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Abstract

Nikkomycins belong to the group of peptidyl nucleosides and have been isolated
from Streptomyces tendae strains. These structures are known as potent competitive
inhibitors of chitin synthase, a key enzyme in the chitin biosynthesis pathway of fungi
and insects. Chitin synthases are absent in mammals and therefore are attractive

targets for potential antibiotics®.

Genomic approaches as well as the elucidation of biosynthetic pathways of natural
antibiotics accelerate the progress of designing potential antibacterial agents. In the
case of nikkomycins, however, only a few steps of their biosynthesis have been
identified thus far* °.

In this Diploma thesis the synthesis of the 5’-0xo derivative of uracil polyoxin C will be
developed. This a-keto acid will be employed for the elucidation of the role of

aminotransferase NikK.

! Cohen, E. Ann. Rev. Entomol. 1987, 32, 71-93.
% Lauer, B.; Stuissmuth, R.; Kaiser, D.; Jung, G.; Bormann, C. J. Antibiot. 2000, 53, 385-392.
3 Ginj, C.; Ruegger, H.; Amrhein, N.; Macheroux, P. ChemBioChem 2005, 6, 1974-1976.



Kurzfassunq

Nikkomycine werden von Streptomyces tendae und Streptomyces ansochromogenes
produziert und zahlen zu den Peptidnukleosiden. Diese Strukturen sind starke
Inhibitoren von Chitinsynthase, einem Schlisselenzym bei der Chitinbiosynthese von
Pilzen und Insekten. Die Chitinsynthase kommt in Saugetieren nicht vor und bietet

deshalb eine gute Angriffsposition fiir mogliche Antibiotika®.

Fur die Synthese neuer antibakterieller Reagenzien ist es wichtig, den
Biosyntheseweg der naturlichen Antibiotika zu kennen, allerdings sind im Fall der

Nikkomycine bis jetzt nur wenige Details der Biosynthese aufgeklart” 2.

In dieser Diplomarbeit soll ein Syntheseweg fir die a-Ketosaure von
Uracil Polyoxin C erarbeitet werden. Diese a-Ketosaure wird zur Aufklarung der Rolle
von NikK, einer Aminotransferase, bei der Nikkomycin-Biosynthese eingesetzt

werden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kohlenhydrate

Der Begriff Kohlenhydrate bedeutet in seiner urspriinglichen Form ,Hydrate des
Kohlenstoffs, da man dachte, dass alle Saccharide aus den Elementen C, O und H
mit der Bruttoformel C,(H.O)n, aufgebaut sind, wie beispielsweise D-Glucose. Jedoch
trifft diese Formel auf die meisten heute als Kohlenhydrat bezeichneten
Verbindungen nicht zu, da auch andere Heteroatome, wie Stickstoff oder Schwefel,
und mehrere funktionelle Gruppen enthalten sein kénnen. Im Allgemeinen versteht
man unter Kohlenhydraten Polyhydroxyaldehyde (Aldosen) oder Polyhydroxyketone
(Ketosen) mit, Ublicherweise, drei bis neun Kohlenstoffatomen.

Kohlenhydrate stellen die wohl grof3te Gruppe von Naturprodukten neben DNA,
Proteinen und Lipiden dar, und kommen als Monosaccharide, Disaccharide,
Oligosaccharide und Polysaccharide vor. Nach Anzahl ihrer Kohlenstoffatome
werden Monosaccharide als Triosen (C3), Tetrosen (C4), Pentosen (C5), Hexosen
(C6), Heptosen (C7), etc. bezeichnet. Sie stellen die Bausteine von Oligo- und
Polysacchariden dar, und werden Uber eine glykosidische Bindung miteinander

verknupft.

CHj

OH O:<
NH
pH O/% HO
HO7 — ' NH
H O HO \ - ’O‘\ﬁ\\? © o:< OH
?'O OH OH N\ CHy
OH
1

OH I —In
2 3
Abbildung 1. Bekannte Vertreter von Kohlenhydraten: D-Glucose (1), Cellulose (2),
Chitin (3).

Neben Lipiden und Eiwei3 bilden Kohlenhydrate den Hauptbestandteil der
menschlichen Nahrung und spielen eine wichtige Rolle als Energielieferant. Der
GrofRdteil der Biomasse besteht aus Kohlenhydraten, denn jahrlich werden von
Pflanzen, Algen und verschiedenen Bakteriengruppen Milliarden Tonnen durch
Photosynthese produziert. Dabei handelt es sich um einen biochemischen Vorgang,
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Einleitung

bei dem zuerst Lichtenergie in chemische Energie umgewandelt wird. Dies geschieht
mittels lichtabsorbierender Farbstoffe (Chlorophyllen). Die daraus entstehende
chemische Energie wird dann zur Fixierung von Kohlenstoffdioxid genutzt. Dieser
Schritt wird ,Calvin Cycle* genannt. Kohlendioxid und Wasser werden reduziert und
ergeben so Kohlenhydrate und Sauerstoff.

CO, + HO — > (CH,0), + O,

Neben ihrer Funktion als Energiequelle spielen Kohlenhydrate auch noch eine groR3e
Rolle als Gerustsubstanzen von Pflanzen (Cellulose) und Insekten (Chitin), siehe
Abbildung 1. AuBRerdem sind sie an vielen biologischen Prozessen, wie der
Zellerkennung und der Zell-Zell-Kkommunikation, beteiligt und sind die
Strukturerkennung der Blutgruppendeterminanten.

Zu der Familie der Kohlenhydrate zahlen auf3er den heterocyclischen Funf- und
Sechsringen beispielsweise auch Aldite, Aldarsauren, N-Glykoside, C-Glykoside,
Aldonsauren, Aldonolactone, Uronsauren, Inositole, Iminozucker, Carbazucker und
Glykoside®.

1.2 Nukleobasen

Nukleinbasen sind Bestandteile der Nukleotide und Nukleoside. Man unterscheidet
die Pyrimidin-Derivate (Uracil, Thymin und Cytosin), die als Grundgerist einen
Pyrimidinring besitzen, und die Purin-Derivate (Adenin und Guanin), hier ist der
Grundstoff Purin. Die in der DNA vorkommenden Nukleobasen Adenin (A), Guanin
(G), Thymin (T) und Cytosin (C) werden auch DNA-Basen genannt. Adenin (A),
Guanin (G), Uracil (U) und Cytosin (C) werden, da sie in der RNA vorkommen, auch
als RNA-Basen bezeichnet.

Zu den Nukleobasen zahlen noch viele andere Basen, wie Xanthin und Hypoxanthin,
doch bauen diese nicht die DNA oder RNA auf’. In Abbildung 2 sieht man die

haufigsten Nukleobasen.

* Lindhorst, T. K. Essentials of Carbohydrate Chemistry and Biochemistry, Wiley-VCH, Weinheim,
2007.
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NH,
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Abbildung 2: Struktur der Nukleobasen.

1.3 Nukleotide

Nukleotide sind die monomeren Einheiten, die Grundbausteine, aus denen die
Nukleinsauren aufgebaut werden. Nukleotide besitzen drei charakteristische
Bestandteile, eine Nukleobase, eine Pentose und eine Phosphorsaure. In
Abbildung 3 ist der Aufbau von Nukleotiden schematisch dargestellt. Im Falle der
DNA ist der Zucker die 2-Desoxy-D-ribose und bei der RNA handelt es sich um die
D-Ribose. Nach der Pentoseeinheit benannt, spricht man bei der DNA von
Desoxyribonukleotiden und bei der RNA von Ribonukleotiden. Die Nukleotide
unterscheiden sich weiters durch die stickstoffhaltigen Basen Adenin, Guanin,
Cytosin, Thymin (nur in DNA) und Uracil (nur in RNA), den sogenannten
Nukleobasen. Diese sind mit dem Zucker tber eine N-Glykosidbindung verbunden.
Zusatzlich ist die Pentose bei Nukleotiden mit ein bis drei Phosphatgruppen
verestert. Sie kommen also als Monophosphate, Diphosphate und Triphosphate vor.
Die Nukleotide dienen zur Codierung der DNA und der RNA. Die Kkleinste
Informationseinheit, das Codon, setzt sich aus drei miteinander verknipften

Nukleotiden zusammen?®.

> Lehninger, A. Biochemie, Verlag Chemie, Weinheim, New York, 1977, 249-268.
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™o
HO—I|:|’——O—I|:I’—'O—I|:|’—O—CH2
O O

— Nukleotid-diphosphat —
- DNA: R=H
Nukleotid-triphosphat RNA: R=OH

Abbildung 3: Aufbau der Nukleotide.

1.4 Nukleoside

Nukleoside sind &hnlich aufgebaut wie Nukleotide, nur fehlt ihnen der Phosphatrest.
Sie setzen sich also aus einer Pentose, entweder 2-Desoxy-D-ribose bei der DNA
oder D-Ribose bei der RNA, und einer Nukleobase, Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin
und Uracil, zusammen. Wieder unterscheidet man Desoxyribonukleoside (DNA) und
Ribonukleoside (RNA)®. In Abbildung 4 sind Cytidin und Desoxycytidin als Beispiele
fur Nukleoside dargestellt. Nukleoside spielen beispielsweise eine grol3e Rolle als

Antibiotika®.

HO—CHzO N Cytosin HO—CH; oo
H
H H
OH OH OH H
Cytidin Desoxycytidin

Abbildung 4: Aufbau der Nukleoside anhand des Beispiels mit Cytosin als Base.

® Isono, K. The Journal of Antibiotics 1988, 41 (12), 1711-1739.
12
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1.5 Nukleosid-Antibiotika

Nukleosid-Antibiotika werden als sekundare Stoffwechselprodukte von einigen
Mikroorganismen produziert. Sie kommen in vielen Strukturvarianten vor und sind
meist sehr komplexe Molekile mit weitreichenden biologischen Aktivitaten. Sie
wirken unter anderem als Antimykotika, Herbizide, Viruzide, Insektizide und
Antitumormittel, kdbnnen aber auch gegen Trypanosomen-Erkrankungen eingesetzt
werden und zeigen immunstimulierende, sowie immunsupressive Eigenschaften.
Viele Nukleoside und Nukleotide spielen eine wichtige Rolle bei der Veranderung von
grundlegenden zellularen Stoffwechselwegen. Aufgrund dessen stellen die
Synthesen von Nukleinsduren, Proteinen, Glycanen und Glycoproteinen die
Angriffspunkte von Nukleosid-Antibiotika dar. Die Nukleosid-Antibiotka besitzen
groR3es Potential zur Regulierung der Zelldifferenzierung und des Zellwachstums.
Wichtige Vertreter der Nukleosid-Antibiotika sind Polyoxine (siehe Kapitel 1.6) sowie
Nikkomycine  (Kapitel 1.7), beide gehdéren zu der Gruppe der
Peptidnukleosidantibiotika®. Wichtig zu erwahnen sind hier auch die nukleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), das sind Nukleosid-Analoga, die als
Virostatika wirken. Sie inhibieren die Reverse Transkriptase von Retroviren. Dieses
Enzym ist dafiir verantwortlich, dass das virale RNA-Genom in DNA umgeschrieben
wird. In Abbildung 5 sind Zidovudin (Azidothymidin, AZT), Lamivudin (3TC) und
Didanosin (ddl) als Beispiele flir NRTIs, die sich bei der Behandlung von HIV (human
immunodeficiency virus) bewahrt haben, dargestellt’. AZT war der erste
Nukleosidinhibitor, bei dem anti-HIV-Aktivitat entdeckt wurde®.

AulRerdem  zeigt Abbildung 5 die Struktur von Puromycin, einem
Nukleosidantibiotikum, das von Streptomyces alboniger® produziert wird und eine
weitreichende  antibakterielle  Aktivitat —aufweist. Puromycin  hemmt die
Proteinbiosynthese, ist allerdings gegentiber Tieren hoch toxisch®. Ferner ist Aciclovir
abgebildet, der Wirkstoff von Zovirax. Zovirax ist wohl eines der bekanntesten
Virostatika und wird als Arzneimittel gegen HSV (Herpes simplex Virus) eingesetzt'®.

" Cihlar, T.; Ray, A. S. Antiviral Research 2010, 85, 39-58.

8 Mitsuya, H.; Weinhold, K. J.; Furman, P. A.; St. Clair, M. H.; Lehrman, S. N.; Gallo, R. C.; Bolognesi,
D.; Barry, D. W.; Broder, S. National Academy of Sciences of the United States of America 1985, 82
(20), 7096-7100.

% Vara, J.; Perez-Gonzalez, J. A.; Jimenez, A. Biochemistry 1985, 24, 8074-8081.

% Champness, J. N.; Bennett, M. S.; Wien, F.; Visse, R.; Summers, W. C.; Herdewijn, P.; de Clercq,

E.; Ostrowski, T.; Jarvest, R. L.; Sanderson, M. R. Proteins: Structure, Function, and Genetics
1998, 32 (3), 350-361.
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) NH,
N OH
/ NH / \N =
HO o N‘< 2, N—< o N / \N
o ( 7’ o] N_/
N3 Lamivudin ( 3TC) Didanosin (ddl)
Zidovudin (AZT)
\Z_< O
N
_\Q/ HN ’ \>
§ P H N)\N N
OH 2 o)
\/ \/\OH
NH, Aciclovir
Puromycin

HsCO

Abbildung 5: Vertreter von Nukleosid-Analoga mit antibiotischer und antiviraler

Wirkung.

1.6 Polyoxine

Der Polyoxinkomplex wurde von Isono et al. bei einem Screening-Verfahren, um ein
geeignetes Antibiotikum gegen den phytopathogenen Pilz Pellicularia filamentosa f.
sasakii zu finden, entdeckt'’. Dieser Pilz ist der Verursacher der Blattscheidendiirre
von Reis. Die Polyoxine werden von Streptomyces cacaoi var. asoensis Stammen
produziert und zeigen ein hohes Potential als landwirtschaftliche Fungizide. Polyoxin
N wird von Streptomyces piomogenes produziert. Bisher sind viele verschiedene
Polyoxine und Neopolyoxine bekannt. Die Polyoxine A, B, D, E, F, G, H, J, K, L, M
und N sowie die Neopolyoxine A, B und C zeigen alle biologische Aktiviat gegen
phytopathogene Pilze (siehe Abbildung 7), die einzigen Ausnahmen sind die
Polyoxine C und | (Abbildung 8), ihnen fehlt jegliche biologische Aktivitat® ** 2,

Die biologisch aktiven Polyoxine inhibieren competitiv die Chitinsynthase, ein Enzym,

das fir die Biosynthese von Chitin in der Zellwand der Pilze zustandig ist, und stéren

' Isono, K.; Asahi, K.; Suzuki, S. J. Am. Chem. Soc. 1969, 91 (26), 7490-7505.
12 Isono, K.; Suzuki, S. Tetrahedron Letters 1968, 2, 203-208.
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so die Intaktheit der Pilzzellen, was zum Tod der Pathogene fuhrt. Weder Pflanzen
noch Saugetiere produzieren Chitin, weshalb Polyoxine fir sie potentiell ungiftig sind,
und sich zur Bekampfung von Pilzinfektionen eignen®?.

Die Biosynthese von Chitin wird durch Chitinsynthase katalysiert und geht von
N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) aus. Polyoxine und Nikkomycine ,mimen”
UDP-GIcNAc als dessen Strukturanaloga und inhibieren so die Chitinbiosynthese®”.
In Abbildung 6 sind UDP-GIcNAc mit Nikkomycin Z und Polyoxin D als Beispiele fur

ahnliche Strukturen dargestellt.

0
NH
HO\ O o OHO OH |
HO \\P/ \\P/ o
HO PN A N
Hcochin @ © O\;Oi
HO OH
UDP-GIcNAC
0 0
HOOC
NH

HO OH

Polyoxin D Nikkomycin Z

Abbildung 6: N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) und seine Strukturanaloga
Polyoxin D und Nikkomycin Z.

'* Cesario, C.; Miller, M. J. J. Org. Chem. 2009, 74, 5730-5733.
4 0bi, K.; Uda, J.; lwase, K.; Sugimoto, O.; Ebisu, H.; Matsuda, A. Bioorg. Med.Chem. Lett. 2000, 10,
1451-1454.
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Abbildung 7: Strukturen der biologisch aktiven Polyoxine und Neopolyoxine

(Ubernommen von Referenz 6).

(0]
HOH,C
| NH PolyoxinC  R=OH
COOH
COR /J\ _ N
o N o) Polyoxin | F\’/=\E,\',/\
H NS
HO OH

Abbildung 8: Strukturen von Polyoxin C und | (iIbernommen von Referenz 11).
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Die Biosynthese der Polyoxine ist bereits geklart® (Abbildung 9), so wird das
Nukleosidgerust durch Kondensation von Uridin (wahrscheinlich durch den
5'-Aldehyd) und Phosphoenolpyruvat gebildet'®. AnschlieRend folgt die Bildung des
Alloseuronsaurenukleosids unter Verlust zweier C-Atome. Um die Methyl-,
Hydroxymethyl- oder Carboxylgruppe zu erhalten, wird das C-3 von L-Serin in die
Positon 5 von Uracil Uber verschiedene  Reaktionswege  mittels
Thymidylatsynthetase eingefiihrt. L-Glutaminsdure und L-Isoleucin gelten als
Precursor der  Aminosaurenseitenketten, Carbamoylpolyoxamséaure und
Polyoximsaure. 5-Fluoropolyoxine werden allerdings durch Zugabe von

5-Fluorouracil gebildet™.

NH NH, COOH
NH2 CH3 \ 2 CH3 ! —
— CHCOOH D
HOH,CCHCOOH ¢, g CHEHCOOH H3CHC)/_ /\L_l\ﬁ-l
Serin Isoleucin
Glycin 0
HOOC O
COOH = - o Nl R
PEP ®-0C \_/,o-c Q R AN~c /"Q
= |
CH, CH, | /I\J:I (" NH Hooc [ " O-CHNCH N0
5 o CHQ'N"So_o oy N No HNCH o “N"0 s H,NCH
o 0 —tp- —g—> cropl™ T
NH A
CHO | N0 Ho on  HOOC O o HO OH Ho
Uridin >| T 0 L CH0GNH,
P-OCNH, Polyoxine
LHO OH ] COOH COOH GOOH GOOH
H,N-CH HoN-CH ( HoN-CH HN-CH
o CH, —»  CH, CHy —#—=  CH-OH
| | -
A% Gt fr PN
N (e} 1]
OH o 0 o)
Glutamat
Hooc 0" [,
Octosylsaure R=H, CH3, CH,OH, COOH

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Biosynthese von Polyoxinen

(Ubernommen von Referenz 6).

% Isono, K.; Hirasawa, K.; Sato, T.; Funayama, S.; Suzuki, S. J. Am. Chem. Soc. 1978, 100 (12),
3937-3939.

'® |sono, K.; Crain, P. F.; Odiorne, T. J.; McCloskey, J. A.; Suhadolnik, R. J. J. Am. Chem. Soc. 1973,
95 (17), 5788-5789.
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Polyoxin C (Abbildung 8) ist das kleinste Molekul unter der Familie der Polyoxine und
stellt eine Schlisselverbindung zur Strukturaufklarung der anderen Polyoxine dar, da
es durch Hydrolyse der Polyoxine A, B, G und | gewonnen wird, so wie man durch
Hydrolyse der Polyoxine D, E und F die korrespondierende Saure, Polyoxin C Saure

erhalt'?.

Eine Reihe von Chemikern hat sich mittlerweile mit der Synthese von
Uracil Polyoxin C (UPOC) befasst. Abbildung 10 zeigt literaturbekannte
Synthesewege, die zu UPOC fuhren.
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Abbildung 10: Ausgewahlte Synthesewege fir UPOC aus der Literatur

(Ubernommen von Referenz 17).
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Weg A beschreibt die Synthese von UPOC Uber eine modifizierte Streckersynthese
zwischen dem isopropylidengeschitzten Aldehyd (I) und TMSCN und einer
Aminosdure in Gegenwart von BFs!'’. Diese Synthese wurde von
Fiandor et al. 1987 veroffentlicht'®. Durch Hydrolyse der Nitrilgruppe von Il wird
UPOC erhalten.

Die Arbeitsgruppe um Barrett'®, Variante B, zeigt die nukleophile Addition
Kaliumtrimethylsilonat an  das  Nitroalken, welches schlie3lich  zum
(S)-a-Hydroxythioester (IV) fuhrt und nach weiteren sechs Stufen zu UPOC. Diese
Synthese ist deutlich langer als die vorige, besitzt aber eine wesentlich héhere
Stereoselektivitat®’.

Evina und Guillerm? (Weg C) behandeln V mit AD-mix-a, dieser besitzt eine hohe
Stereoselektivitat, und tberfihren VI in ein O-2,5'-Cyclonukleosid. Nach Zugabe von
NaNs3; in HMPA und weiteren vier Stufen erhalten sie Uracil Polyoxin C mit einer
Ausbeute von nur 6%’

Der Syntheseweg nach Akita et al.** (D) beschreibt die nukleophile Addition von
Vinylmagnesium an IX. Jedoch erfordert dieser Syntheseweg mit
o-L-Talofuranosyluronsdure als Intermediat sehr viele Schritte mit schlechter
Diastereoselektivitat’.

Weg E entwickelt von der Arbeitsgruppe von Finney? ahnelt der vorigen Synthese
von Akita. XII wird mittels eines Zinkacetylid stereospezifisch in XIII Gberfihrt. Nach

weiteren 4 Stufen wird wieder das Azid als Vorstufe fir UPOC erhalten’.

Die oben angefuhrten Synthesen wurden von Plant, Thompson und Williams
ausgewahlt, um zu zeigen, dass mit zunehmender Stereoselektivitat meist mehr
Syntheseschritte erforderlich sind. Plant et al.'” haben auRerdem eine kiirzere, aber

dennoch stereoselektive Synthese entwickelt (Abbildung 11).

" plant, A.; Thompson, P.; Williams, D. M. J. Org. Chem. 2008, 73, 3714-3724.

'8 Fiandor, J.; Garcia-Lopez, M. T.; De las Heras, F. G.; Méndez-Castrillén, P. P. Synthesis 1987, 978-
981.

"% Barrett, A. G. M.;Lebold, S. A. J. Org. Chem. 1990, 55, 3853-3857.

% Evina, C. M.; Guillerm, G. Tetrahedron Letters 1996, 37, 163-166.

2L Akita, H.; Uchida, K.; Chen, C. Y.; Kato, K. Chem.Pharm. Bull. 1998, 46, 1034-1038.

2 More, J. D.; Finney, N. S. Synlett 2003, 1307-1310.
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Abbildung 11: Effizienter stereoselektiver Syntheseweg fur den Methylester von

Uracil Polyoxin C entwickelt von Plant et al. (ibernommen von Referenz 17).

Bei dieser stereoselektiven Synthese wird der Aldehyd (XV) einmal mit (R)-(+)-tert-

Butansulfinamid in trockenem CH,Cl, mit Kupfersulfat und einmal mit (S)-(-)-tert-

Butansulfinamid umgesetzt und anschlie3end die so erhaltenen Verbindungen XVla
und XVIb mit BF3-OEt, bei -78T gefolgt von TMSCN behandelt, um XVlla mit Rs,R
Konfiguration mit 77% Ausbeute und XVIIb mit Ss,S Konfiguration mit 70% Ausbeute

zu erhalten. Durch Zugabe von HCI in Methanol werden gleichzeitig der Methylester

von UPOC (XVIII) gebildet und die Isopropyliden-Schutzgruppe abgespalten.
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1.7 Nikkomycine

Nikkomycine zahlen wie Polyoxine zu den Nukleosid-Antibiotika. Sie wurden bereits
1970 in Japan entdeckt und nach der Stadt Nikko benannt. Nikkomycine werden von
einigen Streptomyces Arten, den Streptomyces tendae und Streptomyces
ansochromogenes, produziert. Streptomyces gehoéren der Gattung der Actinobacteria
an, und sind vorwiegend im Boden zu finden. Die meisten medizinisch genutzten
Antibiotika werden von der Familie der Streptomycetaceae produziert.

Nikkomycine fungieren als starke Inhibitoren fur die Chitinsynthase und weisen daher
insektizide, akarizide und fungizide Eigenschaften auf. Chitin kommt in den
Zellwanden der meisten Pilze sowie als Hauptbestandteil des Exoskeletts vieler
Invertebraten, wie Spinnen, Insekten, Krebstieren und anderen vor. Wegen der
Hemmung der Chitinsynthase kommt Nikkomycinen ein hohes antibiotisches
Potential zu. Ein mdglicher Einsatzbereich fir Nikkomycine ist die Behandlung von
Patienten, die aufgrund von Krebserkrankungen oder anderen Krankheiten, bei
denen das Immunsystem geschwacht, oder durch Einnahme von Immunsupressiva
herabgesetzt wird, anfalliger fiir Pilzerkrankungen sind®*

Da immer haufiger Antibiotika-Resistenzen ausgebildet werden, ist es besonders
wichtig neue Antibiotika zu finden, aber auch bereits bekannte zu modifizieren, um so
die Vertraglichkeit und Wirkungsweise zu verbessern und Nebenwirkungen
herabsetzen zu koénnen®. Hierfir wére es besonders hilfreich, besser uber die
Nikkomycinbiosynthese Bescheid zu wissen, um so einen Anhaltspunkt fir die
Entwicklung neuartiger Nikkomycine zu haben, die ihrerseits wieder wertvolle
Eigenschaften als potentielle Antibiotika aufweisen konnten®. Uber zwanzig
biologisch aktive Nikkomycine wurden aus Streptomyces tendae Stammen isoliert®®.

In Abbildung 12 sind einige bereits bekannte Nikkomycine dargestellit.

%3 Fiedler, H. P.; Schiiz, T.; Decker, H. Clinical Dermatology 1993, 7, 325-52.

2 Binter, A. Presentation for Graduate Seminar 2008.

% http://www.wissenschaft-online.de/abo/lexikon/bio/4027.

% Schuiz, T. C.; Fiedler, H.-P.; Zahner, H. The Journal of Antibiotics 1992, 45 (2), 199-206.
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Abbildung 12: Bekannte Nikkomycine (ibernommen von Referenz 6).
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Obwohl der strukturelle Aufbau der Nikkomycine bald nach ihrer Entdeckung geklart
wurde, sind von der Biosynthese bis heute nur wenige Schritte bekannt und
erforscht®.

Von der Struktur her kdnnen Nikkomycine zu den Peptidnukleosiden gezéahlt werden.
Sie setzen sich aus zwel ungewdhnlichen Aminosauren, dem
Hydroxypyridylhomothreonin  und der Aminohexuronsdure, zusammen. Die

Aminohexuronsaure ist zusatzlich mit Uracil oder 4-Formyl-4-imidazolin-2-on

N-glykosidisch verkniipft®, siehe Abbildung 13.

Hydroxypyridylhomothreonin
0 Aminohexuronséaure

CHO

R'= )\ \oder HN \S R2= Glu oder OH
o 0

T N
Abbildung 13: Grundstruktur der Nikkomycine (ibernommen von Referenz 3).

Die Reaktionsschritte, die bei der Biosynthese der Aminohexuronsaure ablaufen,
sind bislang annéhernd unerforscht. Macheroux und Arbeitsgruppe konnten zeigen,
dass der erste Schritt die Einfuhrung einer Enolpyruvat-Gruppe bei der
Hydroxygruppe am C-3 von UMP ist (Abbildung 14). Das Protein, das diese
Ubertragung katalysiert, wird NikO genannt. Gefunden wurde es, indem das
Nikkomycin Biosynthese-Operon isoliert wurde, und die einzelnen Proteine spéter in

E.coli exprimiert wurden?.
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HN:é HN
OO=<N / . ‘_(“)_ - OO=<N

~
N

HO OH 0} %H
O—P Pi H C=<
UMP  HC=<_ " SCOOoH
COOH 3'-Enolpyruvyl-UMP

Abbildung 14: NikO als Enolpyruvyl transferase.

Auf dem Operon befinden sich viele weitere Gene, von denen ausgegangen werden
kann, dass die entsprechenden Proteine fir die Synthese der Aminohexuronséure

von Bedeutung sind (siehe Abbildung 15)**.

o)
OPOCH2 O O LN
U —; —b

\\‘ P O 3
O oH =" wo on
H2C
COOH ‘ Aminohexuronsaure
3'-Enolpyruvyl-UMP -

Abbildung 15: Gemeinsam mit NikO wurden sechs weitere Gene transkribiert, die
die Proteine Nikl, NikJ, NikK, NikL, NikM und NikN kodieren.

Noch nicht geklart ist allerdings, in welcher Reihenfolge sie in die Synthese
eingreifen, daher ist es notwendig die Substrate, die von den jeweiligen

Proteinen/Enzymen umgesetzt werden, zu finden.

Darum werden derzeit die Wirkungsweise der Proteine und ihre mégliche Funktion in
der Nikkomycin-Biosynthese erforscht. Durch Sequenzadhnlichkeiten zu anderen
Proteinen konnen Ruckschlisse auf die mdoglichen Funktionsweisen gezogen

werden. Bei Nikl, NikM und NikN ist bis jetzt noch unklar, welche Rollen sie in der
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Synthese Ubernehmen?®®. Schiiz et al. haben gezeigt, dass die Bildung der

Aminohexuronsaure tiber ein bicyclisches Intermediat ablauft?® (siehe Abbildung 16).

o)
f‘\NH
OH /K
H N (@]
H
R H
H
oﬁo OH
H
OH
R=OH, H

Abbildung 16:  Bicyclisches Nikkomycin-Intermediat mit Uracil als Base
(Ubernommen von Referenz 26).

NikL zeigt eine groBe Ahnlichkeit zu Tyrosinphosphatasen und katalysiert

moglicherweise eine Dephosphorylierungsreaktion (Abbildung 17)%.

0 O

HN HN
0]
CII) OO:< / O :<N /
O‘_||3_O_CH2 N NikL? HO‘CHQ@/
O

O OH P O OH
H,Cc=< Hc=__
2 COoOoH COO
3"-Enolpyruvyl-UMP 3'-Enolpyruvyluridin

Abbildung 17: Mébgliche Funktion von NikL.

NikJ &hnelt S-Adenosylmethionin und Eisen-Schwefel-Oxidoreduktasen, aufgrund

dessen katalysiert es vielleicht Redoxreaktionen oder radikalische Umlagerungen
(Abbildung 18)%.
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NikJ?

Oxidation an C—%‘
(und C-6'?)

Abbildung 18: Mdbgliche Funktion von NikJ.

NikK weist groRe Ahnlichkeiten zu Histidinolphosphat-Aminotransferasen auf,
weshalb davon ausgegangen wird, dass das Protein fur die Einfihrung der
Aminogruppe in die Aminohexuronsaure verantwortlich ist. Als mdgliches Substrat

wird die a-Ketos&ure von Uracil Polyoxin C angenommen (Abbildung 19)%.

O
HN
N
leK'?
| Amlnogruppentransfer O
zu C-5' ’*/
o-Ketosaure Uracil Polyoxm C

Abbildung 19: Mobgliche Funktion von NikK.
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2 Problemstellung

Obwohl die Struktur der Nikkomycine bekannt ist, bleibt ihre Biosynthese bis heute
weitestgehend ungeklart. Nikkomycine bestehen aus Hydroxypyridylhnomothreonin

mit einem Aminohexuronsaure-Rest (siehe Abbildung 20)°.

olllnn

H NH,
HO OH

@)
CHO
R1=j\)}j oder i \; R?= Glu oder OH
0] T O [T]

Abbildung 20: Struktur der Nikkomycine.

Mit Hilfe des Nikkomycin Operons wurden die fur die Synthese verantwortlichen
Enzyme identifiziert, und aufgrund von Aminosauresequenzahnlichkeiten wird auf
deren mogliche Funktion in der Biosynthese rickgeschlossen. Die Arbeitsgruppe von
Macheroux verdffentlichte, dass das Enzym NikO als Enolpyruvyltransferase die
Darstellung von 3’-Enolpyruvyl-UMP katalysiert®. Nun wird versucht, die Substrate fiir
die weiteren Enzyme Nikl, NikJ, NikK, NikL, NikM und NikN zu finden, um so deren
Aufgaben in der Aminohexuronsaurebildung bestimmen, und den Mechanismus

aufklaren zu kénnen (siehe Abbildung 21).
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0O O:< :; NikL NikM HN
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O~P~0~CH, | NikK o
o

(§ ;///OH NikJ NikN O R 5
M= coom - HO  OH
3'-Enolpyruvyl-UMP Uracil Polyoxin C

Abbildung 21: Nikl, NikJ, NikK, NikL, NikM, NikN katalysieren die Biosynthese von

Uracil Polyoxin C.

NikK weist eine hohe Aminotransferase-Aktivitat auf, daher wird angenommen, dass
mit Hilfe dieses Proteins eine Aminogruppe anstelle einer Ketogruppe eingefuhrt
wird, siehe Abbildung 22%*.

Das Ziel dieser Diplomarbeit ist es, die korrespondierende o-Ketoséure von
Uracil Polyoxin C zu synthetisieren, welche fur die Aufklarung von NikK als
Aminotransferase Verwendung finden wird (siehe Abbildung 22).

O O

HN HN:§
; NH,
O E OO:<N / (0] L OO:<N /

T o T
O R AminogruppentransferQ™ \ /

P 2

HO oH 2C° HO  ©OH
o-Ketosaure Uracil Polyoxin C

W

Abbildung 22: Transfer der Aminogruppe mittels NikK.

28



Durchfiihrung und Diskussion

3 Durchfuhrung und Diskussion

Syntheseweg 1:

Fur die Darstellung der a-Ketosaure von Uracil Polyoxin C (12) ausgehend von

Uridin (1) wird der in Abbildung 23 angegebene Syntheseplan 1 aufgestellt.

Dess-Martin-Oxidation (65,5%)
oder
N Swern-Oxidation (62%)

N
N NaCN, CH,CN, N
HO 7/ \H H,0 dest.3 Om’ \7]/ \H
P P 0]

$ 2 - S 3
O\\\></6 (0] “crude” O\\><//O
4 3
“crude“l 85°C
OH OH
0] //YO O //YO
0 N N cD)e_sg-lt\l_lartin- 0 N N
< xidation
A 7// H ° “H
s % O S 0
> >
5 6

i 4N HClI in Dioxan,
' CHchZ

Abbildung 23: Syntheseplan 1.
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Zuerst werden die cis-standigen Hydroxygruppen an C-2 und C-3 von Uridin (1)
durch Einfihrung eines Isopropylidenacetals geschitzt, um im folgenden Schritt
ausschlief3lich die Hydroxygruppe am C-5 regioselektiv oxidieren zu kdnnen. Die
Isopropylidenschutzgruppe wird mit trockenem Aceton in Anwesenheit von
konzentrierter Schwefelsdure als saurem Katalysator eingefiihrt?’. Nachdem die
Reaktion fur eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt worden ist, wird sie
abgebrochen, obwohl die Kontrolle mittels DC noch keinen vollstdndigen Umsatz
zeigt, da es sonst durch die Saure zur Abspaltung des Uracils an der Anomere
kommen kann. Bei der Abspaltung verfarbt sich die zuvor farblose Losung orange.
Die Reaktion wird durch Zugabe von Et3N gestoppt und das so erhaltene Produkt (2)
saulenchromatographisch gereinigt. Der frihe Abbruch der Reaktion zeigt keine
Auswirkung auf die Ausbeute (100%).

Der Aldehyd (3) wird mittels einer Dess-Martin-Oxidation gewonnen?®®. Hierfiir wird
das geschitzte Uridin (2) mit dem Dess-Martin-Periodinan (DMP) in trockenem
Methylenchlorid bei Raumtemperatur umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 2-3
Stunden. Die Aufarbeitung erfolgt nicht, wie in der Literatur angegeben, mit einer
gesattigten Thiosulfat-Losung und einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-
L6sung, da sich das Produkt sowohl in der wassrigen als auch in der organischen
Phase |0st. Stattdessen wird die Reaktion durch Zugabe von festem Bicarbonat
neutralisiert, welches anschlieRend wieder abfiltriert werden kann. Das
Produktgemisch wird saulenchromatographisch getrennt (65,5% Ausbeute).

Da das Dess-Martin-Reagenz sehr teuer ist, wird die Synthese des Aldehydes auch
mit einer Swern-Oxidation® durchgefiihrt. Die Nachteile dieser Oxidationsmaoglichkeit
sind allerdings, dass sich hier mehr Nebenprodukte bilden, die sich schwerer trennen
lassen, und die Durchfuhrung aufgrund der Wasserempfindlichkeit und der
Reaktivitdt unter Schutzgas bei -78 T erfolgen muss. Weiters eignet sich das
Produkt nicht so gut fir die Umsetzung in den Folgereaktionen, da sich auch hier,
laut Dunnschichtchromatographie, wieder mehr Nebenprodukte bilden, was zu
schlechteren Ausbeuten fuhrt. Auffallend ist, dass diese beiden Oxidationsmethoden

laut NMR-Untersuchungen zu zwei unterschiedlichen Hauptprodukten fiihren. So

?" Bello, A. M.; Poduch, E.; Fujihashi, M.; Amani, M.; Li, Y.; Crandall, I.; Hui, R; Lee, P. I.; Kain, K. C.;
Pai E. F.; Kotra, L. P. J. Med. Chem. 2007, 50 (5), 915-921.

%8 Notz, W.; Hartel, C.; Waldscheck, B.; Schmidt, R. R. J. Org. Chem. 2001, 66, 4250-4260.

* Nielsen, K. D.; Kirpekar, F.; Roepstorff, P.; Wengel, J. Bioorganic and Medicinal Chemistry 1995, 3
(11), 1493-1502.
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erhalt man bei der Dess-Martin-Oxidation nicht den gewiinschten Aldehyden sondern
das korrespondierende Dihydrat, wohingegen die Swern-Oxidation den erwarteten
Aldehyden liefert, der jedoch nur schwer zu reinigen ist. Die Oxidation mit DMP fuhrt
allerdings zu besseren Ausbeuten und das Vorliegen des Dihydrats anstelle des
Aldehyden hat keinen negativen Einfluss auf die Folgereaktion.

Aus diesen Grinden hat man sich fur die zwar teure, aber fur dieses System besser
geeignete, geruchsfreie Dess-Martin-Oxidation entschieden.

Im nachsten Schritt wird eine Kettenverlangerung an der Position C-5 nach einer
modifizierten Killiani-Fischer-Reaktion durchgefiihrt®*. Verbindung 3 wird bei 0 T mit
NaCN in destilliertem Wasser und Acetonitril umgesetzt. Nach vollstandigem Umsatz
wird das Reaktionsgemisch auf 85 < erhitzt, um das Cyanhydrin zur
entsprechenden a-Hydroxysaure (5) zu hydrolysieren. Es kommt beim Einengen der
Reaktionslésung im Aufarbeitungsschritt allerdings zu einer Rickreaktion und in

Folge zu einer Abspaltung der Isopropylidenschutzgruppe (Abbildung 24).

N
W\ 0"
o (@)
N N
N
HOJ-KQA W/N\H 85T HO 7]/ <,
A < & .
$ %z O Yy 2z O
> O\\></O
4 5

Abbildung 24: Falscher Ansatz fur die Sduregenerierung.

Ein neuer Syntheseplan mit einer anderen Schutzgruppentechnik wird ausgearbeitet
(siehe Abbildung 25).

% pratt, J. P.; Richtmyer, M. K. J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 6326-6328.
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Syntheseweg 2:
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Abbildung 25: Syntheseplan 2.

Wieder wird von Uridin (1) ausgegangen. Um die Hydroxygruppen an Positionen C-2
und C-3 mit tert-Butyldimethylsilylchlorid®*! schiitzen zu kénnen, muss erst am C-5

temporar eine Methoxytritylschutzgruppe®* eingefiihrt werden. Hierfiir wird Uridin (1)

81 Myers, A. G.; Gin, D. Y.; Rogers, D. H. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116 (11), 4697-4718.
%2 Smith, M.; Rammler, D. H.; Goldberg, I. H.: Khorana, H. G. J. Am.Chem. Soc. 1962, 84 (3), 430-
440.
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in trockenem Pyridin gelést und bei Raumtemperatur mit Methoxytritylchlorid
umgesetzt. Das Produkt wird sauer/basisch aufgearbeitet und mittels

Séaulenchromatographie gereinigt (72% Ausbeute).

Zu dem gereinigten Produkt werden in DMF Imidazol wund tert-
Butyldimethylsilylchlorid zugegeben, um die Silylschutzgruppen einzuftiihren. Nach 15
Stunden wird die Reaktion mit MeOH gequencht, im Vakuum eingeengt und mit
Essigester und destilliertem Wasser extrahiert. Das so erhaltene Produkt wird wieder

saulenchromatographisch gereinigt (91% Ausbeute).

Nun wird die Methoxytritylschutzgruppe wieder abgespalten, um im néachsten Schritt
die Hydroxygruppe am C-5 oxidieren zu kénnen. Der geschitzte Zucker wird in
Methylenchlorid gel6st, anschlieend werden ein paar Tropfen destilliertes Wasser
zugegeben. MeOH wird solange zugetropft, bis die Losung erst trib und dann wieder
klar wird. Bei der Abspaltung mit p-Toluolsulfonsdure muss besonders darauf
geachtet werden, nicht zu sauer zu werden. Der pH wird auf 2 bis 3 eingestellt, da es
sonst bei der relativ langen Rihrzeit von 24 Stunden zur Spaltung des Aglycons
kommen koénnte. Nach vollstdndigem Umsatz wird die L6sung mit einer gesattigten
NaHCO3-Losung neutralisiert und mit CH,Cl, extrahiert. Das Produkt wird mittels

Saulenchromatographie gereinigt (85% Ausbeute).

Der Aldehyd (8) wird tber eine Swern®® (43% Ausbeute) oder eine Dess-Martin-
Oxidation®® (100% Ausbeute) gewonnen, analog zum Syntheseplan 1. Wieder erhélt
man bei der Dess-Martin-Oxidation das korrespondierende Dihydrat und bei der
Swern-Oxidation den erwarteten Aldehyden, der wiederum nur schwer zu reinigen
ist. Die Oxidation mit DMP fuhrt allerdings zu besseren Ausbeuten und es ist kein
weiterer  Reinigungsschritt notwendig. Beide Produkte werden fir die
Kettenverlangerung im nachsten Schritt eingesetzt, und es stellt sich heraus, dass
sich wieder das Dess-Martin-Produkt besser fiir die Reaktion eignet, obwohl es als
Dihydrat und nicht als Aldehyd vorliegt. Aufgrund der Vorteile der h6heren Ausbeute,
des Wegfallens eines Reinigungsschrittes und der kirzeren Reaktionszeit wird auch
bei den Silylschutzgruppen die Dess-Martin-Oxidation vorgezogen. Mit dieser

Schutzgruppe kann die Reaktion nach Vorschrift mit einer gesattigten
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Thiosulfatlésung und einer  gesdttigten Natriumhydrogencarbonatlésung

aufgearbeitet werden, da sich das Produkt nicht in der wassrigen Phase 16st.

Die Oxidation nach Pfitzner-Moffatt*® wird ebenfalls ausprobiert, doch sie filhrt nicht

zum gewunschten Produkt (8).

Die Kettenverlangerung nach einer modifizierten Killiani-Fischer-Reaktion*® (9) und
die anschlieRende Bildung der Saure (10) durch Aufheizen auf 85 T flhren nicht zu
dem gewlnschten Produkt (Abbildung 26). Daraufhin wird die Kettenverlangerung
mit Trimethylsilylcyanid in trockenem Methylenchlorid durchgefiihrt'®. Die bei dieser
Reaktion entstehenden beiden Diastereomere an Position C-5 werden in weiterer
Folge gemeinsam umgesetzt, da dieses Stereozentrum in der nachfolgenden

Oxidation zur a-Ketosaure wieder zerstort wird.

\\ o OH
O O
X
CHERU AR i ro [T
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
9 10

Abbildung 26: Auch mit der Silylschutzgruppe fuhrt dieser Schritt nicht zum Ziel.

Die Dunnschichtchromatographie zeigt, dass das Cyanhydrin (9) nicht stabil ist und
beim Einengen im Vakuum zerfallt. Daher wird Uberlegt, das Cyanhydrin noch im
selben Schritt zu schitzen (Abbildung 27).

% Howgate, P.; Jones, A. S.; Tittensor, J. R. Corbohyd. Res. 1970, 12, 403-408.
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Abbildung 27: Erweiterung von Syntheseplan 2 mit einer Acetylschutzgruppe am

Cyanhydrin.

Dafir wird der Aldehyd (8) mit NaCN umgesetzt und das erhaltene Produkt mit
CHCI; aus der wassrigen Phase extrahiert. Zu der Uber Na,SO, getrockneten
Chloroformlésung wird trockenes Pyridin zugegeben und mit Ac,O und DMAP
acetyliert. Die Acetylierung geht trotz der groRen Menge an Chloroform sehr schnell,
die Reaktionszeit betragt ein bis zwei Stunden. Nach vollstandigem Umsatz wird mit
MeOH gequencht und sauer/basisch aufgearbeitet. Nun ist das Produkt stabil, und
kann mittels Saulenchromatographie gereinigt werden (87% Ausbeute).

Die Methode des in-situ Schitzens funktioniert auch bei einer Kettenverlangerung mit
Trimethylsilylcyanid, jedoch muss hier vor der Acetylierung mit stark verdinnter HCI
ausgeschittelt werden, wodurch es zu einer Rickreaktion kommen kann. Aul3erdem
ist diese Art der Kettenverlangerung mit langeren Reaktionszeiten verbunden und es

kann zur Bildung von Silylketten kommen.
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Mittels reduktiver Hydrolyse mit Pd auf BaSO, soll Aldehyd (14) gebildet werden,
allerdings ohne Erfolg. Daher wurde Verbindung 13 mit DIBAI unter N»-Atmosphare
bei -78 T reduziert und mit einer gesattigten NH 4Cl-Loésung und einer geséttigten
Natriumhydrogencarbonatlosung aufgearbeitet. Zuerst werden 2 Aquivalente DIBAI
genommen. Hier zeigen NMR-Untersuchungen, dass nicht nur das Nitril reduziert
wird, sondern auch die Acetylgruppe abgespalten wird. Es entsteht eine Mischung
aus 13, 14 und 17. Daher wird versucht, durch Variation der DIBAI-Aquivalente eine

vollstdndige Reaktion zu Verbindung 17 zu erhalten (Abbildung 28).

o H
) e ’ e
0 DIBAI
O N Toluol 0 N
P N, N,
0 T WA
$ %0 S e
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
13 17
JDess-Martin-Oxidation
OH OH
O an N H' O\ N
-
TS T T T
$ % 0 § %0
HO OH TBDMSO OTBDMS
12 18

Abbildung 28: Madoglicher Syntheseplan, bei dem 13 sofort zu 17 durch Variation der

DIBAI-Aquivalente reduziert wird.

Jedoch wird bei 4 Aquivalenten auch der Uracilrest reduziert, und auch bei
3 Aguivalenten erhalt man mehrere Nebenprodukte. Deswegen wird versucht,
Verbindung 14 nach Syntheseplan 2 zuerst mit NaOCIl und NaH,PO,4 zur Saure zu
oxidieren und anschlieBend mit CH,N, zu verestern. Inzwischen wird auch versucht,
Verbindung 4 aus dem ersten Syntheseplan in-situ mit TBDMS-CI zu schiitzen, um
anschlieRend das Nitril mit DIBAI reduzieren zu kénnen, da die Silylschutzgruppe
gegeniiber dem DIBAI stabiler ist. Es stellt sich heraus, dass mit 2 Aquivalenten
DIBAI ein vollstandiger Umsatz zum gewinschten Produkt erreicht wird. Daher wird
ein neuer Syntheseplan 3 (siehe Abbildung 29) basierend auf Syntheseplan 1 erstellt

und Syntheseplan 2 nicht weiter verfolgt.
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d Diskussion

Syntheseweg 3:

— (e}
(0) N Aceton,
N H,S0,
HO 7// Ny 222w
/, 4

100%

1
I\ o
O 4N
N 1) NaCN, CH,CN
TBDMSO 77/ “H H,0 dest.
s % 0 -
S Z 2) TBDMSCI,
O><O Imidazol, DMF
57%
19
o, | DIBAI,
3% lTquoI
O

H _= o H
0 NaoOClI
N NaH,PO,

4N HCI in Dioxan,
+ CH,Cl,

-€------

° = o _ Ho
/o) De_ss-lv_lartm-
N N Oxidation
30%
U
E 0]

N
N
N

0 o)

>

65,5% lDess-Martin-Oxidation

P
Z
z.

(0]

><

M

//, 1

TBDMSO 7//N\H . TBDMSO 7]/N\H
§ %z O § % 0
> >

T
20 78% .?:?:NF 3 H,0
OH o

Abbildung 29: Syntheseplan 3.
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Wie schon im ersten Syntheseplan wird Uridin (1) mit Aceton und konzentrierter
Schwefelsaure 2’,3'-O-Isopropyliden geschiitzt und anschlie3end an Position C-5 mit
DMP oxidiert. Die Kettenverlangerung am C-5 erfolgt mittels modifizierter Killiani-
Fischer-Reaktion mit NaCN. Nach vollstandigem Umsatz wird die wassrige Losung
mit Essigester extrahiert. Das Produkt geht nur schwer in die organische Phase. Die
Essigesterphase wird tUber Na,SO, getrocknet, und DMF, Imidazol und TBDMS-CI
werden zugegeben. Jetzt kann das Reaktionsgemisch gefahrlos im Vakuum
eingeengt werden, bis eine stark konzentrierte Loésung Ubrig bleibt. Erneut werden
Imidazol und TBDMS-CI zugegeben, um vollstandigen Umsatz zu erreichen. Es wird
mit MeOH gequencht und mit EE und H,O dest. ausgeschittelt. Das Produkt (19)
wird sdulenchromatographisch gereinigt und in einer Ausbeute von 57% erhalten.

Verbindung 19 wird mit zwei Aquivalenten DIBAI zu Aldehyd (20) in einer Ausbeute

von 73% reduziert.

Der Aldehyd (20) wird mit NaOCIl und NaH,PO4 in THF, t-BuOH und Isopenten bei
0 € zur Saure (21) oxidiert. Hier ist zu beachten, dass die Reaktionszeiten bei
groReren Ansatzmengen deutlich zunehmen. Die Reaktion wird mit einer gesattigten
Na,SOs-Losung und einer gesattigten NaCl-Losung gestoppt und auf pH 3
angesauert und mit EE ausgeschuttelt. Die Saure (21) wird in einer Ausbeute von
96% erhalten.

Im nachsten Schritt wird die Silylschutzgruppe mit BusNF-3H,O in THF abgespaltet
und die so erhaltene Hydroxysaure (22) mit DMP in absolutem CH,Cl, zur Ketoséure
(6) oxidiert. Das erhaltene Produkt wird mittels Saulenchromatographie gereinigt und

in einer Ausbeute von 30% erhalten.
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Im letzten Schritt soll die Isopropylidenschutzgruppe, laut Vorschrift®*, mit 4N HCI in
Dioxan abgespalten werden. Massenuntersuchungen von Vorversuchen zeigen,
dass das gewtinschte Produkt (12) in kleinen Mengen gebildet wurde, doch muss die
Methode noch verbessert werden, und ein geeignetes Reinigungsverfahren
entwickelt werden. AulR3erdem fehlen noch die analytischen Schritte um die erhaltene
Verbindung hinreichend als die a-Ketosaure identifizieren und charakterisieren zu

kénnen, diese laufen gerade®.

3 Dalhoff, C.; Hiben, M.; Lenz, T.; Poot, P.; Nordhoff, E.; Koster, H.; Weinhold, E. ChemBioChem
2010, 11, 256-265.
% Wird in einem Addendum nachgereicht.
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4 Zusammenfassung

Wahrend dieser Diplomarbeit wurde die Synthese der a-Ketosaure von Uracil
Polyoxin C erarbeitet (Abbildung 30).

//\/40 /%YO //\fo
Aceton, o) Dess-Martin- O
ONaN_ | o, /\QAN N _Oxidation _ NN
o O T e O )
HO/\Q‘ 7]/ H 100% / H 65:5% / H
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HO OH >< 1) NaCN, CH,CN,
1 2 H,0 dest.
3
57% | 2) TBDMSCI,
N Imidazol, DMF
— (o)
o //\]% DIBAI, \\ = o
NaOClI N N Toluol
NaH,PO, | 96%  TBDMSO \H" 73% 0 N N
3 B TBDMSO N\
\\\ /// O ~ . H
HO _— o P § % O
K\f > o o
20 ><
N N 19
TBDMSO \H
§ % O
(@) (0]
>< Bu,NF - 3 H,0
» THF
78%
HO o
NC o //\f o N//\/\?
HO 7/ ., Dess. ANHCIin Dioxan, _ N
— H Martin- O \H CH,Cl, e \7// Ny
$ 2 o Oxidation, $ "
Y o > & 3z O s % O
>< 30% o><o HO OH
12
22 6

Abbildung 30: Syntheseweg zur a-Ketosaure von Uracil Polyoxin C.

Uridin (1) wurde 2’,3’-O-Isopropyliden geschutzt und an Position C-5 mit DMP
oxidiert. Bei der anschlielenden Kettenverlangerung mittels modifizierter Killiani-
Fischer-Reaktion wurde die dabei entstehende Hydroxygruppe am C-5 in-situ mit
einer tert-Butyldimethylsilylgruppe geschitzt. Das Nitril (19) wurde mit DIBAI
reduziert und der so gebildete Aldehyd (20) mit einer NaOCI/NaH,PO4-L6sung zur
Saure (21) oxidiert. Anschliel3end wurde die Silylschutzgruppe abgespalten und die
Ketosaure (6) Uber eine Dess-Martin-Oxidation erhalten. Der letzte Schritt, in dem die
Isopropylidenschutzgruppe abgespalten werden soll, befindet sich gerade in der
Entwicklung.
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Alle Syntheseschritte konnten mit relativ guten bis sehr guten Ausbeuten
durchgefuhrt werden, und auch die Bildung der Diastereomere (19, 20, 21 und 22)
durch die Kettenverlangerung stellte kein Problem dar, da das Stereozentrum durch
die Oxidation zur Ketosaure (6) wieder zerstort wurde. So konnten beide

Diastereomere in den folgenden Reaktionen gemeinsam umgesetzt werden.
Mit Hilfe der so synthetisierten a-Ketosaure von Uracil Polyoxin C soll ein weiterer

Syntheseschritt der Nikkomycin-Biosynthese und die Bedeutung von NikK fir selbige
aufgeklart werden.
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5 Experimenteller Tell

5.1 Analytik

Chromatographie

Diinnschichtchromatographie:

Fur die Dunnschichtchromatographie werden Kieselgel 60 Fs4-Fertigplatten der
Firma Merck verwendet. Die Detektion erfolgte mit einer 254 nm UV Lampe und den
unten angefuhrten Sprihreagenzien. Nach dem Sprihen wurde zur Entwicklung

erhitzt.

Sprihreagenzien:

Vanillin/Schwefelsaure: 1 g Vanillin in 200 mL konzentrierter H,SO,.
Ammoniummolybdat/Cersulfat: 100 g Ammoniummolybdat in 1000 mL 10 %-iger
H,SO,4 und 8 g Cer(IV)sulfat in 80 mL 10 %-iger H,SO,.

Anisaldehyd: 10 mL para-Anisaldehyd, 2 mL Essigsaure, 180 mL Ethanol und 10 mL
konzentrierte H,SO,.

Ehrlich-Reagenz: 0,5 g para-Dimethylaminobenzaldehyd in 25 mL Ethanol und

25 mL konzentrierter HCI.

Permanganat-Losung: KMnQy, in H,0.

Praparative Diinnschichtchromatographie:

Hierfir wurden mit Kieselgel 60 beschichtete Glasplatten (0,25 oder 0,5 mm) der

Firma Merck verwendet.

Saulenchromatographie:

Die Saulenchromatographie wurde mit Merck Kieselgel 60 (230-400 mesh)
durchgefiihrt. Die Laufmittelzusammensetzungen unterscheiden sich und sind daher

in den Arbeitsvorschriften zur Herstellung der jeweiligen Substanzen angefuhrt.

42



Experimenteller Teil

Optische Aktivitat

Die Drehwerte wurden mit einem PERKIN ELMER Polarimeter 341 bei 20 C, einer
Klvettenlange von 1 dm und einer Wellenlange von 589 nm gemessen. Die
Konzentrationsberechnung bezieht sich auf g/100 mL und das Lésungsmittel fir die

jeweilige Messung ist in der Arbeitsvorschrift angegeben.

NMR- Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Ultrashield 300 MHz bei einer Frequenz

von 75,53 MHz (*3*C) beziehungsweise 300,36 MHz (*H) aufgenommen.

NMR-spektroskopische Daten:
0 chemische Verschiebung in ppm gegen Trimethylsilan
in Klammer:
13C:  zugeordnetes Kohlenstoffatom
'H:  Multiplizitat, Anzahl der Wasserstoffe, zugeordnete Wasserstoffe,
Kopplungskonstante (J) in Hz

Multiplizitat:
s Singlett d Duplett
bs breites Singlett dd duplettisches Duplett
t  Triplett ddd duplettisches dd
m  Multiplett n.a. nicht aufgelost
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5.2 Darstellung der Produkte

5.2.1 2’.3'-O-Isopropylidenuridin (2)

Uridin (1) (5 g; 20,5 mmol) wird in trockenem Aceton (250 mL) suspendiert.
Konzentrierte H,SO4 (2,5 mL) wird bei Raumtemperatur zugetropft. Die Reaktion wird
bei Raumtemperatur fir 1 Stunde gerihrt und schlie3lich mit EtsN neutralisiert und
im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wird mittels S&aulenchromatographie gereinigt.
Ausbeute: 5,8 g (20,4 mmol) weil3es Pulver (100%).

DC LM: EE/MeOH (10:1) (v/v)
=11 O
5 o 12 ™0 S&ulen LM: EE/MeOH (10:1) (v/v)
N
HO 4 1 7/9/N\ Ausbeute: 100%
53 3 a H Rel. Molmasse: 284,27 g/mol (C12H16N206)
O\>6</O [C(] 58920 -0,172
7 8

'H-NMR (MeOD) &: 7.76 (d, 1H, J111,=8.1 Hz, H-12), 5.80 (d, 1H, J;,=2.4 Hz, H-1),
5.61 (d, 1H, H-11), 4.84 (dd, 1H, J,3=6.2 Hz, H-2), 4.75 (dd, 1H, J34=3.4 Hz, H-3),
4.13 (dd, 1H, J45=7.4 Hz, H-4), 3.67 (ddd, 2H, J45=3.2 Hz, ,J55=11.6 Hz, H-5), 1.47
(s, 3H, H-7), 1.27 (s, 3H, H-8).

13C-NMR (MeOD) &: 166.2 (C-10), 152.1 (C-9), 144.0 (C-12), 115.2 (C-6), 102.7 (C-

11), 94.2 (C-1), 88.4 (C-4), 85.9 (C-2), 82.3 (C-3), 63.1 (C-5), 27.6, 25.6 (2C, C-7, C-
8).

5.2.2 5'-Oxa-2',3’-O- isopropylidenuridin (3)

Zu einer Suspension von Verbindung 2 (4 g; 14,1 mmol) in absolutem CH.Cl,
(200 mL) wird DMP (6,57 g; 15,5 mmol; 1,1 eq) bei Raumtemperatur zugegeben. Die
Reaktion wird fur 2-3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach vollstdndigem
Umsatz wird die Reaktion mit festem Bicarbonat neutralisiert, das Bicarbonat
abfiltriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird
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saulenchromatographisch gereinigt. Ausbeute: 2,6 g (9,21 mmol) weil3es Pulver
(65,5%).

=) ol DCLM: EE/MeOH (10:1) (v/v)
5 O le 1 Saulen LM: EE/Toluol (2:1) (v/v)
o A, N \7]9/'\'\H Ausbeute: 65,5%
\\s‘ ’a// o) Rel. Molmasse: 282,25 g/mol (C12H14N20g)
o>€<o [a]s80°° -0,175
7 8

Dihydrat:

'H-NMR (MeOD) &: 7.90 (d, 1H, J111,=8.1 Hz, H-12), 5.92 (d, 1H, J;,=2.8 Hz, H-1),
5.72 (d, 1H, H-11), 4.97-4.88 (m, 2H, H-2, H-3), 4,73 (d, 1H, Js5=4.1 Hz, H-5), 4.18
(dd, 1H, J34=2.1 Hz, H-4), 1.56 (s, 3H, H-7), 1.37 (s, 3H, H-8).

13C-NMR (MeOD) &: 166.3 (C-10), 152.2 (C-9), 143.8 (C-12), 114.8 (C-6), 102.4 (C-

1), 97.8 (C-5), 94.7 (C-11), 89.1 (C-4), 85.9 (C-2), 82.2 (C-3), 27.6, 25.6 (2C, C-7, C-
8).

5.2.3 5’-O-t-Butyldimethylsilyl-6’-cyano-2’,3’-O-isopropylidenuridin (19)

Verbindung 3 (2,6 g; 9,21 mmol) wird in absolutem Acetonitril (15 mL) und H,O dest.
(15 mL) suspendiert. Unter Eiskthlung wird NaCN (451,5 mg; 9,21 mmol; 1 eq)
zugegeben. Die Losung wird bei 0 < fur 3 Stunden g eriihrt. Das Reaktionsgemisch
wird mit Essigester extrahiert. Dieser Schritt muss sehr oft mit geringen Mengen EE
wiederholt werden, um das Produkt vollstdndig aus der wassrigen Phase zu
bekommen. Die vereinten organischen Phasen werden getrocknet. Anschlieend
wird DMF (15 mL) zugegeben. Imidazol (7,53 g; 111 mmol; 12 eq) und TBDMS-CI
(8,33 g; 55,3 mmol; 6 eq) werden nacheinander zugegeben. Die Ldosung wird flr
ungefdhr 10 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. SchlieBlich wird der EE im
Vakuum entzogen und die Reaktion wird fur weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Eventuell muss weiteres TBDMS-CI zugegeben werden. Nach vollstandigem
Umsatz wird die Reaktion durch Zugabe von MeOH (30 mL) gequencht, eingeengt
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und mit EE und H,O dest. ausgeschiittelt. Die wassrige Phase wird 3-mal mit jeweils
20 mL EE extrahiert und die organischen Phasen werden vereint, Uber Na,SO4
getrocknet, einrotiert und mittels Sdulenchromatographie gereinigt. Ausbeute: 2,2 g
(5,19 mmol) gelbliches Pulver (57%).

N DC LM: EE/MeOH (10:1) (v/v)
13\ 12/111 o) Kettenverlangerung;
N EE Silylierung
TBDMSO 7/9/N\H Saulen LM: CH/EE (2:1) (v/v)
s % O Ausbeute: 57%
O><O Rel. Molmasse: 423,54 g/mol
! 8 (C19H20N306Si)

Die absolute Konfiguration wurde nicht bestimmt, deswegen werden die Signale fur

die beiden Diastereomere als a und b angegeben.

'H-NMR (CDCly) &: 7.42 (d, 1H, J115126=8.1 Hz, H-12b), 7.23 (d, 1H, J114122=8.1 Hz,
H-12a), 5.81 (d, Jib2=2.4 Hz, H-1b), 5.78-5.69 (m, 2H, H-11a, H-11b), 5.57 (d, 1H,
Jia2a=1.6 Hz, H-1a), 5.04 (dd, 1H, J243.=6.5 Hz, H-2a), 4.91-4.82 (m, 3H, H-2b, H-3a,
H-3b), 4.72 (d, 1H, Japs,=5.8 Hz, H-5b), 4.70 (d, 1H, Jsas.=7.8 Hz, H-5a), 4.30 (dd,
1H, J3b.40=3.0 Hz, H-4b), 4.24 (dd, 1H, Jsa4a=3.3 Hz, H-4a), 1.56 (s, 3H, H-7b), 1.53
(s, 3H, H-7a), 1.34 (s, 3H, H-8b), 1.32 (s, 3H, H-8a), 0.95-0.84 (m, SiC(CHa)s, a und
b), 0.22, 0.18, 0.15, 0.10 (4s, 12H, Si(CHs)2, a und b).

13C-NMR (CDCls) &: 163.6, 163.5 (2C, C-10a, C-10b), 150.4, 150.2 (2C, C-9b, C-9a),
143.5, 141.6 (2C, C-12a, C-12b), 118.7, 117.9 (2C, C-13a, C-13b), 115.2, 114.8 (2C,
C-6b, C-6a), 103.2, 103.1 (2C, C-11b, C-11a), 97.0, 94.1 (2C, C-1a, C-1b), 88.6, 87.6
(2C, C-4a, C-4b), 84.3 (2C, C-2a, C-2b), 82.2, 80.8 (2C, C-3a, C-3h), 63.5, 62.9 (2C,
C-5b, C-5a), 27.2, 27.1 (2C, C-7b, C-7a), 25.7, 25.6 (6C, SiC(CHs)s, a und b), 25.4,
25.3 (2C, C-8b, C-8a), -4.8, -5.0, -5.1, -5.2 (4C, Si(CHs)2, a und b).
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5.2.4 6’-Oxa-5’-O-t-butyldimethylsilyl-2’,3’-O-isopropylidenuridin (20)

Verbindung 19 (2,2 g; 5,19 mmol) wird in absolutem Toluol (20 mL) vorgelegt. Der
Kolben mit der Losung wird evakuiert und mit N, beluftet (Vorgang 3-mal
wiederholen) und danach auf -78 <C gekuhlt. Die Rea ktion wird unter N,-Atmosphare
bei -78 T durchgefuhrt. DIBAI (8,6 mL; 10,4 mmol; 2 eq) wird mittels Spritze
langsam Uber ein Septum zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird fur 2 Stunden bei
-78 T geruhrt. Eine gesattigte NH 4Cl-Lésung (30 mL) wird zugetropft und die
Reaktion wird fur weitere 10 Minuten bei -78 T ger tihrt. Nach Zugabe von CH,ClI;
wird die Kihlung entfernt und das Gemisch auf Raumtemperatur gebracht. Die
Reaktion wird mit einer gesattigten NaHCO3-Losung und CH,Cl, ausgeschuttelt. Die
wassrige Phase wird mehrmals mit CH,Cl, extrahiert, die organischen Phasen
werden vereint und Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wird sdulenchromatographisch gereinigt. Ausbeute: 1,6 g
(3,75 mmol) gelbes Pulver (73%).

DC LM: EE/CH (2:1) (v/v)

Saulen LM: EE/CH (2:1) (viv)

Ausbeute: 73%

Rel. Molmasse: 426,54 g/mol
(C19H30N207Si)

'H-NMR (CDCls) &: 7.64 (d, 1H, J11p126=8.1 Hz, H-12b), 7.20 (d, 1H, J112124=8.0 Hz,
H-12a), 6.00 (d, Jip2=2.8 Hz, H-1b), 5.80 (d, 1H, J1a24a=2.5 Hz, H-1a), 5.70 (2d, 2H,
H-11a, H-11b), 4.95 (dd, 1H, J233,=6.5 Hz, H-2a), 4.86-4.78 (m, 2H, H-2b, H-3a),
4.69-4.60 (m, 2H, H-3b, H-4b), 4.36-4.31 (m, 2H, H-5a, H-5b), 4.20 (dd, 1H,
J3a,4a=4a5a=4.7 Hz, H-4a), 1.58-1.48 (m, CHz a und b, H-7 a und b), 1.34-1.28 (m, CH3
a und b, H-8 a und b), 0.94-0.84 (m, SiC(CHs)3, a und b), 0.15-0.04 (m, Si(CHs),, a
und b).
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Experimenteller Teil

13C-NMR (CDCls) &: 201.3, 200.0 (2C, C-13a, C-13b), 163.3, 163.3 (2C, C-10b, C-
10a), 150.2, 150.1 (2C, C-9b, C-9a), 141.8, 140.4 (2C, C-12a, C-12b), 115.3, 114.9
(2C, C-6a, C-6b), 103.2, 102.7 (2C, C-11a, C-11b), 92.7, 91.7 (2C, C-1a, C-1b), 86.2,
85.9 (2C, C-4a, C-4b), 85.1, 83.9 (2C, C-3b, C-3a), 80.3, 80.0 (2C, C-2b, C-2a), 78.7,
77.4 (2C, C-5b, C-5a), 27.4, 27.3 (2C, C-7h, C-7a), 25.6, 25.5 (2C, C-8a, C-8b), 25.9
(6C, SiC(CHas)s, a und b), -4.3, -4.7, -5.1 (4C, Si(CHa)2, a und b).

5.2.5 6’-Carboxy-5'-O-t-butyldimethylsilyl-2’,3’-O-isopropylidenuridin (21)

Verbindung 20 (0,8 g; 1,88 mmol; 1 eq) wird in THF abs. (5 mL), t-BuOH abs.
(10 mL) und Isopenten abs. (5 mL) gelost und auf 0 T gekdhlt. Eine
NaOCI/NaH,PO4-Losung (130 mL) wird Uber einen Tropftrichter zugetropft. Die
Reaktion wird bei 0 T fur 60 Minuten gerihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer
gesattigten Na,SO3-Losung (50 mL) und einer gesattigten NaCl-Lésung (20 mL)
gestoppt und mit Eisessig neutralisiert. Das Losungsmittelgemisch wird mehrmals mit
EE extrahiert und die organischen Phasen vereint, Gber Na,SO, getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Rickstand wird saulenchromatographisch gereinigt.
Ausbeute: 800 mg (1,81 mmol) gelbes Pulver (96%).

Herstellung der NaOCI/NaH,;PO4-Ldsung:
250 mg NaOCI und 250 mg NaH,PO, werden in 1,2 mL H,O dest. geldst.

DC LM: EE/CH (1:1) (viv)

Séaulen LM: CH/EE (1:1) (v/v)
(0,5% Eisessig)

Ausbeute: 96%

Rel. Molmasse: 442,54 g/mol
(C19H30N20gSi)
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Experimenteller Teil

'H-NMR (MeOD) &: 7.64 (d, 1H, J1112v=8.0 Hz, H-12b), 7.57 (d, 1H, J112122=8.0 Hz,
H-12a), 5.74 (d, 1H, Jip2p=1.4 Hz, H-1b), 5.66-5.58 (m, 3H, H-1la, H-11a, H-11b),
5.12 (dd, 1H, J2p3,=6.4 Hz, H-2b), 5.02 (dd, 1H, J1424=1.5 Hz, J233,=6.3 Hz, H-2a),
4.92-4.80 (m, 4H, H-3a, H-3b, H-5a, H-5b), 4.21 (dd, 1H, J3442a=3.2 HZ, J4a5,=6.7 Hz,
H-4a), 4.11 (dd, 1H, J3p 4b=3.2 Hz, J4p5,=8.3 Hz, H-4b), 1.50-1.45 (m, CH3; a und b,
H-7 a und b), 1.30-1.25 (m, CH3z a und b, H-8 a und b), 0.90-0.80 (m, SiC(CH3)3, a
und b), 0.20-0.02 (m, Si(CH3)2, a und b).

13C-NMR (MeOD) &: 175.3 (2C, C-13a, C-13b), 166.2, 166.1 (2C, C-10b, C-10a),
152.3, 152.2 (2C, C-9a, C-9b), 146.0, 144.9 (2C, C-12b, C-12a), 115.6, 115.4 (2C, C-
6a, C-6b), 103.1 (2C, C-11a, C-11b), 98.4, 97.0 (2C, C-1a, C-1b), 90.5, 90.3 (2C, C-
4a, C-4b), 86.0, 85.7 (2C, C-2a, C-2b), 84.0, 82.7 (2C, C-3b, C-3a), 65.1, 64.2 (2C,
C-5a, C-5b), 28.1, 27.5 (2C, C-7b, C-7a), 27.4, 26.7 (2C, C-8b, C-8a), 26.1, 25.5 (6C,
SiC(CHs)s, a und b), -4.8, -4.9, -5.0 (4C, Si(CHs),, a und b).

5.2.6 6’-Carboxy-5'-hydroxy-2’,3’-O-isopropylidenuridin (22)

Verbindung 21 (520 mg; 1,18 mmol; 1 eq) wird in absolutem THF (10 mL) geldst.
BusNF-3H,O (483 mg; 1,53 mmol; 1,3 eq) wird zugegeben und die Reaktion fir 2
Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Nach vollstandigem Umsatz wird das
Losungsmittel im  Vakuum  entzogen und der Ruickstand  mittels
Saulenchromatographie gereinigt. Ausbeute: 300 mg (0,91 mmol) gelbes Ol (78%).

DC LM: EE/CH (3:1) (v/v)
Saulen LM: EE/CH (3:1) (v/v)
Ausbeute: 78%

Rel. Molmasse: 328,27 g/mol (C13H16N20g)
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Experimenteller Teil

'H-NMR (CDCls) &: 7.45 (d, 1H, J116126=8.1 Hz, H-12D), 7.40 (d, 1H, J114122=8.0 Hz,
H-12a), 5.80-5.70 (m, 2H, H-11a, H-11b), 5.65-5.60 (m, 2H, H-1a, H-1b), 5.27-5.20
(m, 1H, H-2b), 5.05-4.97 (m, 2H, H-3a, H-3b), 4.80-4.73 (m, 2H, H-5a, H-5b), 4.73-
4.66 (M, 1H, H-2a), 4.37-4.27 (m, 2H, H-4a, H-4b), 2.07-1.95 (m, CHa, H-7a, H-7b, H-
8a, H-8b).

13C-NMR (CDCl3) &: 171.8 (2C, C-13a, C-13b), 165.0, 164.7 (2C, C-10b, C-10a),
151.3, 151.0 (2C, C-9b, C-9a), 143.9, 143.8 (2C, C-12b, C-12a), 115.2, 114.9 (2C, C-
6a, C-6b), 102.9, 102.6 (2C, C-11a, C-11b), 96.4, 96.2 (2C, C-1b, C-1a), 87.6, 86.8
(2C, C-4b, C-4a), 85.8, 85.3 (2C, C-2b, C-2a), 84.1, 83.7 (2C, C-3b, C-3a), 61.9, 61.7
(2C, C-5b, C-5a), 27.1 (2C, C-7a, C-7b), 25.3 (2C, C-8a, C-8D).

5.2.7 6’-Carboxy-5'-0x0-2’,3'-O-isopropylidenuridin (6)

Verbindung 22 (120 mg; 0,37 mmol) wird in absolutem CH,Cl, (10 mL) suspendiert.
DMP (171 mg; 0,40 mmol; 1,1 eq) wird zugegeben. Die Reaktion wird fur 2-3
Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach vollstandigem Umsatz wird die Reaktion
mit festem Bicarbonat neutralisiert, das Bicarbonat abfiltriert und das L&ésungsmittel
im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird mittels Saulenchromatographie gereinigt.
Ausbeute: 36 mg (0,11 mmol) gelbliches Ol (30%).

DC LM: EE/CH (3:1) (v/v)
Saulen LM: EE/CH (3:1) (v/v)
Ausbeute: 30%

Rel. Molmasse: 326,26 g/mol (C13H14N203g)

Charakteristische Peaks in *H-NMR (CDCls) &: 8.02 (d, 1H, J11,12=7.9 Hz, H-12), 5.80
(d, 1H, H-11), 5.55 (bs, 1H, H-1), 5.18 (d, 1H, J,3=6.1 Hz, H-2), 5.04 (d, 1H, H-3),
4.40-4.30 (m, 1H, H-4).
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Experimenteller Teil

13C-NMR (CDCl5) &: 176.2 (C-5), 172.1 (C-13), 163.5 (C-10), 150.4 (C-9), 144.0 (C-
12), 115.1 (C-6), 103.7 (C-11), 93.8 (C-1), 86.9 (C-4), 80.3, 76.5 (2C, C-2, C-3), 26.5,
25.3 (2C, C-7, C-8).

5.2.8 6’-Carboxy-5’-oxouridin (12)

Vorversuch:

Verbindung 6 (44 mg, 0,13 mmol) wird in absolutem CH,Cl, (10 mL) suspendiert. Bei
0 € wird eine 4N HCI-Losung in Dioxan (18 mL) zuge tropft. Die Reaktion wird fur 1
Stunde bei 0 T gerihrt. H,0 dest. (1 mL) wird zugegeben und das Gemisch fur 1
weitere Stunde bei 0 T gerihrt. Nach vollstandigem Umsatz wird die Reaktion mit
H,O dest. (10 mL) und Et3N (11 mL) gequencht. Die organische Phase wird mit H,O
dest. extrahiert, die wassrigen Phasen vereint und das LO&sungsmittel im Vakuum

entfernt.

DC LM: CHCI3/MeOH (1/1) (viv)
Rel. Molmasse: 286,19 g/mol (C1oH1oN20g)
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2'.3’-O-Isopropylidenuridin (2)
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5’-0Oxa-2',3'-0O- isopropylidenuridin (3)
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5’-0O-t-Butyldimethylsilyl-6’-cyano-2’,3’-O-isopropylidenuridin (19)
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SpinWorks 3: VS61; Verena

6’-Oxa-5'-O-t-butyldimethylsilyl-2’,3’-O-isopropylidenuridin (20)
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6’-Carboxy-5’-O-t-butyldimethylsilyl-2’,3’-O-isopropylidenuridin (21)
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6’-Carboxy-5'-hydroxy-2’,3'-O-isopropylidenuridin (22)
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6’-Carboxy-5’-0x0-2’,3'-O-isopropylidenuridin (6)
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