matographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 9:1).
Ausbeute: 439 mg (1.63 mmol, 87%) eines farblosen Feststoffes.
DC: Rf = 0.51 (PE:EtOAc 4:1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.46 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.48 (s, 9 H, OC(CHs)3), 2.02 (t,
J=2.5Hz, 1 H, 5-H), 2.64-2.77 (m, 2 H, 3-H), 4.31-4.38 (m, 1 H, 2-H), 5.35 (d, J = 7.9 Hz, 1 H,
NH).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 23.04 (C-3), 27.93 (OC(CHs)s), 28.29 (OC(CHs)s), 52.22
(C-2), 71.23 (C-5), 78.84 (C-4), 79.91 (OC(CHs)s), 82.48 (OC(CHs)s), 155.13 (Boc-N(C=0C)0),
169.63 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 292.18 [M+Na]*.

C14H23NO4 (269.34)

Synthese von O-tert-Butyl-N-Fmoc-L-Propargylglycin 121
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N-Fmoc-L-Propargylglycin 120 (1.00 g, 2.98 mmol, 1.0 Aq) wurde in DCM (20 mL) suspendiert
und nach Zugabe von tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat (1.95 g, 8.94 mmol, 3.0 Aq) fiir 3 d bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 98:2).

Ausbeute: 889 mg (2.27 mmol, 76%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf = 0.85 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CDsOD): & [ppm] = 1.47 (s, 9 H, OC(CHs)s), 2.39 (t, J = 2.5 Hz, 1 H, 5-H),
2.60-2.72 (m, 2 H, 3-H), 4.19-4.26 (m, 2 H, Fmoc-9-H, 2-H), 4.34 (dd, J = 7.1 Hz, J = 1.7 Hz, 2 H,
Fmoc-10-H), 7.28-7.34 (m, 2 H, Fmoc-3-H, Fmoc-6-H), 7.39 (t, J=7.4 Hz, 2 H, Fmoc-2-H,
Fmoc-7-H), 7.58-7.70 (m, 2 H, Fmoc-4-H, Fmoc-5-H), 7.79 (d, J=7.6 Hz, 2 H, Fmoc-1-H,
Fmoc-8-H).

13C.NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = 22.83 (C-3), 28.36 (OC(CHs)s), 48.49 (Fmoc-C-9), 55.10
(C-2), 68.27 (Fmoc-C-10), 72.44 (C-5), 80.29 (C-4), 83.42 (OC(CHs)s), 121.08 (Fmoc-C-1,
Fmoc-C-8), 126.43 (Fmoc-C-4, Fmoc-C-5), 128.32 (Fmoc-C-3, Fmoc-C-6), 128.95 (Fmoc-C-2,
Fmoc-C-7), 142.72 (Fmoc-C-1a, Fmoc-C-8a), 145.32 (Fmoc-C-4a), 145.50 (Fmoc-C-5a), 158.42
(Fmoc-N(C=0C)0), 171.41 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 414.28 [M+Na]".

C24H2sNO; (391.47)

Synthese von O-tert-Butyl-L-Propargylglycin 118
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Variante 1:1204

N-Boc-L-Propargylglycin-tert-butylester 117 (50.0 mg, 186 pumol) wurde in THF (2 mL) gelost
und nach Zugabe von Salzsdure (5 M, 0.5 mL) bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 23 h erfolgte
eine erneute Zugabe von Salzsaure (5 M, 0.5 mL). Nach weiteren 4 h Rihren bei Raumtempe-
ratur wurde mit Wasser (3 mL) verdlinnt, gesattigte wassrige Natriumcarbonat-Lésung (20 mL)
zugegeben und das Reaktionsgemisch mit DCM (3x15 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter re-

duziertem Druck entfernt.

Ausbeute: 10.8 mg (63.8 umol, 34%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante 2:12%¢!

L-Propargylglycin (500 mg, 4.42 mmol, 1.0 Aq) wurde in tert-Butylacetat (10 mL, 8.6 g,
74 mmol, 16.8 Aq) geldst und auf 0 °C gekiihlt. Nach langsamer Zugabe von Perchlorsiure
(1.50 mL, 2.66 g, 26.4 mmol, 6.0 Aq) bei 0 °C wurde langsam auf Raumtemperatur erwarmt
und die Reaktionsmischung fiir 26 h gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Salzsdure
(1 M, 10 mL) abgebrochen und mit Wasser (15 mL) verdiinnt. Die wéassrige Phase wurde mit
Diethylether (25 mL) gewaschen und im Anschluss mit gesattigter wassriger Natriumhydrogen-
carbonat-Losung ein pH-Wert von ca. 9 eingestellt. Es wurde mit DCM (3x25 mL) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen liber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungs-
mittel unter reduziertem Druck entfernt.

Ausbeute: 80.4 mg (475 umol, 11%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 3:

O-tert-Butyl-N-Fmoc-L-Propargylglycin 121 (458 mg, 1.17 mmol) wurde in 20% Piperidin in
DCM (10 mL) vorgelegt und fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (DCM:MeOH 95:5).

Ausbeute: 11 mg (65 pmol, 6%) eines farblosen Feststoffes.

DC: R; = 0.60 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 1.49 (s, 9 H, OC(CHs)s), 2.40 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, 5-H), 2.58
(dd, J=5.6 Hz, J = 3.8 Hz, J = 2.7 Hz, 2 H, 3-H), 3.47 (t, J = 5.5 Hz, 1 H, 2-H).

13C-NMR (126 MHz, CDs0D): § [ppm] = 25.47 (C-3), 28.42 (OC(CH3)s), 54.46 (C-2), 72.81 (C-5),
80.30 (C-4), 82.82 (OC(CH3)s), 174.04 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 170.08 [M+H]*.

CsH1sNO; (169.22)

Synthese der N,-Cbz-(S)-2-Aminohexadecansiure 95°°

Synthese von 1-Tetradacanal 98

1 3 5 7 9 1 13
2 U N N N
O
2 4 6 8 10 12 14
98

1-Tetradecanol 99 (2.0 g, 9.3 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs. Ethylacetat (60 mL) vorgelegt. Nach
Zugabe von IBX 101 (8.86 g, 30.9 mmol, 3.3 Aq) wurde fiir 3 h bei 80 °C geriihrt. Es wurde
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filtriert, mit Ethylacetat (100 mL) gewaschen und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc
3:1).

Ausbeute: 686 mg (3.23 mmol, 35%) eines farblosen Ols.

DC: R; = 0.43 (PE:EtOAc 3:1).

IH-NMR (500 MHz, CD;0D): & [ppm] = 0.90 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, 14-H), 1.34-1.65 (m, 20 H, 4-H,
5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H, 12-H, 13-H), 1.46-1.67 (m, 2 H, 3-H), 2.43 (td, J = 7.3 Hz,
J=1.8 Hz, 2 H, 2-H), 9.69 (t, J = 1.7 Hz, 1 H, 1-H).

13C-NMR (126 MHz, CD30D): & [ppm] = 14.63 (C-14), 23.90 (C-13), 30.65 (C-3), 30.76, 30.89,
30.92, 30.95, 30.97 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11), 33.25 (C-12), 44.90 (C-2), 204.71
(C-1).

Ci4H250 (212.37)

Synthese der Z-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadec-2-ensdure 97

97

Kaliumhexadimethyldisilazan-Lésung (0.5 M in Toluol, 5.2 ml, 2.6 mmol, 0.8 Aq) wurde in abs.
THF (88 mL) vorgelegt und auf -78 °C gekiihlt. Phosphonat 30 (988 mg, 2.65 mmol, 0.8 Aq)
wurde zugegeben und die Reaktionsmischung fir 20 min bei -78 °C gerihrt. Im Anschluss er-
folgte die Zugabe von Tetradecanal 98 (686 mg, 3.23 mmol, 1.0 Aq) ebenfalls bei -78 °C. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 24 h unter langsamem Erwadrmen auf Raumtemperatur gerihrt.
Es wurde Methanol (7 mL) zugegeben und anschlieRend mit Ethylacetat verdinnt. Nach Wa-
schen mit halb-geséattigter NaCl-Lésung (2x100 mL) wurden die vereinigten organischen Pha-
sen Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde tGber Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc
9:1).

Ausbeute: 251 mg (546 umol, 17%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf = 0.53 (PE:EtOAc 9:1).
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1H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.89 (t, J = 6.7 Hz, 3 H, 16-H), 1.20-1.37 (m, 20 H, 6-H,
7-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H, 12-H, 13-H, 14-H, 15-H), 1.37-1.51 (m, 2 H, 5-H), 1.48 (s, 9 H,
OC(CHs)3), 2.18 (g, J=7.4 Hz, 2 H, 4-H), 5.15 (s, 2 H, 1'-H), 6.13 (brs, 1 H, NH), 6.53 (t,
J=7.4Hz, 1H, 3-H), 7.28-7.41 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.11 (C-16), 22.69 (C-15), 28.03 (OC(CHs)s), 28.35,
28.54, 29.36, 29.41, 29.47, 29.55, 29.65, 29.69 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12,
C-13), 31.93 (C-14), 67.22 (C-1'), 81.69 (OC(CHs)3), 115.90 (C-3), 126.20 (C-2), 128.12 (C-3',
C-7'), 128.18 (C-5'), 128.52 (C-4', C-6'), 136.18 (C-2'), 154.09 (N(C=0)0), 163.78 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 482.26 [M+Na]*.

C2sH4sNO4 (459.33)

Synthese von (S)-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadecansaure-tert-butylester 96

96

Z-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadec-2-ensdure 97 (251 mg, 546 umol) wurde in abs.
MeOH (5 mL, entgast) vorgelegt. Nach Zugabe von (S,5)-Me-DUPHOS-Rh (ca. 10 mg) wurde fir
3 d unter Wasserstoffatmosphare (1 bar) geriihrt. Nach 4 d wurde erneut (S,S)-Me-DUPHOS-Rh
(ca. 10 mg) zugegeben und die Reaktionsmischung fiir weitere 24 h unter Wasserstoffat-
mosphadre geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohpro-

dukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 4:1).

Ausbeute: 242 mg (524 pmol, 96%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf = 0.30 (PE:EtOAc 4:1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.89 (t, J = 6.4 Hz, 3 H, 16-H), 1.18-1.37 (m, 24 H, 4-H,
5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H, 12-H, 13-H, 14-H, 15-H), 1.47 (s, 9 H, OC(CH3);), 1.53-1.70
(m, 1 H, 3-H.), 1.71-1.88 (m, 1 H, 3-Hy), 4.04 (g, / = 6.9 Hz, 1 H, 2-H), 5.12 (s, 2 H, 1'-H), 5.26
(d, J=8.0Hz, 1 H, 2-NH), 7.28-7.41 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H', 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 8 [ppm] = 14.10 (C-16), 22.68 (C-15), 24.94 (C-4), 28.00 (OC(CHs)3),
29.24, 29.35, 29.39, 29.51, 29.61, 29.65, 29.68 (C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13),
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31.92 (C-3), 32.88 (C-14), 54.38 (C-2), 66.81 (C-1'), 81.87 (OC(CHs)s), 128.10 (C-3', C-5', C-7'),
128.50 (C-4', C-6'), 136.42 (C-2'), 155.80 (N(C=0)0), 171.74 (C-1).

C2sH47NO4 (461.69).

Synthese der (S)-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadecansdure 95

95

(S)-N-(Benzyloxycarbonyl)-2-aminohexadecansaure-tert-butylester 96 (121 mg, 262 umol)
wurde in DCM (3 mL) vorgelegt, mit TFA (0.5 mL) versetzt und fir 21 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt wurde in
Wasser (7 mL) gelést und im Anschluss gefriergetrocknet. Das Produkt 95 wurde ohne weitere
Reinigung in den nachfolgenden Reaktionen weiter umgesetzt.

Ausbeute: 56.0 mg (138 umol, 53%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CD30D): & [ppm] = 0.85-0.95 (m, 3 H, 16-H), 1.20-1.50 (m, 24 H, 4-H, 5-H,
6-H, 7-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H, 12-H, 13-H, 14-H, 15-H), 1.59-1.74 (m, 1 H, 3-H,), 1.74-1.90 (m,
1 H, 3-Hy), 4.14 (dd, J = 8.9 Hz, J = 4.8 Hz, 1 H, 2-H), 5.04-5.15 (m, 2 H, 1'-H), 7.23-7.39 (m, 5 H,
3'-H, 4'-H, 5'-H, 6'-H, 7'-H).

13C-NMR (126 MHz, CD30D): § [ppm] = 14.58 (C-16), 23.88 (C-15), 27.00 (C-4), 30.32, 30.62,
30.68, 30.72, 30.78, 30.87, 30.92, 30.95 (C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13), 32.93
(C-3), 33.22 (C-14), 53.74 (C-2), 67.71 (C-1'), 128.90 (C-3', C-7'"), 129.10 (C-5'), 129.59 (C-4',
C-6'), 138.44 (C-2'), 152.53 (N(C=0)0), 176.28 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 406.52 [M+H]*.

C24H39NO, (405.58).
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7.2.1.6 Synthese der PySS-Seitenkette 124

Synthese der Muraymycin-Seitenkette 124
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Aldrithiol™-2 123 (1.18 g, 5.35 mmol, 1.2 Aq) wurde in abs. Methanol (20 mL) vorgelegt. Nach
Zugabe von 11-Mercaptoundecansdure 122 (1.00 g, 4.56 mmol, 1.0 Aq) wurde firr 1.5 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 99:1).
Ausbeute: 145 mg (443 pmol, 9%) eines gelben wachsartigen Feststoffes.
DC: Rf=0.42 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CD;0D): & [ppm] = 1.22-1.35 (m, 10 H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H), 1.35-1.44
(m, 2 H, 9-H), 1.59 (quin, J=7.3 Hz, 2 H, 3-H), 1.67 (quin, J=7.3 Hz, 2 H, 10-H), 2.27 (t,
J=7.3Hz, 2 H, 2-H), 2.81 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, 11-H), 7.22 (ddd, J = 7.3 Hz, J = 4.8 Hz, J = 1.1 Hz,
1 H, 4'-H), 7.73-7.89 (m, 2 H, 2'-H, 3'-H), 8.37-8.41 (m, 1 H, 5'-H).

13C-NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = 26.22, 29.53, 30.04, 30.35, 30.51, 30.61, 30.62 (C-3,
C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10), 35.08 (C-2), 40.08 (C-11), 121.38 (C-4'), 122.42 (C-2'), 139.42
(C-3'), 150.24 (C-5'), 161.93 (C-1'), 177.78 (C-1).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 2915, 2848, 1705, 1469, 1449, 1416, 1256, 1001, 763, 719.
UV (MeOH): Amax [nm] = 242, 283.

MS (ESI*): m/z = 327.99 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. fiir C16H26N0O,S,*: 328.1400, gef.: 328.1389.

C16H25sNO,S; (327.50)

7.2.1.7 Synthese des intrazellulir spaltbaren Linker 803!

Synthese von 2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethanol 126
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Aldrithiol™-2 123 (1.00 g, 4.54 mmol, 1.8 Aq) wurde in abs. Methanol (6 mL) vorgelegt. Nach
tropfenweiser Zugabe von 2-Mercaptoethanol 125 (178 pL, 199 mg, 2.53 mmol, 1.0 Aq) wurde
fir 26 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck

entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 5:1).
Ausbeute: 434 mg (2.32 mmol, 92%) eines farblosen Ols.

DC: R; = 0.29 (PE:EtOAc 1:1).

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 2.95-2.98 (m, 2 H, 2-H), 3.80-3.83 (m, 2 H, 1-H), 7.17
(ddd, J=7.5Hz,J=55Hz,J=1.1Hz, 1 H, 6-H), 7.41 (dt, J = 8.2 Hz, /= 0.9 Hz, 1 H, 4-H), 7.58-
7.62 (m, 1 H, 5-H), 8.52-8.54 (m, 1 H, 7-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl5): & [ppm] = 42.75 (C-2), 58.20 (C-1), 121.54 (C-4), 122.00 (C-6),
136.87 (C-5), 149.82 (C-7), 159.08 (C-3).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 1574, 1559, 1446, 1416, 1115, 1061, 1043, 994, 758, 717, 618, 479.
UV (MeOH): Amax [nm] = 257, 284,
MS (ESI*): m/z = 188.05 [M+H]*.

C;HsNOS, (187.28)

Synthese von 4-Nitropheyl-2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethyl-carbonat 80
4 2 4 3'
5 Sio~_0. 0% >
6 : 5 " NO, NO
80 128

2

2-(pyridin-2-yldisulfanyl)ethanol 126 (214 mg, 1.14 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs. DCM (7 mL)
vorgelegt. Nach Zugabe von Bis-(4-Nitrophenol)carbonat 127 (515 mg, 1.69 mmol, 1.5 Aq) und
N,N-Diisopropylethylamin (340 uL, 252 mg, 1.95 mmol, 1.7 Aq) wurde fiir 6 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (2x100 mL) gewaschen, die organische
Phase tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc
4:1).

Ausbeute: 377 mg eines gelblichen Ols, verunreinigt mit 4-Nitrophenol 128 (aus *H-NMR be-
rechnete Ausbeute an 80: 337 mg, 957 umol, 84%).

DC: Rf = 0.58 PE:EtOAC 3:2.
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1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.17 (t, J = 6.4 Hz, 2 H, 2-H), 4.57 (t, J = 6.5 Hz, 2 H, 1-H),
7.09-7.19 (m, 1 H, 6-H), 7.35-7.43 (m, 2 H, 4-H, 5-H), 7.63-7.72 (m, 2 H, 3'-H, 5'-H), 8.25-8.33
(m, 2 H, 2'-H, 6'-H), 8.50 (dt, J = 4.9 Hz, J = 1.3 Hz, 1 H, 7-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 36.72 (C-2), 66.66 (C-1), 115.66 (C-4'), 120.22 (C-6),
121.17 (C-3"), 121.73 (C-5'), 125.34 (C-2'), 126.22 (C-6'), 137.19 (C-5), 149.82 (C-1'), 152.21
(C-7), 155.36 (O(C=0)C), 159.09 (C-4'), 161.72 (C-3).

MS (ESI*): m/z = 353.03 [M+H]*.

C14H12N205S; (352.38)

7.2.1.8 Synthese der Festphasen-Bausteine!®* 03]
Synthese von N-Fmoc-3,3-diethoxypropylamin 129
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1-Amino-3,3-diethoxypropan 108 (1.00 g, 6.79 mmol, 1.0 Aq) wurde in einem 1:1-Gemisch aus
Wasser und THF (10 mL) geldst und auf 0 °C gekiihlt. Es wurden Natriumhydrogencarbonat
(1.37 g, 16.3 mmol, 2.4 Aq) und 9-Fluorenylmethylchlorformat (2.46 g, 9.51 mmol, 1.4 Aq) zu-
gegeben und fir 2 h unter Erwdarmen auf Raumtemperatur gertihrt. Nach Zugabe von Ethyl-
acetat (100 mL) wurde nachfolgend mit geséattigter, wassriger Ammoniumchlorid- (100 mL),
Natriumhydrogencarbonat- (100 mL) und Natriumchlorid-Losung (100 mL) gewaschen. Die or-
ganische Phase wurde lGber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch an Kieselgel ge-
reinigt (PE:EtOAc 4:1).

Ausbeute: 1.76 g (4.76 mmol, 70%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.10 (PE:EtOAc 4:1).

1H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.24 (t, J= 7.0 Hz, 6 H, 2'-H), 1.79-1.91 (m, 2 H, 2-H),
3.27-3.39 (m, 2 H, 3-H), 3.44-3.59 (m, 2 H, 1'-H.), 3.62-3.77 (m, 2 H, 1'-Hy), 4.23 (t, J = 7.0 Hz,
1 H, Fmoc-9-H), 4.38 (d, J = 7.1 Hz, 2 H, Fmoc-10-H), 4.58 (t, J = 5.0 Hz, 1 H, 1-H), 5.30 (bs, 1 H,
3-NH), 7.31 (t, J=7.6 Hz, 2 H, Fmoc-3-H, Fmoc-6-H), 7.41 (t, J=7.0 Hz, 2 H, Fmoc-2-H,
Fmoc-7-H), 7.61 (d, J = 7.4 Hz, 2 H, Fmoc-4-H, Fmoc-5-H), 7.77 (d, /=7.5 Hz, 2 H, Fmoc-1-H,
Fmoc-8-H).
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13C.NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 15.29 (C-2'), 33.25 (C-2), 37.10 (C-3), 47.24 (Fmoc-C-9),
61.79 (C-1'), 66.50 (Fmoc-C-10), 102.20 (C-1), 119.91 (Fmoc-C-1, Fmoc-C-8), 125.05 (Fmoc-C-4,
Fmoc-C-5), 126.95 (Fmoc-C-3, Fmoc-C-6), 127.60 (Fmoc-C-2, Fmoc-C-7), 141.27 (Fmoc-C-1a,
Fmoc-C-8a), 144.01 (Fmoc-C-4a, Fmoc-C-5a), 156.30 (Fmoc-N(C=0)0).

MS (ESI*): m/z = 392.09 [M+Na]*.

C22H27NO4 (369.46)

Synthese von N-Fmoc-3-aminopropanal 130
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N-Fmoc-3,3-diethoxypropylamin 129 (1.00 g, 2.71 mmol, 1.0 Aq) wurde in THF (20 mL) gel®st,
mit wassriger HCl-Lésung (1 M, 2.80 mL, 2.80 mmol, 1.0 Aq) versetzt und fiir 21 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Es wurde gesattigte wassrige Natriumhydrogencarbonat-Losung (150 mL)
zugegeben und mit Ethylacetat (3x100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden lber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem
Druck entfernt. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in der nachfolgenden Reaktion
eingesetzt.

Ausbeute: 800 mg (2.71 mmol, quant.) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.10 (PE:EtOAc 4:1).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 2.74 (t, J = 5.6 Hz, 2 H, 2-H), 3.50 (dt, J = 5.8 Hz, 5.8 Hz,
2 H, 3-H), 4.20 (t, J = 6.9 Hz, 1 H, Fmoc-9-H), 4.40 (d, / = 6.9 Hz, 2 H, Fmoc-10-H), 5.20 (bs, 1 H,
3-NH), 7.33 (t, /= 7.4 Hz, Fmoc-3-H, Fmoc-6-H), 7.41 (t, J= 7.5 Hz, 2 H, Fmoc-2-H, Fmoc-7-H),
7.58 (d, J=7.4 Hz, 2 H, Fmoc-4-H, Fmoc-5-H), 7.77 (d, /= 7.5 Hz, 2 H, Fmoc-1-H, Fmoc-8-H),
9.81 (s, 1 H, 1-H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 34.40 (C-3), 44.00 (C-2), 47.18 (Fmoc-C-6), 66.66 (C-5),
119.96, 120.03 (Fmoc-C-1, Fmoc-C-8), 124.68, 124.98 (Fmoc-C-4, Fmoc-C-5), 127.01, 127.04
(Fmoc-C-3, Fmoc-C-6), 127.56, 127.67 (Fmoc-C-2, Fmoc-C-7), 141.28, 141.49 (Fmoc-C-1a,
Fmoc-C-8a), 143.83, 144.31 (Fmoc-C-4a, Fmoc-C-5a), 156.29 (Fmoc-N(C=0)0), 201.24 (C-1).
MS (ESI*): m/z = 318.08 [M+Na]*.

C1sH17NO3 (295.34)
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Synthese von Dioxolan 132
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1,2,6-Hexantriol 131 (477 mg, 3.56 mmol, 2.1 Aq) wurde in 1,4-Dioxan (40 mL) vorgelegt. Nach
Zugabe von N-Fmoc-3-aminopropanal 130 (500 mg, 1.69 mmol, 1.0 Aq) und Bortrifluorid
Etherat (24 mg, 21 puL, 0.17 mmol, 0.1 Aq) wurde fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es
wurde N,N-Diisopropylethylamin (440 uL, 328 mg, 2.54 mmol, 1.5 Aq) zugegeben und mit
Ethylacetat (100 mL) verdinnt. Im Anschluss wurde mit gesattigter wassriger Natriumchlorid-
Losung (2x100 mL) und destilliertem Wasser (2x100 mL) gewaschen, die organische Phase Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 1:1).
Ausbeute: 643 mg (1.56 umol, 92%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf=0.53 (DCM:MeOH 95:5).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.40-1.70 (m, 2x6 H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 1.85-1.97 (m,
2x2 H, 2-H), 3.34-3.43 (m, 2x2 H, 3-H), 3.46 (dd, J=7.3 Hz, J=7.1 Hz, 1 H, 1'-H.), 3.54 (dd,
J=7.1Hz,J=7.0Hz,1H,1'-H,), 3.62-3.69 (m, 2x2 H, 6'-H), 3.96 (dd, /= 7.4 Hz,J=7.0 Hz, 1 H,
1'-Hy), 4.04-4.16 (m, 2x1 H, 2'-H, 1'-Hy), 4.20-4.27 (m, 2x1 H, Fmoc-9-H), 4.39 (d, J = 7.1 Hz,
2x2 H, Fmoc-10-H), 4.97-5.10 (m, 2x1 H, 1-H), 5.27-5.36 (m, 2x1 H, NH), 7.29-7.35 (m, 2x2 H,
Fmoc-3-H, Fmoc-6-H), 7.41 (dd, J=7.2 Hz, J=7.4 Hz, 2x2 H, Fmoc-2-H, Fmoc-7-H), 7.61 (d,
J=7.1Hz, 2x2 H, Fmoc-4-H, Fmoc-5-H), 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2x2 H, Fmoc-1-H, Fmoc-8-H).
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 22.01, 22.07 (C-4'), 32.44-33.16 (C-2, C-3', C5'), 36.23
(C-3), 47.27 (Fmoc-C-9), 60.38, 62.59 (C-6'), 67.07 (Fmoc-C-10), 69.67, 70.53 (C-1'), 76.15
(C-2'), 103.47, 102.73 (C-1), 119.94 (Fmoc-C-1, Fmoc-C-8), 125.07 (Fmoc-C-4, Fmoc-C-5),
126.98 (Fmoc-C-3, Fmoc-C-6), 127.63 (Fmoc-C-2, Fmoc-C-7), 141.28 (Fmoc-C-1,, Fmoc-C-8,),
144.02 (Fmoc-C-4,, Fmoc-C-5,), 156.31 (Fmoc-N(C=0)0).

MS (ESI*): m/z = 434.09 [M+Na]*.

C24H29NOs (411.50)
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Synthese der Dioxolancarbonsadure 133

0

roa ~OH
/>12V.\N 6
5

3 (6]
L
FmocHN /\2""N1 0 g

= Fmoc

133

Dioxolan 132 (1.93 g, 4.69 mmol, 1.0 Aq) wurde in Acetonitril (60 mL) und Phosphat-Puffer
(40 mL, pH =7) vorgelegt. Nach Zugabe von Natriumchlorit (850 mg, 9.38 mmol, 2.0 Aq),
TEMPO (220 mg, 1.56 mmol, 0.3 Aq) und wéssriger Natriumhypochlorit-Lésung (4%-Ldsung,
707 uL, 2.0 Aq) wurde auf 35 °C erwarmt und fiir 3 d geriihrt. Es wurde Ethylacetat (100 mL)
zugegeben und mit gesattigter wassriger Natriumthiosulfat-Losung (2x100 mL) und Wasser
(2x150 mL) gewaschen, die organische Phase Gber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte

sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE:EtOAc 1:1 -> 9:1).

Ausbeute: 1.62 g (3.81 mmol, 81%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf=0.10 (DCM:MeOH 95:5).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 1.48-1.74 (m, 2x4 H, 3'-H, 4'-H), 1.74-1.96 (m, 2x2 H,
2-H), 2.37-2.47 (m, 2x2 H, 5'-H), 3.27-3.43 (m, 2x2 H, 3-H), 3.44-3.59 (m, 2x1 H, 1'-H,), 3.95 (t,
J=Hz, 1 H, 1'-Hy), 4.01-4.10 (m, 2x2 H, 2'-H), 4.10-4.16 (m, 1 H, 1'-Hy), 4.19-4.30 (m, 2x1 H,
Fmoc-9-H), 4.34-4.47 (m, 2x2 H, Fmoc-10-H), 4.93-5.01 (m, 1 H, 1-H), 5.02-5.09 (m, 1 H, 1-H),
5.22-5.32 (m, 2x1 H, 3-NH), 7.32 (t, / = 7.5 Hz, 2x2 H, Fmoc-3-H, Fmoc-6-H), 7.41 (t, J = 7.4 Hz,
2x2 H, Fmoc-2-H, Fmoc-7-H), 7.61 (d, J=7.5Hz, 2x2 H, Fmoc-4-H, Fmoc-5-H), 7.77 (d,
J=7.5Hz, 2x2 H, Fmoc-1-H, Fmoc-8-H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 20.94, 21.01 (C-4'), 32.29-33.56 (C-2, C-3', C-5'), 36.47
(C-3), 47.06 (Fmoc-C-9), 66.48 (Fmoc-C-10), 69.41 (C-1'), 75.70, 76.21 (C-2'), 102.53, 103.30
(C-1), 119.76 (Fmoc-C-1, Fmoc-C-8), 124.95 (Fmoc-C-4, Fmoc-C-5), 126.85 (Fmoc-C-3,
Fmoc-C-6), 127.47 (Fmoc-C-2, Fmoc-C-7), 141.08 (Fmoc-C-1a, Fmoc-C-8a), 143.86 (Fmoc-C-4a,
Fmoc-C-5a), 156.27 (Fmoc-N(C=0)0), 176.69 (C-6").

MS (ESI*): m/z = 448.07 [M+Na]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir C24H2sNOg: 426.19111, gef.: 426.19106.

C24H27NO6 (425.48)
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Synthese von Valin-para-Nitrophenylcarbamat 135
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L-Valin-tert-butylester Hydrochlorid 134 (1.0 g, 4.8 mmol, 1.0 Aq) wurde in abs. Dichlormethan
(34 mL) vorgelegt. Nach Zugabe von Bis(4-nitrophenyl)carbonat 127 (2.2 g, 7.2 mmol, 1.5 Aq)
und N,N-Diisopropylethylamin (1.6 mL, 9.3 mmol, 2.0 Aq) wurde fiir 5 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Die Reaktionslésung wurde mit Wasser (3x50 mL) gewaschen, die organische Phase
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel
(DCM:PE 1:1).

Ausbeute: 825 mg (2.44 mmol, 51%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.15 (PE:EtOAc 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.97 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 1.04 (d, /= 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.51 (s, 9 H, OC(CH3s)s), 2.26 (quind, J=6.9 Hz, J=4.4 Hz, 1 H, Val-3-H), 4.25 (dd,
J=8.8Hz,J=4.3 Hz, Val-2-H), 5.68 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, Val-2-NH), 7.34 (d, / =9.2 Hz, 2 H, 2'-H,
6'-H), 8.25 (d, J = 9.2 Hz, 2 H, 3'-H, 5'-H).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): & [ppm] = 17.27 (C-4), 18.89 (C-4), 27.99 (OC(CHs)s), 31.42 (C-3),
59.47 (C-2), 82.54 (OC(CH3s)s), 121.91 (C-2', C-6"), 125.05 (C-3', C-5'), 144.73 (C-4'), 153.02
(N(C=0)0), 155.81 (C-1'), 170.59 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 338.27 [M+H]*, 360.32 [M+Na]*.

Ci6H22N,06 (338.36)

7.2.1.9 Synthese der Harnstoffdipeptide

Synthese von Val-Lys-Harnstoffdipeptid 41[86:187]
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L-Valin-tert-butylester Hydrochlorid 134 (500 mg, 2.38 mmol, 1.0 Aq) wurde in einer 1:1-Mi-
schung aus DCM und wassriger, gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (40 mL) vorge-
legt und auf 0 °C gekiihlt. Triphosgen 136 (234 mg, 789 umol, 0.3 Aq) wurde ziigig unter star-
kem Riihren zugegeben und die Emulsion fiir 20 min bei 0 °C geriihrt. Die Phasen wurden ge-
trennt und die wéassrige Phase mit Ethylacetat extrahiert (3x40 mL). Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden lGber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Va-
kuum entfernt. Das entstandene Isocyanat 137 wurde auf Grund seiner Instabilitat direkt wei-
ter umgesetzt und in abs. THF (40 mL) geldst. N*-Boc-L-Lysin 86 (550 mg, 2.33 mmol, 1.0 Aq)
wurde in abs. DMF (40 mL) suspendiert und tropfenweise zur Reaktionsmischung gegeben.
Nach vollstandiger Zugabe wurde erneut abs. DMF (40 mL) zur Suspension gegeben und die
Reaktion flir 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde Ethylacetat (150 mL) zugegeben und
mit wassriger HCI-Losung (1 M, 2x100 mL) gewaschen. Das Lésungsmittel wurde unter redu-
ziertem Druck entfernt. Die Zielverbindung 41 wurde nach sdulenchromatographischer Reini-

gung an Kieselgel erhalten (DCM:MeOH:HCOOH 95:5:1).

Ausbeute: 504 mg (1.13 mmol, 48%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.74 (DCM:MeOH:HOAc 7:3:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.94 (d, J = 6.8 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.45 (s, 9 H, Boc-OC(CHs)s), 1.47 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.22-1.56 (m, 4 H, Lys-4-H,
Lys-5-H), 1.62-1.93 (m, 2 H, Lys-3-H), 2.06-2.19 (m, 1 H, Val-3-H), 3.02-3.20 (m, 2 H, Lys-6-H),
4.25-4.43 (m, 2 H, Lys-2-H), 4.82-4.95 (m, 1 H, Lys-N°H), 5.70-5.86 (m, 1 H, Val-NH), 5.87-5.97
(m, 1 H, Lys-NH).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6§ [ppm] = 17.45 (Val-C-4), 18.95 (Val-C-4), 22.41 (Lys-C-4), 28.02
(Boc-OC(CHs)s), 28.41 (OC(CHs)s), 29.61 (Lys-C-5), 31.37 (Val-C-3), 31.43 (Lys-C-3), 40.15
(Lys-C-6), 53.28 (Lys-C-2), 58.36 (Val-C-2), 79.35 (Boc-OC(CH3s)s), 81.91 (OC(CHs)s), 156.46
(Boc-N(C=0)0), 158.56 (N(C=0)N), 172.57 (Val-C-1), 175.61 (Lys-C-1).

MS (ESI*): m/z = 446.20 [M+H]*, 468.23 [M+Na]*.

C22H39N307 (445.55)
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Synthese von Pra-Lys-Harnstoffdipeptid 84186187
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O-tert-Butyl-N-Fmoc-L-Propargylglycin 121 (580 mg, 1.48 mmol, 1.0 Aq) wurde in 20% Piperi-
din in DCM (20 mL) geldst und fir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel und
die Base wurden unter reduziertem Druck entfernt und die entschiitzte Aminosdure in einer
Mischung aus DCM und gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung (1:1, 20 mL)
geldst und auf 0 °C gekiihlt. Triphosgen 136 (145 mg, 488 pumol, 0.3 Aq) wurde zugegeben und
die Reaktionsmischung fiir 20 min bei 0 °C stark gerihrt. Die Phasen wurde getrennt und die
wassrige Phase mit Ethylacetat (4x50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wur-
den Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck

entfernt.

Das entstandene Isocyanat 138 wurde in abs. THF (40 mL) geldst und Né-Boc-L-Lysin (364 mg,
1.48 mmol, 1.0 Aq), suspendiert in DMF (80 mL), zur Reaktionsmischung gegeben. Nach einer
Reaktionsdauer von 22 h wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 9:1+0.1% HCOOH).
Ausbeute: 149 mg (338 umol, 23%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf=0.21 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 1.33-1.49 (m, 4 H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.43 (s, 9 H,
Boc-OC(CHs)s), 1.49 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.59-1.71 (m, 1H, Lys-3-H.), 1.77-1.88 (m, 1 H,
Lys-3-Hs), 2.39 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, Pra-5-H), 2.56-2.73 (m, 2 H, Pra-3-H), 3.03 (t, J = 6.9 Hz, 2 H,
Lys-6-H), 4.25 (dd, J = 8.0 Hz, J = 4.9 Hz, 1 H, Lys-2-H), 4.35 (dd, J = 5.2 Hz, 1 H, Pra-2-H).
13C-NMR (126 MHz, CD30OD): & [ppm] = 23.75 (Lys-C-4), 24.04 (Pra-C-3), 28.42 (Boc-OC(CHs)s),
28.95 (OC(CHs)s), 30.70 (Lys-C-5), 33.57 (Lys-C-3), 41.33 (Lys-C-6), 53.59 (Pra-C-2), 54.38
(Lys-C-2), 72.77 (Pra-C-5), 79.96 (Pra-C-4), 80.00 (Boc-OC(CHs)s), 83.22 (OC(CHs)s3), 158.66
(Boc-N(C=0)0), 159.84 (N(C=0)N), 171.89 (Pra-C-1), 176.93 (Lys-C-1).

Drehwert: [a]3°= 11.8 (c = 2.5 mg/mL, DCM).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2926, 1718, 1686, 1637, 1553, 1366, 1249, 1225, 1158, 637.

MS (ESI*): m/z = 442.23 [M+H]*, 464.22 [M+Na]"*.

HRMS: ber. fur C21H3sN307*: 442.2548, gef.: 442.2544.
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C2:1H3sN30; (441.53)

Synthese von Cys(Trt)Lys(Boc)-Harnstoffdipeptid 83
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Variante 1:

S-Trityl-L-Cysteine-tert-butylester Hydrochlorid 139 (300 mg, 658 pmol, 1.0 Aq) und Bis(4-ni-
trophenyl)carbonat 127 (1.00 g, 987 pmol, 1.5 Aq) wurden in abs. DCM (10 mL) vorgelegt.
Nach Zugabe von N,N-Diisopropylethylamin (230 uL, 171 mg, 1.32 mmol, 2.0 Aq) wurde fiir 4 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde DCM (10 mL) zugegeben und die Reaktionslésung mit
Wasser (2x20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde (iber Natriumsulfat getrocknet, die
Suspension filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 9:1). Das Produkt konnte
nicht vollstandig gereinigt werden und enthielt noch Reste von 4-Nitrophenol. Das Produkt

wurde ohne weitere Reinigungsversuche weiter umgesetzt.

Das entstandene Carbamat 140 und Né-Boc-L-Lysin 86 (607 mg, 2.46 mmol, 3.7 Aq) wurden in
einer Mischung aus DCM (20 mL) und DMF (3 mL) vorgelegt. Nach Zugabe von N,N-Diisopro-
pylethylamin (2.00 mL, 1.48 g, 11.5 mmol, 17 Aq) wurde fiir 8 d bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach beendeter Reaktion wurde das Rohprodukt mit wassriger salzsaurer Losung (1 M,
2x50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Zielverbindung 83 wurde nach sdu-
lenchromatographischer Reinigung an Kieselgel erhalten (DCM:MeOQOH 96:4).

Ausbeute: 180 mg (261 umol, 40%) eines farblosen Feststoffes.

Variante 2:1186:187]

S-Trityl-L-Cysteine-tert-butylester Hydrochlorid 139 (400 mg, 877 umol, 1.0 Aq) wurde in DCM
und gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Lésung (1:1, 20 mL) geldst und auf 0 °C
gekihlt. Triphosgen 136 (86.7 mg, 292 pumol, 0.3 Aq) wurde zugegeben und die Reaktionsmi-
schung fiir 20 min bei 0 °C stark geriihrt. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
mit Ethylacetat (4x50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natri-

umsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.
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Das entstandene Isocyanat 141 wurde in abs. THF (40 mL) vorgelegt und N®-Boc-L-Lysin 86
(216 mg, 877 umol, 1.0 Aq), suspendiert in DMF (75 mL), zur Reaktionsmischung gegeben und
fur 23 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck ent-
fernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 96:4 -
> 90:10).

Ausbeute: 74.0 mg (107 umol, 37%) eines farblosen Feststoffes.

DC: Rf = 0.34 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CD30D): & [ppm] = 1.33-1.49 (m, 4 H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.39 (s, 9H,
Boc-OC(CHs)s), 1.41 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.58-1.68 (m, 1 H, Lys-3-H.), 1.74-1.85 (m, 1 H,
Lys-3-Hp), 2.41 (dd, J = 11.8 Hz, / = 4.9 Hz, 1 H, Cys-3-H.), 2.51 (dd, J =11.8 Hz, J = 7.1 Hz, 1 H,
Cys-3-Hy), 2.99 (t, J = 6.9 Hz, 2 H, Lys-6-H), 4.11 (dd, J = 7.4 Hz, J = 5.2 Hz, 1 H, Lys-2-H), 4.24
(dd, J = 6.9 Hz, J = 5.0 Hz, 1 H, Cys-2-H), 7.19-7.23 (m, 3 H, Trt-5-H), 7.25-7.31 (m, 6 H, Trt-4-H,
Trt-6-H), 7.35-7.39 (m, 6 H, Trt-3-H, Trt-7-H).

13C-NMR (126 MHz, CD30D): 6 [ppm] = 24.16 (Lys-C-4), 28.45 (Boc-OC(CHs)s), 29.01
(OC(CHs)s), 30.87 (Lys-C-5), 34.00 (Lys-C-3), 35.80 (Cys-C-3), 41.51 (Lys-C-6), 54.37 (Cys-C-2),
56.09 (Lys-C-2), 67.88 (Trt-C-1), 79.96 (Boc-OC(CHs)s), 83.19 (OC(CHs)s), 128.07 (Trt-C-5),
129.17 (Trt-C-4, Trt-C-6), 130.83 (Trt-C-3, Trt-C-7), 146.00 (Trt-C-2), 158.62 (Boc-N(C=0)0),
159.88 (N(C=0)N), 172.20 (Cys-C-1), 180.72 (Lys-C-1).

Drehwert: [a]3°= -6.7 (c = 4.5 mg/mL, DCM).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2975, 2929, 1594, 1416, 1366, 1249, 1151, 742, 699, 619.

UV (MeOH): Amax [nm] = 208.

MS (ESI*): m/z = 714.04 [M+Na]".

HRMS: ber. fiir C3sHs0N30,5*: 692.3364, gef.: 692.3348.

C3sHasN305S (691.88)
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Synthese von geschiitztem Phe-Arg-Harnstoffdipeptid 145[186187]

145

L-Phenylalanin-tert-butylester Hydrochlorid 143 (1.00 g, 3.88 mmol, 1.0 Aq) wurde in einer
1:1-Mischung aus DCM und geséattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat-Losung (40 mlL)
vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von Triphosgen 136 (380 mg, 1.28 mmol, 0.3 Aq)
wurde fiir 25 min bei 0 °C geriihrt. Die Phasen wurden getrennt, die wassrige Phase mit DCM
(3x40 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tGber Natriumsulfat getrocknet.
Nach Filtration wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das entstandene
Isocyanat wurde in abs. THF (20 mL) geldst und eine Lésung von N“-(2,2,4,6,7-Pentamethyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-L-Arginin 144 (1.65 g, 3.88 mmol, 1.0 Aq) in abs. DMF (40 mL)
langsam zugetropft. Nach Rihren fiir 18.5 h bei Raumtemperatur wurde Ethylacetat (60 mL)
zugegeben und mit Salzsdure (1 M, 2x150 mL) gewaschen. Die organische Phase wurden tber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.
Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in der nachfolgenden Reaktion umgesetzt.
Ausbeute: 2.61 g (3.88 mmol, quant.) eines farblosen Schaums.

DC: R¢ = 0.09 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.33 (s, 9 H, 11'-H), 1.45 (s, 6 H, 12"-H), 1.52-1.71 (m,
3 H, 3-H,, 4-H), 1.78-1.87 (m, 1 H, 3-Hy), 2.07 (s, 3 H, 8"-H), 2.47 (s, 3 H, 7"-H), 2.54 (s, 3 H,
9''-H), 2.94-3.00 (m, 2 H, 5-H), 2.89 (s, 2 H, 11""-H), 3.15-3.31 (m, 2 H, 3'-H), 4.25-4.40 (m, 1 H,
2-H), 4.49 (q, J = 6.6 Hz, 1 H, 2'-H), 6.15-6.24 (m, 1 H, 2'-NH), 6.27-6.46 (m, 2 H, 2-NH, 6-NH),
7.11-7.22 (m, 5 H, 5'-H, 6'-H, 7'-H, 8'-H, 9'-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl5): 6 [ppm] = 12.32 (C-8'"), 17.18 (C-9"), 19.18 (C-7"), 25.06 (C-4),
27.74 (C-11'), 27.79 (C-12"), 28.43 (C-3), 28.97 (C-3'), 38.27 (C-11"), 43.01 (C-5), 52.89 (C-2),
54.87 (C-2'), 81.87 (C-10'), 86.40 (C-10"), 117.56 (C-3""), 124.68 (C-1'"), 126.58, 128.15, 129.36
(c-5', c-6', C-7', C-8', C-9'), 132.46 (C-5", C-6"), 136.35 (C-4'), 138.32 (C-2"), 156.02 (C-6),
158.22 (N(C=0)N), 171.88 (C-4"), 174.38 (C-1'), 175.33 (C-1).
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MS (ESI*): m/z = 674.14 [M+H]*.
HRMS (ESI*): ber. fiir C33sHasNsOsS *: 674.3218, gef.: 674.3194.

C33H47Ns0sS (673.83)

Synthese von Phe-Arg-Harnstoffdipeptid 146

N

J

H,N"6 N” °
T H

T

- TFA

146

Das geschitzte Phe-Arg-Harnstoffdipeptid 145 (513 mg, 761 umol) wurde fir 16 h bei Raum-
temperatur in einer 80%igen wassrigen TFA-Losung (24 mL) gerihrt. AnschlieRend wurde die
Reaktionslosung unter reduziertem Druck eingeengt, Wasser (20 mL) zugegeben und gefrier-

getrocknet. Das Rohprodukt wurde liber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 338 mg (706 umol, 93%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tr = 23.9 min (Methode 1).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 1.42-1.59 (m, 3 H, 3-Ha, 4-H), 1.67-1.76 (m, 1 H, 3-Hy), 2.90
(dd, J=13.9 Hz, J=8.2 Hz, 1 H, 3'-H.), 3.01-3.08 (m, 3 H, 3'-Hp, 5-H), 4.03 (dd, J=9.0 Hz,
J=49Hz, 1H, 2-H), 4.38 (dd, J=8.2 Hz, J=5.4 Hz, 1 H, 2'-H), 7.13-7.26 (m, 5 H, 5'-H, 6'-H,
7'-H, 8'-H, 9'-H).

13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 24.36 (C-4), 28.31 (C-3), 37.17 (C-3'), 40.55 (C-5), 52.76
(C-2'), 54.63 (C-2), 127.23 (C-7'), 128.81 (C-5', C-9'), 129.40 (C-6', C-8'), 136.70 (C-4'), 156.83
(N(C=0)N), 159.06 (C-6), 176.10, 176.50 (C-1, C-1').

19E.NMR (376.5 MHz, D,0): & [ppm] = -75.67.

Drehwert: [a]3°=-3.9 (c = 18 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [ecm™] = 3350, 3193, 2936, 1647, 1557, 1440, 1185, 1137, 722, 700.
UV (H20:MeCN 6:4): Amax [nm] = 258.

MS (ESI*): m/z = 366.06 [M+H]".

HRMS (ESI"): ber. fiir C16H»3NsOs: 364.1626, gef.: 364.1620.

Ci1sH24F3Ns07 (479.16)
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Synthese von Val-Epicapreomycidin-Harnstoffdipeptid 142a

* TFA

142a

Das geschiitztes Val-Epicapreomycidin-Harnstoffdipeptid 36a (22 mg, 32 umol) wurde fir
13.5 h bei Raumtemperatur in einer 80%igen wassrigen TFA-Losung (2 mL) gerihrt. Anschlie-
Rend wurde Wasser (3 mL) zugegeben und gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde Uber
semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 4.7 mg (11 umol, 34%) als farbloser Feststoff.

HPLC (semi-praparativ): tg = 22-24 min (Methode 1).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.90 (d, J=6.6 Hz, 3 H, 4'-H.), 0.94 (d, J=6.9 Hz, 3 H,
4'-Hp), 1.80-1.89 (m, 1 H, 5-H.), 1.89-1.97 (m, 1 H, 5-Hy), 2.14 (td, J= 6.9 Hz, J = 5.5 Hz, 1 H,
3'-H), 3.26-3.39 (m, 2 H, 4-H), 3.94 (td, J=6.9 Hz, J=4.7 Hz, 1 H, 3-H), 4.08 (d, /=5.4 Hz, 1 H,
2'-H), 4.49 (d, J = 6.6 Hz, 1 H, 2-H).

13C.NMR (126 MHz, D,0): 6 [ppm] = 16.95 (C-4'), 18.51 (C-4'), 20.63 (C-5), 29.97 (C-3'), 36.20
(C-4), 49.96 (C-3), 55.31 (C-2), 58.96 (C-2'), 154.06 (C-6), 159.53 (N(C=0)N), 173.52 (C-1),
176.73 (C-1').

1F.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.59.

Drehwert: [a]3°= +7.1 (c = 2.8 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3339, 2968, 1626, 1559, 1186, 1138, 838, 800, 721, 632.
MS (ESI*): m/z = 315.97 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir C12H2Ns0s*:316.1615, gef.: 316.1616.

C14H22F3N507 (429.35)

Synthese von Val-Capreomycidin-Harnstoffdipeptid 142b

- TFA
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Das geschitztes Val-Capreomycidin-Harnstoffdipeptid 36b (36 mg, 53 umol) wurde fiir 24 h
bei Raumtemperatur in einer 80%igen wassrigen TFA-Losung (3 mL) gerihrt. AnschlieBend
wurde Wasser (5 mL) zugegeben und gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde iber semi-pra-

parative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 16.5 mg (38.4 umol, 73%) als farbloser Feststoff.
HPLC (semi-praparativ): tg = 20-22 min (Methode 1).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.90 (d, J= 6.9 Hz, 3 H, 4'-H,), 0.94 (d, J= 6.9 Hz, 3 H,
4'-Hp), 1.84-1.92 (m, 1 H, 5-H.), 2.02-2.10 (m, 1 H, 5-Hs), 2.15 (quind, J = 6.9 Hz, J = 5.4 Hz, 1 H,
3'-H), 3.27-3.40 (m, 2 H, 4-H), 3.98 (td, J = 7.1 Hz, J = 5.0 Hz, 1 H, 3-H), 4.08 (d, J = 5.0 Hz, 1 H,
2'-H), 4.47 (d, J = 4.7 Hz, 1 H, 2-H).

13C.NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 16.92 (C-4'), 18.51 (C-4'), 22.51 (C-5), 29.98 (C-3'), 36.25
(C-4), 49.70 (C-3), 56.12 (C-2), 58.92 (C-2'), 154.44 (C-6), 159.59 (N(C=0)N), 173.61 (C-1),
176.78 (C-1).

1SF-NMR (376 MHz, D,0): 6 [ppm] = -75.58.

Drehwert: [a]3°=-14.0 (c = 7.1 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3338, 2968, 1622, 1556, 1470, 1187, 1137, 839, 800, 722.

MS (ESI*): m/z = 315.98 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir C12H22Ns05%: 316.1615, gef.: 316.1614.

C14H22F3NsO5 (429.35)

7.2.2 Synthese der modifizierten Streptomycine

7.2.2.1 Synthese von Azid-modifizierten Streptomycin-Derivat 60

Synthese von N-(6-bromhexyl)phthalimid 1491213

1 3 5 7 O
O.
Br/\Z/Y\S/ N 8 9
14 10
o 13
12 11
149

Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefiihrt. 1,6-Dibromhexan
(0.50 g, 0.27 mL, 2.1 mmol, 1.0 Aq), N-Hydroxyphthalimid (1.0 g, 6.2 mmol, 3.0 Aq) und
Triethylamin (0.80 g, 1.1 mL, 7.9 mmol, 3.8 Aq) wurden in THF (75 mL) gelést und fiir 46 h bei

80 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt, das Rohprodukt
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erneut in DCM (100 mL) geldst und bis zur vollstandigen Entfarbung der organischen Phase
wiederholt mit gesattigter wassriger Na,CO3-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:PE 1:1 -> 100%
DCM).

Ausbeute: 639 mg (1.96 mmol, 93%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
DC: Rf = 0.49 (DCM).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.50-1.61 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.78-1.85 (m, 2 H, 5-H), 1.91
(quin, J=7.0 Hz, 2 H, 2-H), 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2 H, 1-H), 4.22 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, 6-H), 7.74-7.78
(m, 2 H, 10-H, 11-H), 7.82-7.87 (m, 2 H, 9-H, 12-H).

13C.NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 24.80 (C-4), 27.82 (C-3), 27.99 (C-5), 32.58 (C-2), 33.74
(C-1), 78.30 (C-6), 123.49 (C-9, C-12), 128.96 (C-8, C-13), 134.45 (C-10, C-11), 163.65 (C-7,
C-14).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 1786, 1717, 1403, 1125, 972, 873, 785, 696, 644, 518.
UV (MeOH): Amax [nm] = 230, 295.
MS (ESI*): m/z = 326.03 [M+H]*.

C14H15BrN03 (32619)

Synthese von N-(6-azidhexyl)phthalimid 150

1 3 5 70
A SO
Ng 2 4 6 N —
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Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefihrt. N-(6-bromhe-
xyl)phthalimid 149 (100 mg, 307 umol, 1.0 Aq) und Natriumazid (49.8 mg, 766 umol, 2.5 Aq)
wurden in DMF (8 mL) gel6dst und flr 23 h bei 75 °C gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtempe-
ratur wurde mit Wasser (2x50 mL) und mit geséattigter wéassriger NaHCO3-Losung (2x50 mlL)
gewaschen, die organische Phase tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel ge-
reinigt (PE:EtOAc 4:1).

Ausbeute: 79 mg (27 pmol, 89%) als farbloses Ol.

DC: R¢ = 0.35 (PE:EtOAc 7:3).
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'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.41-1.49 (m, 2 H, 3-H), 1.51-1.59 (m, 2 H, 4-H), 1.63
(quin, J=7.3 Hz, 2 H, 2-H), 1.75-1.83 (m, 2 H, 5-H), 3.28 (t, J=6.9 Hz, 2 H, 1-H), 4.20 (t,
J=6.5Hz, 2 H, 6-H), 7.72-7.78 (m, 2 H, 10-H, 11-H), 7.82-7.87 (m, 2 H, 9-H, 12-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 25.11 (C-4), 26.32 (C-3), 27.95 (C-5), 28.63 (C-2), 51.25
(C-1), 78.22 (C-6), 123.42 (C-9, C-12), 128.86 (C-8, C-13), 134.41 (C-10, C-11), 163.59 (C-7,
C-14).

IR (ATR): ¥ [cm™*] = 2091, 1727, 1466, 1371, 1186, 1126, 982, 876, 699, 518.

UV (MeOH): Amax [nm] = 233, 297.

MS (ESI*): m/z = 343.13 [M+MeOH+Na]".

C14H16N4O; (288.31)

Synthese von O-(6-azidhexyl)hydroxylamin Hydrochlorid 151

1 3 5 « HCI
(0]
N /\/\/\/ \NH
3 2 4 6 2

151

Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphéare durchgefihrt. N-(6-azidhe-
xyl)phthalimid 150 (790 mg, 2.74 mmol, 1.0 Aq) wurde in DCM (30 mL) vorgelegt. Nach Zugabe
von Hydrazin-Monohydrat (206 mg, 200 uL, 4.11 mmol, 1.5 Aq) wurde fiir 24 h bei Raumtem-
peratur geriihrt. Die erhaltene Suspension wurde filtriert, der Riickstand mit DCM gewaschen
und das Filtrat mit Wasser (2x15 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde lUber Natri-
umsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der
erhaltene farblose Feststoff wurde in Diethylether (40 mL) geldst und fir 30 min mit HCl be-
gast. Der erhaltene Feststoff wurde abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 449 mg (2.31 mmol, 84%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 1.33-1.43 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.55-1.62 (m, 2 H, 2-H), 1.66
(quin, J =6.9 Hz, 2 H, 5-H), 3.30 (t, J = 6.9 Hz, 2 H, 1-H), 4.03 (t, / = 6.5 Hz, 2 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 24.37, 25.60 (C-3, C-4), 26.86 (C-5), 27.85 (C-2), 51.15
(C-1), 75.60 (C-6).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2932, 2686, 2091, 1509, 1454, 1351, 1260, 1198, 1019, 913.

MS (ESI*): m/z = 181.21 [M+Na]*.

HRMS: ber. flir C¢H1sN4O*: 159.12404, gef.: 159.12416.

C6H15N4OCl (194.66)
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Synthese von Azid-modifizierten Streptomycin-Derivat 60

Streptomycin Sulfat 152 (100 mg, 137 umol, 1.2 Aq) wurde mit m-Phenylendiamin (ca. 3 mg,
kat.) in H,O (10 mL) vorgelegt. Nach Zugabe von 0O-(6-azidhexyl)hydroxylamin Hydrochlorid
151 (23.0 mg, 118 pmol, 1.0 Aq) wurde fiir 26 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmit-
tel wurde durch Gefriertrocknung entfernt und das Rohprodukt wurde lber semi-praparative
HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 82.2 mg (77.3 umol, 66%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tr = 26.8 min (Methode 2).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 1.15 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, 5'-H), 1.28-1.38 (m, 4 H, L-3-H,
L-4-H), 1.55 (quin, J=6.9 Hz, 2 H, L-2-H), 1.60 (quin, J=6.9 Hz, 2 H, L-5-H), 2.81 (s, 3 H,
Me-NH), 3.22-3.26 (m, 1 H, 2"-H), 3.26 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, L-1-H), 3.38-3.43 (m, 2 H, 4"-H, 4-H),
3.43-3.55 (m, 4 H, 1-H, 2-H, 5-H, 6-H), 3.55-3.61 (m, 2 H, 3-H, 5"-H), 3.73-3.78 (m, 1 H, 6'"-H.),
3.80-3.85 (m, 2 H, 3"-H, 6"-Hy), 4.06 (t, J=6.5Hz, 2 H, L-6-H), 4.41 (q, /= 6.3 Hz, 1 H, 4'-H),
4.50 (d, J=3.2 Hz, 1 H, 2'-H), 5.22 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, 1'-H), 5.33 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, 1""-H), 7.59
(s, 1 H, Oxim-H).

13C-NMR (126 MHz, D;0): & [ppm] = 11.19 (C-5'), 24.66 (L-C-4), 25.81 (L-C-3), 27.98 (L-C-5),
28.09 (L-C-2), 31.23 (NH-CH3), 51.20 (L-C-1), 58.38 (C-3), 58.84 (C-1), 60.20 (C-6""), 60.73 (C-2"),
69.17 (C-4"), 69.27 (C-3"), 70.95 (C-2), 71.49 (C-6), 72.71 (C-5"), 73.06 (C-5), 74.56 (L-C-6),
76.83 (C-4'), 79.30 (C-4), 79.86 (C-3'), 84.02 (C-2'), 92.12 (C-1"), 105.46 (C-1"), 116.42 (q,
Jer=291.40 Hz, TFA-CF3), 149.82 (Oxim-C), 157.61 (C-3-NHC(=NH)NH,), 158.25
(C-1-NHC(=NH)NH,), 163.08 (q, Jcr = 35.74 Hz, TFA-C=0).

19E_.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.77.

Drehwert: [a]3°= -58.5 (c = 4.5 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3339, 3191, 2939, 2100, 1664, 1184, 1130, 1041, 1006, 721.

UV (H20:MeCN 54:46): Amax [nm] = 199.
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MS (ESI*): m/z = 722.46 [M+H]*, 362.17 [M+2H]".
HRMS (ESI*): ber. fiir C27HssN11012%*: 361.6932, gef.: 361.69335.

C33Hs4F9sN11013 (1063.84)

7.2.2.2 Synthese der Streptomycin-Referenzverbindung 156

Synthese von Amid-Linker 155

10-Undecinsdure 153 (150 mg, 823 pumol, 1.0 Ag) wurde in abs. THF (6 mL) vorgelegt und im
Anschluss tropfenweise mit Thionylchlorid (0.33 mL, 4.6 mmol, 5.6 Aq) versetzt. Es wurde fiir
1 h bei 50 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Reaktionsgemisch
mit 25%iger Ammoniumhydroxid-Losung (15 mL) versetzt und fiir 3 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Es wurde mit DCM (2x200 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Was-
ser (2x100 mL) gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im

Vakuum entfernt. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigungsschritte weiter umgesetzt.
Ausbeute: 149 mg (823 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.
DC: Rf=0.51 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.25-1.36 (m, 6 H, 3-H, 4-H, 5-H), 1.36-1.44 (m, 2 H, 6-H),
1.48-1.56 (m, 2 H, 7-H), 1.64 (quint, J = 7.4 Hz, 2 H, 2-H), 1.94 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, 10-H), 2.18
(dt, J = 7.1 Hz, J = 2.5 Hz, 2 H, 8-H), 2.23 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, 1-H), 5.48 (bs, 2 H, (C=0)-NH,).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 18.36 (C-8), 25.46 (C-2), 28.41 (C-7), 28.64, 28.89, 29.15
(C-3, C-4, C-5), 35.85 (C-1), 68.08 (C-10), 84.71 (C-9), 175.56 (C=0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3348, 3279, 3176, 2933, 2921, 2849, 1660, 1629, 1424, 652,

UV (MeOH): Amax [nm] = 203.

MS (ESI*): m/z = 182.07 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. fiir C11H,0NO*: 182.1540, gef.: 182.1536.

C11H1oNO (181.28)
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Synthese der Streptomycin-Referenzverbindung 156
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Der Amid-Linker 155 (10 mg, 58 umol, 1.0 Aq) und das Streptomycin-Derivat 60 (50 mg,
58 umol, 1.0 Aq) wurden in destilliertem Wasser (12 mL, entgast) und abs. THF (6 mL) vorge-
legt. Nach Zugabe von Kupfer(ll)-sulfat (Spatelspitze, kat.) und Natriumascorbat (7.0 mg,
35 umol, 0.6 Aq) wurde fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde EDTA Dinatriumsalz
Dihydrat (ca. 10 mg) zugegeben und fir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmit-
tel wurde durch Gefriertrocknung entfernt und das Rohprodukt Gber semi-praparative HPLC
gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 47 mg (38 umol, 65%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-praparativ): tr = 5.9 min (Methode 3).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 1.16 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, 5'-H), 1.21-1.28 (m, 10 H, L-4-H,
L-5-H, L-6-H, L-3'-H, L-4'-H), 1.28-1.36 (m, 2 H, L-3-H), 1.52 (quin, J = 7.3 Hz, 2 H, L-7-H), 1.58
(quin, J = 6.9 Hz, 2 H, L-5'-H), 1.65 (quin, J = 7.1 Hz, 2 H, L-8-H), 1.92 (quin, J= 6.9 Hz, 2 H,
L-2'-H), 2.20 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, L-2-H), 2.79 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, L-9-H), 2.82 (s, 3 H, NHCH3), 3.26
(dd, J=10.7 Hz, J = 3.5 Hz, 1 H, 2"-H), 3.40-3.45 (m, 2 H, 4"-H, 4-H), 3.45-3.64 (m, 6 H, 1-H,
2-H, 3-H, 5-H, 6-H, 5'"-H), 3.74-3.79 (m, 1 H, 6"-H.), 3.82-3.88 (m, 2 H, 3"-H, 6"-Hy), 4.04 (t,
J=6.5Hz, 2 H, L-6'-H), 4.42 (q, J = 6.4 Hz, 1 H, 4'-H), 4.47-4.52 (m, 3 H, L-1'-H, 2'-H), 5.24 (d,
J=2.8Hz,1H,1'-H), 5.34 (d, J= 3.5 Hz, 1 H, 1"-H), 7.58 (s, 1 H, Oxim-H), 8.15 (s, 1 H, L-11-H).
13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 11.20 (C-5'), 22.97 (L-C-3), 24.39 (L-C-9), 25.18, 25.22
(L-c-3',L-C-4'), 27.56,27.76,27.93, 28.02, 28.12, 28.19 (L-C-5', L-C-4, L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8),
28.76 (L-C-2'), 31.26 (NHCH3), 35.12 (L-C-2), 52.50 (L-C-1'), 58.38 (C-3), 58.85 (C-1), 60.19
(C-6"), 60.74 (C-2'""), 69.18 (C-4"), 69.28 (C-3"), 70.98 (C-2), 71.49 (C-6), 72.72 (C-5"), 73.08
(C-5), 74.41 (L-C-6'), 76.91 (C-4'), 79.25 (C-4), 79.83 (C-3'), 84.14 (C-2'), 92.19 (C-1'""), 105.46
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(C-1'), 116.41 (q, Jcr = 291.40 Hz, TFA-CF3), 125.67 (L-C-11), 145.51 (L-C-10), 149.80 (Oxim-C),
157.63 (C-3-NHC(=NH)NH;), 158.26 (C-1-NHC(=NH)NH>), 162.96 (q, Jcr = 35.70 Hz, TFA-C=0),
180.44 (L-C-1).

19F-NMR (376.5 MHz, D,0): & [ppm] = -75.57.

Drehwert: [a]3°= -74.7 (c = 5.8 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3337, 3194, 2931, 2860, 1663, 1183, 1131, 837, 800, 721.

UV (H,0:MeCN 76:24): Amax [nm] = 244, 299.

MS (ESI*): m/z = 903.67 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. fir C3gH7aN1,0132*: 452.2665, gef.: 452.2652.

CaaH73FsN12010 (1245.12)

7.2.2.3 Synthese von Thiol-modifizierten Streptomycin-Derivat 59

Synthese von Linker 157
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Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefihrt. N-(6-bromhe-
xyl)phthalimid 149 (639 mg, 1.96 mmol, 1.0 Aq) und Kaliumthioacetat (224 mg, 1.96 mmol,
1.0 Aq) wurden in Aceton (20 mL) vorgelegt und fiir 23 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Lésungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromato-
graphisch an Kieselgel gereinigt (PE:EtOAc 9:1 -> 4:1).

Ausbeute: 527 mg (1.64 mmol, 84%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.63 (PE:EtOAc 1:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 1.39-1.47 (m, 2 H, 5-H), 1.47-1.55 (m, 2 H, 6-H), 1.60
(quin, J =7.4 Hz, 2 H, 4-H), 1.74-1.82 (m, 2 H, 7-H), 2.31 (s, 3 H, 1-H), 2.87 (t, J=7.3 Hz, 2 H,
3-H), 4.19 (t, /=6.6 Hz, 2 H, 8-H), 7.71-7.77 (m, 2 H, 12-H, 13-H), 7.80-7.85 (m, 2 H, 11-H,
14-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 8 [ppm] = 25.03 (C-6), 27.93 (C-5), 28.33 (C-7), 28.92 (C-3), 29.27
(C-4), 30.57 (C-1), 78.30 (C-8), 123.41 (C-11, C-14), 128.90 (C-10, C-15), 134.38 (C-12, C-13),
163.58 (C-9, C-16), 195.87 (C-2).
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IR (ATR): ¥ [cm™!] = 2932, 2856, 1717, 1689, 1127, 1016, 982, 873, 695, 629.
UV (MeOH): Amax [nm] = 236, 297.

MS (ESI*): m/z = 344.06 [M+Na]*, 376.03 [M+MeOH+Na]".

HRMS (ESI*): ber. fiir C1H20NO,S*: 322.1108, gef.: 322.1102.

C16H19NO4S (321.39)

Synthese von Linker 159
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Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefiihrt. 1,6 -Dibromhexan
148 (1.54 mlL, 2.48 g, 10.2 mmol, 2.0 Aq) wurde in DMF (5 mL) vorgelegt. Im Anschluss wurden
N-Boc-Hydroxylamin (670 mg, 5.00 mmol, 1.0 Aq) und DBU (0.90 mL, 0.91 mg, 6 mmol, 1.2 Aq)
in DMF (5 mL) gelost und langsam zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 20 h bei Raumtempera-
tur gertihrt. Wasser (60 mL) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch mit Ethylacetat
(3x80 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Natriumsulfat getrock-
net, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung des Roh-

produktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (100% PE -> PE:EtOAc 70:30.)
Ausbeute: 802 mg (2.71 mmol, 54%) als farbloser Feststoff.
DC: Rf = 0.76 (PE:EtOAc 1:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.33-1.53 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.47 (s, 9 H, OC(CH3)s3), 1.63
(quin, J=6.9 Hz, 2 H, 5-H), 1.85 (quin, J=6.9 Hz, 2 H, 2-H), 3.40 (t, /= 6.8 Hz, 2 H, 1-H), 3.84
(t,J = 6.5 Hz, 2 H, 6-H), 7.18 (bs, 1 H, 7-NH).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 25.05 (C-4), 27.78 (C-3), 27.89 (C-5), 28.16 (OC(CH3)3),
32.56 (C-2), 33.75 (C-1), 76.52 (C-6), 81.53 (OC(CH3)s), 156.86 (N(C=0)N).

MS (ESI*): m/z = 318.12 [M+Na]*.

C11szBI"N03 (29621)

Synthese von Linker 160
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Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefiihrt. 1,6-Diiodhexan
158 (2.00 g, 5.92 mmol, 1.0 Aq) und N-Boc-Hydroxylamin (800 mg, 6.00 mmol, 1.0 Aq) wurden
in DCM (10 mL) vorgelegt. Im Anschluss wurde DBU (1.02 g, 1.00 mL, 6.70 mmol, 1.1 Aq) in
DCM (15 mL) geldst und langsam zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 2 d bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde nachfolgend mit wassriger NaOH-Losung (2 M, 100 mL),
wassriger HCI-Losung (1 M, 100 mL) und gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Lésung
(100 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte

sdulenchromatographisch an Kieselgel (100% PE -> PE:EtOAc 80:20.)

Ausbeute: 883 mg (2.57 mmol, 44%) als farbloser Feststoff.

DC: Rs = 0.77 (PE:EtOAc 1:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 1.32-1.41 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.43 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.59
(quin, J=6.9 Hz, 2 H, 5-H), 1.78 (quin, J = 6.9 Hz, 2 H, 2-H), 3.14 (t, /= 6.8 Hz, 2 H, 1-H), 3.80
(t, J=6.5Hz, 2 H, 6-H), 7.32 (bs, 1 H, 7-NH).

13C.NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.84 (C-1), 24.71 (C-4), 27.66 (C-5), 28.09 (OC(CHs)s),
30.10 (C-3), 33.17 (C-2), 76.36 (C-6), 81.31 (OC(CH3s)s), 156.76 (N(C=0)N).

MS (ESI*): m/z = 366.37 [M+Na]*.

C11H22INOs (343.21)

Synthese von Linker 161

Variante 1:

Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefiihrt. Linker 160
(440 mg, 1.28 mmol, 1.0 Aq) und Kaliumthioacetat (224 mg, 1.96 mmol, 1.5 Aq) wurden in
Aceton (10 mL) vorgelegt und fiir 3 d bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Suspension wurde DCM
(20 mL) zugegeben und das Gemisch nachfolgend mit wassriger NaOH-L6sung (80 mL) und ge-
sattigter, wassriger NaCl-Losung (80 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde (iber Natri-
umsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:PE 2:1 -> 100%
DCM).

Ausbeute: 370 mg (1.27 mmol, 99%) als gelbes Ol.
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Variante 2:

Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgasatmosphare durchgefihrt. Linker 159
(390 mg. 1.32 mmol, 1.0 Aq) und Kaliumthioacetat (151 mg, 1.32 mmol, 1.0 Aq) wurden in
Aceton (15 mL) vorgelegt und 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Zur Suspension wurde DCM
(100 mL) gegeben und das Reaktionsgemisch mit Wasser (150 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde (iber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der nachfolgenden Reaktion

umgesetzt.

Ausbeute: 386 mg (1.32 mmol, quant.) als gelbes Ol.

DC: R; = 0.13 (DCM).

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.33-1.43 (m, 4 H, 5-H, 6-H), 1.48 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.50-
1.71 (m, 4 H, 4-H, 7-H), 2.32 (s, 3 H, 1-H), 2.86 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, 3-H), 3.83 (t, J = 6.6 Hz, 2 H,
8-H), 7.16 (bs, 1 H, 9-NH).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 25.34 (C-6), 27.78 (C-7), 28.18 (OC(CHs)s), 28.48 (C-5),
28.94 (C-3), 29.32 (C-1), 30.61 (C-4), 76.56 (C-8), 81.52 (OC(CHs)s), 156.86 (N(C=0)N), 196.00
(C-2).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3295, 2976, 2933, 2860, 1689, 1247, 1164, 1107, 772, 625.

UV (MeOH): Amax [nm] = 203, 232.

MS (ESI*): m/z = 291.12 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fir CgH1sNO,S*: 192.1053, gef.: 192.1051.

C13H2sNO4S (291.41)

Synthese von Thiol-modifizierten Streptomycin-Derivat 59
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Variante 1:

Linker 161 (200 mg, 686 pumol) wurde in DCM (10 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt. Nach
Zugabe von TFA (1.4 mL) wurde 1 h bei 0 °C gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduzier-
tem Druck entfernt. Das Zwischenprodukt wurde in Methanol (10 mL) geldst, mit einer wass-
rigen Natriumhydroxid-Losung (2 M, 10 mL) versetzt und fiir 2 h bei 55 °C geriihrt. Nach Ab-
kiihlen auf Raumtemperatur wurde mit verdiinnter Salzsdaure neutralisiert und mit Dichlorme-
than (3x20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tGber Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das vollstandig
entschitzte Zwischenprodukt wurde in Wasser (3 mL) geldst. Nach Zugabe von Streptomycin
Sulfat 152 (100 mg, 137 umol) wurde 4 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel
wurde durch Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte iber semi-

praparative HPLC (C18-Saule).
Ausbeute: 27.4 mg (26.0 umol, 4%) eines farblosen Feststoffes.
Variante 2:

Linker 157 (108 mg, 336 umol, 1.0 Aq) wurde in Dichlormethan (10 mL) geldst. Nach Zugabe
von Hydrazin-Monohydrat (100 pL, 103 mg, 2.06 mmol, 6.0 Aq) wurde fiir 16 h bei Raumtem-
peratur gerihrt. Es wurde mit Wasser (2x15 mL) gewaschen, das Losungsmittel unter reduzier-
tem Druck entfernt und das Zwischenprodukt in Methanol (3 mL) geldost. Nach Zugabe von
konzentrierter wassriger HCl (12 M, 2 mL) wurde fir 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es
wurde mit Wasser (5 mL) verdinnt und das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt.
Das Zwischenprodukt wurde in Wasser (5 mL) gel6st und nach Zugabe von Streptomycin Sulfat
152 (197 mg, 270 umol, 0.8 Aq) wurde fiir 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel
wurde durch Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte iber semi-
prdaparative HPLC (C18-Saule).

Ausbeute: 17.5 mg (16.6 umol, 5%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 16.8 min (Methode 4).

'H-NMR (300 MHz, D,0): & [ppm] = 1.15 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, 5'-H), 1.22-1.41 (m, 4 H, L-3-H,
L-4-H), 1.46-1.68 (m, 4 H, L-2-H, L-5-H), 2.49 (t, J = 7.1 Hz, 2 H, L-1-H), 2.81 (s, 3 H, NHCH3),
3.25 (dd, J=10.7 Hz, J=3.4 Hz, 1 H, 2"-H), 3.36-3.64 (m, 8 H, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H,
4"-H, 5"-H), 3.71-3.87 (m, 3 H, 3"-H, 6"-H), 4.06 (t, J = 6.5 Hz, 2 H, L-6-H), 4.41 (q, J = 6.1 Hz,
1H, 4'-H), 4.50 (d, /=3.0Hz, 1 H, 2'-H), 5.22 (d, /= 2.9 Hz, 1 H, 1'-H), 5.34 (d, /= 3.4 Hz, 1 H,
1"-H), 7.59 (s, 1 H, Oxim-H).
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13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 11.21 (C-5'), 24.67 (L-C-4), 27.36 (L-C-3), 28.08 (L-C-5),
28.26 (L-C-2), 31.25 (NH-CHs), 38.15 (L-C-1), 58.39 (C-3), 58.85 (C-1), 60.24 (C-6"), 60.75 (C-2"),
69.20 (C-4""), 69.27 (C-3"), 70.97 (C-2), 71.48 (C-6), 72.73 (C-5"), 73.07 (C-5), 74.62 (L-C-6),
76.83 (C-4'), 79.30 (C-4), 79.86 (C-3'), 83.98 (C-2'), 92.10 (C-1"), 105.46 (C-1'), 116.42 (q,
Jer=291.40 Hz, TFA-CFs), 149.79 (Oxim-C), 157.61 (C-3-NHC(=NH)NH,), 158.25
(C-1-NHC(=NH)NH,), 163.40 (Jcr = 34.80 Hz, TFA-C=0).

19F-NMR (376.5 MHz, D,0): & [ppm] = -75.56.

Drehwert: [a]3°=-102.6 (c = 2.8 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3327, 2933, 1665, 1187, 1131, 1041, 1010, 839, 800, 722.
UV (H20:MeCN 75:25): Amax [nm] = 199.

MS (ESI*): m/z = 713.30 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir C;7HsaNg01,5%: 357.1785, gef.: 357.1766.

Ca3HssF9NgO1sS (1054.89)

7.2.2.4 Synthese von PySS-Streptomycin-Derivat 58

Synthese von PySS-aktivierten Linker 162
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Linker 161 (138 mg, 474 pumol, 1.0 Aq) wurde in abs. Methanol (4 mL) vorgelegt. Nach Zugabe
von wissriger NaOH-Lésung (2 M, 500 pL, 951 pmol, 2.0 Aq) wurde fiir 2 h bei 45 °C geriihrt.
Es wurde DCM (10 mL) zugegeben, mit wassriger HCI-L6sung (1 M, 10 mL) gewaschen und die
Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde erneut mit DCM (2x10 mL) extrahiert und die ver-
einigten organischen Phasen iber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene gelbliche Ol wurde in abs. Methanol (4 mL)
geldst, langsam zu einer Lésung von Aldrithiol™-2 123 (210 mg, 951 pmol, 2.0 Aq) in abs. Me-
thanol (8 mL) gegeben und fiir 21 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Rohprodukt wurde siu-

lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 99:1).

Ausbeute: 203 mg eines gelben Ols, verunreinigt mit Aldrithiol™-2 123 (aus *H-NMR berech-
nete Ausbeute an 162: 110 mg, 306 umol, 65%).

DC: Rf = 0.82 (DCM:MeOH 9:1).
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1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.34-1.46 (m, 4 H, 3-H, 4-H), 1.49 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.57-
1.66 (m, 2 H, 2-H), 1.71 (quin, 2 H, J = 7.3 Hz, 5-H), 2.77-2.83 (m, 2 H, 1-H), 3.84 (t, J = 6.6 Hz,
2 H, 6-H), 7.08-7.11 (m, 1 H, Py-4-H), 7.59-7.76 (m, 2 H, Py-2-H, Py-3-H), 8.46-8.48 (m, 1 H,
Py-5-H).

MS (ESI*): m/z = 359 [M+H]".

C16H26N203S; (358.52)

Synthese von PySS-aktivierten Streptomycin-Derivat 58

Der verunreinigte Linker 162 (70.0 mg, 195 pmol, 1.0 Aq) wurde in einer wéssrigen TFA-Lésung
(6 mL, H,O:TFA 6:1) fiir 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Es wurde mit Wasser (6 ml) verdinnt
und das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Im Anschluss wurde das instabile Zwi-
schenprodukt erneut in Wasser (5 mL) gelost. Nach Zugabe von Streptomycin Sulfat 60
(146 mg, 200 umol, 1.0 Aq) wurde fiir 80 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel
wurde durch Gefriertrocknung entfernt und das Rohprodukt tGber semi-praparative HPLC ge-
reinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 19.7 mg (16.9 umol, 9%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 29.6 min (Methode 2).

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.13 (d, J=6.0 Hz, 3 H, 5'-H), 1.21-1.41 (m, 4 H,
L-3-H, L-4-H), 1.52 (quin, J = 7.1 Hz, 2 H, L-5-H), 1.62 (quin, J = 7.3 Hz, 2 H, L-2-H), 2.63 (t,
J=5.2 Hz, 3 H, NHCH3), 2.83 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, L-1-H), 3.09-3.34 (m, 6 H, 1-H, 2-H, 4-H, 6-H,
2""-H, 4"-H), 3.42-3.77 (m, 5 H, 3-H, 5-H, 3"-H, 5"-H, 6"-H), 3.96 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, L-6-H), 4.22
(q,/=6.2 Hz, 1 H, 4'-H), 4.34 (d, J = 2.2 Hz, 1 H, 2'-H), 5.19 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, 1"-H), 5.22 (d,
J=2.2Hz, 1H,1'-H), 5.33 (bs, 1 H, 3'-OH), 5.99 (bs, 1 H, 2-OH), 6.82-7.00 (m, 2 H, NH;), 7.00-
7.16 (m, 4 H, NH3), 7.15-7.33 (m, 3 H, Py-2-H, NH,), 7.49 (s, 1 H, Oxim-H), 7.70 (d, J = 7.6 Hz,
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1 H, 5-OH), 7.74-7.80 (m, 2 H, Py-4-H, 3"-OH), 7.81-7.87 (m, 1 H, Py-3-H), 8.34-8.43 (m, 1 H,
2"-NH,.,), 8.45 (d, J = 5.7 Hz, 1 H, Py-5-H), 8.80-8.93 (m, 1 H, 2"-NH2.).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6§ [ppm] = 12.46 (C-5'), 24.95 (L-C-4), 27.48 (L-C-3), 28.25
(L-C-2, L-C-5), 31.04 (NH-CHs), 37.91 (L-C-1), 57.73 (C-5), 58.50 (C-1), 60.22 (C-6"), 60.42
(C-2"), 68.86, 69.63, 71.27, 71.54, 73.31 (C-2, C-4, C-6, C-3", C-4", C-5""), 73.39 (L-C-6), 77.18
(C-3), 77.92 (C-3'), 78.53 (C-4'), 86.05 (C-2'), 93.89 (C-1'), 104.33 (C-1"), 115.39 (TFA-CFs),
117.75 (TFA-CF3), 119.23 (Py-4-C), 121.16 (Py-2-C), 137.79 (Py-3-C), 149.58 (Py-5-C), 157.77
(C-3-NHC(=NH)NH,), 158.19 (C-1-NHC(=NH)NH,), 158.45 (Py-1-C), 158.71 (TFA-C=0), 159.37
(Oxim-C).

19F.NMR (376 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = -74.11.

Drehwert: [a]3°= -33.3 (c = 0.6 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3343, 3191, 1666, 1420, 1184, 1130, 1041, 1007, 800, 721.

UV (H,0:MeCN 40:60): Amax [nm] = 233, 289.

MS (ESI*): m/z = 822.37 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. flir C32HssN9O1,S,*: 822.3485, gef.: 822.3453.

C38H58F9N901352 (116403)

7.2.3 Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Vorstufen und -Referenzen

7.2.3.1 Festphasensynthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68

Festphasensynthese der Val-Lys-Leu-Peptidkette 72

Leu-5 0
1 4 —OH
Leu-3 Leu-4 3 O/>i.w 6
o) 0 o
>L Val-2 H H Leu2|  HN /\2“’““{\ o 3
OVal-1 \g/l_ys_z Lys-1 H OLeu-1
Val-4 “Val-3~ Lys-4 " Lys-3
Lys-6 Lys-5
NHBoc

72

2-Chlortrityl-Harz 163 (123 mg, 141 umol, 1.0 Aq) wurde in abs. DCM (4 mL) fir 2 h gequellt.
Nach Zugabe des Linkers 133 (60.0 mg, 141 pmol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin
(74.0 pL, 54.7 mg, 423 pmol, 3.0 Aq) geldst in abs. DCM (3 mL) zum Harz wurde fiir 2 h bei
Raumtemperatur geschittelt. Zum Waschen wurde die Spritze mehrfach mit DMF und DCM
gespult (jeweils zweimal mit 5x3 mL DMF und 5x3 mL DCM). Zum Capping wurde eine Mi-
schung aus DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1, 3 mL) zugegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur
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geschittelt. Zum Waschen wurde die Spritze erneut mehrfach mit DCM und DMF gesplilt (je-
weils zweimal mit 5x3 mL DCM und 5x3 mL DMF). Dieser Waschschritt wurde nachfolgend nach

jeder Fmoc-Entschiitzung und jedem Kupplungsschritt wiederholt.

Die erste Fmoc-Entschiitzung erfolgte mit einer Lésung von 20% Piperidin in abs. DMF (3 mL).
Die Reaktionsmischung wurde fiir 50 min bei Raumtemperatur geschiittelt und im Anschluss
wie oben beschrieben gewaschen. N-Fmoc-L-Leucin (150 mg, 423 umol, 3.0 Aq), HBTU
(160 mg, 423 pumol, 3.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (150 uL, 110 mg, 846 umol, 6.0 Aq)
wurden in abs. DMF (3 mL) gel6st, zum Harz gegeben und fiir 20 h bei Raumtemperatur ge-
schittelt. Nach erneutem Waschen erfolgte die zweite Fmoc-Entschiitzung mit 20% Piperidin
in abs. DMF (3 mL) fir 30 min bei Raumtemperatur. N®-Fmoc-N*-Boc-L-Lysin (198 mg,
407 umol, 2.9 Aq), HBTU (160 mg, 423 pumol, 3.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (150 pL,
110 mg, 846 umol, 6.0 Aq) wurden in abs. DMF (3 mL) geldst, zum Harz gegeben und fiir 22 h
bei Raumtemperatur geschittelt. Die letzte Fmoc-Entschiitzung wurde nach erneutem Wa-

schen mit 20% Piperidin in abs. DMF (3 mL) fiir 30 min bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Valin-Carbamat 135 (144 mg, 423 umol, 3.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (150 pL,
110 mg, 846 pumol, 6.0 Aq) wurden in abs. DMF (3 mL) geldst, auf das Harz gegeben und fiir
22 h bei Raumtemperatur geschittelt. Zur Abspaltung der Peptidkette wurde eine 1,1,1,3,3,3-
Hexafluoro-2-propanol-Lésung (20%, in abs. DCM, 3 mL) aufgezogen und fiir 15 min bei Raum-
temperatur geschittelt. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt und erneut flir 45 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Es wurde mit DCM (15x4 mL) jeweils nach den einzelnen Abspal-
tungen gewaschen und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt

wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel erhalten (DCM:MeOH 95:5).

Ausbeute: 81.0 mg (109 umol, 77%) als eine Mischung von Diastereomeren eines farblosen

Feststoffes.
DC: Rf=0.31 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.84-0.94 (m, 12 H, Val-4-H, Leu-5-H), 1.29-1.38 (m, 2 H,
Lys-4-H), 1.44 (s, 9 H, Boc-OC(CH3s)s3), 1.47 (s, 9 H, OC(CH3s)s3), 1.40-1.96 (m, 13 H, Leu-3-H,
Leu-4-H, Lys-3-H, Lys-5-H, 2-H, 3'-H, 4'-H), 2.06-2.15 (m, 1 H, Val-3-H), 2.33-2.50 (m, 2 H, 5'-H),
3.00-3.14 (m, 2 H, Lys-6-H), 3.32-3.46 (m, 2 H, 3-H), 3.54 (t, J=6.9 Hz, 1 H, 1'-H.), 3.87-3.94
(m, 1H,2'-H), 4.00-4.16 (m, 1 H, 1'-Hy), 4.24-4.40 (m, 2 H, Val-2-H, Lys-2-H), 4.40-4.53 (m, 1 H,
Leu-2-H), 4.94-5.05 (m, 1 H, 1-H), 5.13 (bs, 1 H, Boc-NH), 6.01 (bs, 1 H, Val-NH), 6.25 (bs, 1 H,
Lys-NH), 7.15 (bs, 1 H, Leu-NH), 7.30 (bs 1 H, 3-NH).

MS (ESI*): m/z = 744.61 [M+H]*.
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C3cHesNsO11 (743.94)

Synthese von Val-Lys-Leu-Dithioacetal 165

(0]
>L VaI-ZH
OVal-1

165

Die Val-Lys-Leu-Peptidkette 72 (200 mg, 269 umol, 1.0 Aq) wurde in DCM (15 mL) vorgelegt.
Nach Zugabe von Ethanthiol (300 pL, 259 mg, 4.16 mmol, 16.0 Aq) wurde die Reaktionsmi-
schung mit Bortrifluoriddiethyletherat (2.4 pL, 2.8 mg, 19 umol, 0.1 Aq) gelést in DCM (3 mL)
versetzt und 14 d bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde N,N-Diisopropylethylamin (300 pL,
1.62 mmol, 6.0 Aq) zugegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmi-
schung wurde mit Wasser (2x100 mL) gewaschen, die organische Phase iUber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung
des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (DCM:MeOH 98:2).
Ausbeute: 145 mg (201 pmol, 75%) als leicht gelblicher Feststoff.

DC: R; = 0.66 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.85-0.94 (m, 12 H, Val-4-H, Leu-4-H), 1.24 (t, J = 7.4 Hz,
6 H, 2'-H), 1.21-1.41 (m, 4 H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.44 (s, 9 H, Boc-OC(CHs)s), 1.47 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.46-1.79 (m, 5 H, Leu-3-H, Leu-4-H, Lys-3-H), 2.00 (q, J = 7.3 Hz, 2 H, 2-H), 2.04-
2.14 (m, 1 H, Val-3-H), 2.54-2.63 (m, 2 H, 1'-H,), 2.63-2.71 (m, 2 H, 1'-Hy), 3.02-3.15 (m, 2 H,
Lys-6-H), 3.30-3.38 (m, 1 H, 3-H.), 3.47-3.57 (m, 1 H, 3-Hy), 3.83 (t, /= 7.3 Hz, 1 H, 1-H), 4.26-
4.38 (m, 2 H, Lys-2-H, Val-2-H), 4.39-4.46 (m, 1 H, Leu-2-H), 5.09 (bs, 1 H, Boc-NH), 5.98 (bs,
1 H, Val-NH), 6.42 (bs, 1 H, Lys-NH), 6.94 (bs, 1 H, Leu-NH), 7.48 (bs, 1 H, 3-NH).

13C-NMR (126 MHz, CDCl5): & [ppm] = 14.43 (C-2'), 14.44 (C-2'), 17.68 (Val-C-4), 19.02
(Val-C-4), 22.02 (Leu-C-5), 22.32 (Lys-C-4), 22.83 (Leu-C-5), 23.89 (C-1'), 24.24 (C-1'), 24.87
(Leu-C-4), 28.10 (OC(CHs)s), 28.47 (Boc-OC(CHs)s), 29.61 (Lys-C-5), 31.74 (Val-C-3), 32.12
(Lys-C-3), 35.47 (C-2), 37.75 (C-3), 39.71 (Lys-C-6), 40.73 (Leu-C-3), 48.87 (C-1), 52.05
(Leu-C-2), 54.09 (Lys-C-2), 58.23 (Val-C-2), 79.08 (Boc-OC(CHs)s), 81.74 (OC(CHs)s3), 156.50
(Boc-N(C=0)0), 158.23 (N(C=0)N), 172.16 (Leu-C-1), 172.49 (Lys-C-1), 173.30 (Val-C-1).

MS (ESI*): m/z = 743.43 [M+Na]*.
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C34HesNs05S, (720.04)

Synthese von Val-Lys-Leu-Aldehyd 70

S Tl
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Das Val-Lys-Leu-Dithioacetal 165 (90.0 mg, 125 pmol, 1.0 Aq) wurde in einer MeCN:H,0:Ace-
ton-Mischung (8:2:1, 80 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nach Zugabe von 2,6-Lutidin
(230 pL, 213 mg, 1.99 mmol, 16 Aq) und NBS (179 mg, 1.01 mmol, 8.0 Aq) wurde fiir 7 min
nach Entfernen des Eisbades gerihrt. Es wurde gesattigte wassrige Natriumthiosulfat-Losung
(80 mL) zugegeben und 3 min geriihrt. Die Phasen wurden getrennt und die wéassrige Phase
mit DCM (3x80 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden liber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung
des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (DCM:MeOH 98:2 -> 95:5).

Ausbeute: 69.4 mg (113 umol, 90%) als farbloser Feststoff.

DC: R; = 0.32 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.83-0.94 (m, 12 H, Val-4-H, Leu-5-H), 1.29-1.39 (m, 4 H,
Lys-4-H, Lys-5-H), 1.44 (s, 9 H, Boc-OC(CHs)s), 1.47 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.41-1.79 (m, 5H,
Leu-3-H, Leu-4-H, Lys-3-H), 2.03-2.14 (m, 1 H, Val-3-H), 2.63-2.75 (m, 2 H, 2-H), 3.00-3.16 (m,
2 H, Lys-6-H), 3.48-3.62 (m, 2 H, 3-H), 4.27-4.37 (m, 2 H, Val-2-H, Lys-2-H), 4.41-4.48 (m, 1 H,
Leu-2-H), 5.09 (bs, 1 H, Boc-NH), 5.98 (bs, 1 H, Val-NH), 6.32 (bs, 1 H, Lys-NH), 7.00 (bs, 1 H,
Leu-NH), 7.71 (bs, 1 H, 3-NH), 9.75 (t, J = 1.3 Hz, 1 H, 1-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 17.68 (Val-C-4), 18.98 (Val-C-4), 22.04 (Leu-C-5), 22.24
(Lys-C-4), 22.75 (Leu-C-5), 24.83 (Leu-C-4), 28.07 (OC(CHs)s), 28.47 (Boc-OC(CHs)s), 29.62
(Lys-C-5), 31.71 (Val-C-3), 32.29 (Lys-C-3), 33.23 (C-3), 39.68 (Lys-C-6), 40.70 (Leu-C-3), 43.56
(C-2),52.05 (Leu-C-2), 53.99 (Lys-C-2), 58.25 (Val-C-2), 79.08 (Boc-OC(CH3)s), 81.75 (OC(CH3)s),
156.49 (Boc-N(C=0)0), 158.21 (N(C=0)N), 172.49 (Lys-C-1), 172.42 (Leu-C-1), 173.33 (Val-C-1),
201.10 (C-1).

MS (ESI*): m/z = 614.49 [M+H]*.

C30H55N503 (61380)

230



7. Experimentalteil

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68

Der Val-Lys-Leu-Aldehyd 70 (69.4 mg, 133 umol, 1.0 Aq) und der Nucleosid-Baustein 33a
(66.2 mg, 133 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. THF (22 mL) mit Molekularsieb (4 A) vorgelegt und
fir 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von Amberlyst 15 (6.0 mg, 28 umol,
0.2 Aqg) und Natriumtriacetoxyborhydrid (52 mg, 0.25 mmol, 1.9 Aq) wurde fiir weitere 24 h
bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und das Losungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdaulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(DCM:MeOH 96:4) wurde die geschitzte Zwischenstufe der 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenz-

verbindung 68 erhalten.
DC: Rf = 0.37 (DCM:MeOH 9:1).

Das geschitzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 wurde in 80%iger wassriger TFA-LOsung
(4.5 mL) fiir 26 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde unter reduzier-
tem Druck eingeengt, mit Wasser (3 mL) verdiinnt und gefriergetrocknet. Die Reinigung er-
folgte mittels semi-praparativer HPLC (C18-Saule).

Ausbeute: 91.7 mg (94.5 umol, 71%) als farbloser Feststoff.

HPLC (semi-praparativ): tr = 25.8 min (Methode 5).

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.81 (d, J = 6.0 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.86 (d, J=6.0 Hz, 3 H,
Leu-5-H), 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.91 (d, / = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 1.32-1.46 (m, 2 H,
Lys-4-H), 1.47-1.69 (m, 6 H, Leu-3-H, Leu-4-H, Lys-5-H, Lys-3-H.), 1.69-1.79 (m, 1 H, Lys-3-Hy),
1.82-1.93 (m, 2 H, 2"-H), 2.11 (dq, /=12.2 Hz, J=6.9 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.28-2.38 (m, 1 H,
5'-H.), 2.47 (ddd, J = 15.1 Hz, J = 6.9 Hz, J = 2.7 Hz, 1 H, 5'-Hy), 2.94 (t, J = 7.7 Hz, 2 H, Lys-6-H),
3.03-3.11 (m, 2 H, 1"-H), 3.15-3.32 (m, 2 H, 3"'-H), 4.03-4.09 (m, 3 H, Val-2-H, 3'-H, 6'-H), 4.10-
4.16 (m, 2 H, Lys-2-H, 4'-H), 4.19-4.24 (m, 1 H, Leu-2-H), 4.40 (dd, J=5.5 Hz, J = 3.9 Hz, 1 H,
2'-H), 5.70 (d, J=3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.83 (d, / = 8.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.59 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H).
13C.NMR (126 MHz, D,0): 6 [ppm] = 17.06 (Val-C-4), 18.57 (Val-C-4), 20.72 (Leu-C-5), 22.14
(Lys-C-4), 22.18 (Leu-C-5), 24.48 (Leu-C-4), 25.67 (C-2""), 26.35 (Lys-C-5), 30.03 (Val-C-3), 30.80
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(Lys-C-3), 32.25 (C-5'), 36.04 (C-3"), 39.30 (Lys-C-6), 39.58 (Leu-C-3), 44.28 (C-1"), 52.64 (Leu-
C-2), 54.27 (Lys-C-2), 57.91 (Val-C-2), 58.92 (C-6'), 72.64 (C-2'), 73.05 (C-3'), 79.43 (C-4'), 91.91
(C-1'), 102.33 (C-5), 142.86 (C-6), 151.47 (C-2), 159.60 (N(C=0)N), 166.23 (C-4), 170.78 (C-7'),
175.01 (Leu-C-1), 175.54 (Lys-C-1), 176.68 (Val-C-1).

15E_NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.60.
MS (ESI*): m/z = 743.40 [M+H]*.
HRMS (ESI*): ber. fiir Cs;HssNsO12*: 743.3934, gef.: 743.3912.

C36Hs6FsNsO16 (970.87)

7.2.3.2 Synthese von PySS-Carbamat-Linker-modifizierten Muraymycin-Analogon 79

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 68 (21.0 mg, 21.6 pmol, 1.0 Aq) und der 4-Nitrophenyl-2-
(pyridin-2-yldisulfanyl)ethylcarbonat-Linker 80 (10.3 mg, 29.2 umol, 1.4 Aq) wurden in abs.
DMF (3 mL) vorgelegt. Nach Zugabe von N,N-Diisopropylethylamin (12 pL, 42 mmol, 2.0 Aq)
wurde fir 21 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde Wasser (20 mL) zugegeben und das
Losungsmittel Gber Gefriertrocknung entfernt. Das Rohprodukt wurde liber semi-praparative

HPLC (C18-Saule) gereinigt.
Ausbeute: 9.7 mg (9.1 umol, 42%) eines farblosen Feststoffes.
HPLC (semi-prdparativ): t. = 23.7 min (Methode 7).

1H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.90 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.93-0.97 (m, 6 H,
Leu-5-H, Val-4-H), 0.99 (d, J=6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 1.27-1.47 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.51 (dt,
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J=13.9 Hz, J = 6.9 Hz, 2 H, Leu-3-H), 1.56-1.71 (m, 4 H, Leu-4-H, Lys-5-H, Lys-3-H,), 1.72-1.81
(m, 1H, Lys-3-Hy), 1.86-1.95 (m, 2 H, 2"-H), 2.12-2.22 (m, 1 H, Val-3-H), 2.29-2.38 (m, 1 H,
5'-H.), 2.41-2.49 (m, 1H, 5'-Hy), 3.05 (t, J=6.1Hz, 2 H, 2'""-H), 3.07-3.13 (m, 4 H, 1"-H,
Lys-6-H), 3.16-3.24 (m, 1H, 3"-H,), 3.35-3.42 (m, 1H, 3"-H,), 4.00-4.03 (m, 1H, 3"-H),
4.04-4.10 (m, 2 H, 6'-H, Val-2-H), 4.12-4.16 (m, 1 H, 4'-H), 4.16-4.20 (m, 1 H, Lys-2-H), 4.25 (t,
J=6.1Hz, 2H, 1""-H), 4.29 (dd, J=9.9 Hz, J=5.2 Hz, 1H, Leu-2-H), 4.36 (dd, J=5.7 Hz,
J=3.8Hz, 1H,2'-H),5.69 (d,J=3.8Hz, 1 H, 1'-H), 5.71 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.22-7.25 (m,
1H, 6"'-H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.79-7.84 (m, 1 H, 4""-H), 7.86-7.89 (m, 1 H, 5""-H),
8.40 (d, J= 4 Hz, 1 H, 7""-H).

13C-NMR (126 MHz, CDs0D): 6 [ppm] = 18.13 (Val-C-4), 19.86 (Val-C-4), 21.86 (Leu-C-5), 23.64
(Lys-C-4), 24.12 (Leu-C-5), 26.16 (Leu-C-4), 27.55 (C-2"), 30.65 (Lys-C-5), 32.10 (Val-C-3), 32.99
(Lys-C-3), 33.89 (C-5'), 36.93 (C-2""), 39.17 (C-3"), 41.24 (Lys-C-6), 41.60 (Leu-C-3), 45.25
(C-1"), 53.75 (Leu-C-2), 56.31 (Lys-C-2), 59.07 (Val-C-2), 59.68 (C-6'), 63.57 (C-1""), 74.18 (C-2),
75.00 (C-3'), 81.04 (C-4'), 94.61 (C-1'), 103.17 (C-5), 121.38 (C-4""), 122.62 (C-6'"), 139.43
(C-5'"), 144.09 (C-6), 150.49 (C-7""), 152.25 (C-2), 158.77 (N(C=0)0), 160.97 (N(C=0)N), 161.35
(C-3""), 166.20 (C-4), 170.98 (C-7'), 175.89 (Leu-C-1), 176.08 (Lys-C-1), 176.31 (Val-C-1).
1SF-NMR (376 MHz, CDs0D) & [ppm] = -76.97.

Drehwert: [a]3°= -80.0 (c = 1 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3337, 2961, 2873, 1668, 1553, 1419, 1199, 1134, 719, 418.

UV (H20:MeCN 56:44): Amax [nm] = 202, 239, 262.

MS (ESI*): m/z = 956.68 [M+H]*, 478,87 [M+2H]?*.

HRMS (ESI*): ber. fir CaoHs2NoO14S,": 956.3852, gef.: 956.38417.

Ca2H62F3Ns016S2 (1070.12)
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7.2.3.3 Synthese des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 65

Festphasensynthese der Val-Lys-DAP-Peptidkette 71
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2-Chlortrityl-Harz 163 (130 mg, 141 umol, 1.0 Aq) wurde in abs. DCM (4 mL) firr 2 h gequellt.
Nach Zugabe des Linkers 133 (70.0 mg, 165 pmol, 1.2 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin
(75.0 pL, 54.5 mg, 422 pmol, 3.0 Aq) wurde fiir 21.5 h in abs. DCM (3 mL) bei Raumtemperatur
geschittelt. Zum Waschen wurde die Spritze mehrfach mit DMF und DCM gespiilt (jeweils
zweimal mit 5x3 mL DMF und 5x3 mL DCM). Zum Capping wurde mit DCM:MeOH:DIPEA
(17:2:1, 3 mL) 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Zum Waschen wurde die Spritze erneut
mehrfach mit DCM und DMF gespiilt (jeweils zweimal mit 5x3 mL DCM und 5x3 mL DMF). Die-
ser Waschschritt wurde nachfolgend nach jeder Fmoc-Entschiitzung und jedem Kupplungs-

schritt wiederholt.

Nachfolgend wurde die erste Fmoc-Entschiitzung mit 20% Piperidin in DMF (4 mL) fiir 20 min
bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die erste Peptidkupplung erfolgte mit Fmoc-DAP(Z)-OH
(195 mg, 423 pumol, 3.0 Aq), HBTU (160 mg, 422 umol, 3.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin
(150 pL, 109 mg, 846 umol, 6.0 Aq) in abs. DMF (4 mL) fiir 22 h bei Raumtemperatur. Nach
erneuter Fmoc-Entschiitzung und Waschen erfolgte die zweite Peptidkupplung mit N*-Fmoc-
Né-Boc-L-Lysin (198 mg, 423 umol, 3.0 Aq), HBTU (160 mg, 422 umol, 3.0 Aq) und N,N-Diisop-
ropylethylamin (150 pL, 109 mg, 846 umol, 6.0 Aq) in abs. DMF (4 mL) fiir 23 h bei Raumtem-
peratur. Nach der letzten Fmoc-Entschitzung erfolgte die Kupplung mit Valin-Carbamat 135
(120 mg, 355 umol, 2.5 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (150 pL, 109 mg, 846 umol, 6.0 Aq)
in abs. DMF (4 mL) far 21 h bei Raumtemperatur. Zur Abspaltung der Peptidkette vom Harz
wurde eine Lésung von 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol in DCM (20%, 4 mL) zugegeben und
fir 15 min bei Raumtemperatur geschittelt. Es wurde mit DCM (15x4 mL) gewaschen und das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt wurde nach sdulenchromatogra-

phischer Reinigung an Kieselgel erhalten (DCM:MeOH 95:5).

Ausbeute: 89.9 mg (106 umol, 75%) als eine Mischung von Diastereomeren eines farblosen

Feststoffes.
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DC: Ry = 0.27 (MeOH:DCM 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDs0D): 8 [ppm] =0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.28-1.53 (m, 4 H, Lys-4-H, 3'-H), 1.43 (s, 9 H, Boc-C(CH3s)3), 1.47 (s, 9 H, C(CHs)s),
1.54-1.68 (m, 4 H, Lys-5-H, 4'-H), 1.69-1.79 (m, 2 H, Lys-3-H), 1.79-1.90 (m, 2 H, 2-H), 2.03-2.13
(m, 1 H, Val-3-H), 2.28-2.33 (m, 2 H, 5'-H), 3.03 (t, J = 6.8 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.22-3.34 (m, 2 H,
3-H), 3.38-3.59 (m, 3 H, Dap-3-H, 1'-Ha), 3.90 (dd, J = 7.3 Hz, 1 H, 2'-H), 3.98-4.13 (m, 3 H,
Val-2-H, Lys-2-H, 1'-Hy), 4.37-4.42 (m, 1 H, Dap-2-H), 4.91-5.02 (m, 1 H, 1-H), 5.04-5.14 (m,
2 H, Cbz-1-H), 7.27-7.40 (m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H).

Drehwert: [a]3°=-12.5 (c = 2.4 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3297, 2933, 2873, 1692, 1631, 1541, 1366, 1252, 1141, 696.

UV (iPrOH): Amax [nm] = 217.

MS (ESI*): m/z = 851.61 [M+H]*.

HRMS (ESI): ber. fir C41HesNeO137: 849.4615, gef.: 849.4598.

Ca1HesN6O13 (851.01)

Synthese von Val-Lys-DAP-Dithioacetal 166

166

Die Val-Lys-DAP-Peptidkette 71 (200 mg, 236 umol, 1.0 Aq) und Ethanthiol (260 pL, 218 mg,
3.52 mmol, 15 Aq) wurden in DCM (40 mL) vorgelegt. Nach langsamer Zugabe von Bortrifluo-
riddiethyletherat (2.0 uL, 16 umol, 0.1 Aq, gel6st in 2 mL DCM) wurde fiir 6 d bei Raumtempe-
ratur gerithrt. N,N-Diisopropylethylamin (140 pL, 106 mg, 823 umol, 3.5 Aq) wurde zugege-
ben, die Reaktionslosung fir 5 min bei Raumtemperatur geriihrt und das Loésungsmittel im An-
schluss unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 98:2).

Ausbeute: 151 mg (183 umol, 77%) eines farblosen, bis leicht gelblichen Feststoffes.

DC: Rf = 0.57 (DCM:MeOH 9:1).
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IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.85 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.24 (t, J = 7.4 Hz, 6 H, H-2'), 1.31-1.41 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.40-1.49 (m, 2 H, Lys-5-H),
1.46 (s, 18 H, Boc-OC(CHs)s, OC(CHs)s), 1.64-1.74 (m, 1H, Lys-3-H,), 1.74-1.83 (m, 1H,
Lys-3-Hp), 1.95-2.05 (m, 2 H, H-2), 2.10 (dd, /= 11.8 Hz, J = 6.5 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.53-2.73 (m,
4 H, 1'-H), 2.99-3.18 (m, 2 H, Lys-6-H), 3.25-3.33 (m, 1 H, 3-H,), 3.10-3.61 (m, 3 H, 3-Hy,
Dap-3-H), 3.85 (t, J=7.1Hz, 1H, 1-H), 4.00-4.08 (m, 1H, Lys-2-H), 4.34 (dd, J=8.7 Hz,
J=4.6 Hz, 1 H, Val-2-H), 4.46-4.53 (m, 1 H, Dap-2-H), 4.88-4.96 (m, 1 H, Boc-NH), 4.99-5.16 (m,
2 H, Cbz-1-H), 5.64-5.73 (m, 2 H, Val-NH, Dap-3-NH), 5.95-6.03 (m, 1 H, Lys-NH), 7.28-7.38 (m,
5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.50-7.56 (m, 1 H, 3-NH), 7.61 (d, / = 7.6 Hgz,
1 H, Dap-2-NH).

13C.NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 14.45 (C-2'), 17.39 (Val-C-4), 19.04 (Val-C-4), 21.95
(Lys-C-4), 24.14 (C-1'), 24.26 (C-1'), 28.04 (OC(CHs)s), 28.51 (Boc-OC(CHs)s), 29.74 (Lys-C-5),
30.59 (Val-C-3), 31.54 (Lys-C-3), 35.35 (C-2), 37.75 (C-3), 39.29 (Lys-C-6), 42.45 (Dap-C-3),
48.73 (C-1), 54.93 (Dap-C-2), 55.47 (Lys-C-2), 58.09 (Val-C-2), 66.89 (Cbz-C-1), 79.34
(Boc-OC(CH3)3), 81.84 (OC(CH3)3), 127.75 (Cbz-C-3, Cbz-C-7), 128.14 (Cbz-C-5), 128.51
(Cbz-C-4, Cbz-C-6), 136.17 (Cbz-C-2), 156.67 (Cbz-C-1), 157.94 (Boc-N(C=0)0), 158.46
(N(C=0)N), 169.74 (Lys-C-1), 172.10 (Dap-C-1), 173.47 (Val-C-1).

Drehwert: [a]3’=-21.4 (c = 1.9 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3289, 2931, 1694, 1629, 1539, 1366, 1267, 1158, 695, 641.

UV (MeOH): Amax [nm] = 206.

MS (ESI*): m/z = 827.59 [M+H]", 849.56 [M+Na]".

HRMS (ESI*): ber. fiir CssHe/NsOsS,*: 827.44055, gef.: 827.43980.

C3sHesN60sS, (827.11)

Synthese von Val-Lys-DAP-Aldehyd 69
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Das Val-Lys-DAP-Dithioacetal 166 (205 mg, 248 umol, 1.0 Aq) wurde in einem L&sungsmittel-

gemisch aus Acetonitril, Wasser und Aceton (MeCN:H,0:Aceton 8:2:1, 40 mL) gel6st und auf
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0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden 2,6-Lutidin (460 pL, 425 mg, 3.97 mmol, 16 Aq)
und N-Bromsuccinimid (352 mg, 1.98 mmol, 8.0 Aq) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir
7 min gerihrt. Im Anschluss wurde gesattigte, wassrige Natriumthiosulfat-Losung (60 mL) zu-
gegeben und fiir 4 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Phasen wurden getrennt, die wass-
rige Phase mit DCM (3x120 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber Natri-
umsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 95:5).
Aubeute: 131 mg (182 umol, 73%) als farbloser Feststoff.

DC: R; = 0.35 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 0.85 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.91 (d, /= 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.18-1.48 (m, 4 H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.45 (s, 9 H, Boc-OC(CHs)3), 1.46 (s, 9 H,
OC(CH3s)s), 1.62-1.85 (m, 2 H, Lys-3-H), 1.98-2.15 (m, 1 H, Val-3-H), 2.66 (t, / = 6.1 Hz, 2 H, 2-H),
2.98-3.19 (m, 2 H, Lys-6-H), 3.27-3.39 (m, 1 H, Dap-3-Ha), 3.42-3.50 (m, 1 H, 3-H.), 3.50-3.62
(m, 2 H, 3-Hp, Dap-3-Hy), 4.04-4.14 (m, 1 H, Lys-2-H), 4.29 (dd, /=8.2 Hz, J=4.1 Hz, 1 H,
Val-2-H), 4.47-4.55 (m, 1 H, Dap-2-H), 4.99 (bs, 1 H, Boc-NH), 5.00-5.14 (m, 2 H, Cbz-1-H), 5.72-
5.85 (m, 2 H, Val-NH, Dap-3-NH), 6.05-6.13 (m, 1 H, Lys-NH), 7.28-7.40 (m, 5 H, Cbz-3-H,
Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.62-7.69 (m, 1H, 3-NH), 7.70 (d, J=7.6 Hz, 1H,
Dap-2-NH), 9.73 (s, 1 H, 1-H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl5): 6 [ppm] = 17.49 (Val-C-4), 18.99 (Val-C-4), 22.02 (Lys-C-4), 28.04
(OC(CHs)s), 28.50 (Boc-OC(CHs)s), 29.67 (Lys-C-5), 30.89 (Val-C-3), 31.47 (Lys-C-3), 33.31 (C-3),
39.38 (Lys-C-6), 42.36 (Dap-C-3), 43.31 (C-2), 54.82 (Dap-2-C), 55.35 (Lys-C-2), 58.22 (Val-C-2),
66.85 (Cbz-C-1), 79.27 (Boc-OC(CHs)s3), 81.84 (OC(CHs)s3), 127.77 (Cbz-C-3, Cbz-C-7), 128.11
(Cbz-C-5), 128.50 (Cbz-C-4, Cbz-C-6), 136.26 (Cbz-C-2), 156.64 (Boc-NC(=0)0), 157.85
(Cbz-N(C=0)0), 158.54 (N(C=0)N), 170.06 (Lys-C-1), 172.10 (Dap-C-1), 173.57 (Val-C-1), 201.01
(C-1).

Drehwert: [a]3°= -80.0 (c = 1.5 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3295, 2972, 2932, 1693, 1679, 1630, 1540, 1257, 1158, 753.

UV (MeOH): Amax [nm] = 209.

MS (ESI*): m/z = 721.51 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. fiir C3sHs7NgO10": 721.4131, gef.: 721.4110.

C35Hs6N6010 (720.87)
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Synthese des geschiitzten (6'S)-Diamins 167
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Die (6'S)-Nucleosyl-Aminosaure 33a (266 mg, 454 umol, 1.0 Aq) wurde in abs. THF (10 mL) mit
frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) vorgelegt. Nach Zugabe von N-Benzyloxycar-
bonyl-3-aminopropanal 38 (92.0 mg, 444 umol, 1.0 Aq) wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Amberlyst 15 (20 mg, 94 umol, 0.2 Aq) und Natriumtriacetoxyborhydrid (190 mg,
897 umol, 2.0 Aq) wurden zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir weitere 24 h bei Raum-
temperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und der Riickstand mit Ethylacetat
(5x50 mL) griindlich gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (DCM:MeOH
98:2).

Ausbeute: 297 mg (382 umol, 84%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf=0.32 (DCM:MeOH 96:4).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = -0.01 (s, 3 H, SiCH3), 0.03 (s, 3 H, SiCH3), 0.06 (s, 3 H,
SiCH3), 0.08 (s, 3 H, SiCH3), 0.83 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHs)3), 1.40 (s, 9 H,
OC(CH3s)s), 1.47-1.58 (m, 2 H, 2"-H), 1.87 (t, /= 6.6 Hz, 2 H, 5'-H), 1.93-2.02 (m, 1 H, 6'-NH),
2.33-2.41 (m, 1H, 1"-H.), 2.48-2.54 (m, 1 H, 1"-Hy), 2.98-3.07 (m, 2 H, 3"-H), 3.11 (dd,
J=6.1Hz, 1 H, 6'-H), 3.84-3.91 (m, 2 H, 3'-H, 4'-H), 4.33 (t, J = 4.7 Hz, 1 H, 2'-H), 4.99 (s, 2 H,
Cbz-1-H), 5.68 (d, /=8.5 Hz, 1 H, 5-H), 5.70 (d, J=5.4 Hz, 1 H, 1'-H), 7.21 (t, J=5.7 Hz, 1 H,
3"-NH), 7.27-7.37 (m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.61 (d, J = 8.2 Hz,
1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 6 [ppm] = -4.32 (SiCH3), -4.27 (SiCH3), -4.27 (SiCHs3), -3.85
(SiCHs3), 19.03 (SiC(CHs)s), 19.09 (SiC(CHs)s), 26.54 (SiC(CHs)s), 26.61 (SiC(CHs)s), 28.57
(OC(CHs)s), 31.04 (C-2"), 38.12 (C-5'), 39.83 (C-3"), 46.21 (C-1"), 60.91 (C-6'), 67.49 (Cbz-C-1),
76.04 (C-2'), 76.70 (C-3'), 82.74 (OC(CHs)s3), 83.06 (C-4'), 91.99 (C-1'), 103.15 (C-5), 128.92
(Cbz-C-3, Cbz-C-7), 129.08 (Cbz-C-5), 129.61 (Cbz-C-4, Cbz-C-6), 138.60 (Cbz-C-2), 142.85 (C-6),
152.30 (C-2), 159.09 (NC(=0)0), 166.89 (C-4), 174.30 (C-7').

MS (ESI*): m/z = 777.31 [M+H]".

C3sH6aN40sSiz (777.12)
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Synthese von (6'S)-Diamin 39
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Die geschiitzte (6'S)-Nucleosyl-Aminosdure 167 (185 mg, 238 umol, 1.0 Aq) wurde in abs. iso-
Propanol (5 mL) geldst, mit Palladium Black (ca. 5 mg) und 1,4-Cyclohexadien (200 puL,
2.11 mmol, 9.0 Aq) versetzt und fir 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Produkt wurde
nach Spritzenfiltration erhalten und ohne weitere Reinigung in den nachfolgenden Reaktionen
umgesetzt.

Ausbeute: 153 mg (238 umol, quant.) als farbloser Feststoff.

DC: R¢ = 0.15 (DCM:MeOH 9:1).

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): § [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCH3), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.93 (s, 9 H, SiC(CH3)s), 1.49 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.58-1.72 (m, 2 H, 2"-H), 1.87-1.94 (m, 1 H, 5'-H.), 2.00-2.07 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.55-
2.61(m, 1 H,1"-H.), 2.61-2.69 (m, 1 H, 1"-H.), 2.74 (t, J = 6.9 Hz, 2 H, 3"-H), 3.31-3.35 (m, 1 H,
6'-H), 3.90 (dd, J = 4.7 Hz, 1 H, 3'-H), 4.04-4.09 (m, 1 H, 4'-H), 4.38 (t, J = 4.4 Hz, 1 H, 2'-H), 5.73
(d,J=7.9Hz, 1 H, 5-H), 5.74 (d, J = 4.4 Hz, 1 H, 1'-H), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H).

13C.NMR (126 MHz, CD30D): & [ppm] = -4.34 (SiCHs), -4.28 (SiCHs), -4.28 (SiCH3), -3.85 (SiCHs),
19.03 (SiC(CHs)3), 19.10 (SiC(CHs)s3), 26.55 (SiC(CHs)3), 26.60 (SiC(CHs)s3), 28.55 (OC(CHs)s),
32.88 (C-2"), 38.16 (C-5'), 40.82 (C-3"), 46.73 (C-1"), 60.94 (C-6'), 75.84 (C-2'), 76.79 (C-3'),
82.84 (C-4'), 83.01 (OC(CHs)s), 92.57 (C-1'), 103.17 (C-5), 142.98 (C-6), 153.13 (C-2), 167.57
(C-4), 175.11 (C-7').

MS (ESI*): m/z = 643.31 [M+H]".

C30HssN4O5Si (642.99)
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Synthese des verkiirzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 168
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Variante 1:

N%-Alloc-NB-Cbz-L-2,3-diaminopropionsdure 67 (155 mg, 481 umol, 1.2 Aq), PyBOP (216 mg,
416 pmol, 1.0 Agq), HOBt (56.2 mg, 416 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (146 uL
108 mg, 838 pumol, 2.0 Aq) wurden in abs. THF (5 mL) gelést und fiir 30 min bei Raumtempe-
ratur geriuhrt. Nach Kuhlung auf 0°C erfolgte die Zugabe des (6'S)-Diamins 39 (265 mg,
412 pumol, 1.0 Aq) geldst in abs. THF (3 mL). Nach langsamem Erwarmen auf Raumtemperatur
wurde fir 4 d geridhrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH von 98:2 -> 96:4).

Ausbeute: 336 mg als farbloser Feststoff mit Tris-(pyrrolidinphosphin)-oxid 185 als Verunrei-
nigung.
Variante 2:

N*-Alloc-NPB-Cbz-1-2,3-diaminopropionsdure 67 (77.0 mg, 238 umol, 1.0 Aq), EDC-Hydrochlorid
(46.0 mg, 238 umol, 1.0 Aq), HOBt (32.0 mg, 238 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin
(62.0 pL, 357 umol, 1.5 Aq) wurden in abs. THF (10 mL) vorgelegt. Nach Kiihlen auf 0 °C wurde
das (6'S)-Diamin 39 (153 mg, 238 umol, 1.0 Aq) zugegeben und nach erneutem Erwarmen auf
Raumtemperatur fir 25 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH von 100%
DCM -> 96:4).

Ausbeute: 181 mg (191 umol, 80%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.24 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CD;0D): & [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.93 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 1.48 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.67 (quin, J = 6.8 Hz, 2 H, 2""-H), 1.87-1.96 (m, 1 H, 5'-H,), 2.00-2.07 (m, 1 H, 5'-Hy),
2.45-2.58 (m, 1 H, 1"-H.), 2.58-2.67 (m, 1 H, 1"-Hy), 3.17-3.30 (m, 2 H, 3"-H), 3.32-3.41 (m,
2 H, 6'-H, Dap-3-H.), 3.44-3.51 (m, 1 H, Dap-3-Hy), 3.90 (dd, J = 4.7 Hz, 1 H, 3'-H), 4.03-4.08 (m,
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1H, 4'-H), 4.21 (dd, J = 7.3 Hz, J = 5.4 Hz, 1 H, Dap-2-H), 4.33 (dd, J = 4.4 Hz, 1 H, 2'-H), 4.48-
4.59 (m, 2 H, Alloc-2-H), 5.07-5.10 (m, 2 H, Cbz-1-H), 5.18 (dd, J = 10.6 Hz, J = 1.4 Hz, 1 H, Al-
loc-4-H,), 5.30 (dd, J = 17.2 Hz, J = 1.4 Hz, 1 H, Alloc-4-Hy), 5.74 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 5-H), 5.75
(d, J=4.4 Hz, 1 H, 1'-H), 5.87-5.97 (m, 1 H, Alloc-3-H), 7.25-7.40 (m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H,
Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.65 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H).

13C.NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = -4.30 (SiCHs), -4.26 (SiCH3), -4.24 (SiCH3), -3.84 (SiCH3),
19.02 (SIiC(CHs)s), 19.08 (SiC(CHs)s), 26.54 (SiC(CHs)s), 26.61 (SiC(CHs)s), 28.61 (OC(CHs)s),
30.32 (C-2"), 38.19 (C-5'), 38.54 (C-3"), 43.76 (Dap-C-3), 46.19 (C-1"), 57.13 (Dap-C-2), 60.83
(C-6'), 66.96 (Alloc-C-2), 67.79 (Cbz-C-1), 76.00 (C-2'), 76.73 (C-3'), 82.72 (C-4'), 83.07
(OC(CHs)s), 92.10 (C-1'), 103.17 (C-5), 117.97 (Alloc-C-4), 128.97 (Cbz-C-3, Cbz-C-7), 129.15
(Cbz-C-5), 129.62 (Cbz-C-4, Cbz-C-6), 134.37 (Alloc-C-3), 138.37 (Chz-C-2), 142.93 (C-6), 152.27
(C-2), 158.27 (Cbz-N(C=0C)0), 159.30 (Alloc-C-1), 166.20 (C-4), 172.67 (C-7'), 174.92
(Dap-C-1).

Drehwert: [a]3°=-16.0 (c = 7.5 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™*] = 2953, 2930, 2857, 1683, 1454, 1367, 1251, 1153, 836, 775.

UV (MeOH): Amax [nm] = 260.

MS (ESI*): m/z = 947.77 [M+H]".

HRMS: ber. flir CasH7sNgO1,Si>": 947.4976, gef.: 947.4944.

C45H74N6012Si2 (947.29)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65
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Variante 1:

Das verkiirzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 168 (108 mg, 114 umol, 1.0 Aq), Phenylsilan
(300 pL, 263 mg, 2.43 mmol, 21 Aq) und Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (Spatel-
spitze, kat.) wurden unter Lichtausschluss in abs. DCM (10 mL) geldst und fiir 19.5 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das er-

haltene Zwischenprodukt ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt.

Das Harnstoffdipeptid 41 (52.0 mg, 117 pmol, 1.0 Aq), PyBOP (59.3 mg, 114 pmol, 1.0 Aq),
HOBt (15.4 mg, 114 umol, 1.0 Aq), und N,N-Diisopropylethylamin (36 uL, 27 mg, 0.21 mmol,
1.8 Aq) wurden in abs. THF (10 mL) vorgelegt und fiir 5 min bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieBend wurde das verkiirzte Alloc-entschiitzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 168
(98.0 mg, 114 umol, 1.0 Aq), geldst in abs. THF (5 mL), zugegeben und das Reaktionsgemisch
flr 25 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck ent-
fernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (100% DCM ->
DCM:MeOH 98:2).

Ausbeute: 110 mg (85.2 umol, 75%) als farbloser Feststoff.
Variante 2:

Der Val-Lys-DAP-Aldehyd 69 (130 mg, 180 umol, 1.0 Aq) und der Nucleosid-Baustein 33a
(106 mg, 180 pmol, 1.0 Aq) wurden in abs. THF (22 mL) und Molekularsieb (4 A) vorgelegt und
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 25 h wurden Amberlyst 15 (8.4 mg, 39 umol, 0.2 Aq) und
Natriumtriacetoxyborhydrid (80 mg, 0.38 mmol, 2.1 Aq) zugegeben und das Reaktionsgemisch
fur weitere 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde filtriert, der
Rickstand mit Ethylacetat gewaschen und das Losungsmittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel

(DCM:MeOH 98:2 ->95:5).
Ausbeute: 204 mg (158 umol, 88%) als farbloser Feststoff.
DC: R = 0.39 (DCM:MeOH 9:1).

1H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.91 (s, 9 H SiC(CHs)s), 0.93 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.84-0.97 (m, 6 H,
Val-4-H), 1.25-1.52 (m, 4 H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.43 (s, 9 H, Boc-OC(CHs)s), 1.48 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.49 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.53-1.80 (m, 4 H, Lys-3-H, 2"-H), 1.89-2.14 (m, 3 H, 5'-H,
Val-3-H), 2.55-2.72 (m, 2 H, 1"'-H), 3.03 (t, J = 6.8 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.12-3.19 (m, 1 H, 3"-H.),
3.32-3.38 (m, 1 H, 3"-Hp), 3.39-3.53 (m, 3 H, Dap-3-H, 6'-H), 3.92 (dd, J = 4.4 Hz, 1 H, 3'-H),
4.01 (dd, J = 8.2 Hz, J = 5.0 Hz, 1 H, Lys-2-H), 4.05-4.12 (m, 2 H, Val-2-H, 4'-H), 4.33-4.42 (m,
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2 H, 2'-H, Dap-2-H), 5.04-5.15 (m, 2 H, Cbz-1-H), 5.73-5.75 (m, 1 H, 1'-H), 5.75 (d, J = 7.9 Hz,
1 H, 5-H), 7.26-7.39 (m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.65 (d, /= 7.9 Hz,
1 H, 6-H).

13C.NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = -4.29 (SiCHs), -4.24 (SiCH3), -4.24 (SiCH3), -3.85 (SiCH3),
18.19 (Val-C-4), 19.03 (SiC(CHs)s), 19.10 (SiC(CHs)s), 19.83 (Val-C-4), 24.23 (Lys-C-4), 26.55
(SIC(CHs)3), 26.61 (SiC(CHs)s), 28.52 (Boc-OC(CHs)s), 28.60 (OC(CHs)s), 28.98 (OC(CHs)s), 30.00
(Lys-C-5), 30.76 (C-2"), 32.45 (Val-C-3), 32.98 (Lys-C-3), 37.72 (C-5'), 38.27 (C-3"), 41.27
(Lys-C-6), 43.40 (Dap-C-3), 45.91 (C-1"), 56.32 (Lys-C-2), 56.44 (Dap-C-2), 60.14 (Val-C-2),
60.57 (C-6'), 67.85 (Cbz-C-1), 75.79 (C-2'), 76.73 (C-3'), 80.00 (C-4'), 82.68 (OC(CH3s)s3), 82.79
(OC(CHs)s), 83.40 (Boc-OC(CHs)s), 92.49 (C-1'), 103.19 (C-5), 128.88 (Cbz-C-3, Cbz-C-7), 129.21
(Cbz-C-5), 129.67 (Cbz-C-4, Cbz-C-6), 138.28 (Cbz-C-2), 143.23 (C-6), 152.27 (C-2), 158.66
(Boc-N(C=0)0), 159.81 (Cbz-N(C=0C)0), 160.81 (N(C=0)N), 166.22 (C-4), 172.10 (C-7'), 173.35
(Lys-C-1, Dap-C-1), 176.05 (Val-C-1).

Drehwert: [a]3°= -22.5 (c = 4 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™*] = 3304, 2930, 2857, 1691, 1536, 1366, 1250, 1152, 837, 776.

UV (MeOH): Amax [nm] = 260.

MS (ESI*): m/z = 1290.56 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. fiir Co,H10sNsO16Si,*: 1290.7447, gef.: 1290.7431.

Cs2H107N9016Si2 (1290.76)

7.2.3.4 Synthese der Seitenketten-modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 64

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 (52 mg, 40 pmol, 1.0 Aq), Palladium Black (ca. 10 mg) und
1,4-Cyclohexadien (0.10 mL, 86 mg, 1.1 mmol, 28 Aq) wurden in abs. iso-Propanol (8 mL) 4 h
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bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Spritzenfiltration und Waschen mit Ethylacetat wurde das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Produkt 64 wurde ohne weitere Reini-
gungsschritte in den nachfolgenden Reaktionen umgesetzt.

Ausbeute: 47 mg (40 umol, quant.) eines farblosen Feststoffes.

DC: R =0.17 (DCM:MeOH 9:1).

IH-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCH3), 0.89-0.98 (m, 6 H, Val-4-H), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.93 (s, 9 H,
SiC(CHs)s3), 1.34-1.55 (m, 4 H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.43 (s, 9 H, Boc-OC(CHs)s3), 1.47 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.49 (s, 9 H, OC(CHs3)s), 1.58-1.83 (m, 4 H, Lys-3-H, 2"'-H), 1.88-1.99 (m, 1 H, 5'-H.),
2.00-2.15 (m, 2 H, 5'-Hy, Val-3-H), 2.47-2.60 (m, 1 H, 1"-H.), 2.61-2.71 (m, 1 H, 1"-H,), 3.00-
3.11 (m, 1 H, Dap-3-Ha), 3.04 (t, J = 6.9 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.19-3.34 (m, 3 H, Dap-3-Hy, 3"-H),
3.36 (dd, J=9.1Hz, J=4.4Hz, 1 H, 6'-H), 3.91 (dd, J =4.6 Hz, 1 H, 3'-H), 4.01 (dd, J = 8.7 Hz,
J=5.2 Hz, 1 H, Lys-2-H), 4.04-4.10 (m, 2 H, Val-2-H, 4'-H), 4.37 (dd, J = 4.4 Hz, 1 H, 2'-H), 4.55
(dd, J=7.9 Hz, J=5.0 Hz, 1 H, Dap-2-H), 5.76 (d, /=7.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.77 (d, J = 4.4 Hz, 1 H,
1'-H), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, CD;0D): & [ppm] = -4.29 (SiCH3), -4.25 (SiCH3), -4.25 (SiCH3), -3.85 (SiCHs),
18.16 (Val-C-4), 19.00 (SiC(CHs)3), 19.07 (SiC(CHs)s), 19.78 (Val-C-4), 24.33 (Lys-C-4), 26.55
(SiC(CH3s)s), 26.61 (SiC(CH3)3), 28.51 (Boc-OC(CHs)s), 28.60 (OC(CHs)s3), 28.98 (OC(CHs)3), 30.31
(Lys-C-5), 30.75 (C-2'"), 32.28 (Val-C-3), 32.74 (Lys-C-3), 38.01 (C-5'), 38.55 (C-3"), 41.24
(Lys-C-6), 42.85 (Dap-C-3), 46.08 (C-1"), 53.50 (Dap-C-2), 56.27 (Lys-C-2), 60.23 (Val-C-2),
60.71 (C-6'), 75.83 (C-2'), 76.73 (C-3'), 80.01 (C-4'), 82.79 (2x OC(CH3)3), 83.14 (Boc-OC(CH3)s),
92.26 (C-1'), 103.21 (C-5), 143.11 (C-6), 152.27 (C-2), 158.64 (Boc-N(C=0)0), 160.78 (N(C=0)N),
166.19 (C-4), 171.27 (C-7"), 173.36 (Lys-C-1), 174.67 (Dap-C-1), 176.57 (Val-C-1).

Drehwert: [a]3°= -4.75 (c = 2.1 mg/mL, MeOH).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2929, 1671, 1546, 1460, 1367, 1251, 1156, 836, 777.
UV (MeOH): Amax [nm] = 262.

MS (ESI*): m/z = 1156.41 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir CssH103NoO14Siz2*: 578.8576, gef.: 578.8571.

Cs4H101N9014Si> (1156.62)
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Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63
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63

10-Undecinsdure 153 (11 mg, 61 umol, 1.0 Aq), PyBOP (32 mg, 61 umol, 1.0 Aq), HOBt (8.3 mg,
61 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (21 pL, 0.12 mmol, 2.0 Ag) wurden in abs. THF
(10 mL) vorgelegt und flir 20 min bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionslésung wurde auf
0 °C gekiihlt und das 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 64 (70 mg, 61 pmol, 1.0 Aq) zugegeben.
Nach langsamem Erwarmen auf Raumtemperatur wurde fir 2 d gerihrt. Das Losungsmittel
wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdaulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 95:5).

DC: R; = 0.35 (DCM:MeOH 9:1).

Das Produkt wurde im Anschluss in wassriger 80%iger TFA-Losung (6 mL) geldst und fiir 25 h
bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde mit Wasser (6 mL) verdinnt und das Losungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde Gber semi-praparative HPLC gerei-
nigt (C18-Saule).

Ausbeute: 39 mg (35 pumol, 58% Ulber zwei Schritte) als farbloser Feststoff.

HPLC (semi-praparativ): tg = 19.7 min (Methode 7).

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.93 (d, J=6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.95 (d, J=6.9 Hz,
3 H, Val-4-H), 1.18-1.28 (m, 6 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H), 1.30-1.38 (m, 2 H, L-3-H), 1.38-1.48 (m,
4 H, Lys-4-H, L-7-H), 1.48-1.55 (m, 2 H, L-8-H), 1.61-1.73 (m, 3 H, Lys-5-H, Lys-3-Ha), 1.74-1.84
(m, 1H, Lys-3-Hyp), 1.89 (quin, J=7.1 Hz, 2 H, 2"'-H), 2.09-2.23 (m, 5 H, Val-3-H, L-2-H, L-9-H),
2.26-2.34 (m, 1 H, 5'-Ha), 2.31 (t, J= 2.5 Hz, 1 H, L-11-H), 2.44 (ddd, J = 15.1 Hz, J = 7.0 Hz,
J=2.8Hz, 1 H,5'-Hy), 2.97 (t,J = 7.6 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.08 (t, J = 7.6 Hz, 2 H, 1"-H), 3.15-3.23
(m, 1 H, 3"-H,), 3.26-3.36 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.46 (dd, J = 14.5 Hz, J = 7.3 Hz, 1 H, Dap-3-H.), 3.60
(dd, J = 14.3 Hz,J = 3.9 Hz, 1 H, Dap-3-Hy), 3.97-4.09 (m, 4 H, Val-2-H, Lys-2-H, 3'-H, 6'-H), 4.12-
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4.17 (m, 1 H, 4'-H), 4.37 (dd, J = 7.3 Hz, J = 4.1 Hz, 1 H, Dap-2-H), 4.40 (dd, J = 5.5 Hz, J = 3.9 Hz,
1H, 2"-H), 5.73 (d, J = 3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.85 (d, J= 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.62 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
6-H).

13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 17.28 (Val-C-4), 17.57 (L-C-9), 18.57 (Val-C-4), 22.11
(Lys-C-4), 25.47, 25.58 (C-2", L-C-3), 26.29, 27.73, 27.95, 28.08, 28.18, 28.28 (L-C-4, L-C-5,
L-C-6, L-C-7, L-C-8, Lys-C-5), 30.00 (Val-C-3), 30.70 (Lys-C-3), 32.58 (C-5'), 35.71 (L-C-2), 36.20
(C-3"), 39.27 (Lys-C-6), 40.22 (Dap-C-3), 44.23 (C-1"), 54.71 (Dap-C-2), 54.80 (Lys-C-2), 58.95
(Val-C-2), 59.06 (C-6'), 69.09 (L-C-11), 72.69 (C-2'), 72.99 (C-3'), 79.73 (C-4'), 86.73 (L-C-10),
91.84 (C-1'), 102.29 (C-5), 115.25 (TFA-CFs), 117.56 (TFA-CFs), 142.84 (C-6), 151.44 (C-2),
159.84 (N(C=O)N), 162.89 (TFA-C=0), 163.18 (TFA-C=0), 166.22 (C-4), 171.48 (C-7'), 171.64
(L-C-1), 175.76 (Dap-C-1), 176.62 (Lys-C-1), 178.56 (Val-C-1).

19F_NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.59.

Drehwert: [a]3°=-25.0 (c = 1.6 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3293, 3068, 2933, 2860, 1660, 1552, 1199, 1133, 800, 721.
UV (H,0:MeCN 65:35): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 880.57 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. flir C40HssN9O13*: 880.4775, gef.: 880.4772.

CasHe7FsNsO17 (1108.06)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61

VaI—ZH
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11-Tritylmercaptoundecansidure 169 (34 mg, 74 umol, 1.0 Aq), PyBOP (39 mg, 74 pumol,
1.0 Aq), HOBt (10 mg, 74 pumol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (26 uL, 19 mg,
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0.14 mmol, 2.0 Ag) wurden in abs. THF (10 mL) vorgelegt und fiir 15 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Zugabe des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 64 (85 mg, 74 umol, 1.0 Aq) ge-
[6st in abs. THF (5 mL) wurde fir weitere 17 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel
wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 98:2 -> 95:5).

Das geschiitzte Zwischenprodukt 174 (15 mg, 9.4 umol, 1.0 Aq) und Triethylsilan (2.3 mg,
19 umol, 3.0 pL, 2.0 Aq) wurden in 80%iger wiassriger TFA-Losung (8 mL, entgast) fiir 20 h un-
ter Stickstoffatmosphare gerihrt. Im Anschluss wurde mit destilliertem Wasser (15 mL, ent-
gast) verdlinnt und das Rohprodukt gefriergetrocknet. Die Reinigung des Rohproduktes er-
folgte Giber semi-prédparative HPLC (C18-Saule).

Ausbeute: 5.7 mg (5.0 umol, 47%) als farbloser Feststoff.

HPLC (semi-praparativ): tg = 22.9 min (Methode 8).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.91 (d, J = 6.8 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.13-1.26 (m, 10 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H), 1.26-1.34 (m, 2 H, L-9-H), 1.34-
1.45 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.45-1.58 (m, 4 H, L-3-H, L-10-H), 1.58-1.71 (m, 3 H, Lys-3-Ha, Lys-5-H),
1.72-1.81 (m, 1 H, Lys-3-Hyp), 1.82-1.93 (m, 2 H, 2"-H), 2.06-2.14 (m, 1 H, Val-3-H), 2.14-2.20
(m, 2 H, L-2-H), 2.20-2.28 (m, 1 H, 5'-H.), 2.34-2.43 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.48 (t, /=6.6 Hz, 2 H,
L-11-H), 2.95 (t, J=7.3 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.04 (t, J=6.9 Hz, 2 H, 1"-H), 3.12-3.21 (m, 1 H,
3"-H.), 3.24-3.34 (m, 1 H, 3"-Hp), 3.39-3.49 (m, 1 H, Dap-3-H,), 3.53-3.62 (m, 1 H, Dap-3-Hy),
3.81-3.90 (m, 1 H, 6'-H), 3.96-4.07 (m, 3 H, 3'-H, Val-2-H, Lys-2-H), 4.08-4.16 (m, 1 H, 4'-H),
4.30-4.36 (m, 1 H, Dap-2-H), 4.36-4.41 (m, 1 H, 2'-H), 5.71 (d, /=3.2 Hz, 1 H, 1'-H), 5.83 (d,
J=8.2Hz, 1H,5-H),7.61(d, J=8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 17.27 (Val-C-4), 18.68 (Val-C-4), 21.97 (Lys-C-4), 23.92
(L-C-11), 25.45 (C-2"), 26.17 (L-C-3), 27.76, 28.47, 28.51, 28.55, 28.88, 29.15, 29.56 (L-C-4,
L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, L-C-9, Lys-C-5), 30.00 (Val-C-3), 30.63 (Lys-C-3), 32.80 (C-5'), 33.34
(L-C-10), 35.64 (C-3"), 36.07 (L-C-2), 39.10 (Lys-C-6), 40.17 (Dap-C-3), 44.10 (C-1"), 54.52
(Lys-C-2), 54.70 (Dap-C-2), 58.80 (Val-C-2), 59.62 (C-6'), 72.63 (C-2'), 72.84 (C-3'), 79.85 (C-4'),
91.51(C-1'),102.10 (C-5), 116.27 (q, Jer = 291.6 Hz, TFA-CF3), 142.60 (C-6), 151.25 (C-2), 159.61
(N(C=0)N), 162.84 (q, Jcr = 35.4 Hz, TFA-C=0), 165.97 (C-4), 171.40 (C-7'), 171.96 (L-C-1),
175.60 (Dap-C-1), 176.38 (Lys-C-1), 177.79 (Val-C-1).

19E.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.56.

Drehwert: [a]4°=-40.9 (0.7 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3287, 3078, 2927, 2855, 1643, 1555, 1199, 1131, 720, 549.
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UV (MeCN:H,0 72:28): Amax [nm] = 202, 261.
MS (ESI*): m/z = 916.19 [M+H]*.
HRMS (ESI*): ber. fiir CaoH7:NsO135%*: 458.7441, gef.: 458.7418.

CasH71F6NsO15S (1144.15)

Synthese von S-aktivierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62

L-14

L13 N L-15
L-12 |
X\~ L-16

S” 'N

(0]
Val-2
HOVal-1

Die PySS-modifizierte Seitenkette 124 (21.6 mg, 66.0 umol, 1.0 Aq), PyBOP (30.4 mg,
66.0 pmol, 1.0 Aq), HOBt (9.0 mg, 66 umol, 1.0 Aq), und N,N-Diisopropylethylamin (23 pL,
17 mg, 0.13 mmol, 2.0 Aq) wurden in abs. THF (8 mL) vorgelegt und fiir 10 min bei Raumtem-
peratur geriihrt. 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 64 (76.0 mg, 66.0 umol, 1.0 Aq), geldst in
abs. THF (7 mL), wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 3 d bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das erhaltene Zwischen-

produkt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 95:5).

Die geschitzte Verbindung wurde in wassriger 80%iger TFA-Losung (10 mL) fiir 2 d bei Raum-
temperatur geriihrt. Nach Verdiinnen mit Wasser (15 mL) wurde das Loésungsmittel unter re-
duziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels semi-praparativer HPLC gereinigt
(C18-Saule).

Ausbeute: 14.4 mg (11.5 umol, 17%) als farbloser Feststoff.

HPLC (semi-prdparativ): tz = 28.9 min (Methode 9).
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IH-NMR (400 MHz, D>0): & [ppm] = 0.84 (d, J = 6.8 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.03-1.18 (m, 10 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H), 1.18-1.31 (m, 2 H, L-9-H),
1.32-1.48 (m, 4 H, Lys-4-H, L-10-H), 1.50-1.69 (m, 5 H, Lys-3-Ha, Lys-5-H, L-3-H), 1.70-1.81 (m,
1 H, Lys-3-Hy), 1.81-1.94 (m, 2 H, 2'"-H), 1.99-2.16 (m, 3 H, Val-3-H, L-2-H), 2.25-2.38 (m, 1 H,
5'-H.), 2.38-2.50 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.77 (t, J=7.0Hz, 2 H, L-11-H), 2.93 (t, J=7.5Hz, 2 H,
Lys-6-H), 3.07 (t, J=7.1 Hz, 2 H, 1"-H), 3.09-3.18 (m, 1 H, 3"-H,), 3.25-3.36 (m, 1 H, 3"-Hy),
3.36-3.46 (m, 1 H, Dap-3-Ha), 3.51-3.62 (m, 1 H, Dap-3-Hy), 3.96-4.16 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 6'-H,
Val-2-H, Lys-2-H), 4.30-4.39 (m, 2 H, 2'-H, Dap-2-H), 5.69 (d, J=3.7Hz, 1 H, 1'-H), 5.80
(d, /J=8.1Hz,1H,5-H),7.47-7.56 (t,J = 6.6 Hz, 1 H, L-15-H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.98
(d, J = 8.1 Hz, 1 H, L-13-H), 8.06-8.15 (m, 1 H, L-14-H), 8.49 (d, J = 5.1 Hz, 1 H, L-16-H).
13C.NMR (100 MHz, D,0): & [ppm] = 17.27 (Val-C-4), 18.65 (Val-C-4), 22.01 (Lys-C-4), 25.44
(C-2", L-C-3), 26.21, 27.71, 28.30, 28.52, 28.64, 28.82 (L-C-4, L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, L-C-9,
L-C-10, Lys-C-5), 29.96 (Val-C-3), 30.61 (Lys-C-3), 32.23 (C-5'), 35.66 (C-3"), 36.11 (L-C-2), 38.84
(L-C-11), 39.15 (Lys-C-6), 40.18 (Dap-C-3) 44.10 (C-1"), 54.60 (Lys-C-2), 54.71 (Dap-C-2), 57.97
(Val-C-2), 58.72 (C-6'), 72.61 (C-2'), 72.90 (C-3'), 79.31 (C-4'), 91.54 (C-1'), 102.19 (C-5), 116.24
(q, Jer = 292.0 Hz, TFA-CFs), 123.01 (L-C-13), 123.36, 123.38 (L-C-14, L-C-15), 142.54 (C-6),
144.49 (L-C-16), 151.25 (C-2), 157.54 (L-C-12), 159.65 (N(C=0)N), 162.70 (q, Jer = 35.2 Hz,
TFA-C=0), 165.93 (C-4), 170.76 (C-7'), 171.46 (L-C-1), 175.64 (Dap-C-1), 176.14 (Lys-C-1),
177.73 (Val-Cc-1).

19E.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.56.

Drehwert: [a]3°=-12.7 (c = 0.79 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™'] = 2929, 2855, 1657, 1558, 1460, 1418, 1199, 1131, 763, 720.

UV (MeCN): Amax [nm] = 241, 261.

MS (ESI*): m/z = 1025.25 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fir CasH7aN100135,2": 513.2434, gef.: 513.2422.

CasH74FsN10017S2 (1253.29)
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7.2.3.5 Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenz 170

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Referenz 170

val-2
HOVal-1

170

Das Alkin-modifizierte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 (12 mg, 11 pmol, 1.0 Aq) und O-(6-
azidhexyl)hydroxylamin Hydrochlorid 151 (10 mg, 51 pmol, 4.7 Aq) wurden in Wasser (6 mL,
entgast) vorgelegt. Nach Zugabe von Kupfer(ll)-sulfat (Spatelspitze, kat.) und Natriumascorbat
(2.5 mg, 13 umol, 1.2 Aq) wurde fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reak-
tion wurde EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (ca. 10 mg) zugegeben, 15 min bei Raumtemperatur
geriuhrt und das Rohprodukt anschlieRend gefriergetrocknet. Die Reinigung erfolgte mittels
semi-praparativer HPLC (C18-Saule).

Ausbeute: 0.71 mg (0.57 umol, 5%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tz = 33.6 min (Methode 10).

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.83 (d, J=6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.86 (d, J=6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.07-1.28 (m, 12 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-3'-H, L-4'-H), 1.28-1.48 (m, 6 H,
Lys-4-H, L-5'-H, L-3-H), 1.48-1.67 (m, 5 H, L-8-H, Lys-5-H, Lys-3-H.), 1.68-1.76 (m, 1 H, Lys-3-Hy),
1.76-1.86 (m, 4 H, 2"-H, L-2'-H), 2.04 (dd, /=12.3 Hz, J=6.8 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.12 (t,
J=7.5Hz, 2 H, L-2-H), 2.13-2.21 (m, 1 H, 5'-H,), 2.32 (ddd, J=14.9 Hz, J = 6.7 Hz, 1 H, 5'-Hy),
2.61 (t, J=7.3 Hz, 2 H, L-9-H), 2.91 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, Lys-6-H), 2.98 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, 1"-H),
3.10-3.18 (m, 1 H, 3"-H,), 3.20-3.28 (m, 1 H, 3"-Hp), 3.39 (dd, J= 14.3 Hz, J=7.3 Hz, 1H,
Dap-3-H.), 3.46 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, L-6'-H), 3.55 (dd, J = 14.4 Hz, J = 3.9 Hz, 1 H, Dap-3-Hy), 3.72
(dd, J=6.6 Hz, 1 H, 6'-H), 3.93 (d, J = 5.2 Hz, 1 H, Val-2-H), 3.95-4.03 (m, 2 H, 3'-H, Lys-2-H),
4.05-4.10 (m, 1 H, 4'-H), 4.28-4.35 (m, 4 H, 2'-H, L-1'-H, Dap-2-H), 5.67 (d, J = 3.7 Hz, 1 H, 1'-H),
5.78 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.58 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.72 (s, 1 H, L-11-H).
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13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 17.09 (Val-C-4), 18.50 (Val-C-4), 21.91 (Lys-C-4), 24.11,
24.26,25.14,25.31, 25.48, 26.11, 27.72, 27.97, 28.03, 28.11, 28.24, 29.12 (C-2", Lys-C-5, L-C-3,
L-C-4, L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, L-C-9, L-C-2', L-C-3', L-C-4'), 29.90 (Val-C-3), 30.59 (Lys-C-3),
30.95 (L-C-5'), 32.95 (C-5'), 35.52 (L-C-2), 36.02 (C-3""), 39.09 (Lys-C-6), 40.04 (Dap-C-3), 44.10
(C-1'), 50.28 (L-C-1"), 54.42 (Dap-C-2), 54.66 (Lys-C-2), 59.24 (Val-C-2), 60.26 (C-6'), 61.48
(L-c-6'), 72.59 (c-2'), 72.80 (C-3'), 80.95 (C-4'), 91.65 (C-1'), 102.05 (C-5), 116.24 (q,
Jer =291.6 Hz, TFA-CFs3), 123.27 (L-C-11), 142.70 (C-6), 148.30 (L-C-10), 151.29 (C-2), 159.67
(N(C=0)N), 162.85 (TFA-C=0), 163.13 (TFA-C=0), 166.10 (C-4), 171.48 (C-7'), 172.37 (L-C-1),
175.62 (Dap-C-1), 177.03 (Lys-C-1), 178.40 (Val-C-1).

1SF-NMR (376 MHz, D,0): 6 [ppm] = -75.58.

UV (H,0:MeCN 46:54): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1023.57 [M+H]*, 1045.57 [M+Na]*.

HRMS (ESI*): ber. fuir C4gHgoN120142*: 512.2953, gef.: 512.2940.

CsoHsoFsN12015(1251.25)

7.2.3.6 Synthese der terminal modifizierten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga 82 und 81

Synthese des verkiirzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 171

TBDMSO OTBDMS
171

Nucleosid-Baustein 33a (122 mg, 208 pmol, 1.0 Aq) und Leu-Propylamin-Linker 45 (66.6 mg,
208 pmol, 1.0 Aq) wurden in absolutem THF (10 mL) iiber frisch aktiviertem Molekularsieb
(4 A) vorgelegt und fiir 26 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden Amberlyst 15 (11 mg,
35 umol, 0.2 Aq) und Natriumtriacetoxyborhydrid (88.2 mg, 416 umol, 2.0 Aq) zugegeben und
die Reaktion fiir weitere 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde fil-
triert, der Rickstand mit Ethylacetat (100 mL) gewaschen und das Losungsmittel unter redu-
ziertem Druck entfernt. Die Zielverbindung wurde mittels sdulenchromatographischer Reini-

gung an Kieselgel erhalten (DCM:MeOH 98:2).
Ausbeute: 141 mg (158 umol, 76%) als farbloser Feststoff.

DC: Rf = 0.43 (DCM:MeOH 9:1).
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1H-NMR (500 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.88-0.96 (m, 6 H, Leu-5-H), 0.90 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.93 (s, 9 H,
SiC(CHs)s), 1.49 (s, 9 H, OC(CHs)s), 1.53 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, Leu-3-H), 1.62-1.72 (m, 3 H, 2"-H,
4"-H), 1.87-1.95 (m, 1 H, 5'-H,), 2.00-2.08 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.50-2.58 (m, 1 H, 1"-H.), 2.59-2.69
(m, 1 H, 1"-Hy), 3.18-3.29 (m, 2 H, 3"-H), 3.32-3.37 (m, 1 H, 6'-H), 3.90 (dd, J = 4.6 Hz, 1 H,
3'-H), 4.03-4.13 (m, 2 H, 4'-H, Leu-2-H), 4.34 (t, J=4.4Hz, 1 H, 2'-H), 5.05-5.12 (m, 2 H,
Cbz-1-H), 5.73 (d,J = 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.77 (d, J = 4.4 Hz, 1 H, 1'-H), 7.26-7.37 (m, 5 H, Cbz-3-H,
Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.65 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, CDs0D): & [ppm] = -4.30 (SiCH3), -4.27 (SiCH3), -4.27 (SiCH3), -3.86 (SiCH3),
19.03 (SiC(CHs)s), 19.09 (SiC(CH3)s), 22.11 (Leu-C,-5), 23.60 (Leu-Cy-5), 26.08 (Leu-C-4), 26.54
(SiC(CHs)3), 26.61 (SiC(CHs)s), 28.60 (OC(CHs)s), 30.48 (C-2"), 38.14 (C-5'), 38.36 (C-3"), 42.37
(Leu-C-3), 46.21 (C-1"), 55.33 (Leu-C-2), 60.84 (C-6'), 67.85 (Cbz-C-1), 75.98 (C-2'), 76.71 (C-3'),
82.74 (OC(CHs)s), 83.09 (C-4'), 92.00 (C-1'), 103.18 (C-5), 129.03 (Cbz-C-3, Cbz-C-7), 129.19
(Cbz-C-5), 129.64 (Cbz-C-4, Cbz-C-6), 138.33 (Cbz-C-2), 142.91 (C-6), 152.28 (C-2), 158.55
(Cbz-C=0), 166.20 (C-4), 174.81, 175.69 (C-7', Leu-C-1).

MS (ESI*): m/z = 890.12 [M+H]".

CasH75N5010Si2 (890.28)

Cbz-Entschiitzung des verkiirzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 85

TBDMSO  OTBDMS
85

Das verkirzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 171 (100 mg, 112 umol) wurde in abs. iso-Pro-
panol (7 mL) vorgelegt. Nach Zugabe von Palladium Black (ca. 5 mg) und 1,4-Cyclohexadien
(0.10 mL, 86 mg, 1.1 mmol) wurde fir 2.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Spritzenfiltra-
tion und Nachspilen mit Ethylacetat wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in den folgenden Reaktionen weiter umge-

setzt.

Ausbeute: 85.0 mg (112 umol, quant.) als farbloser Feststoff.
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H-NMR (300 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.13 (s, 3 H, SiCHs), 0.91 (s, 3 H, SiC(CHs)s), 0.91 (d, J = 5.0 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.93 (s,
3 H, SiC(CHs)3), 0.93 (d, J = 5.3 Hz, 3 H, Leu-5-H), 1.36-1.44 (m, 1 H, Leu-3-H,), 1.49 (s, 9 H,
OC(CHs)s), 1.50-1.58 (m, 1 H, Leu-3-Hy), 1.59-1.76 (m, 3 H, 2"-H, Leu-4-H), 1.82-2.10 (m, 2 H,
5'-H), 2.45-2.58 (m, 1 H, 1"-H,), 2.58-2.71 (m, 1H, 1"-Hy), 3.18-3.36 (m, 4 H, 3"-H, 6'-H,
Leu-2-H), 3.87-3.97 (m, 1 H, 3'-H), 4.02-4.10 (m, 1 H, 4'-H), 4.34 (dd, J = 4.5 Hz, 1 H, 2'-H), 5.75
(d, J=8.1Hz, 1 H, 5-H), 5.78 (d, J = 4.6 Hz, 1 H, 1'-H), 7.66 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (75 MHz, CDs0D): & [ppm] = -4.26 (SiCH3), -4.26 (SiCHs), -4.23 (SiCH3), -4.23 (SiCH3),
18.06 (SiC(CHs)s), 19.02 (SiC(CHs)s), 22.01 (Leu-C-5), 22.70 (Leu-C-5), 25.62 (Leu-C-4), 26.55
(SiC(CHs)s), 26.61 (SiC(CHs)s), 28.60 (OC(CHs)s), 30.99 (C-2"), 38.27 (C-5'), 38.92 (C-3"), 45.00
(Leu-C-3), 46.18 (C-1"), 54.76 (Leu-C-2), 60.92 (C-6'), 75.99 (C-2'), 76.80 (C-3'), 82.78 (C-4'),
83.02 (OC(CHs)s), 91.71 (C-1'), 104.92 (C-5), 143.52 (C-6), 152.55 (C-2), 165.03 (C-4), 175.02
(C-7'), 177.28 (Leu-C-1).

MS (ESI*): m/z = 756.32 [M+H]".

C36HesNs0sSiz (756.15)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 82

Harnstoffdipeptid 84 (39.6 mg, 86.5 umol, 1.0 Aq), PyBOP (45.0 mg, 86.5 umol, 1.0 Aq), HOBt
(11.7 mg, 86.5 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (30 pL, 22 mg, 0.17 mmol, 2.0 Aq)
wurden in abs. THF (7 mL) vorgelegt und fir 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Zugabe
des verkiirzten 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 85 (65.4 mg, 86.5 umol, 1.0 Aq) geldst in
abs. THF (5 mL) wurde fiir weitere 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde
unter reduziertem Druck entfernt. Das geschiitzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon wurde in
80%iger wassriger TFA-Losung (10 mL) geldst und fiir 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Losungsmittel wurde erneut unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt Giber semi-

praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
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Ausbeute: 33.1 mg (34.3 umol, 40%) als farbloser Feststoff.

HPLC (semi-praparativ): tr = 24.0 min (Methode 5).

'H-NMR (500 MHz, D,0): 6 [ppm] = 0.80 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.85 (d, J=6.0 Hz, 3 H,
Leu-5-H), 1.30-1.46 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.46-1.68 (m, 6 H, Leu-3-H, Leu-4-H, Lys-5-H, Lys-3-Ha),
1.68-1.78 (m, 1H, Lys-3-Hp), 1.80-1.90 (m, 2 H, 2"-H), 2.22-2.31 (m, 1 H, 5'-H,), 2.39 (t,
J=2.7Hz, 1H, Pra-5-H), 2.39-2.44 (m, 1H, 5'-Hy), 2.65-2.76 (m, 2 H, Pra-3-H), 2.92 (t,
J=7.6 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.03 (dd, J = 7.6 Hz, 7.6 Hz, 2 H, 1'"-H), 3.12-3.22 (m, 1 H, 3"-H,), 3.22-
3.31 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.98 (dd, J=6.3 Hz, 6.3 Hz, 1 H, 6'-H), 4.00-4.07 (m, 2 H, 3'-H, Lys-2-H),
4.08-4.14 (m, 1 H, 4'-H), 4.16-4.23 (m, 1 H, Leu-2-H), 4.33-4.41 (m, 2 H, 2'-H, Pra-2-H), 5.68 (d,
J=3.8Hz, 1H,1'-H), 5.81 (d, J= 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (75 MHz, D;0): & [ppm] = 20.56 (Leu-C-5), 21.44 (Pra-C-3), 22.04 (Lys-C-4), 22.10
(Leu-C-5), 24.41 (Leu-C-4), 25.58 (C-2"), 26.25 (Lys-C-5), 30.70 (Lys-C-3), 32.50 (C-5'), 35.95
(C-3"), 39.22 (Lys-C-6), 39.34 (Leu-C-3), 44.21 (C-1"), 51.92 (Pra-C-2), 52.54 (Leu-C-2), 54.35
(Lys-C-2), 58.76 (C-6'), 72.14 (Pra-C-5), 72.56 (C-2'), 72.93 (C-3'), 79.73 (C-4', Pra-C-4), 91.81
(C-1'), 102.22 (C-5), 114.40 (TFA-CF3), 118.27 (TFA-CFs), 142.82 (C-6), 151.40 (C-2), 159.08
(N(C=0)N), 166.16 (C-4), 171.37 (C-7'), 174.80 (Leu-C-1), 174.91 (Lys-C-1), 175.47 (Pra-C-1).
1SF-NMR (376 MHz, D,0): 6 [ppm] = -75.63.

Drehwert: [a]4°=-21.4 (0.9 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™*] = 2928, 1665, 1553, 1263, 1199, 1134, 1060, 800, 721, 557.

UV (H,0:MeCN 62:38): Amax [Nnm] = 262.

MS (ESI*): m/z = 739.26 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir C32Hs1NgO12*: 739.3621, gef.: 739.3622.

C3cHs2FgNgO16 (966.84)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81

2 TFA

81
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Harnstoffdipeptid 83 (77.5 mg, 112 umol, 1.0 Aq) wurde zusammen mit PyBOP (58.3 mg,
112 pmol, 1.0 Ag), HOBt (51.1 mg, 112 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (39 pL,
0.22 mmol, 2.0 Aq) in abs. THF (10 mL) vorgelegt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
15 min wurde das verkiirzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 85 (85.0 mg, 112 umol, 1.0 Aq)
zugegeben und die Reaktionsmischung fiir weitere 20 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lo-
sungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatogra-

phisch an Kieselgel gereinigt (DCM:MeOH 96:4).

Die geschiitzte Zwischenstufe des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons (63 mg, 44 umol, 1.0 Aq)
wurde in 80%iger wadssriger TFA-Losung (10 mlL, entgast) gelost und mit Triethylsilan
(10 mg, 14 pL, 88 umol, 2.0 Aq) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde nach 22 h Rithren bei
Raumtemperatur mit Wasser (20 mL, entgast) verdiinnt und das Lésungsmittel durch Gefrier-
trocknung entfernt. Das Rohprodukt wurde liber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
HPLC (semi-prdparativ): tr = 17.4 min (Methode 11).

Ausbeute: 19.7 mg (20.2 umol, 32%) als farbloser Feststoff.

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.81 (d, J = 5.7 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.87 (d, J = 6.0 Hz, 3 H,
Leu-5-H), 1.32-1.46 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.46-1.59 (m, 3 H, Leu-3-H, Leu-4-H), 1.59-1.70 (m, 3 H,
Lys-3-H,, Lys-5-H), 1.70-1.80 (m, 1 H, Lys-3-Hy), 1.81-1.89 (m, 2 H, 2"-H), 2.18-2.27 (m, 1 H,
5'-H,), 2.38 (ddd, J=15.1Hz, J=6.7 Hz, J=2.8 Hz, 1 H, 5'-H}), 2.89-2.97 (m, 4 H, Lys-6-H,
Cys-3-H), 3.02 (t,/ = 7.6 Hz, 2 H, 1"'-H), 3.15-3.31 (m, 2 H, 3"'-H), 3.86 (dd, J = 6.5 Hz, 1 H, 6'-H),
4.03 (dd, J=6.0Hz, 1H, 3'-H), 4.06 (dd, J=8.8Hz, J=5.4Hz, 1H, Lys-2-H), 4.11 (ddd,
J=10.2 Hz,J = 6.9 Hz,J = 2.8 Hz, 1 H, 4'-H), 4.17-4.23 (m, 1 H, Leu-2-H), 4.38 (d, /= 5.7 Hz, 1 H,
Cys-2-H), 4.39 (dd, J = 5.7 Hz, 1 H, 2'-H), 5.70 (d, J = 3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.82 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
5-H), 7.60 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 20.63 (Leu-C-5), 22.08 (Lys-C-4), 22.13 (Leu-C-5), 24.43
(Leu-C-4), 25.66 (C-2'"), 25.97 (Cys-C-3), 26.28 (Lys-C-5), 30.75 (Lys-C-3), 32.85 (C-5'), 35.96
(C-3"), 39.23 (Lys-C-6), 39.43 (Leu-C-3), 44.28 (C-1"), 52.60 (Leu-C-2), 54.31 (Lys-C-2), 55.24
(Cys-C-2), 59.65 (C-6'), 72.63 (C-2'), 72.95 (C-3'), 80.02 (C-4'), 91.83 (C-1'), 102.22 (C-5), 142.90
(C-6), 151.46 (C-2), 159.17 (N(C=0)N), 166.25 (C-4), 172.03 (C-7'), 174.81 (Leu-C-1), 174.95
(Lys-C-1), 175.53 (Cys-C-1).

19E_.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.58.

Drehwert: [a]3°= 2.5 (c = 4.0 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2960, 1670, 1533 1464, 1430, 1262, 1200, 1133, 800, 721.

UV (MeCN:H20 31:69): Amax [nm] = 261.
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MS (ESI*): m/z = 746.97 [M+H]*.
HRMS (ESI*): ber. fiir C3o0Hs2Ns01,S%*: 374.1707, gef.: 374.1691.

C34Hs52FsNsO16S (974.88)

7.2.4 Synthese der Konjugat-Verbindungen

7.2.4.1 Synthese der ersten Konjugat-Serie

Synthese von Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T1

H,N
NH,
s2 N g, se

AN
_N OH
(HoN)}C™ 53 S4 55
L /o
L-2 s N H
N:N\N L-3 S4 /9
=

-5 TFA L1 S-5'

NHMe
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 (11.5 mg, 10.4 umol, 1.0 Aq) und Streptomycin-Derivat
60 (14.8 mg, 13.9 umol, 1.3 Aq) wurden in destilliertem Wasser (3 mL, entgast) vorgelegt.
Nach Zugabe von Kupfer(ll)-sulfat (Spatelspitze, kat.) und Natriumascorbat (1.3 mg, 6.6 umol,
0.6 Aq) wurde fiir 3.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
(ca 10 mg) zugegeben, 15 min bei Raumtemperatur geriihrt und im Anschluss gefriergetrock-

net. Das Rohprodukt wurde Uber zweifache semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 11.1 mg (5.10 umol, 49%) eines farblosen Feststoffes.
HPLC (semi-prdparativ): tg = 27.4 min (1. Methode 12)

tg = 16.9 min (2. Methode 13)

H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.89 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.91 (d, J = 6.6 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.15 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, $-5'-H), 1.17-1.26 (m, 10 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-3'-H, L-4'-H),
1.26-1.34 (m, 2 H, L-7-H), 1.36-1.52 (m, 4 H, Lys-4-H, L-3-H), 1.52-1.70 (m, 7 H, L-8-H, L-5'"-H,
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Lys-5-H, Lys-3-H.), 1.73-1.82 (m, 1 H, Lys-3-H), 1.82-1.91 (m, 4 H, 2"-H, L-2'-H), 2.09 (dd,
J=12.3 Hz, J= 6.9 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.16 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, L-2-H), 2.20-2.28 (m, 1 H, 5'-H,),
2.40 (ddd, J = 14.9 Hz, J = 6.9 Hz, J = 2.5 Hz, 1 H, 5'-H), 2.69 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, L-9-H), 2.82 (s,
3 H, NHCH3), 2.95 (t, J = 7.7 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.04 (t, J = 7.7 Hz, 2 H, 1"-H), 3.14-3.22 (m, 1 H,
3'"H,), 3.26 (dd, J = 10.7 Hz, J = 3.5 Hz, 1 H, S-2"-H), 3.27-3.33 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.39-3.64 (m,
10 H, Dap-3-H, S-1-H, S-2-H, S-3-H, S-4-H, S-5-H, S-6-H, S-4"-H, S-5"-H), 3.74-3.79 (m, 1 H,
$-6"-Hs), 3.81-3.90 (m, 3 H, 5-3"-H, S-6'"-Hp, 6'-H), 3.98-4.06 (m, 3 H, Lys-2-H, Val-2-H, 3'-H),
4.03 (t, J=6.8 Hz, 2 H, L-6'-H), 4.12 (dd, J=10.1 Hz, J=3.2 Hz, 1 H, 4'-H), 4.33-4.44 (m, 5 H,
L-1'-H, Dap-2-H, 2'-H, S-4'-H), 4.50 (d, /= 2.8 Hz, 1 H, S-2'-H), 5.23 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, S-1'-H),
5.34(d,/=3.2Hz,1H,S-1"-H),5.71(d,J=3.8 Hz, 1 H,1'-H), 5.83 (d, /= 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.58
(s, 1 H, Oxim-H), 7.61 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.87 (s, 1 H, L-11-H).

13C.NMR (126 MHz, D,0): 6 [ppm] = 11.23 (S-C-5'), 17.30 (Val-C-4), 18.59 (Val-C-4), 22.11
(Lys-C-4), 23.98 (L-C-3), 24.46 (L-C-9), 25.35 (L-C-4'), 25.49 (L-C-3'), 25.62 (C-2"), 26.31
(Lys-C-5), 27.98 (L-C-5'), 28.21, 28.22, 28.25, 28.33 (L-C-4, L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8), 29.14
(L-C-2'), 30.00 (Val-C-3), 30.76 (Lys-C-3), 31.26 (NHCHs), 32.90 (C-5'), 35.74 (L-C-2), 36.23
(C-3"), 39.29 (Lys-C-6), 40.24 (Dap-C-3), 44.30 (C-1"), 51.01 (L-C-1'), 54.65 (Lys-C-2), 54.73
(Dap-C-2), 58.40 (S-C-3), 58.87 (S-C-1), 59.13 (Val-C-2), 59.73 (C-6'), 60.22 (S-C-6'"), 60.75
(s-C-2"), 69.19 (S-C-4"), 69.30 (S-C-3"), 70.99 (S-C-2), 71.51 (S-C-6), 72.74 (C-2', S-C-5"), 73.01
(C-3"), 73.09 (S-C-5), 74.47 (L-C-6'), 76.84 (S-C-4'), 79.30 (S-C-4), 79.86 (S-C-3'), 80.02 (C-4'"),
84.08 (S-C-2'), 91.81 (C-1'), 92.17 (S-C-1"), 102.30 (C-5), 105.46 (S-C-1'), 115.28 (TFA-CFs),
117.59 (TFA-CFs), 124.03 (L-C-11), 142.85 (C-6), 147.68 (L-C-10), 149.82 (Oxim-C), 151.46 (C-2),
157.63 (S-C-3-NHC(=NH)NH>), 158.28 (S-C-1-NHC(=NH)NH,), 159.83 (N(C=0)N), 163.21 (TFA-
C=0), 166.22 (C-4), 171.66 (C-7'), 172.02 (L-C-1), 175.74 (Dap-C-1), 176.69 (Lys-C-1), 178.48
(Val-C-1).

19F.NMR (376 MHz, D;0): & [ppm] = -75.59.

Drehwert: [a]3°=-120.7 (c = 1.7 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3307, 2931, 1664, 1561, 1431, 1199,1132, 1052, 800, 721.

UV (H>0:MeCN 75:25): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 801.78 [M+2H]?*, 534.58 [M+3H]*".

HRMS (ESI*): ber. fiir Ce7H118N20025%*: 801.4283, gef.: 801.4273.

C77H121F15N20035 (2171.90)
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Synthese von Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T2
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Variante 1:

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 61 (5.7 mg, 5.0 umol, 1.0 Aq) und Streptomycin-Derivat 58
(5.8 mg, 5.0 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. DMSO (4 mL) vorgelegt und fiir 28 h bei Raumtem-
peratur gerihrt. Nach Verdiinnen mit Wasser (6 mL) wurde das Reaktionsgemisch gefrierge-

trocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte Gber semi-prdparative HPLC (C18-Saule).
Ausbeute: 2.1 mg (0.96 umol, 19%) eines farblosen Feststoffes.
Variante 2:

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62 (1.7 mg, 1.4 umol, 1.0 Aq) und Streptomycin-Derivat 59
(1.5 mg, 1.4 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. DMSO (2.5 mL) vorgelegt und fiir 47 h bei Raumtem-
peratur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit Wasser (5 mL) verdinnt und gefriergetrock-
net. Die Reinigung der Substanz erfolgte (iber semi-prdparative HPLC (C18-Saule).

Ausbeute: 1.4 mg (0.64 umol, 46%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-praparativ): tg = 25.9 min (Methode 14)

'H-NMR (500 MHz, D,0): § [ppm] = 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.96 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.19 (d, /= 6.3 Hz, 3 H, S-5'-H), 1.20-1.48 (m, 18 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H,
L-9-H, L-3'-H, L-4'-H, Lys-4-H), 1.48-1.55 (m, 2 H, L-3-H), 1.58-1.73 (m, 9 H, L-10-H, L-2'-H,
L-5'-H, Lys-5-H, Lys-3-H.), 1.74-1.84 (m, 1 H, Lys-3-Hy), 1.85-1.93 (m, 2 H, 2"-H), 2.09-2.17 (m,
1 H, Val-3-H), 2.19 (t,J = 7.1 Hz, 2 H, L-2-H), 2.21-2.26 (m, 1 H, 5'-H.), 2.36-2.42 (m, 1 H, 5'-Hy),
2.72 (t, J = 7.1 Hz, 4 H, L-11-H, L-1'-H), 2.85 (s, 3 H, NHCHs), 2.97 (t, J = 7.6 Hz, 2 H, Lys-6-H),

258



7. Experimentalteil

3.05 (dd, J = 7.6 Hz, 2 H, 1"'-H), 3.15-3.23 (m, 1 H, 3"-H.), 3.28 (dd, J = 10.6 Hz, J = 3.3 Hz, 1 H,
$-2'-H), 3.30-3.35 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.41-3.66 (m, 10 H, Dap-3-H, S-1-H, S-2-H, S-3-H, S-4-H,
S-5-H, S-6-H, S-4"-H, S-5"-H), 3.76-3.83 (m, 2 H, S-6"-Ha, 6'-H), 3.83-3.89 (m, 2 H, $-3"-H,
$-6"-Hy), 4.02-4.07 (m, 3 H, Lys-2-H, Val-2-H, 3'-H), 4.09 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, L-6'-H), 4.12-4.17
(m 1H, 4'-H), 4.35-4.41 (m, 2 H, 2'-H, Dap-2-H), 4.44 (q, J= 6.3 Hz, 1 H, S-4'-H), 4.53 (d,
J=2.8Hz, 1 H,5-2"-H), 5.25 (d, ) = 2.8 Hz, 1 H, S-1'-H), 5.36 (d, J = 3.5 Hz, 1 H, 5-1""-H), 5.73 (d,
J=3.8Hz,1H,1-H),5.86(d,J = 8.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.61 (s, 1 H, Oxim-H), 7.64 (d, J = 8.2 Hz, 1 H,
6-H).

UV (H,0:MeCN 45:55): Amax [nm] = 261,

MS (ESI*): m/z = 813.94 [M+2H]*", 543.14 [M+3H]*".

HRMS (ESI*): ber. fiir Cs7H122N170255,%": 542.9408, gef.: 542.9388.

C77H124F15N17035S, (2197.02)

Synthese von Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T3

HN__NH,

NH,

T3

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62 (3.6 mg, 2.9 umol, 1.0 Aq) und GuCOSS-Baustein 172
(6.2 mg, 2.9 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. DMSO (1.5 mL) vorgelegt und fiir 6 d bei Raumtem-
peratur gerihrt. Nach Verdinnen mit Wasser (6 mL) wurde gefriergetrocknet und das Rohpro-

dukt im Anschluss Gber semi-prdparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 5.1 mg (1.6 umol, 54%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tz = 24.1 min (Methode 9).
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UV (H,0:MeCN 48:52): Amax [nm] = 261.
MS (ESI*): m/z = 1124.79 [M+2H]?*, 749.95 [M+3H]**, 1146.07 [M+2Na]?".
HRMS (ESI*): ber. fiir C77H1ssN320275,Sis**: 562.7387, gef.: 562.7379.

CosH163F27N320455,Sis (3275.28)

Synthese von Muraymycin-KF,-Konjugat T4

AR B Rl
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 62 (3.6 mg, 2.9 umol, 1.0 Aq) und KF,-Peptid 173 (6.1 mg,
2.9 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. DMSO (1.5 mL) vorgelegt und fiir 5 d bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach Verdliinnen mit Wasser (5 mL) wurde gefriergetrocknet und das Rohprodukt im

Anschluss Gber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 3.3 mg (1.0 umol, 35%) eines farblosen Feststoffes.
HPLC (semi-praparativ): tg = 20.9 min (Methode 8).

UV (H,0:MeCN 33:67): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1215.45 [M+2H]?*, 810.33 [M+3H]*".

HRMS (ESI*): ber. flr C121H133N250245,%": 405.8885, gef.: 405.8867.

C13sH184F21N25038S2 (3228.18)
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7.2.4.2 Synthese der zweiten Konjugat-Serie

Synthese von Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T6

(0]
Val-2
HOVal-1 N

5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79 (5.0 mg 4.7 umol, 1.0 Aq) und Streptomycin-Derivat 59
(7.5 mg, 7.1 umol, 1.5 Aq) wurden in abs. DMSO (2 mL) vorgelegt und fiir 31 h bei Raumtem-
peratur gerihrt. Es wurde Wasser (4 mL) zugegeben und gefriergetrocknet. Das Rohprodukt
wurde Uber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 7.9 mg (3.9 umol, 84%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-praparativ): tg = 21.3 min (Methode 6).

'H-NMR (500 MHz, D,0): § [ppm] = 0.84 (d, J=6.3 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.87-0.91 (m, 6 H,
Leu-5-H, Val-4-H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, Val-4-H), 1.18 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, S-5'-H), 1.29-1.41
(m, 6 H, Lys-4-H, 5'"-H, 6"'-H), 1.44-1.77 (m, 11 H, Leu-3-H, Leu-4-H, Lys-3-H, Lys-5-H, 4'"'-H,
7'"'-H), 1.89 (quin, J=7.1Hz, 2 H, 2"-H), 2.12 (dq, J=12.3 Hz, J=6.9 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.28
(ddd, J = 14.9 Hz,J = 10.3 Hz,J = 6.0 Hz, 1 H, 5'-H.), 2.43 (ddd, J = 14.9 Hz,J = 6.9 Hz, J = 2.8 Hz,
1H,5'-Hy), 2.72 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, 3'""-H), 2.84 (s, 3 H, NHCH3), 2.94 (t, J = 5.5 Hz, 2 H, 2"""-H),
3.07 (dd, J=15.0 Hz, J = 7.4 Hz, 2 H, 1"-H), 3.08-3.13 (m, 2 H, Lys-6-H), 3.17-3.25 (m, 1 H,
3"-H,), 3.28 (dd, J = 10.7 Hz, J = 3.5 Hz, 1 H, S-2"-H), 3.29-3.34 (m, 1 H, 3"-H}), 3.41-3.65 (m,
8 H, S-1-H, S-2-H, S-3-H, S-4-H, S-5-H, S-6-H, S-4"-H, S-5""-H), 3.76-3.81 (m, 1 H, S-6""-H.), 3.83-
3.88 (m, 2 H, S-6'"-Hp, S-3"-H), 3.94 (dd, J = 6.5 Hz, 1 H, 6'-H), 4.01-4.11 (m, 5 H, 3'-H, 8'"'-H,
Val-2-H, Lys-2-H), 4.15 (ddd, J=10.2 Hz, J=6.9 Hz, J=2.8 Hz, 1 H, 4'-H), 4.22-4.26 (m, 1 H,
Leu-2-H), 4.28 (t, J=5.4 Hz, 2 H, 1'"-H), 4.40 (dd, J=5.5Hz, J=3.9 Hz, 1 H, 2'-H), 4.44 (q,
J=6.5Hz, 1 H, S-4'-H), 4.53 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, S-2'-H), 5.25 (d, J = 2.8 Hz, 1 H, S-1'-H), 5.36 (d,
J=3.5Hz,1H,S-1"-H),5.72(d, J=3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.85 (d, / = 8.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.62 (s, 1 H,
Oxim-H), 7,62 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).
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13C.NMR (126 MHz, D;0): & [ppm] = 11.26 (S-C-5'), 17.09 (Val-C-4), 18.59 (Val-C-4), 20.68
(Leu-C-5), 22.18 (Lys-C-4), 22.27 (Leu-C-5), 24.49 (Leu-C-4), 24.71 (C-6""), 25.73 (C-2"), 27.37
(C-5'), 28.11 (C-7"), 28.20 (C-4""), 29.47 (Lys-C-5), 30.19 (Val-C-3), 30.96 (Lys-C-3), 31.28
(NH-CHs3), 32.73 (C-5'), 36.03 (C-3"), 37.28 (C-2'"), 38.29 (C-3"'), 39.48 (Leu-C-3), 40.12
(Lys-C-6), 44.27 (C-1"), 52.57 (Leu-C-2), 54.71 (Lys-C-2), 58.40 (S-C-3), 58.85 (S-C-1), 58.93
(val-C-2), 59.21 (C-6'), 60.27 (S-C-6"), 60.77 (S-C-2'), 62.94 (C-1'""), 69.23 (S-C-4"), 69.29
(s-C-3"), 70.99 (s-C-2), 71.50 (S-C-6), 72.72, 72.76 (C-2', S-C-5""), 73.02 (C-3'), 73.09 (S-C-5),
74.60 (C-8'"'), 76.84 (S-C-4'), 79.32 (S-C-4), 79.86 (S-C-3'), 79.89 (C-4'), 84.05 (S-C-2'), 91.86
(C-1'), 92.17 (S-C-1"), 102.29 (C-5), 105.45 (S-C-1'), 115.26 (TFA-CF3), 117.58 (TFA-CFs), 142.86
(C-6), 149.77 (Oxim-C), 151.43 (C-2), 157.62 (S-C-3-NHC(=NH)NH,), 158.26
(S-C-1-NHC(=NH)NH,), 158.41 (N(C=0)0), 159.56 (N(C=0)N), 162.92 (TFA-C=0), 163.21 (TFA-
C=0), 166.20 (C-4), 171.70 (C-7'), 173.31 (Leu-C-1), 174.99 (Lys-C-1), 175.72 (Val-C-1).
1SF-NMR (376 MHz, D,0): 6 [ppm] = -75.55.

Drehwert: [a]3°=-141.8 (c = 1.3 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3321, 2945, 1665, 1553, 1263, 1185, 1133, 1043, 800, 721.

UV (H0:MeCN 1:1): Amgx [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1557.61 [M+H]*, 779.79 [M+2H]?*.

HRMS (ESI*): ber. fiir CesH11:N160565,%": 519.9093, gef.: 519.9087.

C70H112F12N16034S2 (2013.85)

Synthese von Muraymycin-GuCOSS-Konjugat T7

HN NH,
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79 (3.85 mg, 3.54 umol, 1.0 Aq) und GuCOSS-Baustein 172
(7.70 mg, 3.54 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. DMSO (2.5 mL) vorgelegt und fiir 5 d bei Raum-
temperatur gerihrt. Nach Verdinnen mit Wasser (5 mL) wurde gefriergetrocknet. Das Roh-

produkt wurde lber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 6.2 mg (2.0 umol, 56%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-praparativ): tg = 26.9 min (Methode 15).

UV (H,0:MeCN 56:44): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1089.69 [M+2H]?*, 726.86 [M+3H]>*".

HRMS (ESI*): ber. fuir C72H145N310285,Sig%*: 1089.9230, gef.: 1089.92136.

CssH151F24N31044S,Sis (3092. 11)

Synthese von Muraymycin-KFz-Konjugat T8
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 79 (7.0 mg, 6.5 umol, 1.0 Aq) und KF,-Peptid 173 (14 mg,
6.7 umol, 1.0 Aq) wurden in abs. DMSO (2 mL) vorgelegt und fiir 6 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach Verdinnen mit Wasser (5 mL) wurde das Losungsmittelgemisch durch Gefrier-
trocknung entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte liber semi-praparative HPLC
(C18-Saule).

Ausbeute: 9.6 mg (3.2 umol, 49%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tr = 24.7 min (Methode 16).

Drehwert: [a]3°=-102.4 (c = 2.1 mg/mL, H,0).
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IR (ATR): ¥ [cm™*] = 3274, 3062, 2930, 1670, 1626, 1525, 1200, 1133, 722, 697.
UV (H,0:MeCN 4:6): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1180.81 [M+2H]?*, 787.72 [M+3H]3*, 591.07 [M+4H]**.

HRMS (ESI*): ber. fiir C116H170N240255,%: 591.0555, gef.: 591.0536.

C123H 172F18N24037SZ (3045.01)

7.2.4.3 Synthese der dritten Konjugat-Serie

Synthese von Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T9
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 82 (11.4 mg, 11.8 umol, 1.0 Aq) und Streptomycin-Derivat
60 (12.5 mg, 11.8 umol, 1.0 Aq) wurden in destilliertem Wasser (6 mL, entgast) vorgelegt.
Nach Zugabe von Kupfer(ll)-sulfat (Spatelspitze, kat.) und Natriumascorbat (1.4 mg, 7.1 umol,
0.6 Aq) wurde fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (ca.
10 mg) zugegeben, das Reaktionsgemisch fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur gerihrt und
das Losungsmittel im Anschluss Gber Gefriertrocknung entfernt. Das Rohprodukt wurde Gber
semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 2.77 mg (1.36 umol, 12%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 23.0 min (Methode 5).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.78 (d, J = 5.7 Hz, 3 H, Leu-5-H), 0.85 (d, J = 5.7 Hz, 3 H,
Leu-5-H), 1.13 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, S-5'-H), 1.15-1.23 (m, 2 H, L-3-H), 1.23-1.31 (m, 2 H, L-4-H),
1.31-1.42 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.46-1.66 (m, 8 H, Leu-3-H, Leu-4-H, Lys-5-H, L-5-H, Lys-3-H,), 1.66-
1.76 (m, 1 H, Lys-3-Hp), 1.77-1.87 (m, 4 H, 2""-H, L-2-H), 2.17-2.25 (m, 1 H, 5'-H,), 2.37 (ddd,
J=149Hz, J=6.9Hz, J=2.8Hz, 1 H, 5'-Hp), 2.80 (s, 3 H, NHCHs), 2.92 (t, J=7.7 Hz, 2 H,
Lys-6-H), 3.01 (t, J=7.7 Hz, 2 H, 1"-H), 3.06-3.21 (m, 3 H, 3"-H,, S-2""-H, Pra-3-H.), 3.21-3.29
(m 2 H, 3"-Hp, Pra-3-Hp), 3.38-3.62 (m, 8 H, S-1-H, S-2-H, S-3-H, S-4-H, S-5-H, S-6-H, S-4""-H,
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S-5'"-H), 3.71-3.77 (m, 1 H, S-6'"-H,), 3.78-3.85 (m, 3 H, S-6"-Hy,, S-3"-H, 6'-H), 3.96-4.06 (m,
2 H, Lys-2-H, 3'-H), 4.01 (t, J = 6.0 Hz, 2 H, L-6-H), 4.10 (ddd, J = 10.2 Hz, J = 6.9 Hz, J = 2.8 Hz,
1H, 4'-H), 4.14-4.19 (m, 1 H, Leu-2-H), 4.32 (t, J=6.9 Hz, 2 H, L-1-H), 4.36 (dd, J = 5.7 Hz,
J=3.8Hz, 1H, 2'-H), 4.40 (q, /=6.5Hz, 1 H, S-4'-H), 4.45 (dd, J=7.6 Hz, J=5.4 Hz, 1H,
Pra-2-H), 4.49 (d, J=2.8 Hz, 1 H, S-2'-H), 5.21 (d, J=3.2 Hz, 1 H, S-1'-H), 5.32 (d, J = 3.5 Hz,
1H,S-1"-H), 5.68 (d, J=3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.80 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.56 (s, 1 H, Oxim-H),
7.58 (d, J=8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.80 (s, 1 H, Triazol-H).

UV (H,0:MeCN 64:36): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 730.88 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir CssH103N150242*: 730.8706, gef.: 730.8705.

C59H105F15N19034 (203068)

Synthese von Muraymycin-Streptomycin-Konjugat T10
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 81 (5.0 mg 5.1 umol, 1.0 Aq) und Streptomycin-Derivat 58
(7.0 mg, 6.0 umol, 1.2 Aq) wurden in abs. DMSO (2 mL) vorgelegt und fiir 2 d bei Raumtempe-
ratur gertihrt. Es wurde mit Wasser (5 mL) verdlinnt und das Losungsmittel tiber Gefriertrock-

nung entfernt. Das Rohprodukt wurde Gber semi-préaparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 5.0 mg (2.5 umol, 50%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 20.5 min (Methode 11).

UV (H,0:MeCN 65:35): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1457.98 [M+H]*, 728.94 [M+2H]*".

HRMS (ES|+): ber. fur C57H102N15024522+2 729.3342, gef.: 729.3311.
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Ce7H105F15N16034S2 (2027.75)

7.2.4.4 Synthese sonstiger Konjugate

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Dimer 175
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Die folgende Reaktion wurde nicht unter Inertgas-Bedingungen durchgefiihrt. 5'-Desoxy-
Muraymycin-Analogon 61 (1.0 mg, 0.87 umol) wurde in Wasser (3 mL) gel6st und fur 10 d bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Rohprodukt wurde gefriergetrocknet und mittels semi-prapara-
tiver HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 0.75 mg (0.33 umol, 76%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 22.5 min (Methode 8).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 0.83 (d, J = 6.7 Hz, 6 H, Val-4-H), 0.87 (d, J = 6.7 Hz,
6 H, Val-4-H), 1.14-1.28 (m, 20 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H), 1.28-1.38 (m, 8 H, L-10-H,
Lys-4-H), 1.41-1.49 (m, 6 H, L-3-H, Lys-3-H.), 1.49-1.65 (m, 10 H, Lys-5-H, Lys-3-Hy, L-9-H), 1.66-
1.79 (m, 4 H, 2""-H), 1.93-2.18 (m, 10 H, Val-3-H, L-2-H, 5'-H), 2.67 (t, J = 7.2 Hz, 4 H, Lys-6-H),
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2.71-2.79 (m, 4 H, 1"-H), 2.81-2.93 (m, 4 H, 3"-H), 3.04-3.49 (m, 8 H, Dap-3-H, L-11-H), 3.80
(dd, J = 5.4 Hz, 2 H, 3'-H), 3.88-4.12 (m, 8 H, Lys-2-H, Val-2-H, 4'-H, 6'-H), 4.06-4.12 (m, 2 H,
2'-H), 4.14-4.24 (m, 2 H, Dap-2-H), 5.41-5.53 (m, 2 H, 2'-OH), 5.63 (d, J = 8.1 Hz, 2 H, 5-H), 5.68
(d, J= 4.0 Hz, 2 H, 1'-H), 6.41 (d, J = 8.9 Hz, 2 H, Val-2-NH), 6.52 (d, J = 6.1 Hz, 2 H, Lys-2-NH),
7.63 (d, J=8.0 Hz, 2 H, 6-H), 7.65-8.02 (m, 10 H, Lys-6-NHs, Dap-3-NH, 3"-NH), 8.10 (d,
J=7.1Hz, 2 H, Dap-2-NH), 11.38 (s, 2 H, 3-NH).

UV (H,0:MeCN 29:71): Amay [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 915.27 [M+2H]>".

HRMS (ESI*): ber. fiir CaoH13sN15026522*: 915.4730, gef.: 915.4725.

C88H140F12N18034SZ (2286.28)

Synthese von Muraymycin-Biotin-Konjugat T11
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 63 (12 mg, 11 umol, 1.0 Aq) und Azid-PEG3-Biotin 176
(6.0 mg, 13 umol, 1.2 Aq) wurden in Wasser (3 mL, entgast) vorgelegt. Nach Zugabe von Kup-
fer(ll)-sulfat (Spatelspitze, kat.) und Natriumascorbat (1.3 mg, 6.6 pmol, 0.6 Aq) wurde fiir 3 h
bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (ca. 10 mg) zugegeben,
15 min bei Raumtemperatur gerihrt und im Anschluss das Losungsmittel durch Gefriertrock-
nung entfernt. Das Rohprodukt wurde Gber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 16.4 mg (10.8 umol, 98%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 21.0 min (Methode 7)
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IH-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.90 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.93 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.17-1.30 (m, 8 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H), 1.30-1.73 (m, 15 H, B-3-H, B-4-H, B-5-H,
L-3-H, L-8-H, Lys-4-H, Lys-5-H, Lys-3-Ha,), 1.73-1.83 (m, 1 H, Lys-3-Hy), 1.88 (quin, J = 7.1 Hz,
2 H, 2"-H), 2.04-2.15 (m, 1 H, Val-3-H), 2.15-2.23 (m, 4 H, L-2-H, B-2-H), 2.23-2.30 (m, 1 H,
5'-H,), 2.41 (ddd, J=14.8 Hz, J=6.9 Hz, /= 2.8 Hz, 1 H, 5'-Hy), 2.69 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, L-9-H),
2.71-2.77 (m, 1 H, B-10-H,), 2.90-2.99 (m, 3 H, Lys-6-H, B-10-Hy), 3.06 (t, /= 7.6 Hz, 2 H, 1''-H),
3.19 (dt, J=13.9 Hz, J= 6.6 Hz, 1 H, B-6-H), 3.23-3.32 (m, 1 H, 3""-H,), 3.33 (t, J=5.4 Hz, 2 H,
P-8-H), 3.33-3.38 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.41-3.49 (m, 1 H, Dap-3-H.), 3.52-3.63 (m, 11 H, P-3-H,
P-4-H, P-5-H, P-6-H, Dap-3-Hs), 3.64-3.71 (m, 2 H, P-7-H), 3.89 (dd, /=6.5 Hz, 1 H, 6'-H), 3.93
(t, J=4.7 Hz, 2 H, P-2-H), 4.00-4.07 (m, 3 H, Lys-2-H, Val-2-H, 3'-H), 4.13 (ddd, J = 10.2 Hz,
J=6.9Hz,J=2.8Hz, 1 H, 4'-H), 4.34-4.38 (m, 1 H, B-7-H), 4.36 (dd, J=7.6 Hz, J = 4.4 Hz, 1 H,
Dap-2-H), 4.39 (dd, J = 5.7 Hz, J = 3.8 Hz, 1 H, 2'-H), 4.56 (dd, J = 8.2 Hz, J = 4.7 Hz, 1 H, B-9-H),
4,58 (t,/=4.7 Hz, 2 H, P-1-H),5.72 (d, J=3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.84 (d, / = 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.62
(d,/=8.2Hz, 1 H, 6-H), 7.87 (s, 1 H, L-11-H).

13C-NMR (126 MHz, D;0): & [ppm] = 17.33 (Val-C-4), 18.64 (Val-C-4), 22.12 (Lys-C-4), 24.27
(L-C-9), 25.27, 25.53, 25.64, 26.32, 27.84, 27.96, 28.03, 28.18, 28.32, 28.37, 28.42, 28.48 (C-2",
Lys-C-5, L-C-3, L-C-4, L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, B-C-3, B-C-4, B-C-5), 30.04 (Val-C-3), 30.78
(Lys-C-3),32.87 (C-5'), 35.56 (L-C-2), 35.77 (B-C-2), 36.24 (C-3""), 39.04 (Lys-C-6), 39.31 (P-C-8),
39.82 (B-C-10), 40.29 (Dap-C-3), 44.31 (C-1"), 50.52 (P-C-1), 54.65 (Dap-C-2), 54.80 (Lys-C-2),
55.48 (B-C-6), 59.09 (Val-C-2), 59.66 (C-6'), 60.35 (B-C-9), 62.19 (B-C-7), 68.75, 68.99, 69.34,
69.59, 69.61, 69.74, 69.85 (P-C-2, P-C-3, P-C-4, P-C-5, P-C-6, P-C-7,), 72.75 (C-2'), 73.02 (C-3'),
80.02 (C-4'), 91.83 (C-1'), 102.31 (C-5), 124.19 (L-C-11), 142.85 (C-6), 148.03 (L-C-10), 151.46
(C-2), 159.82 (N(C=0)N), 165.38 (B-C-8), 166.21 (C-4), 171.64 (C-7'), 171.96 (L-C-1), 175.72
(Dap-C-1), 176.64 (B-C-1), 176.84 (Lys-C-1), 178.44 (Val-C-1).

19F_NMR (376 MHz, D;0): & [ppm] = -75.56.

Drehwert: [a]3°=-107.1 (c = 1.4 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 3290, 2931, 2860, 1671, 1552, 1461, 1200, 1131, 799, 720.

UV (H,0:MeCN 64:36): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1324.38 [M+H]", 662.99 [M+2H]>", 442.33 [M+3H]*".

HRMS (ESI*): ber. fiir CsgHooN150185%*: 662.8501, gef.: 662.8473.

Ce2Ho9FsN15022S (1552.60)
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7.2.5 Synthese sonstiger 5'-Desoxy-Muraymycin-Analoga

7.2.5.1 DAP-haltige Analoga

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 89
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Das vollstandig geschiitzte 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 65 (23 mg, 18 umol) wurde fir
24 h bei Raumtemperatur in einer wassrigen 80%igen TFA-LOsung (4 mL) geriihrt. Das Losungs-
mittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt tiber semi-praparative
HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 9.1 mg (8.4 umol, 47%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 17.2 min (Methode 7).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.90 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.31-1.47 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.56-1.69 (m, 3 H, Lys-5-H, Lys-3-H,), 1.72-1.81 (m, 1 H,
Lys-3-Hp), 1.84 (quin, J = 7.1 Hz, 2 H, 2'"-H), 2.09 (dqg, J = 12.9 Hz, / = 6.5 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.22-
2.29 (m, 1 H, 5'-H,), 2.41 (ddd, / =14.8 Hz, J=7.3 Hz, J=2.8 Hz, 1 H, 5'-Hy), 2.94 (t, J = 7.6 Hz,
2 H, Lys-6-H), 2.98-3.05 (m, 2 H, 1""-H), 3.13-3.28 (m, 2 H, 3"-H), 3.41-3.48 (m, 1 H, Dap-3-H.),
3.48-3.55 (m, 1 H, Dap-3-Hy), 3.90 (dd, J=6.3 Hz, 1 H, 6'-H), 4.01-4.08 (m, 3 H, Val-2-H,
Lys-2-H, 3'-H), 4.13 (ddd, J = 10.2 Hz, /= 6.9 Hz, J = 2.8 Hz, 1 H, 4'-H), 4.34 (t, J=5.7 Hz, 1 H,
Dap-2-H), 4.38 (dd, J=5.5Hz, J=3.9 Hz, 1 H, 2'-H), 5.04-5.13 (m, 2 H, Cbz-1-H), 5.69 (d,
J=3.8Hz,1H,1'-H),5.82(d,J=7.9 Hz, 1 H, 5-H), 7.32-7.43 (m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H,
Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, D;0): & [ppm] = 17.09 (Val-C-4), 18.51 (Val-C-4), 22.05 (Lys-C-4), 25.54
(C-2"), 26.24 (Lys-C-5), 29.97 (Val-C-3), 30.66 (Lys-C-3), 32.69 (C-5'), 36.09 (C-3"), 39.25
(Lys-C-6), 41.37 (Dap-C-3), 44.22 (C-1"), 54.47 (Dap-C-2), 54.55 (Lys-C-2), 58.95 (Val-C-2),
59.22 (C-6'), 67.08 (Cbz-C-1), 72.69 (C-2'), 72.97 (C-3'), 79.75 (C-4'), 91.83 (C-1'), 102.24 (C-5),
115.25 (TFA-CFs), 117.57 (TFA-CF3), 127.58 (Cbz-C-3, Cbz-C-7), 128.49 (Cbz-C-5), 128.89
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(Cbz-C-4, Cbz-C-6), 136.38 (Cbz-C-2), 142.76 (C-6), 151.38 (C-2), 158.81 (N(C=0)0), 159.77
(N(C=O)N), 166.19 (C-4), 171.67 (Dap-C-1), 171.81 (C-7'), 175.73 (Lys-C-1), 176.66 (Val-C-1).

19F.NMR (376 MHz, D;0): & [ppm] = -75.59.

Drehwert: [a]3°=-60.0 (c = 2.7 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3292, 3067, 2963, 1655, 1639, 1545, 1262, 1199, 1132,721.
UV (H,0:MeCN 7:3): Amax [nm] = 202, 261.

MS (ESI*): m/z = 850.53 [M+H]".

HRMS (ESI*): ber. fir C37HssN9O14*: 850.3941, gef.: 850.39269.

Ca1Hs7F¢NsO15 (1077.94)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 87
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 89 (13.5 mg, 12.5 umol, 1.0 Aq) wurde in Wasser (2 mL) ge-
I6st. Nach Zugabe von Palladium (10% auf Aktivkohle, 2.5 mg, 2.4 umol, 0.2 Aq) und 1,4-Cyc-
lohexadien (24.0 pL, 250 umol, 20 Aq) wurde fiir 17 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Spritzenfiltration wurde das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte Gber semi-praparative HPLC (C18-Saule).

Ausbeute: 6.38 mg (6.03 umol, 48%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 11.6 min (Methode 11).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.32-1.50 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.58-1.71 (m, 3 H, Lys-5-H, Lys-3-Ha), 1.75-1.83 (m, 1 H,
Lys-3-Hp), 1.86 (quin, J=7.0 Hz, 2 H, 2'"-H), 2.11 (td, /=6.9 Hz, J = 5.4 Hz, 1 H, Val-3-H), 2.20
(ddd,J=15.1 Hz,J=10.4 Hz,J=6.3 Hz, 1 H, 5'-H,), 2.38 (ddd, J = 14.9 Hz, J = 6.5 Hz, J = 2.8 Hz,
1H, 5'-Hy), 2.94 (t, J=7.3 Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.03 (td, J=7.6 Hz, J=3.6 Hz, 2 H, 1"-H), 3.20-
3.27 (m, 3 H, 3"-H, Dap-3-H.), 3.44 (dd, J=13.6 Hz, J=5.4 Hz, 1 H, Dap-3-Hy), 3.81 (dd,
J=6.6 Hz, 1 H, 6'-H), 3.90 (d, J = 5.4 Hz, 1 H, Val-2-H), 4.01-4.07 (m, 2 H, Lys-2-H, 3'-H), 4.07-
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4.14 (m, 1 H, 4'-H), 4.38 (dd, J=5.7 Hz, J=3.8 Hz, 1 H, 2'-H), 4.60 (dd, J=8.2 Hz, J = 5.4 Hz,
1 H, Dap-2-H), 5.70 (d, J = 3.8 Hz, 1 H, 1'-H), 5.83 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.61 (d, J = 8.2 Hz,
1H, 6-H).

13C.NMR (75 MHz, D;0): & [ppm] = 17.03 (Val-C-4), 18.46 (Val-C-4), 22.21 (Lys-C-4), 25.47
(C-2"), 26.19 (Lys-C-5), 29.78 (Val-C-3), 30.31 (Lys-C-3), 32.78 (C-5'), 36.20 (C-3"'), 39.22
(Lys-C-6), 39.84 (Dap-C-3), 44.26 (C-1"), 50.72 (Dap-C-2), 54.33 (Lys-C-2), 59.05 (Val-C-2),
59.61 (C-6'), 72.57 (C-2'), 72.91 (C-3'), 79.91 (C-4"), 91.77 (C-1'), 102.23 (C-5), 114.41 (TFA-CF3),
118.28 (TFA-CFs), 142.80 (C-6), 151.44 (C-2), 159.74 (N(C=O)N), 162.74 (TFA-C=0), 163.21
(TFA-C=0), 166.19 (C-4), 170.23 (Dap-C-1), 171.87 (C-7'), 176.08 (Lys-C-1), 176.75 (Val-C-1).
19F_NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.60.

Drehwert: [a]3°=-6.52 (c = 1.5 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3044, 2966, 1664, 1552, 1461, 1265, 1183, 1132, 799, 721.

UV (H,0:MeCN 76:24): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 716.01 [M+H]*, 738.03 [M+Nal".

HRMS (ESI*): ber. fiir C2sHsoNsO12": 716.3574, gef.: 716.3583.

C35H52F9N9013 (1057.83)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 88
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Essigsdure 177 (1.8 mg, 1.7 uL 30 umol, 1.0 Aq), EDC Hydrochlorid (5.8 mg, 30 pmol, 1.0 Aq),
HOBt (4.1 mg, 30 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (8.6 mg, 12 uL, 67 umol, 2.2 Aq)
wurden ins abs. THF (3 mL) vorgelegt und fiir 20 min bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Zu-
gabe des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 64 (35 mg, 30 umol, 1.0 Aq) geldst in abs. THF
(5 mL) wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter reduzier-
tem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(DCM:MeOH 98:2 -> 95:5). Zur globalen Entschiitzung wurde das Zwischenprodukt in 80%iger

TFA-Losung in Wasser (10 mL) geldst und fiir 21 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die
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Reaktionslosung wurde unter reduziertem Druck eingeengt, mit Wasser (12 mL) verdinnt und
gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde Gber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 8.48 mg (8.60 umol, 29%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-praparativ): tg = 19.5 min (Methode 5).

IH-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 3 H,
Val-4-H), 1.30-1.48 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.56-1.69 (m, 3 H, Lys-5-H, Lys-3-H.), 1.70-1.79 (m, 1 H,
Lys-3-Hy), 1.85 (quin, J = 7.1 Hz, 2 H, 2"-H), 1.91 (s, 3 H, Ac-CHs), 2.05-2.16 (m, 1 H, Val-3-H),
2.20-2.29 (m, 1 H, 5'-H.), 2.40 (ddd, J=15.0 Hz, J=6.8 Hz, J=2.8 Hz, 1 H, 5'-Hp), 2.93 (t,
J=7.6Hz, 2 H, Lys-6-H), 3.04 (t, J = 7.6 Hz, 2 H, 1"'-H), 3.13-3.22 (m, 1 H, 3'""-H.), 3.22-3.30 (m,
1H,3"-Hy). 3.42 (dd, J = 14.3 Hz, J = 7.1 Hz, 1 H, Dap-3-H.), 3.50-3.57 (m, 1 H, Dap-3-Hy). 3.94
(dd, J=6.3 Hz, 1 H, 6'-H), 3.96-4.07 (m, 3 H, Val-2-H, Lys-2-H, 3'-H), 4.07-4.13 (m, 1 H, 4'-H),
4.31(dd,J=6.9 Hz,J=4.7 Hz, 1 H, 2'-H), 4.36 (dd, J = 5.4 Hz, J = 3.8 Hz, 1 H, Dap-2-H), 5.69 (d,
J=3.8Hz,1H, 1'-H), 5.81 (d, J=8.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H).

13C.NMR (126 MHz, D,0): 6 [ppm] = 16.97 (Val-C-4), 18.56 (Val-C-4), 21.81 (Ac-CHs), 22.03
(Lys-C-4), 25.53 (C-2"), 26.24 (Lys-C-5), 30.00 (Val-C-3), 30.53 (Lys-C-3), 32.59 (C-5'), 36.13
(C-3'), 39.19 (Lys-C-6), 40.19 (Dap-C-3), 44.21 (C-1"), 54.46 (Dap-C-2), 54.49 (Lys-C-2), 58.89
(val-C-2), 59.09 (C-6'), 72.64 (C-2'), 72.94 (C-3'), 79.70 (C-4'), 91.77 (C-1"), 102.19 (C-5), 142.81
(C-6), 151.43 (C-2), 159.77 (N(C=0)N), 166.24 (C-4), 171.64 (C-7', Dap-C-1), 172.27 (Ac-(C=0)),
175.80 (Lys-C-1), 176.64 (Val-C-1).

19E_.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.67.

Drehwert: [a]3°=-9.7 (c = 1.0 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™}] = 2966, 1651, 1553, 1462, 1426, 1197, 1131, 1056, 799, 720.

UV (H,0:MeCN 71:29): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 758.20 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fur C31Hs2N9O13": 758.3680, gef.: 758.3658.

C35H53N50173 (98585)
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Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 90
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n-Decansdure 178 (3.3 mg, 19 umol, 1.0 Aq), PyBOP (10 mg, 19 pmol, 1.0 Aq), HOBt (2.6 mg,
19 pmol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (5.2 mg, 7.0 uL, 40 umol, 2.1 Aq) wurden in
abs. THF (4 mL) vorgelegt und fiir 10 min bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Zugabe des 5'-
Desoxy-Muraymycin-Analogons 64 (22 mg, 19 pumol, 1.0 Aq) gelést in abs. THF (6 mL) wurde
fur 25 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde unter reduziertem Druck ent-
fernt und der Riickstand zur globalen Entschiitzung mit 80%iger TFA Losung in Wasser (5 ml)
fir 19 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktionslésung wurde unter reduziertem Druck
eingeengt, mit Wasser (5 mL) verdlinnt und gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde Uber

semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 8.64 mg (7.87 umol, 41%) eines farblosen Feststoffes.
HPLC (semi-prdparativ): tz = 32.2 min (Methode 7).

1H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.83-0.86 (m, 3 H, L-10-H), 0.84 (d, J = 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, Val-4-H), 1.14-1.28 (m, 12 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H,
L-9-H), 1.28-1.39 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.40-1.49 (m, 3 H, L-3-H, Lys-3-H.), 1.49-1.56 (m, 2 H,
Lys-5-H), 1.56-1.65 (m, 1 H, Lys-3-Hy), 1.69-1.79 (m, 2 H, 2"-H), 1.96-2.08 (m, 3 H, Val-3-H,
L-2-H), 2.12-2.24 (m, 2 H, 5'-H), 2.70-2.80 (m, 2 H, Lys-6-H), 2.84-2.97 (m, 2 H, 1"'-H), 2.97-3.06
(m, 1H, 3"-H,), 3.11-3.21 (m, 1 H, 3"-Hy), 3.21-3.31 (m, 1 H, Dap-3-H.), 3.31-3.39 (m, 2 H,
Dap-3-Hp, 6'-H), 3.82 (dd, J = 5.5 Hz, 1 H, 3'-H), 3.84-3.98 (m, 2 H, Lys-2-H, 4'-H), 4.03 (dd,
J=9.0 Hz, J = 4.9 Hz, 1 H, Val-2-H), 4.08-4.14 (m, 1 H, 2'-H), 4.16-4.23 (m, 1 H, Dap-2-H), 5.48-
5.55 (m, 1 H, 2'-OH), 5.63 (dd, J = 8.0 Hz, 2.2 Hz, 1 H, 5-H), 5.71 (d, J = 4.4 Hz, 1 H, 1'-H), 6.41
(d, J = 8.8 Hz, 1 H, Val-2-NH), 6.54 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, Lys-2-NH), 7.61 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H),
7.69-7.82 (m, 3 H, Lys-6-NHs), 7.82-7.88 (m, 1 H, Dap-3-NH), 8.00 (dd, J = 5.5 Hz, 1 H, 3"-NH),
8.04 (d, J = 7.6 Hz, 1 H, Dap-2-NH), 11.38 (d, J = 2.2 Hz, 1 H, 3-NH).
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13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 13.92 (L-C-10), 17.49 (Val-C-4), 19.08 (Val-C-4), 22.06
(Lys-C-4, L-C-4), 25.17 (L-C-3), 25.81 (C-2""), 26.65 (Lys-C-5), 28.64, 28.78, 28.86 (L-C-5, L-C-6,
L-C-7, L-C-9), 30.34 (Val-C-3), 31.25 (L-C-8), 31.64 (Lys-C-3), 32.76 (C-5'), 35.30 (L-C-2), 35.90
(C-3"), 38.92 (Lys-C-6), 40.60 (Dap-C-3), 43.62 (C-1"), 53.64 (Dap-C-2), 53.69 (Lys-C-2), 56.87
(C-6'), 57.44 (Val-C-2), 72.42 (C-2'), 73.06 (C-3'), 78.61 (C-4'), 89.51 (C-1'), 101.97 (C-5), 141.27
(C-6), 150.53 (C-2), 157.95 (N(C=0)N), 163.03 (C-4), 169.87 (Lys-C-1), 169.92 (Dap-C-1), 172.65
(C-7'), 173.23 (L-C-1), 173.80 (Val-C-1).

19F.NMR (376 MHz, D;0): & [ppm] = -75.64.

Drehwert: [a]3°=-15.0 (c = 1.3 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2927, 1655, 1552, 1465, 1263, 1200, 1133, 800, 721, 552.
UV (MeCN): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 870.01 [M+H]*.

HRMS (ESI*): ber. fiir C3gHssNoO13*: 870.4932, gef.: 870.4902.

Ca3HeoFsNsO17 (1098.06)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 91

L-12
L-11

L-9 L-10

O
Val-2 N
HOVal-1

91

n-Dodecansdure 179 (3.8 mg, 19 umol, 1.0 Aq), EDC Hydrochlorid (3.6 mg, 19 pmol, 1.0 Aq),
HOBt (2.6 mg, 19 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (5.2 mg, 7.0 uL, 40 pmol,
2.1 Aq) wurden ins abs. THF (4 mL) vorgelegt und fiir 20 min bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Zugabe des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 64 (22 mg, 19 umol, 1.0 Aq) gel&st in abs.
THF (6 mL) wurde fir 25 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter redu-

ziertem Druck entfernt und der Riickstand zur globalen Entschiitzung mit 80%iger TFA-Losung
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in Wasser (10 mL) far 40 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung wurde unter re-
duziertem Druck eingeengt, mit Wasser (5 mL) verdlinnt und gefriergetrocknet. Das Rohpro-
dukt wurde lGber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 6.31 mg (5.60 umol, 30%) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-praparativ): tg = 34.5 min (Methode 17).

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 0.80-0.87 (m, 3 H, L-12-H), 0.83 (d, J = 6.6 Hz, 3 H,
Val-4-H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, Val-4-H), 1.10-1.27 (m, 16 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H,
L-9-H, L-10-H, L-11-H), 1.27-1.38 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.39-1.49 (m, 3 H, L-3-H, Lys-3-H.), 1.49-
1.63 (m, 3 H, Lys-3-Hp, Lys-5-H), 1.65-1.76 (m, 2 H, 2'""-H), 1.92-2.17 (m, 5 H, Val-3-H, 5'-H,
L-2-H), 2.68-2.80 (m, 2 H, Lys-6-H), 2.81-2.93 (m, 2 H, 1"-H), 3.04-3.14 (m, 2 H, 3"-H), 3.18-
3.31 (m, 3 H, Dap-3-H, 6'-H), 3.80 (dd, J=5.7 Hz, 1 H, 3'-H), 3.92-4.11 (m, 4 H, 2'-H, 4'-H,
Lys-2-H, Val-2-H), 4.15-4.24 (m, 1 H, Dap-2-H), 5.41-5.51 (m, 1 H, 2'-OH), 5.62 (d, J = 7.9 Hz,
1H,5-H),5.68(d, J=4.1Hz, 1H, 1'-H), 6.41 (d, / =9.1 Hz, 1 H, Val-2-NH), 6.52 (d, J = 6.3 Hz,
1 H, Lys-2-NH), 7.63 (d, J =7.9 Hz, 1 H, 6-H), 7.84-7.90 (m, 1 H, Dap-3-NH), 7.91-8.05 (m, 1 H,
3'-NH), 8.05-8.11 (m, 1 H, Dap-2-NH), 11.32-11.40 (m, 1 H, 3-NH).

13C.NMR (75 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 13.92 (L-C-12), 17.54 (Val-C-4), 19.11 (Val-C-4), 21.78,
22.06 (Lys-C-4, L-C-4), 25.18 (L-C-3), 25.95 (C-2"), 26.48 (Lys-C-5), 28.68, 28.78, 28.91, 28.98,
29.01 (L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, L-C-9, L-C-11), 30.31 (Val-C-3), 31.26 (L-C-10), 31.72 (Lys-C-3),
31.77 (C-5'), 35.29 (L-C-2), 35.90 (C-3"), 38.46 (Lys-C-6), 40.47 (Dap-C-3), 43.56 (C-1"), 53.32
(Dap-C-2), 53.69 (Lys-C-2), 57.40 (C-6'), 57.47 (Val-C-2), 72.65 (C-2'), 73.06 (C-3'), 79.66 (C-4'),
89.47 (C-1'), 101.90 (C-5), 141.34 (C-6), 150.53 (C-2), 157.83 (N(C=0)N), 163.06 (C-4), 169.91
(Lys-C-1), 169.99 (Dap-C-1), 172.62 (C-7'), 173.21 (L-1-C), 173.88 (Val-C-1).

19E.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.64.

Drehwert: [a]4°=-16.7 (c = 1.2 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 2925, 1665, 1553, 1465, 1265, 1200, 1134, 800, 721, 560.

UV (H,0:MeCN 16:84): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 898.27 [M+H]*, 450.04 [M+2H]*.

HRMS (ESI*): ber. fur C41H72N9O13*: 898.5244, gef.: 898.5394.

CasH73FsNoO17 (1126.12)
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Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 92
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n-Tridecansdure 180 (4.1 mg, 19 umol, 1.0 Aq), EDC Hydrochlorid (3.6 mg, 19 pmol, 1.0 Aq),
HOBt (2.6 mg, 19 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (5.2 mg, 7.0 uL, 40 pmol,
2.1 Aq) wurden ins abs. THF (4 mL) vorgelegt und fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Zugabe des 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 64 (22 mg, 19 umol, 1.0 Aq) gel&st in abs.
THF (6 mL) wurde flr 25 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter redu-
ziertem Druck entfernt und der Rickstand zur globalen Entschiitzung mit 80%iger TFA Losung
in Wasser (10 mL) far 40 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionslésung wurde unter re-
duziertem Druck eingeengt, mit Wasser (5 mL) verdinnt und gefriergetrocknet. Das Rohpro-

dukt wurde Uber semi-prdparative HPLC gereinigt (C18-Saule).
Ausbeute: 6.83 mg (5.99 umol, 32%) eines farblosen Feststoffes.
HPLC (semi-prdparativ): tg = 35.1 min (Methode 17).

1H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.81-0.87 (m, 3 H, L-13-H), 0.83 (d, /= 6.9 Hz, 3 H,
Val-4-H), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, Val-4-H), 1-14-1.29 (m, 18 H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H,
L-9-H, L-10-H, L-11-H, L-12-H), 1.29-1.38 (m, 2 H, Lys-4-H), 1.39-1.49 (m, 3 H, L-3-H, Lys-3-H.),
1.50-1.64 (m, 3 H, Lys-5-H, Lys-3-Hp), 1.67-1.78 (m, 2 H, 2"-H), 1.95-2.19 (m, 5 H, Val-3-H,
L-2-H, 5'-H), 2.68-2.81 (m, 2 H, Lys-6-H), 2.89 (t, J = 7.1 Hz, 2 H, 1"-H), 3.00-3.17 (m, 2 H, 3"-H),
3.18-3.31 (m, 3 H, Dap-3-H, 6'-H), 3.80 (dd, J=5.5 Hz, 1 H, 3'-H), 3.92-4.02 (m, 2 H, 4'-H,
Lys-2-H), 4.02-4.06 (m, 1 H, Val-2-H), 4.06-4.13 (m, 1 H, 2'-H), 4.15-4.24 (m, 1 H, Dap-2-H),
5.43-5.55 (m, 1 H, 2'-OH), 5.63 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.69 (d, J = 4.4 Hz, 1 H, 1'-H), 6.41 (d,
J=8.5Hz, 1H, Val-2-NH), 6.53 (d, J = 6.0 Hz, 1 H, Lys-2-NH), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, 6-H), 7.79-
8.01(m, 2 H, 3"-NH, Dap-3-NH), 8.07 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, Dap-2-NH), 11.35-11.40 (m, 1 H, 3-NH).
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13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 13.92 (L-C-13), 17.52 (Val-C-4), 19.10 (Val-C-4), 21.88,
22.06 (Lys-C-4, L-C-4), 25.18 (L-C-3), 25.90 (C-2'""), 26.52 (Lys-C-5), 28.67, 28.78, 28.92, 28.99
(L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, L-C-9, L-C-10, L-C-12), 30.32 (Val-C-3), 31.26 (L-C-11), 31.72
(Lys-C-3), 33.45 (C-5'), 35.29 (L-C-2), 35.91 (C-3"), 38.90 (Lys-C-6), 40.50 (Dap-C-3), 43.57
(C-1""), 53.45 (Dap-C-2), 53.68 (Lys-C-2), 56.44 (C-6'), 57.46 (Val-C-2), 72.58 (C-2'), 73.06 (C-3"),
79.37 (C-4'), 89.47 (C-1'), 101.92 (C-5), 141.33 (C-6), 150.54 (C-2), 157.88 (N(C=O)N), 163.06
(C-4), 169.91 (Lys-C-1), 169.96 (Dap-C-1), 172.64 (C-7'), 173.22 (L-1-C), 173.85 (Val-C-1).

19F.NMR (376 MHz, D;0): & [ppm] = -75.64.

Drehwert: [a]3°=-13.6 (c = 0.7 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2925, 1664, 1552, 1465, 1265, 1200, 1134, 800, 721, 551.
UV (H,0:MeCN 13:87): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 912.43 [M+H]*, 457.05 [M+2H]*.

HRMS (ESI*): ber. fir Ca2H74NoO13*: 912.5401, gef.: 912.5394.

CasH75FsN9O17 (1140.14)
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5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 174 (10 mg, 6.3 umol) wurde in wassriger 80%iger TFA-LO-
sung (3 mL) geloést und fir 19 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach beendeter Reaktion wurde
Wasser (3 mL) zugegeben und das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Das Roh-

produkt wurde lber semi-praparative HPLC gereinigt (C18-Saule).

Ausbeute: 4.79 mg (3.46 umol, 55%) eines farblosen Feststoffes.
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HPLC (semi-pradparativ): tz = 43.7 min (Methode 18).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, Val-4-H), 0.86 (d, J = 6.6 Hz,
3 H, Val-4-H), 1.01-1.37 (m, 18 H, Lys-4-H, L-4-H, L-5-H, L-6-H, L-7-H, L-8-H, L-9-H, L-10-H,
L-11-H), 1.39-1.50 (m, 3 H, L-3-H, Lys-3-H,), 1.50-1.64 (m, 3 H, Lys-3-Hs, Lys-5-H), 1.67-1.78 (m,
2 H, 2"-H), 1.91-2.08 (m, 3 H, Val-3-H, L-2-H, 5'-H,), 2.08-2.20 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.70-2.79 (m,
2 H, Lys-6-H), 2.84-2.94 (m, 2 H, 1"-H), 3.01-3.16 (m, 2 H, 3""-H), 3.19-3.31 (m, 2 H, Dap-3-H,,
6'-H), 3.48-3.70 (m, 1 H, Dap-3-Hy), 3.81 (dd, J = 5.5 Hz, 1 H, 3'-H), 3.91-4.06 (m, 3 H, 4'-H,
Val-2-H, Lys-2-H), 4.06-4.13 (m, 1 H, 2'-H), 4.15-4.24 (m, 1 H, Dap-2-H), 5.47 (bs, 1 H, 2'-OH),
5.62 (d, J=7.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.69 (d, J = 4.4 Hz, 1 H, 1'-H), 6.40 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, Val-2-NH),
6.52 (d, J=6.0Hz, 1H, Lys-2-NH), 7.13-7.38 (m, 15H, Trt-3-H, Trt-4-H, Trt-5-H Trt-6-H,
Trt-7-H), 7.62 (d, J=8.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.84 (t, J = 5.8 Hz, 1 H, Dap-3-NH), 7.85-8.00 (m, 1 H,
3"-NH), 8.05 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, Dap-2-NH), 11.29-11.40 (m, 1 H, 3-NH).

13C.NMR (126 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 17.52 (Val-C-4), 19.12 (Val-C-4), 21.87 (Lys-C-4,
L-C-4), 25.19 (L-C-3), 25.89 (C-2"), 26.55 (Lys-C-5), 27.96, 28.28, 28.41, 28.67, 28.73, 28.75,
28.82 (L-C-5, L-C-6, L-C-7, L-C-8, L-C-9, L-C-10, L-C-11), 30.32 (Val-C-3), 31.23 (C-5'), 32.31
(Lys-C-3), 35.29 (L-C-2), 35.90 (C-3"), 38.95 (Lys-C-6), 40.10 (Dap-C-3), 43.57 (C-1"), 53.43
(Lys-C-2), 53.67 (Dap-C-2), 57.37 (C-6'), 57.45 (Val-C-2), 65.98 (Trt-C-2), 72.59 (C-2'), 73.06
(C-3'), 78.63 (C-4'), 89.47 (C-1'), 101.93 (C-5), 126.62 (Trt-C-5), 127.95 (Trt-C-3, Trt-C-7), 129.07
(Trt-C-4, Trt-C-6), 141.35 (C-6), 144.56 (Trt-C-2), 150.55 (C-2), 157.87 (N(C=0)N), 163.07 (C-4),
169.92 (Lys-C-1, Dap-C-1), 172.63 (C-7'), 173.21 (L-C-1), 173.88 (Val-C-1).

19E.NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -73.51.

Drehwert: [a]3°=-11.5 (c = 0.9 mg/mL, MeOH)

IR (ATR): ¥ [cm™'] = 2927, 2854, 1655, 1560, 1442, 1264, 1201, 1134, 1031, 699.

UV (MeCN): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 1158.51 [M+H]*, 579.87 [M+2H]*".

HRMS (ESI*): ber. fir CsoHssN9O13S%*: 579.7988, gef.: 579.7972.

Ce3HssFeNsO17S (1386.47)
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7.2.5.2 Synthese des lipophilen 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogons 93

Synthese der 5'-Desoxy-Muraymycin-Vorstufe 181

3
TBDMSO OTBDMS \/_\/
181 185

N®-Cbz-(S)-2-Aminohexadecansidure 95 (37 mg, 91 pumol, 1.0 Aq), PyBOP (48 mg, 92 pumol,
1.0 Agq), HOBt (12 mg, 91 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (32 uL, 24 mg,
182 umol, 2.0 Aq) wurden in abs. THF (12 mL) vorgelegt und fiir 5 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Zugabe des (6'S)-Diamins 39 (59 mg, 91 pmol, 1.0 Aq) wurde fiir 52.5 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Die ver-
suchte Reinigung des Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel

(DCM:MeOH 98:2).

Ausbeute: 104 mg eines farblosen Feststoffes verunreinigt mit Tris-(pyrrolidinphosphin)-oxid

185.

1H-NMR (500 MHz, CD;0D): & [ppm] = 0.08 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.87-0.92 (m, 3 H, 16"'-H), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.94 (s, 9 H,
SiC(CHs)s), 1.23-1.35 (m, 24 H, 4'"'-H, 5""-H, 6"'-H, 7'"-H, 8'"'-H, 9'"-H, 10""-H, 11'"-H, 12""-H,
13"'-H, 14""-H, 15""-H), 1.49 (s, 9 H, OC(CHs)3), 1.55-1.78 (m, 4 H, 2"-H, 3'""-H), 1.94-2.12 (m,
2 H, 5'-H), 2.59-2.81 (m, 2 H, 1"'-H), 3.19-3.30 (m, 2 H, 3"-H), 3.45-3.54 (m, 1 H, 6'-H), 3.93 (dd,
J=4.7Hz, 1 H, 3'-H), 4.00 (dd, J = 8.8 Hz, J = 5.4 Hz, 1 H, 2'"-H), 4.05-4.16 (m, 1 H, 4'-H), 4.34-
4.42 (m, 1 H, 2'-H), 5.08 (q, J = 12.6 Hz, 2 H, Cbz-1-H), 5.70-5.78 (m, 2 H, 5-H, 1'-H), 7.26-7.39
(m, 5 H, Cbz-3-H, Cbz-4-H, Cbz-5-H, Cbz-6-H, Cbz-7-H), 7.64 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (126 MHz, CDs0D): & [ppm] = -4.31 (SiCHs), -4.26 (SiCHs), -4.26 (SiCH3), -3.85 (SiCH3),
14.62 (C-16'""), 19.02 (SiC(CHs)s), 19.09 (SiC(CHs)s), 23.91 (C-15""), 26.56 (SiC(CHs)s), 26.62
(SiC(CHs)3), 28.56 (OC(CHs)s), 30.48 (C-2'""), 30.65, 30.77, 30.86, 30.91, 30.94, 30.97, 33.25
(c-4", c-5', c-6"", C-7"", C-8"", C-9'", C-10"", C-11"", C-12'", C-13"", C-14""), 33.42 (C-3""),
37.36(C-5'), 37.92 (C-3"), 45.93 (C-1""), 55.96 (C-2'""), 60.55 (C-6'), 67.84 (Cbz-C-1), 75.73 (C-2'),
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76.64 (C-3'), 82.53 (C-4'), 83.73 (OC(CHs)s), 92.59 (C-1'), 103.19 (C-5), 129.01 (Cbz-C-3,
Cbz-C-7), 129.19 (Cbz-C-5), 129.64 (Cbz-C-4, Cbz-C-6), 138.32 (Cbz-C-2), 143.23 (C-6), 152.25
(C-2), 158.57 (Cbz-N(C=0C)0), 166.17 (C-4), 175.67, 175.68 (C-7', C-1"").

MS (ESI*): m/z = 1030.56 [M+H]"*.

Cs4HosNs010Si2 (1030.55)

Cbz-Entzschiitzung der 5'-Desoxy-Muraymycin-Vorstufe 182

N
3 2 Y 7
TBDMSO  OTBDMS

182 185

Die verunreinigte Muraymycin-Vorstufe 181 (57 mg) wurde in abs. iso-Propanol (5 mL) gelost.
Nach Zugabe von Palladium Black (ca. 10 mg) und 1,4-Cyclohexadien (0.10 mL, 86 mg,
1.1 mmol) wurde fiir 45 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Spritzenfiltration wurde das

Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.

Ausbeute: 50 mg eines farblosen Feststoffes verunreinigt mit dem Tris-(pyrrolidinphosphin)-

oxid 185.

1H-NMR (300 MHz, CDs0D): & [ppm] = 0.09 (s, 3 H, SiCHs), 0.10 (s, 3 H, SiCHs), 0.12 (s, 3 H,
SiCHs), 0.14 (s, 3 H, SiCH3), 0.83-0.95 (m, 3 H, 16"'-H), 0.91 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.94 (s, 9 H,
SiC(CHs)s), 1.22-1.38 (m, 24 H, 4''-H, 5""-H, 6""'-H, 7'"-H, 8'""-H, 9'"-H, 10""'-H, 11'"-H, 12""-H,
13""-H, 14""-H, 15""-H), 1.49 (s, 9 H, OC(CH3)3), 1.54-1.78 (m, 4 H, 2"-H, 3""-H), 1.87-2.12 (m,
2 H, 5'-H), 2.45-2.72 (m, 2 H, 1"'-H), 3.08-3.29 (m, 2 H, 3""-H), 3.29-3.40 (m, 1 H, 6'-H), 3.50 (dd,
J=6.6Hz, 1H, 2'""-H), 3.91 (dd, J=4.6 Hz, 1 H, 3'-H), 4.01-4.12 (m, 1H, 4'-H), 4.34 (dd,
J=4.4Hz, 1H, 2'-H), 5.71-5.84 (m, 2 H, 5-H, 1'-H), 7.66 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H).

13C-NMR (75 MHz, CDs0D): & [ppm] = -4.28 (SiCH3), -4.24 (SiCHs), -4.24 (SiCHs), -3.82 (SiCHs),
14.62 (C-16'""), 19.02 (SiC(CHs)3), 19.09 (SiC(CHs)s), 23.88 (C-15'""), 26.58 (SiC(CHs)s), 26.63
(SiC(CH3)3), 28.62 (OC(CHs)s), 30.47 (C-2'"), 30.62, 30.69, 30.84, 30.92, 30.95, 31.07, 33.22,
(c-4", c-5', c-6", C-7"", C-8"", C-9'", C-10'", C-11"", C-12'", C-13"", C-14""), 34.80 (C-3""),
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38.17 (C-5'), 38.48 (C-3"), 46.28 (C-1"), 55.65 (C-2""), 60.88 (C-6'), 76.00 (C-2'), 76.72 (C-3),
82.76 (C-4'), 83.04 (OC(CHs)s), 92.03 (C-1'), 103.21 (C-5), 142.91 (C-6), 152.27 (C-2), 166.18
(C-4), 174.13, 174.86 (C-7', C-1"").

MS (ESI*): m/z = 896.51 [M+H]".

Ca6HssNsOsSi; (896.42)

Synthese von 5'-Desoxy-Muraymycin-Analogon 93

VaI-ZH
HOVal-1

93

Harnstoffdipeptid 41 (18 mg, 40 umol, 1.0 Aq), PyBOP (21 mg, 40 umol, 1.0 Aq), HOBt (5.4 mg,
40 umol, 1.0 Aq) und N,N-Diisopropylethylamin (10 mg, 14 uL, 80 umol, 2.0 Aq) wurden in abs.
THF (3 mL) vorgelegt und fir 5 min bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Zugabe der verunrei-
nigten 5'-Desoxy-Muraymycin-Vorstufe 182 (50 mg), gel6st in abs. THF (5 mL), wurde fir 31 h
bei Raumtemperatur gerihrt. Das Loésungsmittel wurde nach abgeschlossener Reaktion unter

reduziertem Druck entfernt.

Zur globalen Entschiitzung wurde das geschiitzte Zwischenprodukt fiir 40 h bei Raumtempera-
tur in 80% TFA in Wasser (10 mL) gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit destilliertem
Wasser (18 mL) verdiinnt und das Losungsmittel Gber Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung
des Rohproduktes erfolgte liber semi-praparative HPLC (Phenylhexyl-Saule).

Ausbeute: 11.6 mg (10.4 umol, 21% Uber vier Stufen) eines farblosen Feststoffes.

HPLC (semi-prdparativ): tg = 26.7 min (Methode 19).

1H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] =0.72 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, 16'"'-H), 0.76-0.90 (m, 6 H, Val-4-H),
1.03-1.46 (m, 26 H, 3''-H, 4'"-H, 5'"'-H, 6"'-H, 7'"'-H, 8'"'-H, 9''-H, 10'"-H, 11'"-H, 12'"'-H,
13'"'-H, 14'"'-H, 15'"'-H), 1.49-1.80 (m, 6 H, Lys-3-H, Lys-4-H, Lys-5-H), 1.80-1.97 (m, 2 H, 2"-H),
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2.00-2.14 (m, 1 H, Val-3-H), 2.14-2.29 (m, 1 H, 5'-H,), 2.29-2.45 (m, 1 H, 5'-Hy), 2.84-2.96 (m,
2 H, Lys-6-H), 2.97-3.11 (m, 2 H, 1"-H), 3.11-3.20 (m, 1 H, 3"-H,), 3.22-3.39 (m, 1 H, 3"-Hy),
3.77-3.94 (m, 1 H, 6'-H), 3.94-4.26 (m, 5 H, 3'-H, 4'-H, 2""-H, Lys-2-H, Val-2-H), 4.27-4.35 (m,
1H,2'-H),5.69(d, J=1.9Hz, 1H, 1'-H),5.78 (d, J=7.6 Hz, 1 H, 5-H), 7.57 (d, J=7.9 Hz, 1 H,
6-H).

13C.NMR (75 MHz, D;0): & [ppm] = 13.79 (C-16""), 17.23 (Val-C-4), 19.11 (Val-C-4), 22.25
(C-15""), 22.54 (Lys-C-4), 25.42, 26.39, 29.35, 29.66, 29.76 (Lys-C-5, C-2", C-3"", C-4"", C-5'"",
C-6", C-7", C-8", C-9", C-10"", C-11"", C-12"", C-13"", C-14"", Val-C-3), 30.78 (Lys-C-3), 31.86
(C-5'), 36.36 (C-3"), 39.26 (Lys-C-6), 44.51 (C-1""), 54.00 (Lys-C-2, C-2""), 58.14 (Val-C-2), 59.82
(C-6'), 72.86 (C-2'), 72.90 (C-3'), 80.01 (C-4'), 91.28 (C-1'), 102.24 (C-5), 116.41 (q,
Jer = 292.1 Hz, TFA-CF3), 142.45 (C-6), 151.26 (C-2), 159.09 (N(C=0)N), 162.90 (q, Jer = 35.8 Hz,
TFA-C=0), 165.74 (C-4), 172.08 (C-7'), 173.70 (C-1""), 174.92 (Lys-C-1), 175.80 (Val-C-1).
19F_NMR (376 MHz, D,0): & [ppm] = -75.58.

Drehwert: [a]3°=-7.5 (c = 2.7 mg/mL, H,0).

IR (ATR): ¥ [cm™!] = 2925, 1668, 1555, 1465, 1200, 1134, 833, 800, 721, 551.

UV (H,0:MeCN 18:82): Amax [nm] = 261.

MS (ESI*): m/z = 883.46 [M+H]*, 442.49 [M+2H]?*".

HRMS (ESI*): ber. fir Ca2H75NgO12*: 883.5499, gef.: 883.5493.

C4GH76F5N8015 (111114)
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7.3 Biologische Testung

7.3.1 Fluoreszenz-basierter in vitro-MraY-Assay

Der Fluoreszenz-basierte MraY-Assay zur Bestimmung der ICso-Werte folgte einer zuvor publi-
zierten Methode.!”%22%! Dijeser Assay basiert auf den Ergebnissen des Fluoreszenz-basierten
Assays von Bugg et al.[®%227.228] Dje Messungen wurden von N. Kagerah und S. Weck durchge-

fihrt.

7.3.2 Antibakterielle Aktivitatsmessung

Die antibakteriellen Aktivitdtsmessungen der Verbindungen wurden ebenfalls nach einer be-
reits publizierten Methode durchgefiihrt.!®®! Die Messungen wurden von M. Jankowski und

N. Kagerah durchgefihrt.

7.3.3  Zellaufnahme-Assay

Die durchgefiihrten Zellaufnahme-Assays erfolgten auf der Grundlage der Arbeiten von J. Mei-
ers!'82 und wurden von S. Weck weitergehend optimiert und durchgefiihrt (unverdffentlichte

Ergebnisse).
7.3.4 Stabilitatstests

Die Stabilitatstests wurden von M. Jankowski durchgefiihrt. Es wurden vor jeder Stabilitats-
messung Kalibriergeraden in Milli-Q-Wasser mit einer Verdiinnungsreihe (5 uM, 2.5 uM, 1 uM,
0.5 uM, 0.25 uM und 0.1 uM) aus der 20 mM Stammldsung (in DMSO) der entsprechenden
Verbindung gemessen. Im Falle der Konjugat-Verbindungen T6 und T7 wurde jeweils auch eine
Kalibriergerade fir das im bakteriellen Lysat entstehende Muraymycin-Analogon 68 aufge-

nommen.
Phosphatpuffer:

Die 50 mM Phosphatpuffer-Losung wurde mit Dinatriumhydrogenphosphat (547 mg) und Kali-
umhydrogenphosphat (155 mg) in Milli-Q-Wasser (100 mL) angesetzt und der pH-Wert mit
Phosphorsaure und 0.1 M NaOH-Losung auf 7.3 eingestellt.

Es wurden sechs Messpunkte (nach 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h und 24 h) jeweils in Doppelbestim-
mung aufgenommen. Die Detektion der Verbindungen erfolgte mittels HPLC-gekoppelter

HRMS. Die Messungen erfolgten ohne Zugabe eines internen Standards.
Bakterielles Zelllysat:

Das bakterielle Zelllysat wurde aus E. coli AtolC gewonnen. Nach Wachstum der Zellen in LB-

Medium bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 0.6 wurden die Zellen durch Zentrifugation
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(3060 x g bei 4 °C) vom Medium getrennt, das erhaltene Zellpellet bei 0 °C mit Natriumphos-
phat-Puffer (10 mL) sowie mit Protease-Inhibitor der Firma Roche versetzt und per Ultraschall
lysiert (10 Zyklen, 80% Leistung, 15 s Puls mit jeweils 45 s Pause). Nach erneuter Zentrifugation
(3060 x g bei 4 °C) wurde das Zelllysat vom Riickstand getrennt und in den Stabilitdtsmessun-

gen eingesetzt.

Die Zusammensetzung der Proben bestand aus dem Bakterienlysat (27 pL) und der Stammlo-

sung der jeweiligen Probe (20 mM, 3 pL) gelost in Natriumphosphatpuffer (199 ul).

Als Stopplosung wurde eine geklhlte Diphenhydramin-Losung (1.5 uM) eingesetzt und die

Probe nach Zugabe mit Eis gekiihlt.

Es wurden sechs Messpunkte (nach 01 min (erst Zugabe der Stopplésung auf Lysat, dann Zu-
gabe der Verbindung), 02 min (erst Zugabe der Verbindung auf Lysat, dann Zugabe der Stopp-
[6sung), 15 min, 30 min, 60 min und 150 min) jeweils in Doppelbestimmung nach Zentrifuga-
tion (17000 x g, 1 min) aufgenommen. Die Detektion der Verbindungen im Uberstand erfolgte

mittels HPLC-gekoppelter HRMS.
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