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Chemoenzymatische Synthese optisch aktiver B,6-Dihydroxyester

Kurzreferat

Die vorliegende Arbeit beschreibt einen neuen enantiokomplementiren Zugang zu optisch aktiven B,5-Di-
hydroxyestern und 8-Hydroxy-B-ketoestern. Bei diesen Verbindungen handelt es sich um wertvolle Intermediate
fiir die Synthese von wichtigen Natur- und Wirkstoffen, wie z. B. den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren des
Mevinsduretyps. Die Synthesestrategie basiert auf einer neuen, hoch regio- und enantioselektiven biokatalyti-
schen Reduktion von achiralen ,3-Diketoestern. In einem Screening wurden zwei enantiokomplementéire Bio-
katalysatoren als besonders geeignet fiir diesen Zweck ausfindig gemacht. So wurde durch Reduktion des
B.6-Diketoesters 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-zers-butylester mit NADP(H)-abhiingiger Alkoholdehydrogenase
aus Lactobacillus brevis der enantiomerenreine d-Hydroxy-B-ketoester (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexanséure-
tert-butylester in einer Ausbeute von 72-84 % d. Th. erhalten (>99.5 % ee). Das Enzym ist in Form eines Zell-
rohextrakts aus einem rekombinanten E. coli Stamm leicht erhdltlich (recLBADH). Fiir die einstufige
Substratsynthese und die enzymatische Reduktion wurde ein Scale-up durchgefiihrt (140 g bzw. 70 g
ReaktionsmaBstab, substratgekoppelte NADPH-Regenerierung). Der enantiomere 8-Hydroxy-B-ketoester (R)-6-
Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester wurde durch Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-
tert-butylester mit Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) erhalten. Eine detaillierte Untersuchung der
Reaktionsparameter dieser Ganzzelltransformation fithrte zur Anwendung eines zweiphasigen Systems, wodurch
der Enantiomereniiberschul von 48 % ee auf 94 % ee erhoht werden konnte (Ausbeute: 50 % d. Th.). Die
B-Ketogruppe der beiden so erhaltenen Enantiomere wurde mittels syn- und anti-selektiver Borhydrid-
Reduktionsmethoden reduziert. Durch Kombination der Reduktionsmethoden wurden alle vier Stereoisomere
des kristallinen B,d-Dihydroxyesters 6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansiure-tert-butylester erhalten (jeweils >99 % ee
und dr > 200:1, 52-70 % d. Th.). Das syn-(3R,5S)-Isomer dieses bekannten Synthesebausteins wurde alternativ in
einem Schritt durch Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxohexansiure-zers-butylester mit Zellen von L. kefir erhalten.
Aus syn-(3R,55)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansdure-tert-butylester wurden sowohl ein Iodid als auch ein Epoxid
dargestellt, welche beide fiir C-C-Bindungskniipfung in Position C-6 geeignetet sind. recLBADH akzeptiert ein
breites Spektrum von B,8-Diketoestern als Substrat, was photometrisch ermittelt wurde. Die B,8-Diketoester 3,5-
Dioxohexanséure-fers-butylester und 3,5-Dioxoheptansédure-terz-butylester wurden mit 99.4 % ee bzw. 98.1 % ee
zu den entprechenden (R)-6-Hydroxy-p-ketoestern reduziert (1-10 mmol ReaktionsmafBstab, 61-77 % d. Th.).
Die Reduktion des verzweigten B,8-Diketoesters rac-4-Methyl-3,5-dioxohexansiure-zeri-butylester verliuft iiber
eine dynamische kinetische Racematspaltung, wobei der entsprechende syn-(4S,5R)-8-Hydroxy-p-ketoester mit
66 % d. Th. erhalten wurde (99.2 % ee, dr = 35:1). Um die Anwendbarkeit der praktisch enantiomerenreinen
enzymatischen Produkte zu unterstreichen, wurden diese in mehreren neuen Naturstoffsynthesen als
Ausgangsmaterialien eingesetzt. Weiterhin wurde ein bequemer ProzeB zur Trennung nichtkristallisierender
diastereomerer syn- und anti-1,3-Diole entwickelt. Der entscheidende Schritt diesere nenen Methode basiert auf
einer diastereomer-differenzierenden Hydrolyse der entsprechenden Acetonide.






Chemoenzymatic Synthesis of Optically Active B,5-Dihydroxy Esters

Abstract

A new access to optically active B,3-dihydroxy esters and 8-hydroxy-B-keto esters is presented. These com-
pounds are valuable intermediates for the synthesis of important natural products and pharmaceuticals, e. g.
HMG-CoA reductase inhibitors of the mevinic acid type. The synthesis strategy is based on an unprecedented
highly regio- and enantioselective biocatalytic reduction of achiral [3,5-diketo esters. In a screening, two enantio-
complementary biocatalysts were found to be particularly suitable for this purpose. Thus, the 3,3-diketo ester
tert-butyl 6-chloro-3,5-dioxohexanoate was reduced by NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase of Lacto-
bacillus brevis to afford enantiomerically pure d-hydroxy-B-keto ester zert-butyl (S)-6-chloro-5-hydroxy-3-oxo-
hexanoate in a 72-84 % isolated yield (>99.5 % ee). The enzyme is readily available in the form of a crude cell
extract from a recombinant E. coli strain (recLBADH). A scale-up of the one-step substrate synthesis (140 g
scale) and of the enzymatic reduction (70 g scale, substrate-coupled NADPH-regeneration) was established. The
enantiomeric §-hydroxy-f-keto ester zert-butyl (R)-6-chloro-5-hydroxy-3-oxohexanoate was obtained by reduc-
tion of fert-butyl 6-chloro-3,5-dioxohexanoate with baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae). A detailed inves-
tigation of the reaction parameters of this whole-cell transformation led to the application of a biphasic system
by which the enantiomeric excess could be raised from 48 % ee to 94 % ee (50 % isolated yield). The B-keto
group of both enantiomers thus obtained was reduced by syn- and anti-selective borohydride reductions. Combi-
nation of the reduction methods afforded all four stereoisomers of the crystalline B,3-dihydroxy ester tert-butyl
6-chloro-3,5-dihydroxyhexanoate (>99 % ee and dr > 200:1 each, 52-70 % isolated yield). Alternatively, the syn-
(3R,58)-isomer of this known building block was obtained in one step and with high stereoisomeric purity by
reduction of terz-butyl 6-chloro-3,5-dioxohexanoate with whole cells of Lactobacillus kefir. An iodide and an
epoxide suitable for C-C-bond formation at C-6 were derived from zerr-butyl syn-(3R,5S)-6-chloro-3,5-dihy-
droxyhexanoate. recLBADH accepts a variety of ,0-diketo esters as was determined in a photometric assay.
The B,d-diketo esters fert-butyl 3,5-dioxohexanoate and tert-butyl 3,5-dioxoheptanoate were reduced on a
1-10 mmol scale to afford the corresponding (R)-8-hydroxy-B-keto esters with 99.4 % ee and 98.1 % ee, respec-
tively (61-77 % isolated yield). The reduction of the branched B,3-diketo ester tert-butyl rac-4-methyl-3,5-dioxo-
hexanoate proceeds via a dynamic kinetic resolution which resulted in a 66 % isolated yield of the corresponding
syn-(4S,5R)-6-hydroxy-B-keto ester (99.2% ee, dr = 35:1). To underline the applicability of the virtually enan-
tiopure enzymatic products, they were used as starting materials for several new natural product syntheses. Fur-
thermore, a convenient process for the large-scale separation of noncrystallising diastereomeric sy»- and anti-
1,3-diols was developed. The crucial step of this new method is a diastereomer-differentiating hydrolysis of the
respective acetonides.
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1 Einleitung

1.1 B,6-Dihydroxyester: Bausteine fiir die Natur- und Wirkstoffsynthese

Die 1,3-Diol-Einheit ist ein charakteristisches Strukturmerkmal der Produkte des Polyketid-
Biosynthesewegs. Polyketide werden im Sekundérstoffwechsel der niederen Tiere und Pflan-
zen, vor allem aber auch der Einzeller, durch Polykondensation kurzkettiger Carbonséurede-
rivate synthetisiert.!] Reduktiv modifizierte Polyketide weisen daher oftmals ausgedehnte
1,3-Polyol-Substrukturen auf.”! Viele dieser Naturstoffe sind biologisch aktiv und von phar-

makologischer Relevanz.”!

Optisch aktive B,6-Dihydroxyester haben sich vielfach als 1,3-Diol-Bausteine in der Synthese
polyketider Strukturen bewihrt. Beispielhaft seien hier Arbeiten zur Synthese der Makrolac-
tone Amphotericin B und Bryostatin 2 genannt (Abb. 1-1 ). An diesen beiden strukturell an-
spruchsvollen Verbindungen wird bereits deutlich, da3 1,3-Diol-Bausteine nicht nur in hoher
optischer Reinheit sondern auch in konfigurativer Vielfalt benétigt werden. Flexible Metho-

den zur Darstellung optisch aktiver 8,6-Dihydroxyester sind daher von groBem Interesse.

Amphotericin B Bryostatin 2

Abb. 1-1 Struktur der Makrolactone Amphotericin B und Bryostatin 2.

Eine besondere Bedeutung kommt [3,3-Dihydroxyestern im Zusammenhang mit den chole-
sterolsenkenden HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren des Mevinsduretyps — den sogenannten
Vastatinen — zu. Diese Wirkstoffe haben in der medikamentdsen Therapie von Hyperlipid-
Amien und der damit korrelierten Atherosklerose, insbesondere der Koronarsklerose, eine
Schliisselstellung erlangt.[sl Neueren Untersuchungen zufolge zeigen Vastatine iiberdies pro-

phylaktische Wirkung gegeniiber Osteoporose und Alzheimer Demenz sowie einen immun-



suppressiven Effekt bei Organverpflanzungen.'® Auf die polyketide Herkunft der mikrobiell
produzierten Mevinsduren weist ein 3-Hydroxy-8-lacton-Rest hin,!”? der in vivo zum pharma-

kologisch aktiven syn-B,3-Dihydroxycarboxylat getffnet wird (Abb. 1 -2).18

Abb. 1-2 Struktur der natiirlichen Mevinséuren Compactin (alias Mevastatin, R = H), Mevinolin (alias
Lovastatin, R = Me) und der pharmakologisch aktiven Form.

Wiihrend die f,6-Dihydroxycarboxylat-Substruktur fiir die cholesterolsenkende Wirkung un-
erldBlich ist, kann das chirale bicyclische Ringsystem vorteilhafterweise gegen strukturell
einfachere Reste ausgetauscht werden. Dies hat zur Entwicklung vollsynthetischer Surrogate
gefiihrt, die teilweise erheblich niedriger dosiert werden kénnen als die natiirlichen Mevinsiu-
ren (Abb. 1-3). Entscheidend fiir die Wirkung ist die syn-(R,R)-Konfiguration der chiralen
Seitenkette.””) Der Suche nach effizienten Methoden zur Synthese geeigneter nichtracemischer

Intermediate wird daher viel Aufmerksamkeit entgegengebracht.!'”!

. F
OH OH 0O

Q) fk/k/'ko-] e
Q 4 /N MeO

PhHNOC Atorvastatin

ONa

Cerivastatin

Abb. 1-3 Zwei vollsynthetische HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren.!'!" 1!

Eine haufig verfolgte Strategie in der Synthese optisch aktiver B,6-Dihydroxyester 1 ist die
diastereoselektive Reduktion von 8-Hydroxy-B-ketoestern 2 (Abb. 1-4). Dieser Ansatz ist be-
sonders flexibel, da sowohl syn- als auch anti-selektive Protokolle bekannt sind.!?* Optisch

aktive 6-Hydroxy-B-ketoester 2 wiederum werden vor allem durch Kettenverlingerung von



nichtracemischen B-Hydroxyestemm]

und durch stereoselektive Aldoladdition!™* erhalten.

Als alternative Methode bietet sich hier eine regio- und enantioselektive Reduktion von
B,8-Diketoestern 3 an. Die Chiralitit wird in diesem Fall auf der Stufe eines Molekiils mit
vorgefertigtem Kohlenstoffgeriist eingefiihrt. Alle vier Stereoisomere eines [,6-Dihydroxy-

esters 1 kdnnen so von einem gemeinsamen achiralen Vorldufer abgeleitet werden (Abb. 1-4).

OH O 0] (:)H O (0]
R OR' R/\)J\/U\OR'
/ 2 \\ / 2 \
OH OH O OH C=)H O C:)H (;)H 0] QH OH O
syn-1 anti1 syn-1 anti-1
Abb. 1-4

Stereodivergente Strategie zur Synthese von optisch aktiven B,8-Dihydroxyestern 1.

Die enantioselektive Reduktion von B,8-Diketoestern 3 wurde in der Vergangenheit von meh-
reren Arbeitsgruppen untersucht, wobei sowohl chemische als auch mikrobiologische Metho-

den zum Einsatz kamen. Im folgenden Kapitel wird eine Ubersicht gegeben.



1.2 Enantioselektive Reduktion von B,5-Diketoestern: Stand der Technik

Hydrierung mit chiralen Rutheniumkatalysatoren

In einer Patentanmeldung der TAKASAGO INTERNATIONAL CORPORATION wird die enantiose-
lektive Hydrierung des 3,5-Diketoesters 3a beansprucht.’> Als Produkt wird ein syn-/anti-
Diastereomerengemisch der entsprechenden B,3-Dihydroxyester 1a beschrieben, wobei fiir
jedes Diastereomer ein hoher Enantiomereniiberschuf angegeben wird (Abb. 1-5). Die abso-
lute Konfiguration der Produkte und eine Methode zur Trennung der Diastereomere werden in

der Patentanmeldung nicht beschrieben.

(relative Konf.)

O O O OH OH O OH OH O
)J\/U\/U\ : /k/:\/u\ + /K/k/u\
OMe OMe OMe
3a ant-1a syn-1a
95% ee 99% ee
ar,.s = 63:37
Abb. 1-5 Enantioselektive Hydrierung des B,8-Diketoesters 3a. — a) H,, kat. {Ru[(+)-T-BINAP]}(BF,),,

MeOH, 30°C, 22 h (78 %).

SHAO et al. erhielten in dieser Reaktion mit einem ihnlichen Katalysator ebenfalls einen
UberschuB des B,8-Dihydroxyesters anti-1a.!"® Ein nicht néher bestimmter Teil des Produkts
fiel dabei als B-Hydroxy-d-lacton an (Abb. 1-6). Der Enantiomereniiberschuf der Produkte

wurde in dieser Arbeit summarisch fiir das Stereozentrum C-5 erfaBt.

o]
—> 2 +
R OMe R OMe
3a-c ant-1a-c R OH
R = Me, "Pr, BnOCH,
R Aras ee (C-5)
ant-(3S,5R)-1a Me 80:20 80 %
ant-(3S,5R)-1b  "Pr 78:22 80 %

ant-(35,55)-1c BnOCH, 51:49 70 %

Abb. 1-6 Enantioselektive Hydrierung der B,3-Diketoester 3a-c (Bn = Benzyl). — a) H,, Kat. Ru,Cl,-
[(R)-BINAP],(NEt;), MeOH, 50°C, 48 h [quant. (GC)].



Wiihrend bei der Reduktion des 3,5-Dioxooctanoats 3b ebenfalls das anti-konfigurierte Pro-
dukt im UberschuB entsteht (anti-1b), resultiert die Reduktion des Benzyloxy-substituierten

Derivats 3c in einem praktisch dquimolaren syn-/anti-Diastereomerengemisch 1c.

In der Arbeitsgruppe um MORTREUX wurde die enantioselektive Hydrierung des ,5-Diketo-
esters 3a detailiert untersucht.'”! Zwar lie sich mit einem Ru-MeO-BIPHEP-Katalysator das
Diastereomerenverhiltnis dr,.s des Hauptprodukts anti-1a weiter steigern [dr,s = 89:11, 95 %
ee (anti), 78 % ee (syn)], allerdings fillt auch hier das Produkt als Gemisch mit den entspre-
chenden B-Hydroxy-6-lactonen an. Durch gaschromatographische Reaktionskontrolle und
Austausch des Losungsmittels Methanol gegen Dichlormethan konnte mit einem Ru-BINAP-
Katalysator eine regioselektive Reduktion der B-Ketogruppe erzielt werden. Im priparativen
MaBstab (26 mmol) wurde der B-Hydroxy-o-ketoester (S)-4a nach Chromatographie in
45%iger Ausbeute und mit moderater Enantioselektivitét erhalten (Abb. 1-7). Der Anteil der

Doppelreduktionsprodukte am Rohprodukt wird mit 16 mol% angegeben.

O 0 o0 Ho O OH O
OMe CH20|2, 40°C,5.5h OMe
3a (45%) (S)-4a
75% ee
Abb. 1-7 Enantio- und regioselektive Reduktion des PB,3-Diketoesters 3a. — Ru(P*P) = {Ru[(R)-T-

BINAP]}Br,.

Rutheniumkatalysatoren mit chiralen Amidophosphan-Phosphinit-Liganden fiihren wiederum
zum B,d-Dihydroxyester 1a als Hauptprodukt, wobei der Enantiomereniiberschuf niedrig aus-

fillt [dras = 4:96 bis 90:10, 5-40 % ee (syn), 10-70 % ee (anti)].'"

Zusammenfassend 14Bt sich feststellen, daB B,6-Diketoester problematische Substrate fiir Rut-
henium-basierte Hydrierkatalysatoren sind. Die Reduktion resultiert hauptsichlich in Pro-
duktgemischen, und nur in vereinzelten Fillen werden Gemischkomponenten mit mehr als
95 % ee gebildet. Durch die 1,3,5-Tricarbonylstruktur kdnnen mehrere Koordinierungsmodi
zwischen Substrat und Katalysator auftreten, so daB3 die Wahrscheinlichkeit fiir ein konstitu-
tionell und konfigurativ einheitliches Reduktionsprodukt sinkt. Dieses Problem verschirft
sich, wenn im Rest R ein Heteroatom-Substituent mit Donor-Eigenschaften lokalisiert ist
(siehe Abb. 1-6, Seite 4). Eine hoch regio- und enantioselektive Reduktion von [,8-Diketo-

estern kann mit diesen Katalysatoren nicht realisiert werden.!'>"]



Biokatalytische Methoden

Einer japanischen Patentanmeldung liegt die enantioselektive Reduktion der B,3-Diketoester 3
mit Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae) zugrunde.!'® In Abhiingigkeit von den Resten R
und R' werden Gemische der isomeren Hydroxyketoester 2 und 4 erhalten, wobei das Regio-
isomer 4 stets im UberschuB anfillt (Abb. 1-8). Fiir die préiparative Umsetzung von 3,5-Di-
oxohexanséduremethylester (3a) wird eine Ausbeute von 32 % angegeben. Aufgrund der Pro-
duktverteilung und der ee-Werte kann gefolgert werden, daB mehrere (R)- und (S)-selektive
Alkoholdehydrogenasen der Hefe um das B,8-Diketoester-Substrat konkurrieren.

O O O 0] OH O OH O O
MM 2~ L s AN
OR' OR' OR!
3 4 (S)-2
R' = Alkyl (C4-Cg) 20% ee (R) - 64% ee (S) >98% ee
4:2=1.6:1-4.5:1
O 0] O O OH O OH O O
/U\/U\/u\ 2 > )J\/k/u\ + 3
R OMe R OMe R OMe
3 (R)-4 (5)-2
R = Alkyl (C-Cpg) 15-67% ee 2% ee
4:2=99:1-"1.0:0"
Abb. 1-8 Enantioselektive Reduktion von [3,8-Diketoestern mit Bickerhefe. — a) Bickerhefe, Glucose,

H,0, EtOH.

Dieses Problem tritt offensichtlich auch bei der Hefe-Reduktion der maskierten B,8-Diketo-
ester 5 auf (Abb. 1 -9).“9] Insbesondere die Heteroatom-substituierten Substrate werden zu
Alkoholen 6 mit niedrigem, bestenfalls moderatem, ee-Wert umgesetzt. Das Problem der Re-

gioselektivitit wird hier durch die fixierte Enolisierung der B-Ketogruppe umgangen.

% ee

>< >< R (% Ausb.) Konf.

O O © a OH O O Me 90 (44) (S)-(+)

—_— * CICH 46 (35) (R)-(-)

S 6 BnOCH, 75(56)  (-)

Abb. 1-9 Enantioselektive Reduktion von maskierten B,8-Diketoestern mit Bickerhefe (absolute Konfi-
guration teilweise nicht aufgeklirt). — a) Béckerhefe, Saccharose, H,O.



Die acetoacetylierten Meldrumszurederivate 7 konnen ebenfalls als maskierte 3,8-Diketoester
aufgefaBt werden. Ahnlich wie im vorhergehenden Beispiel schiitzt eine vollstindige Enoli-
sierung, die in diesem Fall nicht durch die Bildung eines Enolethers erzwungen werden muf,
die B-Ketogruppe vor Reduktion durch Alkoholdehydrogenasen. Die Produkte (S)-8 werden
bei der Bickerhefe-Reduktion mit sehr hohem Enantiomereniiberschufl erhalten (Abb.

1-10).2%

O OH O
. Backerhefe
R 0] >
R Saccharose, H,O
_770,
;7 O O/ kR' (56-77%)
R = Me, Et 98-99% ee
R' = Me, -(CHy)5-
Abb. 1-10 Enantioselektive Reduktion von acetoacetylierten Meldrumséurederivaten mit Bickerhefe.

In der Arbeitsgruppe um PATEL wurde die biokatalytische Reduktion des Benzyloxy-
substituierten B,5-Diketoethylesters 3d intensiv untersucht.”!) Bei einem Screening wurden
diverse Mikroorganismen identifiziert, die dieses Substrat zum entsprechenden [3,6-Dihy-
droxyester syn/anti-1d umsetzen. Mit Zellen von Acinetobacter calcoaceticus wurde selektiv
der Ethylester syn-(3R,55)-1d erhalten (97 % ee, 6 % anti-Diastereomer). Bei zellfreien Um-
setzungen mit Rohextrakt aus A. calcoaceticus konnte nachgewiesen werden, dall die Reakti-

on iiber ein Gemisch der isomeren Hydroxyketoester verliuft (Abb. 1-11).

O O O a O OH O OH O O
Bro M _ N 2> |ero M NN+ Bro I NN
OEt OEt OEt
3d |\ J
Y
40:60
a _ OH OH O 99% ee
> BnO. OEt 2-5% anti-Diastereomer (HPLC)
[+
syn-(3R5S)-1d 71%
Abb. 1-11 Reduktion eines B,6-Diketoesters mit Zellrohextrakt aus A. calcoaceticus. — a) Zellrohextrakt,

NAD (2 mol%), Glucose, Glucosedehydrogenase, Puffer (71 %).

Aus dem Zellrohextrakt wurde eine NAD(H)-abhéngige Alkoholdehydrogenase isoliert, die
das stereoisomerenreine Doppelreduktionsprodukt syn-(3R,5S)-1d liefert.”*!]



Diastereoselektive Reduktion chiraler B,5-Diketoester

SOLLADIE et al. beschreiben eine hoch regio- und diastereoselektive Reduktion des chiralen
B.3-Diketoesters 9 mit DIBAL (Abb. 1-12, relative Konfiguration abgebildet).”” Der resultie-

rende §-Hydroxy-B-ketoester 10 wurde in einer Reihe von Naturstoffsynthesen verwendet.!**!

o o o 0O 2 DIBAL Q OH O O
.""S\/u\/u\/u\ ° > ) \/:\/U\)J\
‘ OMe THF, ~78°C e OMe
p-Tol (44-60%) p-Tol
9 10
ar>99:1
Abb. 1-12 Diastereoselektive Reduktion des chiralen J,8-Diketoesters 9 mit DIBAL (Diisobutylalumini-
umhydrid).

HIYAMA et al. verfolgten im Zusammenhang mit der Synthese von HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren eine dhnliche Strategie und konnten zeigen, daB die chiralen B,0-Diketoester 11
und 12 durch DIBAL hoch regio- und diastereoselektiv in B-Position reduziert werden (Abb.
1-13).24

O O O O OH O
2 DIBAL /\/U\/k/lL
Ar/\)\/u\/u\o — Ar (@
THF, -78°C
O ‘ (56-85%) i ‘
1 dr>95:5
0] 0] 0] O OH O
TBDMSO,, . 2DBAL __ TBDMSO,, .
. O'Bu THF, -78°C . O'Bu
O'Pr (60%) O'Pr
TBDMSO TBDMSO
o 12 o dr=99:1
Abb. 1-13 Diastereoselektive Reduktion chiraler B,8-Diketoester.

Nachteilig wirkt sich bei diesen Methoden der zusitzliche Syntheseaufwand fiir die Einfiih-
rung der chiralen Hilfsgruppen aus. Weiterhin werden die DIBAL-Reduktionen bei sehr tiefen

Temperaturen durchgefiihrt.



1.3 Voriberlegung und Zielsetzung

Das Problem der enantioselektiven Reduktion von [,8-Diketoestern wurde bisher nicht zu-
friedenstellend gelost. Die Mehrzahl der Methoden resultiert in Produktgemischen, und nur in
vereinzelten Fillen wird ein EnantiomereniiberschuB von >95 % erzielt. Fiir eine regio- und
enantioselektive Reduktion acyclischer 3,8-Diketoester in 3-Position existieren keine Metho-
den; lediglich ein diastereoselektives Beispiel wird diesbeziiglich beschrieben. Die Ergebnisse
der biokatalytischen Umsetzungen weisen daraufhin, da3 der Einsatz von isolierten Alkohol-
dehydrogenasen fiir diese problematische Reaktion die besten Aussichten auf Erfolg ver-

spricht.

Es ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, einen neuen, flexiblen Zugang zu optisch aktiven
B,0-Dihydroxyestern 1 zu schaffen. Dazu sollen in einem Screening Biokatalysatoren ausfin-
dig gemacht werden, mit denen sich eine enantioselektive Reduktion von [3,8-Diketoestern 3
realisieren 14Bt. Insbesondere soll die Frage geklirt werden, ob auf diesem Wege optisch akti-

ve d-Hydroxy-B-ketoester 2 regioselektiv zuginglich sind (Abb. 1-14).

enantioselektive
biokatalytische

/lCJ)\/lOJ\/l(J)\ e w

R OR' o R OR'
3 ) 2

Abb. 1-14 Zentrale Fragestellung der Arbeit.

Durch eine VergroBerung des ReaktionsmaBstabs und Verwendung der Produkte in der Syn-
these von Naturstoffen soll der priparative Nutzen der enzymatischen Reduktionen unter Be-
weis gestellt werden. Die Anwendungsbreite soll durch systematische Variation des ,6-Di-

ketoester-Substrats 3 nachgewiesen werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es, von einem [3,3-Dihydroxyester 1 alle vier moglichen Ste-
reoisomere selektiv darzustellen. Dabei soll der Schwerpunkt auf der Synthese von C-6-
funktionalisierten syn-[3,6-Dihydroxyestern liegen, die aufgrund ihrer absoluten Konfiguration

als mogliche Bausteine fiir Vastatine in Frage kommen.






2 Die Substrate: B,6-Diketoester

2.1 Einleitung

Da f3,6-Diketoester nicht kommerziell erhiltlich sind, war es anfangs notwendig, sich mit der
Synthese dieser Substanzen zu befassen. Eine flexible Strategie zur Darstellung von [3,3-Dike-
toestern ist die C-Acylierung von B-Ketoester-Bisenolaten (Abb. 2-1).2* ! Als Acylierungs-
reagenzien haben sich bei dieser Reaktion besonders N-Methoxy-N-methylamide bewihrt
(sogenannte Weinreb-Anlide).[26’ 27 Bis(trimethylsilyl)enolate von B-Ketoestern lassen sich
im gleichen Sinne mit Carbonsiurechloriden acylieren.”® *! Beide Varianten gelingen auch

mit verzweigten Bisenolaten.

o 0 OM OM N O 0o o0

B-Ketoester
a) M=Li, Na; Z=0OR, NR5

by M=TMS; Z=ClI

Abb. 2-1 B,d-Diketoester durch C-Acylierung von Bisenolaten.

Ein konzeptionell anderer Zugang basiert auf der Acetoacetylierung von Meldrumsiure mit
Diketen.”® Das resultierende Derivat 7 14Bt sich in einem Schritt alkoholysieren und decar-
boxylieren, wobei auch sterisch gehinderte Alkohole wie zum Beispiel ferz-Butanol eingesetzt

werden konnen (Abb. 2-2).[31]

(0]
0] O OH O
NS
);f ' 1 N 0
o O/IV CH,Cl,, 0°C > RT /IV
. (98 %) o~ O
Diketen
Meldrumsaure 7
ROH O O O

————--
Toluol, A )I\/U\/U\OR

Abb. 2-2 Synthese von B,8-Diketoestern aus Meldrumsiure und Diketen.
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Nach BATELAAN wird kommerziell erhiltliche Dehydracetsiure unter Einwirkung von Ma-
gnesiumalkoholaten in einer Eintopfreaktion deacetyliert und alkoholysiert. Die Methode ist
auf die Magnesiumalkoholate primirer Alkohole beschriinkt (Abb. 2-3).5%

0] 0]
' Mg(OR) w
X" 0oH ROH,A OR
Dehydracetsaure
Abb. 2-3 Synthese von B,8-Diketoestern aus Dehydracetsiure.

Eigene Ergebnisse und Diskussion

2.2 Synthese

Die unsubstituierten 3,5-Dioxohexansiureester 3a und 3e wurden nach BATELAAN aus Dehy-
dracetsdure dargestellt,”” die Ester 3f-k nach YUSTE et al. aus acetoacetylierter Meldrumsiu-
re 7 (Tab. 2-1).°"! Alle Produkte 3 wurden durch Kugelrohrdestillation und Siulenchromato-
graphie an siuregewaschenem Kieselgel** gereinigt. Die Ester 3f und 3h wurden bisher

nicht in der Literatur beschrieben.

Tab. 2-1 Synthese der unsubstituierten 3,5-Dioxohexansiureester 3a und 3e-k.
O O O
T
NS
OH
7 Dehydracetsiure
R Ausbeute  Methode™ R Ausbeute Methode™
(%) (%)

3a Me 69 b) 3h Hex 52 a)
3e Et 65 b) 3i Pr 51 a)
3f "Pr 48 a) 3j ‘Bu 54 a)
3g Allyl 48 a) 3k Bn 51 a)

[a] a) ROH, Toluol, A; b) Mg(OR),, ROH, A.
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Aus Bisenolaten und Weinreb-Amiden bzw. o-Oxy-substituierten Estern wurden die 8,8-Di-

(2661 y1nd 3x!'%?! handelt es sich um

ketoester 3l-y synthetisiert (7ab. 2-2). Abgesehen von 3n
neue Verbindungen. Die Reaktionsbedingungen wurden von analogen literaturbekannten

Synthesen iibernommen und im Einzelfall aufgrund eigener Uberlegungen modifiziert.

Tab. 2-2 Synthese der B,d-Diketoester 3l-y durch C-Acylierung von B-Ketoester-Bisenolaten.
0 ONa OLi THE Qo O O
B O - A,
R R 3
R R' R" Z T (°C) Bisenolat Ausbeute
(Aq.) (%)

31 Et H ‘Bu N(OMe)Me -10 = RT 1.0 73
3m "Pr H ‘Bu N(OMe)Me -10— RT 1.0 70
3n (E)-PhCH=CHCH, H ‘Bu N(OMe)Me -78 — -30 3.0 42
30 Me Me ‘Bu  N(OMe)Me -10—RT 1.0 62
3p FCH, H ‘Bu OEt 75 — -55 1.1® 58
3q CICH, H ‘Bu N(OMe)Me -75 — 30 1.0 58
3r CL,CH H ‘Bu N(OMe)Me -75 — -30 1.1 61
3s HOCH, H ‘Bu OEt -75 - RT 4.0 44
3t MeOCH, H ‘Bu OMe ~75—-0 2.0 79
3u MeOCH, H Me OMe -75-0 2.0 25
3v PhOCH, H Me OMe -15-0 2.5 54
3w BnOCH, H ‘Bu OMe -75-0 1.5 46
3x™ BnOCH, H Me OMe -75 -0 1.5 34
3y (MeO),CH H ‘Bu OMe -75 -0 1.5 68

[a] Das Li,Li-Bisenolat wurde verwendet und TMEDA als Additiv zugesetzt.”>) — [b] Diese Verbindung
(= 3¢) erhilt an dieser Stelle der Ubersichtlichkeit halber eine neue Nummerierung.

Die Produkte wurden hauptsidchlich durch S&dulenchromatographie an sduregewaschenem
Kieselgel gereinigt. Kugelrohrdestillation fiihrte in den meisten Fillen zu signifikanten Verlu-
sten durch Verharzung. Bei der Reinigung wurde verstiirkt auf eine vollstindige Abtrennung
der Edukte geachtet, da B-Ketoester gute Substrate fiir viele Alkoholdehydrogenasen sind.
Kontaminationen mit diesen Verbindungen hitten somit die photometrischen Enzymaktivitét-

Assays verfilschen konnen.
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GemidB NMR-Analyse liegen die B,8-Diketoester 3 in CDCl;-Losung zu 80-90 % enolisiert
vor; 3n ist vollstindig enolisiert (CDCls, 20°C). Bei dem Y-Methylderivat 3o treten neben der
Diketoform zwei Enol-Tautomere auf. Im Fall des hydroxylierten B,5-Diketoesters 3s werden
die NMR-Spektren zusitzlich zur Keto-Enol-Tautomerie durch das Auftreten einer cyclischen
Halbketalform kompliziert (Abb. 2-4). Die Halbketalform kann hier durch die Ausbildung
einer Wasserstoffbriicke zwischen der tertiiiren Hydroxylgruppe und der Estergruppe stabili-

siert werden. Dieses Verhalten ist von den homologen 7-Hydroxy-3,5-dioxocarbonsiureestern

bekannt.**!
O
O O O o
Ho M M N, =——— “H  Halbketalform
U 3s ¢
OBu
Abb. 2-4 Reversible Halbketalbildung des B,8-Diketoesters 3s.

Charakteristisch fiir die Massenspektren (EI, 70 eV) der hier beschriebenen ,0-Diketoester 3
ist eine a-Spaltung der C,-Cp-Bindung. Der Molekiilpeak [M]* der B,5-Diketoester 3j und
3l-y fillt unter den angewendeten Ionisierungsbedingungen extrem intensititsschwach aus, da
die tert-Butylgruppe und die terminalen Heteroatomsubstituenten Fragmentierungen begiin-

stigen.
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2.3 Scale-up

Der chlorierte 3,0-Diketoester 3q wurde im Verlauf der Untersuchungen im Hektogramm-
MaBstab benétigt. Die Synthese iiber das Weinreb-Amid der Chloressigsédure (siche Tab. 2-2)
wurde aufgrund des hohen Preises dieser Verbindung nicht in Betracht gezogen. Stattdessen
sollte das Amid durch den erheblich preisgiinstigeren Chloressigsduremethylester ersetzt wer-
den. Die Prozedur nach HUCKIN und WEILER, bei der mit unsubstituierten Carbonsiureestern
unter Anwendung einer besonderen Reaktionsfiihrung acyliert wird (alternierende Zugabe von
Base und Ester),”*" resultierte in diesem Fall jedoch in einem komplexen Produktgemisch.
YAMAGUCHI et al. beschreiben die Darstellung von 6-Chlor-3,5-dioxohexansiduremethylester
durch C-Acylierung von Methylacetoacetat-Na,Li-Bisenolat mit Chloressigsiuremethylester
in Anwesenheit von Bortrifluorid (43 % Ausbeute).[zsﬂ GemiB Vorschrift wird ein dreifacher
UberschuB des Bisenolats benotigt. Dieses Vorgehen ist daher im gréBeren MaBstab nicht
praktikabel. Parallel zu den eigenen Untersuchungen wurde interessanterweise von LANGER et
al. berichtet, da die C-Acylierung von Ethylacetoacetat-Bisenolat weder mit Chloressigsidu-

reethylester noch mit dem entsprechenden Weinreb-Amid moglich sei.[?]

Tatsdchlich verlduft die Reaktion zwischen Bisenolat 13 und Chloressigsduremethylester pro-
blemlos, wenn letzterer bei maximal —65°C bis —60°C zu einer Losung von 13 in THF gege-
ben wird (Abb. 2-5).

0] 0] a OLi OLi
—_—
NP
O'Bu O'Bu
13
Abb. 2-5 Synthese des B,8-Diketoesters 3q. — a) 1. LiH, THF, A, 30 min; 2. n-BuLi, 0°C, 15 min. —

b) 1. CICH,COOMe (1.0 Aq.), -60°C, 45 min; 2. aq. HCI (74 %).

Die Reaktion wurde mehrmals im Hektogramm-MaBstab durchgefiihrt. Obwohl kein Biseno-
lat-UberschuB eingesetzt wird, liegt der Umsatz gemi 'H-NMR-Analyse des Rohprodukts
bei iiber 90 %. Das Produkt 3q 148t sich durch eine Hochvakuum-Fallfilmdestillation reinigen,
jedoch kommt es dabei zu starken Verlusten durch Zersetzung, so da} die isolierte Ausbeute
auf 52 % sinkt. Fiir die enzymatischen Umsetzungen im Dekagramm-MaBstab wurde daher

das Rohprodukt verwendet (nach Abtrennung der nicht abreagierten Edukte im Vakuum).
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Die Destillationssiimpfe der Fallfilmdestillation enthalten erhebliche Mengen einer Verbin-
dung, deren NMR- und MS-Analyse mit den Aromaten 14 bzw. 14' in Einklang stehen. Die-
ser Aromat entsteht offensichtlich wihrend der Destillation aus zwei Molekiilen 3q durch
doppelte Kondensation (Abb. 2-6).

O O O

e AN

t O OH Q
OBu cl COO'Bu o COO'Bu
+ _a, ok, '
o o o R R R R
NN NN

Cl

O'Bu 14:R=Cl,R'=C0O0 'Bu 15:R=Cl, R'=COO0 'Bu
3q 14': R=COO'By, R'=Cl 15": R = COO'Buy, R' = Cl
Abb. 2-6 Nebenproduktbildung bei Synthese und Destillation des B,8-Diketoesters 3q.—a)-2H,0. —

b) —HCL

Eine éhnliche Verbindung tritt bei der Synthese als Nebenprodukt auf, wenn hohere Biseno-
latkonzentrationen angewendet werden [c(13) > 0.5 M]. Aufgrund der NMR- und MS-Daten
ist diesem Kondensationsprodukt, das auch aus 14 bzw. 14' durch Behandeln mit DBU gene-
riert werden kann, die Struktur des Benzofuranons 15 bzw. 15' zuzuweisen (Abb. 2-6). Das

exakte Substitutionsmuster wurde nicht ermittelt.

Die Acylierungsreaktion ist unabhingig von den verwendeten Basen. Sowohl das Na,Li-Bis-
enolat (erzeugt mit NaH/n-BuLi) als auch das Li,Li-Bisenolat (erzeugt mit LDA oder
LiH/n-Buli) geben die Reaktion. Hohere Reaktionstemperaturen resultieren hingegen in
einem komplexen Produktgemisch. Interessanterweise wurden bei Versuchen, das Bisenolat
13 unter identischen Bedingungen mit Buttersiure- und Propionsduremethylester umzusetzen,
die B,6-Diketoester 3m und 31 in weniger als 25 % Ausbeute erhalten. Die Rohprodukte waren

in diesem Fall mit erheblichen Mengen nicht umgesetztem tert-Butylacetoacetat kontaminiert.
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Weinreb-Amide sind Carbonsédureestern in der C-Acylierung von Carbanionen prinzipiell
iiberlegen.”” Die Ursache hierfiir ist hauptsichlich einem stabilisierenden Effekt der
N-Methoxygruppe auf das tetrahedrale Additionsintermediat zuzuschreiben. So wird bei-
spielsweise bei der C-Acylierung von Alkalimetall-Enolaten mit Weinreb-Amiden das
B-Dicarbonylprodukt erst bei der wiBrigen Aufarbeitung freigesetzt, wodurch Uberaddition
und unerwiinschter Protonentransfer vom C-H-aciden Produkt zum Enolat-Edukt verhindert
werden (Abb. 2-7). Letztgenanntes Problem tritt bei der C-Acylierung von Enolaten mit
Estern haufig auf und mu8 fiir gewShnlich durch den Einsatz eines hohen Enolat- oder Basen-

Uberschusses umgangen werden.*

Abb. 2-7 Mechanismus der C-Acylierung von Enolaten mit Weinreb-Amiden.

Bei der Acylierung von Alkyllithium- und Grignard-Verbindungen mit o-Oxy-substituierten
Amiden iibernimmt der o-stédndige Sauerstoff die stabilisierende Funktion. Auf den Einsatz
von Weinreb-Amiden kann in diesen Fillen verzichtet werden.”> Vermutlich ist bei den

Synthesen der Oxy-substituierten B,0-Diketoester 3s-y ein dhnlicher Mechanismus wirksam

(Abb. 2-8).

OM OM M
o) Az M-o oo
RO _______>OR" RO/W _HO" RO\/”\/U\/U\
OR’ Nr OR" OR"

Abb. 2-8 Postulierter Mechanismus der C-Acylierung von Bisenolaten mit o-Oxy-substituierten Estern.
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Wie die vorliegenden Untersuchungen zeigen, kann auch mit Chloressigsduremethylester ein
B-Ketoester-Bisenolat bei hohem Umsatz acyliert werden, ohne daB ein Bisenolat-Uberschuf}
eingesetzt werden muB3. Notwendig ist bei der hier beschriebenen Reaktionsfiihrung allerdings
eine strenge Kontrolle der Reaktionstemperatur. Aufgrund dieses Befundes ist ein schwacher
stabilisierender Effekt des o-Chlorsubstituenten auf das tetrahedrale Additionsintermediat
denkbar, wie er fiir o-Oxy-Substituenten geschildert wurde (Abb. 2-9).

OLi OLi ¥
; i,
o "oy | Ho oo o o o o
13 :
C\/u\ome OBul — O'Bu
OMe 3q
Abb. 2-9 Postulierter Mechanismus der C-Acylierung eines Bisenolats mit Chloressigsiduremethylester.

Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Beobachtung, daB die Acylierung mit Buttersiu-
re- und Propionséuremethylester, die keinen koordinierenden o-stindigen Heteroatomsubsti-
tuenten tragen, unter identischen Bedingungen einen schlechten Umsatz gibt (siche oben).
Hier kommt es vermutlich zu einem vorzeitigen Zerfall des Additionsintermediats, so daf das

Bisenolat 13 durch den sich bildenden C-H-aciden B,3-Diketoester neutralisiert wird.

Die Hektogramm-Synthese des [3,8-Diketoesters 3q kann problemlos unter Verwendung von
Standardapparaturen durchgefiihrt werden (2 L Kolben, Kiihlung mit Trockeneis). Eine weite-
re MaBstabsvergroBerung sollte ebenfalls méglich sein. Das Rohprodukt fillt nach Abdestil-
lieren fliichtiger Komponenten mit einer Reinheit von ca. 90 % an (lH-NMR-Analyse; Benzo-

furanon 15/15' als Hauptverunreinigung).
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2.4 Untersuchungen zur Stabilitédt von B,6-Diketoestern

B,6-Diketoester sind multifunktionelle Molekiile mit alternierenden elektrophilen und nucleo-
philen Zentren. Die von den [3-Polyketoverbindungen bekannte Instabilitit dieser Anordnung
macht sich bei B,0-Diketoestern bereits bemerkbar.*® So berichten CHAN und STOSSEL von
einer intermolekularen Selbstkondensation des 3,5-Dioxohexansduremethylesters 3a bei des-
sen Lagerung im verunreinigten Zustand.®”) WEILER et al. und auch BATELAAN weisen auf

252, 322] ¢_Halogen-substituierte B,5-Diketo-

Zersetzung dieser Verbindung bei Destillation hin.
ester cyclisieren in Anwesenheit von Base durch intramolekulare Alkylierung zu Furanonen,
wie YAMAGUCHI et al. und spéter auch LANGER et al. gezeigt haben.'** *! In erstgenannter
Arbeit wird auBerdem liber den Einflul des pH-Werts auf die Selbstkondensation (Aromati-
sierung) verbriickter B,0-Diketoester berichtet. Bemerkenswerterweise findet diese Reaktion
bevorzugt im neutralen Milieu in Anwesenheit zweiwertiger Metallkationen statt. Es war da-
her notwendig, die Stabilitit von B,8-Diketoestern unter den Bedingungen einer enzymati-
schen Reduktion zu ermitteln. Dazu wurde der Einflu von Phosphat-Puffer auf die 3,5-Di-

oxohexansidureester 3a, 3e, 3j und 3q in Anwesenheit von 2-Propanol und Magnesiumchlorid

untersucht.

Gepufferte wilrige Losungen von 3,5-Dioxohexansdureestern wurden bei Raumtemperatur
geriihrt und Proben der Losungen mit Dichlormethan extrahiert. Wie die GC-MS-Analyse der
Extrakte zeigte, kondensieren der Methylester 3a und der Ethylester 3e unter diesen Bedin-
gungen zu Gemischen der aromatischen Produkte 16/16' bzw. 17/17' (Abb. 2-10).

O OH O OH
O O O a COOR COOR
ax L AN —2 -
OR -2H0 ROOC. + COOR
R=M

a oY 16/16' R =Me

1717" R=Et
Abb. 2-10 Kondensation der f3,8-Diketoester 3a und 3e in Natriumphosphat-Puffer. — a) 3a bzw. 3e

(10 mMm), Puffer (100 mM, pH 7.2), 2-Propanol (100 mM), MgCl, (1.0 mM), RT.

Nach 53 h sind auf diese Weise 76 % des Methylesters 3a und 27 % des Ethylesters 3e abrea-
giert, wihrend der tert-Butylester 3j unverdndert bleibt. Offensichtlich behindert die sperrige

tert-Butylgruppe eine gegenseitige Anniherung zweier Molekiile 3j.
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Der chlorierte B,8-Diketoester 3q bildet hchstwahrscheinlich aus demselben Grund in gepuf-
ferter wiiriger Losung ebenfalls kein aromatisches Kondensationsprodukt. Diese Verbindung
cyclisiert jedoch bei pH 6.5 unter dem EinfluB des Puffers durch intramolekulare Alkylierung
in weniger als 12 h vollstindig zum Furanon 18 (Tab. 2-3, Nr. 1). Die Reaktion kann prépara-
tiv durchgefiihrt werden und verlduft gemiB 1H—NMR-Analyse des Rohprodukts 18 nahezu

nebenproduktfrei.
Tab. 2-3 Intramolekulare Cyclisierung des B,8-Diketoesters 3q in gepufferter wiBriger Losung.
O,
O O O
O'Bu - (0] O'Bu
Sq 18
Nr. c(3q) (mM)  Puffer™ pH c(MgCl,) t (h) Umsatz™
(mM) (%)
1 20 A 6.5 1 12 100
2 20 B 55 1 12 84
3 20 B 55 20 12 81
4 10 H0) ca. 4 30 23 5

[a] A: Natriumphosphat-Puffer (250 mm); B: Phosphat-Citrat-Puffer: Dinatriumhydrogenphosphat (250 mm) +
Zitronensédure (125 mM); ¢(2-Propanol): 150 mM. — [b] Umsatz bei Raumtemperatur (IH—NMR—Analyse).

Durch Verringerung des pH-Werts auf pH 5.5 L8t sich die Cyclisierung zurlickdréngen; von
der Magnesiumionen-Konzentration geht dabei kein signifikanter EinfluB aus (Tab. 2-3,
Nr.2-3). In Abwesenheit von Puffersubstanzen betréigt der pH-Wert einer zehn millimolaren
Losung des B,d-Diketoesters 3q ca. pH 4. Unter diesen Bedingungen bleibt die Bildung des
Furanons 18 fast vollstindig aus (Tab. 2-3, Nr. 4).

Wie die Untersuchungen zeigen, neigen B,8-Diketoester unter den typischen Bedingungen
einer enzymatischen Reduktion zu Zersetzung. In gepufferter wiBriger Losung wird eine
Selbstkondensation begiinstigt, die sich durch Anwendung einer sperrigen Estergruppe jedoch
effektiv verhindern 146t. Im Fall des chlorierten B,3-Diketoesters 3q miissen zur Vermeidung
nichtenzymatischer Nebenreaktionen weiterfiihrende MaBnahmen getroffen werden. Eine
Absenkung des pH-Werts wirkt der intramolekularen Alkylierung dieser Verbindung entge-
gen, wobei jedoch im Einzelfall zu priifen ist, inwiefern diese MaBnahme mit einem potenti-

ellen Biokatalysator kompatibel ist.



3 Der Schlisselschritt: Enzymatische Reduktion

3.1 Reduktion mit Lactobacillus brevis Alkoholdehydrogenase (recLBADH)

Einleitung
NAD(P)-abhingige Alkoholdehydrogenasen (EC1.1.1.) finden zunehmend Anwendung in

der enantioselektiven Ketonreduktion.*® ! Diese Biokatalysatoren sind in der Regel hoch
chemo-, regio- und enantioselektiv und gestatten Umsetzungen mit hohen Geschwindigkeiten
sowie hohen maximalen Zykluszahlen (total turnover numbers, TTN) bei sehr milden Bedin-
gungen (20-40°C, pH 5-8, Normaldruck). Unerwiinschte Nebenreaktionen labiler Substrate
und Schutzgruppentechniken kénnen so umgangen werden. Unter okologischen Gesichts-
punkten ist hervorzuheben, dal Alkoholdehydrogenasen biologisch leicht abbaubar und durch
Fermentation aus erneuerbaren Ressourcen zuginglich sind. Fiir die Coenzym-Regenerierung
wurden in der Vergangenheit effektive Verfahren entwickelt, so daf diese Substanzen in sub-
stochiometrischen Mengen eingesetzt werden konnen.™” Der Fortschritt in der Reaktions-
technik enzymatischer Prozesse hat bereits zu einem industriellen Syntheseverfahren gefiihrt,
das auf einer reduktiven Aminierung mit einer NAD-abhéngigen Dehydrogenase beruht [(S)-

tert-Leucin-Synthese, DEGUSSA] 4

Die Anzahl bekannter Alkoholdehydrogenasen und Carbonylreduktasen, die ein breites
Spektrum auch unnatiirlicher Substrate umzusetzen im Stande sind, hat sich in den vergange-
nen Jahren erhdht.*! Durch die Entwicklung gentechnischer Methoden werden diese Enzyme
zunehmend leichter zuginglich. RIEBEL isolierte 1996 eine neue NADP-abhingige Alkohol-
dehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LBADH, EC 1.1.1.2)."*) Das Enzym — ein magnesi-
umhaltiges Tetramer mit einer relativen molaren Masse von ca. 105 kDa — zeigt starke Ho-
mologie zu einer bekannten Alkoholdehydrogenase aus L. kefir (LKADH, EC 1.1.1.2),444
ist aber unter zellfreien Bedingungen stabiler als diese, so da sich LBADH besonders gut fiir
priparative Umsetzungen eignet. Beide Enzyme sind mittlerweile kommerziell erhiltlich.*!
Nach Klonierung konnte LBADH in Escherichia coli effektiv iiberproduziert werden
(tecLBADH); aus einer 10 L Fermentation wurden so 650 kU recLBADH gewonnen.!”! Fiir
priparative Anwendungen bietet sich die Verwendung eines leicht herstellbaren Zellrohex-

trakts an.



22

Das Enzym LKADH gehort zu den wenigen bisher charakterisierten Alkoholdehydrogenasen
mit (R)-Selektivitit.”***?! Durch Markierungsexperimente konnte gezeigt werden, daB
LKADH das pro-(4R)-Hydrid des Coenzyms NADPH iibertriigt.** Da bei der Reaktion
(R)-konfigurierte Alkohole erhalten werden, muB der Hydridtransfer aus Richtung der Si-Seite
der prostereogenen Carbonylgruppe erfolgen (Abb. 3-1).

HQ H

(R)-Alkohol

(R <R

¢H<S
NN N:, aW / / CE
OH OH

-
v,

)
'

d
HO— P= O
HO NADPH
Abb. 3-1 Stereochemische Aspekte der Ketonreduktion mit LKADH und Struktur von NADPH.

Aufgrund der engen genetischen Verwandtschaft zwischen LBADH und LKADH solite sich
der stereochemische Verlauf des Hydridtransfers bei beiden Enzymen gleichen."*® Tatsich-
lich werden auch mit LBADH (R)-konfigurierte Alkohole erhalten. !

Ein wichtiger Aspekt mit Blick auf priparative Anwendungen ist die Fahigkeit beider Enzy-
me, durch Oxidation von 2-Propanol effektiv NADPH regenerieren zu konnen (Substrat-
gekoppelte Coenzym-Regenerierung). Der Alkohol 2-Propanol ist eine iiberaus billige und
leicht handhabbare Hydridquelle und erhéht gleichzeitig die Loslichkeit lipophiler Substrate
im wiBrigen Reaktionsmedium. Ein zweites Enzym zur Cofaktor-Regenerierung ist nicht

notwendig, wodurch sich die Reaktionsfiihrung sehr einfach gestaltet.
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Eigene Ergebnisse und Diskussion

Photometrische Enzymassays

In einem photometrischen Aktivititstest wurde der NAD(P)H-Verbrauch verschiedener Alko-
holdehydrogenasen in Anwesenheit der 3,8-Diketoester 3j und 3q bestimmt. Alkoholdehy-

dro genasen[38d’ 2

aus Saccharomyces cerevisiae (YADH, EC1.1.1.1), Thermoanaerobium
brockii (TBADH, EC 1.1.1.2), Rhodococcus erythropolis (READH. EC 1.1.1.1)" und Pfer-
deleber (HLADH, EC1.1.1.1) sowie eine Carbonylreduktase aus Candida parapsilosis
(CPCR, EC1.1.1.1)"" zeigten in den photometrischen Tests keine Aktivitit. Im Gegensatz
dazu kam es mit recLBADH (Zellrohextrakt) zu einem deutlichen Verbrauch des reduzierten
Coenzyms, worauthin das Substratspektrum dieses Enzyms systematisch untersucht wurde

(Tab. 3-1).

Unsubstituierte 3,5-Dioxohexansdureester werden von recLBADH mit guter Aktivitidt umge-
setzt (Nr. 1-8). Der Einflul der Estergruppe auf die Reaktionsgeschwindigkeit ist dabei ge-
ring; fiir 3,5-Dioxohexansédureester mit lipophiler Estergruppe besteht eine leichte Priferenz.
Der Einbruch im Fall des Hexylesters 3h (Nr. 5) ist vermutlich auf die sehr geringe Loslich-

keit dieser Verbindung zuriickzufiihren.

Bei Verldngerung der Kohlenstoffkette in Position C-6 nimmt die Enzymaktivitét rapide ab
(Nr. 9-11). So wird der 3,5-Dioxoheptansiureester 31 (Nr. 9) bereits nur noch mit einem
Fiinftel der Geschwindigkeit reduziert, die fiir den um eine Methylengruppe kiirzeren 3,5-Di-
oxohexansdureester 3j (Nr. 7) ermittelt wurde. Durch Verldngerung um eine weitere Methy-
lengruppe wird die Aktivitit abermals gefiinftelt (Nr. 10). Eine Verzweigung in Position C-4
(30) wird von dem Enzym hingegen toleriert (Nr. 12).

Die halogenierten B,8-Diketoester 3p und 3q werden von recLBADH ebenfalls mit guter Ak-
tivitit umgesetzt (Nr. 13-14). Der doppelt chlorierte 3,0-Diketoester 3r ist demgegeniiber kein
Substrat (Nr. 15). Auch Alkoxy-Substituenten in Position C-6 werden von dem Enzym nicht
akzeptiert (Nr. 17-22). Fiir den hydroxylierten 3,6-Diketoester 3s besteht wiederum eine ge-
ringe Aktivitit (Nr. 16).
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Relative Aktivitit der reccLBADH fiir B,5-Diketoester (Photometer-Test, 340 nm).

Tab. 3-1
Nr. Substrat O O O c relative
R OR"™ (mMm) AKtivitit
R R" (%)
R R' R" R"
1 3a H H H Me 10 64
2 3e H H H Et 10 74
3 3f H H H "Pr 10 99
4 3g H H H Allyl 10 93
5 3h H H H Hex 0.5% 54
6 3i H H H Pr 10 69
7 3 H H H ‘Bu 10 86
8 3k H H H Bn 2 106
9 3l Me H H ‘Bu 10t 18
10 3m Et H H ‘Bu 10 4
11 3n (E)-PhCH= H ‘Bu 0.5% 0
12 30 H H Me ‘Bu 10 70
13 3p F H H ‘Bu 10 92
14 3q Cl H H ‘Bu 20 77
15 3r Cl Cl H ‘Bu 0.5 0
16 3s HO H H ‘Bu 5] 11
17 3t MeO H H ‘Bu 10 0
18 3u MeO H H Me 10 0
19 3v PhO H H Me 2 0
20 3w BnO H H ‘Bu 0.5 0
21 3x BnO H H Me 5 0
22 3y MeO MeO H ‘Bu 10 0
23 Acetophenon (Standard-Substrat) 10 100

[a] Substrat nicht vollstéindig gelost. — [b] Hohere Substratkonzentrationen stéren den Assay durch Absorption

bei 340 nm. — [c] 100 % = 1.1 kU-mL™" (Zellrohextrakt).

Zusammenfassend 148t sich feststellen, daB recLBADH [,3-Diketoester mit sterisch wenig

anspruchsvollen Substituenten in Position C-6 bevorzugt. Variationen in der B-Ketoester-

Substruktur zeigen demgegeniiber kaum Auswirkung auf die Enzymaktivitit. Da die Struktur

eines terndren Enzym-Coenzym-Substrat-Komplexes mit recLBADH noch nicht zweifelsfrei

aufgeklirt wurde, kann an dieser Stelle keine mechanistische Deutung auf molekularer Ebene

erfolgen.
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Priaparative Umsetzungen

Mit Umsetzungen im préparativen Maf3stab (1-10 mmol) wurde die enzymatische Reduktion
naher untersucht. Dazu wurden Losungen bzw. Emulsionen der B,8-Diketoester 3j, 31 und 3q
in Puffer mit einem fiinf- bis zehnfachen Uberschul 2-Propanol als Hydridquelle sowie kata-
lytischen Mengen NADP und recLBADH versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt, bis sich
durch GC-MS-Analyse kein weiterer Reaktionsfortschritt mehr erkennen lie8. Die Reaktions-

produkte wurden anschlieend isoliert und charakterisiert (7ab. 3-2).

Die B,8-Diketoester 3j, 31 und 3q werden durch recLBADH hoch regio- und enantioselektiv
in 0-Position zu den §-Hydroxy-P-ketoestern 2a-c reduziert. In den Rohprodukten konnten

weder mit NMR noch mit GC-MS Regioisomere oder Doppelreduktionsprodukte detektiert

werden.
Tab. 3-2 Enantio- und regioselektive Reduktion von B,8-Diketoestern mit recLBADH.
OH O O
\/lo']\/lc'])\/loL focl B/0H > R\)\)J\/U\
R o'Bu > O'Bu
3 2a-c
R = H, Me, Cl NADPH NADP* 98.1 - >99.5% ee
o) \ / OH
M = rectmron /I\
(5-10 Aq.)
R e [q % Lit[o}p  Ausb. ADH NADP c3 pH t
(%) (% ee) (%) (UmL™) [mM(mol%)] (mm) (h)
(R2a H 994 —40.1 -39.699)™ 77 0.6 0.10 (0.3) 30 7.0 24
(R)-2b Me 98.1 -36.0 -35.6(99)" 61 4.4 1.25 (6.3) 20 65 96
($)-2¢ Cl >99.5 -249 -23.0(>97) 72 2.6 0.20 (1.0) 200 55 14

[a] Bestimmt auf Stufe der o,B-ungesittigten d-Lactone 19a-¢ durch CSP-HPLC (siehe S. 31). — [b] Substrat
nicht vollstindig gelost. — [c] Deskriptorwechsel aufgrund des Chlor-Substituenten.

Treibende Kraft der Reaktion ist vermutlich der 2-Propanol-Uberschuf. In allen drei Fillen
konnte innerhalb von 14-96 h gemil 1H-NMR-Analyse der Rohprodukte ein Umsatz von
iiber 90 % erzielt werden. Die Produkte 2a-c fielen nach Sdulenchromatographie an Kieselgel
analysenrein in 61-77 % Ausbeute an. Ein Vergleich der analytischen Daten (NMR, Dreh-

wert) mit Literaturwerten bestitigt die getroffene Strukturzuordnung (7ab. 3-2). Im Fall des
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chlorierten 8-Hydroxy-B-ketoesters (S)-2¢ erfolgt der Vergleich anhand einer authentischen
Probe, die auf unabhiingigem Wege synthetisiert wurde. Dazu wurde nach THOTTATHIL et al.
tert-Butylacetat-Lithiumenolat mit kommerziell erhiltlichem (8)-4-Chlor-3-hydroxybutter-
sdureethylester acyliert (>97% ee, Abb. 3-2).I*% Die analytischen Daten des so erhaltenen
d-Hydroxy-B-ketoesters (S)-2¢ sind in Ubereinstimmung mit den Daten des enzymatischen

Produkts (§)-2c¢.

OLi
(4.0 Aq.)
OEt —65—>-15°C, THF O'Bu
>97% ee (84%) (S)-2¢
ALDRICH
( ) [0]2°= —23.0
Abb. 3-2 Synthese einer authentischen Probe des 8-Hydroxy-B-ketoesters (S)-2c.

Der chlorierte [3,8-Diketoester 3q wurde bei pH 5.5 umgesetzt, da sich in einem Vorversuch
gezeigt hatte, daB bereits bei pH 6.5 neben dem enzymatischen Produkt (S)-2¢ in nahezu
dquimolarer Menge das Furanon 18 gebildet wird (siehe Seite 20). In ungepufferter waBriger
Losung (pH 4) bleibt diese intramolekulare Alkylierung aus, jedoch konnte hier mit
recLBADH kein nennenswerter Umsatz erzielt werden, so daB ein Kompromif3 zwischen En-
zymaktivitiit einerseits und Substratstabilitit andererseits geschlossen werden muBte. Nach
RIEBEL weist recLBADH fiir die Reduktion von Acetophenon bei pH 6.5 ein Aktivititsmaxi-
mum auf. Bei pH 5.5 betriigt die Enzymaktivitiit 54 % des Maximalwerts. Fiir die Oxidations-
reaktion, die hier die wichtige Funktion der Coenzym-Regenerierung erfiillt, wurden bei pH
5.5 noch 30 % der maximalen Aktivitit gemessen.[*’! Die pH-bedingten AktivititseinbuBen
bei der Reduktion des 3,8-Diketoesters 3q wurden daher durch eine erhohte Enzymkonzen-
tration ausgeglichen (Tab. 3-2). Unter diesen Bedingungen betriigt der Anteil des Furanons 18
am Rohprodukt 10 mol% (IH-NMR-Analyse).

Mit den 8-Hydroxy-B-ketoestern (R)-2a und (S)-2¢ wurden photometrische Enzymaktivi-
tatstest durchgefiihrt. Dabei konnte in Anwesenheit von recLBADH kein NADPH-Verbrauch
detektiert werden. Hinsichtlich einer Reduktion der B-Ketogruppe sind diese Verbindungen
demnach keine Substrate fiir das Enzym. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der Beobach-

tung, daB bei der enzymatischen Reduktion keine Doppelreduktionsprodukte gebildet werden.
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Die enzymatischen Produkte (R)-2a und (R)-2b sind bekannte chirale Intermediate aus ver-
schiedenen Naturstoffsynthesen (Abb. 3-3). So berichten beispielsweise TABUCHI et al. iiber
die Verwendung des §-Hydroxy-B-ketoesters (R)-2a in der Totalsynthese eines Phytoxins aus
Alternaria solani* In der Arbeitsgruppe um JACOT-GUILLARMOD wurden aus (R)-2a und
(R)-2b bicyclische Pheromone synthetisiert.[48] Fiir eine Totalsynthese des monomeren Pri-
anthrachinons (R)-semi-Vioxanthin wurde das enzymatische Produkt (R)-2a innerhalb der

eigenen Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt.””

OH O O
R
O'Bu
(R)-2a-b
O OH OH K
/ R=H, Me \\ N
0] .
CC B
OMe j
(R)-semi-Vioxanthin O 0
H Q OH Pheromone
X =
H
COO Ao

Phytotoxin aus
Alternaria solani

Abb. 3-3 Verwendung der 8-Hydroxy-f-ketoester (R)-2a und (R)-2b in Naturstoffsynthesen.

Bei dem chlorierten 6-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢ handelt es sich um einen universellen Bau-
stein fiir HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren des Mevinsiuretyps, worauf in Kapitel 4 néher

eingegangen wird.
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Scale-up (Fed-Batch)

Die enzymatische Reduktion des chlorierten B,8-Diketoesters 3q wurde in einen 8 L-MaBstab
libertragen. Als ReaktionsgefiB diente eine Glasflasche, die mit einem Fliigelriihrer versehen
war (Abb. 3-4). Das Substrat 3q (ca. 90 % Reinheit, Rohprodukt) wurde als Losung in
2-Propanol kontinuierlich in den Schlauch eines schnell gepumpten Umlaufs injiziert, wo-
durch eine feine Verteilung im Reaktionsmedium sichergestellt wurde. Die Dosierung wurde
dabei iiber einen Zeitraum von neun Stunden und bis zu einer Endkonzentration von 9.0 gL

aufrechterhalten (entspricht 34.4 mM reines Substrat 3q).

recLBADH
o o O kat. NADP(H), 2-PrOH OH O O
CI\)J\/U\/U\ —> Cl\/k/u\)j\
O'Bu pH 5.5 O'Bu
3q (84%) (S)-2¢
>99.5% ee
QD ) Fed-Batch (8 L)
Umlauf Substrat 3q (ca. 90%): 9.0 g-L™' Endkonz. (34 mM)
NADP: 0.30 mM
2-Propanol: 0.5 M Endkonzentration
recLBADH: 5 kU-L™ (als Zellrohextrakt)
Puffer: 8L, pHS55
Substrat- Ausbeute (S)-2¢: 84% (Reinheit ca. 90%)
vorlage
Abb. 34 Enzymatische Reduktion des 8,8-Diketoesters 3q im 8 L-MaBstab.

Durch Ultrafiltration konnten nach beendeter Umsetzung 40 % der Enzymaktivitiit zuriickge-
wonnen werden. Das Produkt (S)-2¢ fiel nach Extraktion des Ultrafiltrats in 84%iger Aus-
beute und ca. 90%iger Reinheit an, wobei der Anteil des Furanons 18 6mol% betrug
(IH—NMR-Analyse). Die nichtenzymatische Bildung dieses Nebenprodukts wird somit er-
wartungsgemdl durch die Dosierstrategie und die erhohte Katalysatorkonzentration zuriick-
gedréngt. Da das Substrat 3q unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen vollstindig ab-
reagiert, kann das enzymatische Produkt ($)-2¢ ohne weitere Aufarbeitung in die diastereose-

lektive Borhydrid-Reduktion eingesetzt werden (siehe Kapitel 4).
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Nach RIEBEL betrigt die spezifische Aktivitdit der bis zur Homogenitdt gereinigten
recLBADH 347 U-mg‘l.m] Unter Beriicksichtigung der relativen molaren Masse des aktiven
Tetramers (ca. 105 kD) sowie der Produktausbeute 14t sich fiir das Enzym und das Coenzym
NADP(H) die maximale Zykluszahl (TTN) wie folgt berechnen:

Enzymkonzentration im Reaktor:

5kU-L*! 4 1
c(recLBADH) = - = — = 1.37-10" mmol-L
0.347kU-mg™ - 1.05-10° mg- mmol~

Maximale Zykluszahl (TTN) Enzym:"

34.4mmol-L™" - 84 % Ausbeute
1.37-10*mmol - L™

U

TTN(recLBADH) = 210000 (=5-10"* mol%)

Maximale Zykluszahl (TTN) NADP(H): '

-1
TTN[NADP(H)] = 344mmol-L~ - 84 % lAusbeute = 96 (=1.0mol%)
0.30 mmol - L~

Der Enzymbedarf betriagt bei dieser Reaktionsfithrung 439 kU pro Kilogramm reines Produkt
(S)-2¢, wobei die Enzymriickgewinnung mitbeachtet wurde. Mit der Enzymausbeute einer
10 L-Fermentation (650 kU) konnen demnach rechnerisch 1.5 kg Produkt (§)-2¢ produziert
werden. Der Coenzymbedarf (als NADP -4 H;O) liegt bei 36.6 g pro Kilogramm (S)-2c.
Durch eine Optimierung der Coenzym- und 2-Propanol-Konzentration und durch den Einsatz

[51]

von Immobilisierungstechniken™ " sollten sich die maximalen Zykluszahlen fiir das Enzym

und das Coenzym sowie die Produktivitit noch weiter steigern lassen. Untersuchungen hierzu

wurden bereits aufgenommen.”?

i

Fiir diese Berechnungen wird vereinfachend angenommen, daB die durch 'H-NMR-Spektroskopie be-
stimmte Substrat- und Produktreinheit mit der Reinheit in Gewichtsprozent iibereinstimmt.
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Einsatz eines zweiphasigen Systems

Der 3,5-Dioxoheptansiureester 31 ist in wiBrigem Puffer nur schwer 1slich (<10 mM). Ob-
wohl diese Verbindung prinzipiell in Emulsion mit recLBADH reduziert werden kann (siehe
Tab. 3-2, Seite 25), sollte gepriift werden, ob sich auch ein zweiphasiges Medium fiir die Re-
aktion heranziehen 14Bt. Sowohl organische Losungsmittel als auch Adsorberharze fanden
diesbeziiglich bereits erfolgreich Anwendung in biokatalytischen Ketonreduktionen.”> ¥ Die
organische Phase bildet dabei ein Reservoir, aus dem durch das Verteilungsgleichgewicht das
Substrat mit Fortschreiten der Reaktion kontinuierlich in die wiBrige Phase abgegeben wird.
Das sich bildende Produkt steht ebenfalls in einem Verteilungsgleichgewicht zwischen den
Phasen und wird zunehmend durch die organische Phase extrahiert. Auf diese Weise konnen

unter anderem Loslichkeits- und Inhibierungsprobleme umgangen werden.!”!

Nach Uberschichten eines Reaktionsansatzes mit n-Hexan kam es zu einer friihzeitigen Sta-
gnierung der enzymatischen Reduktion des B,8-Diketoesters 31, vermutlich durch Denaturie-
rung der recLBADH an der Phasengrenzfliche. Im Gegensatz dazu erwies sich das Enzym als
kompatibel mit dem schwach polaren Adsorberharz "Amberlite XAD-7". Bei Anwendung
dieser festen organischen Phase wurde das Produkt (R)-2b nach Sédulenchromatographie mit
66 % Ausbeute erhalten (Abb. 3-5). Durch Ultrafiltration konnten iiberdies 63 % der Enzym-

aktivitiit zurlickgewonnen werden.

o) O O a OH O O

\)J\)k/u\otBu M/U\OtBu
ﬁ waélrige Phase (Puﬁer)ﬂ
---------------------- ﬂ-"orga-n-ische-Phase -ﬂ" T T
(XAD-7)

O O O

\/u\/u\/u\otBu
3l (R)-2b
98.5% ee
Abb. 3-5 Reduktion des B,8-Diketoesters 31 mit recLBADH in einem zweiphasigen System. — a) 31

(30 mM, 37%ig auf XAD-7), recLBADH (13.7 U-mL™), NADP (0.28 mM, 0.9 mol%), 2-Pro-
panol (0.2 M), Puffer (pH 6.5), 25°C, 96 h (66 %)

Es konnte somit gezeigt werden, daB sich mit recLBADH in einem zweiphasigen System

auch schwerldsliche Substrate umsetzen lassen.
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Bestimmung des Enantiomereniiberschusses (Synthese optisch aktiver §-Lactone)

Die enzymatischen Produkte 2 wurden durch Natriumborhydrid-Reduktion und anschlieende
Lactonisierung/Dehydratisierung der resultierenden f3,86-Dihydroxyester in die optisch aktiven
d-Lactone (5,6-Dihydropyran-2-one) 19 iiberfiihrt. Die Enantiomere dieser konformativ rigi-
den Heterocyclen kénnen sehr gut mittels CSP-HPLC getrennt werden, was mit den jeweili-

gen Racematen {iberpriift wurde (Tab. 3-3).

Tab. 3-3 Synthese o,B-ungesittigter d-Lactone und analytische Enantiomerentrennung. — a) NaBH,,
EtOH, 0°C (quant.). — b) kat. TsOH, Toluol, A (60-70 %).
0
i OH O O a . OH OH O b \/ﬁ
O'Bu O'Bu R
2a-c
R = H, Me, Cl 19a-c
Produkt R ee™ [0 Lit. [c]p Ausb.  fr (R)-19® £ (5)-19™
(%) (% ee) (%) (min) (min)
(R)-19a H 99.4 - - 70 23.8 17.6
(R-19p Me 985 -169.8 -t 61 29.1 18.7
(5)-19¢ Cl >995  -1586 —144.8 (>98)P¢ 60 20.9 24.3

[a] Bestimmt durch CSP-HPLC (DAICEL Chiralcel OB). — [b] Rohprodukt; Drehwert nicht bestimmt. —
[c] Drehwert nicht bekannt.

Aus dem chlorierten 8-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢ wurde weiterhin das bekannte B-Keto-0-
lacton (S)-201°% "1 dargestellt, das gemiB NMR-Analyse in DMSO-Losung enolisiert vorliegt.
In Chloroform liegt das Gleichgewicht hingegen vollstindig auf der Seite der Ketoform (Abb.

3-6).

0]
OH O O
al \/K)J\/U\ kat. TSOH le) o)
O'Bu  CH,Cl,, RT cl cl |
(5)-2¢ (67%) o OH
(S)-20
>99.5% ee
[0] 2=-80.6
Abb. 3-6 Synthese und Keto-Enol-Tautomerie des optisch aktiven B-Keto-d-lactons ($)-20.
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Ein Vergleich des Drehwerts mit dem Literaturwert ([t ,2)5 =-83.4, 98 % ee)[sﬁ] bestitigt die
(8)-Konfiguration. Da sich die Enantiomere des &-Lactons 20 ebenfalls durch CSP-HPLC
trennen lassen (MERCK ChiraSpher NT), und die Lactonisierung innerhalb kurzer Zeit mit
Trifluoressigsdure herbeigefiihrt werden kann (CH,Cl,, 40°C, 2 h), steht eine beqileme Me-

thode zur Verfiigung, den ee-Wert des 8-Hydroxy-B-ketoesters 2¢ zu ermitteln.

o,B-Ungesiittigte 3-Lactone fanden in der Vergangenheit breite Anwendung in der stereose-
lektiven Synthese, da diese Verbindungen hoch diastereoselektive Additionen an die konju-
gierte Doppelbindung erméglichen.”® Die Suche nach effektiven Synthesemethoden fiir
nichtracemische o,3-ungesittigte 6-Lactone ist daher nachwievor ein Forschungsgebiet von
aktuellem Interesse.” Der 5,6-Dihydropyran-2-on-Ring ist iiberdies das charakteristische
Strukturmerkmal einer Reihe phytogener Naturstoffe mit vielfiltigen physiologischen Wir-
kungen.®” Bej dem §-Lacton (R)-19a handelt es sich um das Enantiomer des einfachsten
Vertreters dieser Naturstoffklasse, der (S)-Parasorbinsiure. Das Homologe (R)-19b ist ein
Spurenbestandteil des Labdanum-Harzes und weist einen interessanten Cumarin-artigen Ge-
ruch auf.'®"! Wihrend mehrere Synthesen fiir das Racemat bekannt sind,[&] wurde eine enan-
tioselektive Synthese dieses Riechstoffs bisher nicht in der Literatur beschrieben. Fiir einen
olfaktorischen Vergleich wurde ausgehend von dem kommerziell erhiltlichen (8)-3-Hydroxy-
valeriansduremethylester auch das Enantiomer (S)-19b synthetisiert (Abb. 3-7). Enttiuschen-
derweise konnte kein signifikanter Unterschied zwischem dem Geruch beider Isomere festge-

stellt werden.

wnQ
I
(@)
mQ
I
O
O
o
O

-2 o _bc _
OMe O'Bu
(FLUKA) (S)-2b (S)-19b
97.7% ee
[0] 3= +165.3
Abb. 3-7 Synthese des optisch aktiven o,B-ungesittigten 8-Lactons (S)-19b. — a) CH,=C(OLi)O'Bu

(4.0 Aq.), THF, —40°C - RT (59 %). — b-c) siehe Tab. 3-3, Seite 31.

Das chlorierte 3-Lacton (S)-19¢ wurde im Rahmen einer Kooperation fiir die Totalsynthese
der 6-Alkenyl-substituierten 3-Lactone (S)-Argentilacton und (S)-Goniothalamin bereitgestellt
(Abb. 3-8).1°! Hierbei handelt es sich um die nichtnatiirlichen Enantiomere dieser beiden Na-

turstoffe. Nach zweistufigem ClI/OH-Austausch auf der Stufe des geschiitzten Acetals (S,5)-21
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wurde der resultierende Alkohol (S,5)-22 zum Aldehyd oxidiert (Swern-Oxidation) und dieser
unter (Z)- bzw. (E)-selektiven Bedingungen mit Hexyltriphenylphosphoniumbromid bzw.
Benzyltributylphosphoniumbromid olefiniert. Durch Oxidation der Olefinierungsprodukte mit
Pyridiniumchlorochromat (PCC) wurden die Zielverbindungen (§)-Argentilacton und (S)-Go-

niothalamin erhalten.

o O'Pr O'Pr
O | a O | b, c (e |
Cl Cl HO
(S)-19¢ (8,9)-21 (8,922
d, e, f d! 9, h
0
O
O
o |
S AN
(S)-Argentilacton (S)-Goniothalamin
Abb. 3-8 Anwendung des 8-Lactons (5)-19¢.® — a) 1. DIBAL, CH,Cl,, —78°C; 2. 2-PrOH, PPTS,

CeH, 80°C (79 %). — b) TBAA, NMP, 85°C (95 %). — c) K,COs, MeOH, RT (97 %). — d)
(COCI),, DMSO, dann 22, EtN'Pr,, CH,Cl,, ~78°C — RT. — ¢) HexPPh;Br, nBuLi, THF,
0°C, dann Aldehyd aus d) (77 %). — ) PCC, CH,Cl, RT (52 %). — g) BnBr, BusP, MeCN,
RT, dann Aldehyd aus d) , 'BuOK, 0°C (81 %). — h) PCC, CH,CL, RT (41 %).

Die racemischen Lactone rac-19a und rac-19b wurden aus den 8-Hydroxy-B-ketoestern rac-
2a und rac-2b dargestellt (Abb. 3-9). Letztere wiederum wurden nach der Methode von

WEILER®Y aus rerr-Butylacetoacetat und Acetaldehyd bzw. Propionaldehyd erhalten.

O
O O OH O O
a b, c O |
/U\/U\ R\)\)j\)l\ t R
O'Bu O'Bu
rac-2a R=H rac-i19a R=H
rac-2b R =Me rac-19b R =Me
Abb. 3-9 Synthese der racemischen 8-Lactone rac-2a und rac-2b. — a) 1. NaH, THF, 0°C; 2. "Buli,

THF, 0°C; 3. RCH,CHO, THF, 0°C (60-63 %). — b-c) siche Tab. 3-3, Seite 31.
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Da die Priparation von wasserfreiem 2-Chloracetaldehyd problematisch ist,'®” wurde das
chlorierte Derivat rac-2¢ zweistufig nach der bereits erwihnten Methode von THOTTATHIL et
al. synthetisiert (siehe Seite 26). Der dafiir benétigte racemische Hydroxybuttersiureester
rac-24"%) ist durch Natriumborhydrid-Reduktion des kommerziell erhiltlichen B-Ketoesters
23 zuginglich (Abb. 3-10).

O O OH O OH O O
CI\)I\/U\ — C'M — Cl\/g\/u\/u\
OEt OEt O'Bu
23 rac-24 rac-2¢
O
c,d O l
Cl
rac-19¢
Abb. 3-10 Synthese des racemischen 3-Lactons rac-19¢. — a) NaBH,, EtOH, 0°C (84 %). — b) siche

Abb. 3-2, Seite 26. — c-d) siehe Tab. 3-3, Seite 31.



35

Dynamische kinetische Racematspaltung

Die biokatalytische Reduktion enolisierbarer a-Alkyl-B-ketoester ist eine elegante Methode,
um optisch aktive B-Hydroxyester mit zwei stereogenen Zentren definierter Konfiguration
darzustellen.”®! Unter der Voraussetzung, dal} erstens die Racemisierung iiber die Enolform
schneller erfolgt als die Reduktion, und zweitens eines der Enantiomere des Substrats bevor-
zugt umgesetzt wird, kommt es dabei zu einer dynamischen kinetischen Racematspaltung
(Abb. 3-11 ).[67] Aus einem racemischen Precursor kann so in nur einem Schritt und bei einer
theoretischen Ausbeute von 100 % ein optisch aktives Produkt mit zwei stereogenen Zentren
gewonnen werden. In Abhingigkeit von der Substratstruktur und dem verwendeten Biokata-

lysator wird entweder das syn- oder das anti-konfigurierte Produkt im Uberschuf erhalten.

0 H O U
R OR" R N OR" R OR"
R’ .

Tnn

Rl
biokatalytische
Reduktion
OH O OH O
» J| theoretisch mégliche
R OR Ausbeute = 100% R OR"

j!lm

Abb. 3-11 Dynamische kinetische Racematspaltung von o-Alkyl-B-ketoestern durch biokatalytische Re-
duktion.

Diese Methode wurde bisher nur selten auf unsymmetrisch substituierte o-Alkyl-B-diketone
iibenragen.[68] Lediglich fiir einige wenige cyclische Vertreter konnen diesbeziiglich Beispiele

in der Literatur gefunden werden.[*”!

Der methylierte 8,5-Diketoester rac-30 kann durch Keto-Enol-Tautomerie ebenfalls racemi-
sieren. Es war daher von Interesse festzustellen, ob sich durch die enzymatische Reduktion
eine dynamische kinetische Racematspaltung realisieren 1d6t. Dazu wurde [3,0-Diketoester
rac-30 im préparativen Mafstab (2.5 mmol) mit recLBADH umgesetzt wie in den vorherge-

henden Beispielen beschrieben.
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ErwartungsgemiB wird auch dieser Diketoester durch recLBADH exklusiv in 8-Position re-
duziert. Hinweise auf die Bildung des B-Hydroxy-Regioisomers oder eines Doppelredukti-
onsprodukts konnten weder mit NMR noch mit GC-MS gefunden werden. Das Produkt
syn-(4S5,5R)-2d — ein neuer Polyketid-Baustein mit einer Propionat- und zwei Acetat-

Einheiten — wird dabei mit hoher Enantio- und Diastereoselektivitiit gebildet (Abb. 3-1 2).

o o o OH O O
a t

* t > Mewo Bu
A gy, —— Me

Me

rac-30 syn-(48,5R)-2d

ﬂ 99.2% ee, drg., = 35:1
Racemisierung durch [o] 12)5 =-4.2
Keto-Enol-Tautomerie

Abb. 3-12 Dynamische kinetische Racematspaltung durch enzymatische Reduktion mit recLBADH. —
a)rac-30 (20 mM, Emulsion), recLBADH (3.0 U-mL™), NADP (0.98 mM, 4.9 mol%),
2-Propanol (0.2 M), Puffer (pH 6.5), 25°C, 23 h.

Da die Ausbeute des syn-(4S,5R)-Stereoisomers nach Sdulenchromatographie deutlich iiber
50% liegt, verlduft die Reaktion nachweislich iiber eine dynamische kinetische Race-
matspaltung. Das Diastereomerenverhiltnis syn/anti des Rohprodukts betrug 33:1
( 13C-NMR-Analyse), d. h. durch die Chromatographie an Kieselgel kam es nicht zu einer nen-

nenswerten Anderung des Diastereomerenverhiltnisses.

Die Konfigurationszuordnung konnte durch einen Vergleich der analytischen Daten (NMR,
Drehwert) mit denen des Enantiomers syn-(4R,55)-2d verifiziert werden. Letzteres wurde auf
unabhingigem Wege aus dem Hydroxybutyrat syn-(2R,3S)-25 dargestellt (Abb. 3-13). Hy-
droxybutyrat syn-(2R,35)-25 wiederum ist durch bekannte Bickerhefe-Reduktion des kom-

merziell erhiltlichen B-Ketoesters rac-26 zuginglich.[”!

OLi

O O OH O (4.0 Ag.) OH O O
Me OEt Me™ Y~ TOEt ~ —40-0°C, THF Me™ Y O'Bu
Me Me (58%) Me
rac-26 syn-(2R,35)-25 syn-(4R,55)-2d
99.2% ee, drs., = 9:1 99.2% ee, drs., = 15:1
[o] SS =+6.5

Abb. 3-13 Synthese des §-Hydroxy-B-ketoesters syn-(4R,55)-2d. — a) S. cerevisiae, H,0O (36 %).
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Mit der gleichen Methode wurde das racemische syn-/anti-Diastereomerengemisch
rac-(4RS,5RS)-2d dargestellt. Die Reduktion des B-Ketoesters rac-26 erfolgte in diesem Fall
mit Natriumborhydrid (Abb. 3-14).7%* puyrch 13’C-NMR-Spektroskopie kann das anti-

konfigurierte Diastereomer der Verbindung 2d von dem syn-Diastereomer leicht unterschie-

den werden.
0O O OH O OH O O
a b
Me/u\é)LOEt " Me)\é)LOEt - Me}\{U\/U\OtBu
Me Me Me
rac-26 rac-(2RS,3RS)-25 rac-(4RS,5RS)-2d
dre.,=1:1 drg.q=1:1
Abb. 3-14 Synthese des &-Hydroxy-fB-ketoesters rac-(4RS,5RS)-2d (Diastereomerengemisch). —

a) NaBH,, EtOH, 0°C (83 %). — b) siche Abb. 3-13 (53 %).

Der Enantiomereniiberschuss des 8-Hydroxy-B-ketoesters syn-2d wurde nach Derivatisierung
zum o,B-ungesittigten d-Lacton syn-19d' durch CSP-HPLC bestimmt, wie im vorhergehen-
den Kapitel beschrieben (Abb. 3-15). Ausgehend von 3-Hydroxy-B-ketoester syn-(4S,5R)-2d
und syn-(4R,55)-2d wurden beide Enantiomere dieses Lactons selektiv synthetisiert, so dafl in
den Chromatogrammen die syn- und anti-konfigurierten Diastereomere eindeutig identifiziert
werden konnten. Das so bestimmte Diastereomerenverhiltnis drs., (33:1) stimmt mit dem fiir
die Ausgangsverbindung syn-(4S,5R)-2d durch BC-NMR-Spektroskopie ermittelten Wert gut

iiberein (drs., = 35:1, siehe oben).

(0]
OH O 0] OH OH O
a b O
o T o, — |
Mewo Bu Mewo Bu
Me Me Me
Me

syn-(45,5R)-2d syn-(5R,6R)-19d

99.2% ee, drs., = 33:1

Abb. 3-15 Synthese des o,B-ungesittigten d-Lactons syn-(5R,6R)-19d. — a) NaBH,, EtOH, 0°C (quant.).
— b) kat. TsOH, Toluol, A (73 %).

i

Der Ubersichtlichkeit halber wird hier fiir das Lacton 19d zur Kennzeichnung der relativen Konfiguration
der syn/anti-Deskriptor der acyclischen Vorlauferverbindung 2d iibernommen.



38

NAKATA et al. beschreiben die Verwendung des 8-Lactons syn-(SR,6R)-19d als Baustein in
der Totalsynthese des hoch toxischen Polyketids (+)-Pederin (Abb. 3-1 6).[71] Die in der vorlie-
genden Arbeit bestimmten NMR-Daten des 8-Lactons syn-19d sind in Ubereinstimmung mit

den Literaturdaten, wodurch die syn-Konfiguration zusitzlich bestitigt wird.

O
O OMe 0]
H e |
H OMe
OH OMe

: -(5R,6R)-1
OH syn-( )-19d

Pederin

Abb. 3-16 d-Lacton syn-(5R,6R)-19d als Baustein fiir (+)-Pederin.

Die NMR-Daten des diastereomeren §-Lactons anti-19d wurden dem racemischen Diaste-
reomerengemisch rac-(SRS,6RS)-19d entnommen, das auf der gleichen Route wie die

nichtracemischen Derivate erhalten wurde (Abb. 3-17).

O
OH O O OH OH O
a b 0
¢ —_— t E—— l
Me O'Bu Me OBu M
e
Me Me Me
rac-(4RS,5RS)-2d rac-(5RS,6RS)-19d
drg.q = 1:1

Abb. 3-17  Synthese des racemischen Diastereomerengemisches rac-(5RS,6RS)-19d. — a-b) siche Abb. 3-15.

Die Kopplungskonstante *J(H-5,H-6) des syn-Diastereomers (3.6 Hz) ist erwartungsgemif
kleiner als die entsprechende Kopplungskonstante des anti-Diastereomers (10.0 Hz, Abb.
3-18). Beide liegen in den von DAVIES-COLEMAN et al. fiir diese Verbindungsklasse angege-
benen Bereichen von 3-6 Hz fiir *J(H-5¢,,H-6) und 9-12 Hz fiir >J(H-5,,H-6).15"
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O, Hax
O_-—L-_ "
MeMe
H
3J=10.0 Hz

Abb. 3-18 Kopplungskonstanten >J(H-5,H-6) der diastereomeren 3-Lactone 19d.
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Fazit

Bei der beschriebenen enzymatischen Reduktion handelt es sich um das erste bekannte Bei-
spiel fiir eine Synthese optisch aktiver 8-Hydroxy-B-ketoester durch hoch regio- und enantio-
selektive Reduktion acyclischer B,8-Diketoester. Die Methode ist breit anwendbar und kann
bei geringem technischen Aufwand und unter milden Bedingungen in einem attraktiven Maf-
stab durchgefiihrt werden. Die Produkte werden dabei in exzellenter optischer Reinheit und

guter Ausbeute erhalten.

recLBADH ist in Form eines fiir die Synthese geeigneten Zellrohextrakts im Megaunit-
MaBstab zuginglich. Das Enzym ist iiberdies unter Synthesebedingungen robust und LBt sich
nach erfolgter Umsetzung durch Ultrafiltration effektiv recyclieren. Die Regenerierung des
reduzierten Coenzyms erfolgt durch enzymatische Oxidation von 2-Propanol, wobei kein
zweites Enzym in den Proze einbezogen werden muB. Okologisch bedenkliche Nebenpro-

dukte fallen bei der Synthese nicht an.

Die Umsetzung des chlorierten [3,8-Diketoesters 3q im 8 L- MaBstab widerlegt das hiufig
zitierte Argument, NADP(H)-abhiingige Reaktionen seien aus Kostengriinden nicht in der
préparativen Synthese einsetzbar. Tatséichlich liegt der durch das Coenzym verursachte Fi-
nanzbedarf mit DM 80.- im Rahmen der typischerweise bei einer Umsetzung dieser GroBen-

ordnung anzutreffenden Kosten fiir Laborchemikalien.!

Die Anwendungsbreite dieser enzymatischen Reaktion wird durch die dynamische kinetische
Racematspaltung des methylierten B,8-Diketoesters 30 und durch die Kompatibilitit des En-
zyms mit einem zweiphasigen Reaktionsmedium unterstrichen. Wie sich anhand der fiinfstel-
ligen maximalen Zykluszahl (TTN) zeigt, die bei der Reduktion des potentiell alkylierend
wirkenden B,d-Diketoesters 3q im Fed-Batch-Verfahren erzielt wurde, wird die Enzymakti-

vitit auch durch reaktive Substrate und hohe 2-Propanol-Konzentrationen nicht beeintrichtigt.

! NADP-4 H>0O wurde im 100 g-MaBstab fiir 40 DM-g™* bezogen (APPLICHEM).



41

3.2 Ganzzelltransformationen mit Lactobacillus spec.

Einleitung

Obwohl sich das fiir die recLBADH-Reduktion bendtigte Coenzym NADP(H) effektiv rege-
nerieren und deshalb in katalytischen Mengen einsetzen ld6t, wire es unter wirtschaftlichen
Gesichtspunkten vorteilhaft, wenn dieses Additiv vollig umgangen werden konnte. Es sollte
daher gepriift werden, ob die Reduktion des chlorierten B,3-Diketoesters 3q auch mit intakten
Zellen von Lactobacillus spec. mdglich ist. Dieses Bakterium fand bisher nur vergleichsweise
selten Anwendung im Sinne einer Ganzzelltransformation prochiraler Ketone. ARAGOZZINI et
al. beschreiben die enantioselektive Reduktion von [-Ketoestern mit Lactobacillus spec.,
TIDSWELL et al. die Reduktion von Sulcaton mit L. brevis.’” In einer aktuellen Arbeit wird
die Reduktion von 2,5-Hexandion mit L. kefir untersucht.”? Das reduzierte Coenzym wird
bei diesen Umsetzungen zellintern bereitgestellt und durch Metabolisierung einer Kohlen-

stoffquelle regeneriert.

Eigene Ergebnisse und Diskussion

Reduktion des chlorierten [,5-Diketoesters 3q

Der chlorierte B,d-Diketoester 3q wurde in Anwesenheit von Glucose mit ganzen Zellen von
L. kefir umgesetzt und die Reaktion durch GC-MS verfolgt. Uberraschenderweise zeigte sich,
daB nach anfinglich regioselektiver Reduktion der 6-Ketogruppe auch die -Ketogruppe an-
gegriffen wird. Durch vorzeitigen Abbruch der Reaktion wurde ein Gemisch aus §-Hydroxy-
B-ketoester (S)-2¢ und B,d-Dihydroxyester syn-(3R,55)-27 erhalten (GC-MS-Analyse). Das
Doppelreduktionsprodukt syn-(3R,55)-27 wird bei dieser Umsetzung mit hoher Enantio- und
Diastereoselektivitit gebildet (Abb. 3-19).

O O O a OH O (o] a OH OH O
OtBu CI OtBu OtBU
3q (S)-2¢ syn-(3R,55)-27
99.4% ee (C-5)
drs.o = 135:1
Abb. 3-19 Reduktion des ,8-Diketoesters 3q mit L. kefir (intakte Zellen). — a) L. kefir, Glucose, Puffer

(pH 5.5).
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Die Zuordnung der relativen Konfiguration fiir B,8-Dihydroxyester syn-(3R,55)-27 erfolgt
anhand der diagnostischen '>C-Kernresonanzen der Carbinol-Kohlenstoffatome C-3 und C-5
(8 = 68.4 ppm bzw. 71.6 ppm; siche Kapitel 4, Seite 64). Natriumborhydrid-Reduktion des
Produktgemisches und anschlieBende Lactonisierung/Dehydratisierung ergaben das o, 3-unge-
séttigte 0-Lacton (S)-19¢ (Abb. 3-20), dessen Enantiomereniiberschu durch CSP-HPLC be-
stimmt wurde, wie in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben. Uber die Retentionszeit

konnte die erwartete (S)-Konfiguration bestitigt werden.

OH O O
Cl
O'Bu o
(S)-2¢
a, b . o |
+ - cl
OH OH O
cl (S)-19¢
O'Bu 99.4% ee
syn-(3R,55)-27
Abb. 3-20 Uberfiihrung des Produktgemisches der L. kefir-Ganzzelltransformation in das o,B-ungesittigte

d-Lacton (5)-19¢. — a) NaBH,, EtOH, 0°C. — b) kat. TsOH, Toluol, A.

In zwei Patentanmeldungen wird die mikrobiologische diastereoselektive Reduktion von
6-Hydroxy-B-ketoestern — unter anderem von (S)-2¢ — beansprucht.!** ™ Lacrobacillus spec.

wird in der Reihe der dort verwendeten Mikroorganismen nicht aufgefiihrt.

Der chlorierte 8-Hydroxy-B-ketoester (S)-2c ist hinsichtlich einer Reduktion der B-Keto-
gruppe kein Substrat fiir recLBADH (siehe Seite 26). Aufgrund der ausgeprigten Homologie
mit LKADH und der dementsprechend iibereinstimmenden Substratspektren beider Enzyme
ist daher die Annahme berechtigt, daB8 der zweite Reduktionsschritt hier durch eine bisher
unbekannte (R)-selektive L. kefir- bzw. L. brevis-Alkoholdehydrogenase katalysiert wird.
Diese hypothetische "zweite" Alkoholdehydrogenase ist derzeit Gegenstand weiterer Unter-
suchungen am Institut fiir Enzymtechnologie der Universitit Diisseldorf.'”! Die Anwendung
von Lactobacillus spec. fiir die Ganzzelltransformation des chlorierten B,3-Diketoesters 3q im

technischen MaBstab wird ebenfalls in einer weiterfiihrenden Arbeit untersucht.!”®
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Reduktion des Benzyloxy-substituierten &Hydroxy-B-ketoesteré (S)-28

Im Rahmen einer Industriekooperation wurde die Umsetzung des Benzyloxy-substituierten
0-Hydroxy-B-ketoesters (5)-28 mit Zellen von L. brevis untersucht. Der exakte Enantiome-
reniiberschufl der zur Verfiigung gestellten Charge war nicht bekannt, lag aber nach Aussage
des Kooperationspartners bei iiber 90 % ee. Wie die GC-MS-Analyse des Produkts ergab,
reduziert L. brevis dieses Substrat diastereoselektiv zum entsprechenden [3,0-Dihydroxyester
syn-(3R,55)-29 (Abb. 3-21). Die Reduktion von 8-Hydroxy-B-ketoestern mit L. brevis (bzw.
L. kefir) ist somit nicht auf den chlorierten 8-Hydroxy-p-ketoester (S)-2¢ beschrinkt.

w L. brevis, Glucose, HoO w
Bno OBu  (73%, GC-MS) B0 O'Bu
(S5)-28 syn-(3R,55)-29
>90% ee dre.q = 20:1
Abb. 3-21 Reduktion des Hydroxyketoesters (5)-28 mit L. brevis (intakte Zellen).

Durch einen Vergleich mit einer authentischen Probe, die ebenfalls vom Kooperationspartner
zur Verfiigung gestellt wurde, konnte die relative syn-Konfiguration bestitigt werden. Die
Zuordnung der absoluten Konfiguration erfolgt hier mit Vorbehalt, da das Produkt diesbeziig-
lich nicht charakterisiert wurde. Andererseits ist eine Racemisierung oder Konfigurationsum-
kehr an C-5 wenig wahrscheinlich, so dal der Strukturvorschlag mit der beobachteten

syn-Selektivitit im Einklang ist.

Der Anteil des diastereomeren Produkts anti-29 deckt sich mit dem Anteil des (R)-
Enantiomers am Substrat (5)-28. Dies kann als Hinweis darauf verstanden werden, da die
Reduktion der B-Ketogruppe unter hoher Stereokontrolle des Biokatalysators verlauft (d. h.
unabhingig vom bereits vorhandenen stereogenen Zentrum), und die Bildung des Diastereo-
mers anti-29 hauptsichlich auf die (R)-selektive Reduktion des ebenfalls als Substrat akzep-

tierten UnterschuBenantiomers (R)-28 zuriickzufiihren ist.



3.3 Ganzzelltransformationen mit Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae)

Einleitung

Der mit Abstand am héufigsten genutzte Mikroorganismus fiir die mikrobiologische enantio-
selektive Reduktion von Ketonen ist Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae).[3 85.3%.77) Djese
Hefe ist zu einem konkurrenzlos giinstigen Preis im groBen MaBstab zugénglich, und die An-
wendung erfordert keine besonderen mikrobiologischen Techniken. Bickerhefe produziert
eine groBe Anzahl NAD(P)(H)-abhingiger Alkoholdehydrogenasen und Carbonylreduktasen,
die in der Summe ein breites Substratspektrum abdecken.[”® Die Wahrscheinlichkeit, daB ein
gegebenes Keton von einem dieser Enzyme als Substrat akzeptiert wird, ist dementsprechend
hoch. Auf einen Zusatz von Coenzymen kann bei priparativen Umsetzungen verzichtet wer-
den, da diese Substanzen von der Hefe zellintern zur Verfiigung gestellt und durch Metaboli-
sierung von Kohlenstoffquellen regeneriert werden. Die "Bickerhefe-Reduktion” eines pro-
chiralen Ketons gehort somit zu den seltenen Fillen einer enantioselektiven Synthese, deren
Reagenzien in einem Lebensmittelgeschiift erworben werden kénnen. In einer kiirzlich versf-
fentlichten Arbeit berichten CROCQ et al. iiber eine hoch chemo-, regio-, und stereoselektive
Ketonreduktion mit Bickerhefe im industriellen MaBstab (Trimegeston-Synthese, ROUSSEL

UcLAF).[™]

Wie die in Kapitel 1.2 vorgestellte Bickerhefe-Reduktion acyclischer B.0-Diketoester bei-
spielhaft verdeutlicht, wird die Enzymvielfalt und der Vorteil der zellinternen Coenzym-
Regenerierung nicht selten auf Kosten der Selektivitit erkauft. UKO et al. erhielten bei dieser
Reaktion Gemische der regioisomeren Hydroxyketoester, wobei der ee-Wert in Abhingigkeit
von der Substratstruktur variiert (Abb. -8, Seite 6).!'®! Interessanterweise werden die mit den
B,8-Diketoestern strukturverwandten Alkan-2,4-dione 30 demgegeniiber von Bickerhefe ex-

klusiv in Position C-2 reduziert (Abb. 3-22). Die Hydroxyketone (S5)-31 fallen dabei mit ho-

hem ee-Wert an.[%5% 801
T 7 Béckerhef oH 9
M r oenele . A Mk
(18-62%)
30 (9)-31
R = H, Alkyl (C4-C5) 94 - >99% ee

Abb. 3-22 Regio- und enantioselektive Reduktion der Alkan-2,4-dione 30 mit Bickerhefe.
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Bei Einfiihrung eines o'-Chlor-Substituenten (32) bleibt die Regioselektivitiit erhalten, wie
von CUI et al. gezeigt wurde.”"! Im Gegensatz zu den vorhergehenden Beispielen ist die En-
antioselektivitit und die Konfiguration der Produkte 33 in diesem Fall stark abhingig von der

Natur des Alkylrests R (Abb. 3-23).

R | H Me Et"Pr "Bu
O O Backerhef OH O
acKerneie * [
- |\\//1\\/JL\V/ ee(%)| 29 14 6 39 58
o AR aaiy ~ © R o)) 20 1 ;
2 s ont. | (9 (A (5 (A (A
R =H, Alkyl (C4-C,)
Abb. 3-23 Regio- und enantioselektive Reduktion von 1-Chloralkan-2,4-dionen mit Béckerhefe.

Der Chlor-Substituent hat einen deutlich beschleunigenden Effekt auf die Reaktionsge-
schwindigkeit. So werden die chlorierten Alkan-2,4-dione 32 bei vergleichbarem Hefe/Sub-
strat-Verhiltnis innerhalb kiirzester Zeit komplett umgesetzt (60-150 min), wihrend fiir die
vollstindige Reduktion der unchlorierten Derivate 30 Reaktionszeiten von drei bis sechs Ta-
gen notwendig sind.®” Dieses Phiinomen kann auch bei der Bickerhefe-Reduktion anderer

o-Chlorketone beobachtet werden. s

Es sollte die Frage geklirt werden, ob es bei der Umsetzung des 3,3-Diketoesters 3q mit Bik-
kerhefe unter dem EinfluB des Chlor-Substituenten zu einer regioselektiven Reduktion der
d-Ketogruppe kommt. Aufgrund der von UKO et al. beobachteten (S)-Selektivitit bei der Re-
duktion in &-Position (Abb. 1-8, Seite 6) und der von CUI et al. beobachteten (R)-Selektivitit
bei der Reduktion langkettiger Alkan-2,4-dione 32 (Abb. 3-23) wurde fiir das potentielle Pro-
dukt 2¢ ebenfalls eine (R)-Konfiguration erwartet (Abb. 3-24).

o 0 o1 OH O
CI\/U\/”\/R Backerhefe (CUI et al.)l®!] CI\/E\)I\/R
R= "Pr, "Bu (R)
o] O O OH O O :
/U\/IJ\/U\ Backerhefe (UKO etal)l'® /\/U\)L (+ Regio-
OR OR isomer)
R = Alkyl (S)
C|\/[(j)\/|oj\/?j\ Béckerhefe _ C‘\/?i)?\/ﬁ\
O'Bu 2 O'Bu
3q ' (R)-2¢
Abb. 3-24 Erwarteter stereochemischer Verlauf der Bickerhefe-Reduktion des chlorierten P,d-Diketo-

esters 3q.
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Fiir eine zellfreie enzymatische Synthese des 8-Hydroxy-B-ketoesters (R)-2¢ konnte bei dem
in Kapitel 3.1 beschriebenen Enzym-Screening keine geeignete Alkoholdehydrogenase ge-

funden werden.

Eigene Ergebnisse und Diskussion

Reduktion mit Feuchtzellmasse ("'Frischhefe") in wiiBriger Suspension

In einem analytischen Reaktionsansatz (80 wmol, 20 mM) wurde die Reduktion des chlorier-
ten B,8-Diketoesters 3q mit handelsiiblicher Frischhefe untersucht ("Vital Gold", DEUTSCHE
HEFEWERKE GmbH, Saccharose als Kohlenstoffquelle). Als Hauptprodukt wurde der
8-Hydroxy-B-ketoester (R)-2¢ erhalten (Abb. 3-25).

@) O 0] a) QH 0 (@)
Cl\/u\/u\/u\ ¢ > Cl\/_\)]\/u\ t
O'Bu (52%, GC-MS) OBu
3q (R)-2¢
41% ee
Abb. 3-25 Reduktion des ,8-Diketoesters 3q mit Frischhefe (S. cerevisiae) in Anwesenheit von Saccha-

rose. — a) 3q (20 mM), Frischhefe (12 g/ mmol 3q), Saccharose (200 g-L‘l), H,0, 26 h, RT.

Die Doppelreduktionsprodukte syn/anti-27 und das B-Hydroxy-8-keto-Regioisomer 34 wer-
den bei dieser Reaktion nur in Spuren gebildet. Nicht umgesetztes Edukt reagiert durch intra-

molekulare Alkylierung nahezu vollstéindig zum Furanon 18 ab (Abb. 3-26).

0]
O OH OH O O OH O
\ t CI\)\/*l\/U\ t CI\/”\/*l\/u\ t
9] OBu OBu OBu
18 syn/anti-27 34
43% (GC-MS) drs.a=1:1 2% (GC-MS)
3% (GC-MS)
Abb. 3-26 Nebenprodukte der Reduktion des ,5-Diketoesters 3q mit Frischhefe (S. cerevisiae) in Anwe-

senheit von Saccharose.

Die Analyse der Produktzusammensetzung erfolgte gaschromatographisch (GC-MS) nach
Dichlormethan-Extraktion und Derivatisierung mit Trifluoressigsdureanhydrid. Leicht enoli-

sierbare Ketogruppen werden durch diese Derivatisierungsprozedur ebenfalls acyliert, was im
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Fall der Verbindungen 3q und 2c¢ zur Bildung von Z/E-Isomeren fiihrt. Anhand der Massen-
spektren konnen die Signale jedoch zweifelsfrei zugeordnet und summiert werden. Der Enan-
tiomereniiberschufl und die Konfiguration des Hauptprodukts (R)-2c wurden nach Derivatisie-

rung zum d-Lacton (R)-20 mittels CSP-HPLC bestimmt, wie auf Seite 32 beschrieben.

Die Regioselektivitit dieser Hefe-Reduktion ist unerwartet hoch. Eine rdumliche Abschir-
mung der B-Ketogruppe durch die sperrige tert-Butylgruppe kann hierfiir nicht verantwortlich
gemacht werden, da nach UKO et al. auch der fert-Butylester 3j — ebenso wie die anderen von
dieser Arbeitsgruppe untersuchten 3,5-Dioxohexansiureester — bevorzugt in -Position redu-
ziert wird.'® In einem Kontrollexperiment konnte auBerdem gezeigt werden, daB dies auch

fiir den B,0-Diketoester 31 gilt (GC-MS-Analyse; Abb. 3-27).

(UKO et al.)
+
O'Bu O'Bu O'Bu
3j 60% ee (S)-2a
M >98% ee
1.8:1.0
O O O . O OH O OH O O
\)J\/u\/u\ _—’BaCkerhefe \)J\)k/u\ + \)wL
O'Bu O'Bu O'Bu
3l 2b
-——
1.3:1.0
(Konf. und ee nicht bestimmt)
Abb. 3-27 Reduktion von 3,5-Dioxocarbonséure-zers-butylestern mit Bickerhefe.

Die hohe Regioselektivitit im Fall des B,8-Diketoesters 3q ist somit auf einen EinfluB des
Chlor-Substituenten zuriickzufiihren. Neben einer potentiellen Steigerung der Carbonylakti-
vitit in 8-Position, die den Hydridtransfer zu dieser Ketogruppe erleichtern sollte, 148t sich als
Ursache eine substitutionsbedingte Anderung der Affinitit des [B,5-Diketoester-Substrats zu
den an der Reduktion beteiligten Enzymen diskutieren. Moglich ist auch eine selektive Inhi-
bierung der unerwiinschten Enzymaktivitit durch das Substrat 3q, das als o-Chlorketon ein
gewisses Alkylierungspotential aufweist. Fiir eine experimentelle Aufklérung wire die Isolie-

rung und Charakterisierung aller an der Reduktion beteiligten Enzyme nowendig.

Der unbefriedigende ee-Wert des Produkts (R)-2¢ (41 % ee) weist darauf hin, dal das Substrat
3q sowohl von (R)- als auch von (§)-selektiven Alkoholdehydrogenasen bzw. Carbonylre-
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duktasen der Bickerhefe akzeptiert wird. Da dies ein hiufig auftretendes Problem bei der en-
antioselektiven Ketonreduktion mit Béckerhefe ist, wurden in der Vergangenheit verschiede-
ne Techniken entwickelt, mit denen sich der stereochemische Verlauf dieser Reaktion beein-
flussen 1aBt.”" "8 Mit diesen MaBnahmen wird entweder direkt in das Enzym- und/oder
Coenzymangebot der Zelle eingegriffen, oder es werden die unterschiedlichen Kinetiken der
beteiligten Enzyme ausgenutzt. Letzteres 148t sich unter anderem durch eine Kontrolle der
Substratkonzentration realisieren. So konnte beispielsweise bei der Bickerhefe-Reduktion der
chlorierten Alkan-2,4-dione 32 gezeigt werden, daB die (R)-Selektivitit mit Verringerung der
Substratkonzentration zunimmt.®!! Diese Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit als
Ausgangspunkt fiir eine ausfiihrliche Optimierung der Reduktion des B,6-Diketoesters 3q
gewihlt.
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Reduktion mit Feuchtzellmasse in einem Zweiphasensystem

Um die Produktivitit der Reaktion nicht durch eine hohe Verdiinnung zu begrenzen, erfolgte
die Kontrolle der Substratkonzentration iiber eine Verteilung in einem Zweiphasensystem
(Alkan/Wasser). Die Hefezellen sind bei diesem System in der wéBrigen Phase lokalisiert.
Auf einen Einsatz von Saccharose oder Glucose als Kohlenstoffquelle wurde verzichtet, da
beobachtet wurde, daf3 die Fermentation dieser Kohlenhydrate in Anwesenheit des
B,5-Diketoesters 3q ausbleibt (keine CO,-Bildung) und ohne Zuckerzusatz ein héherer Um-
satz erzielt wird (Tab. 3-4, Nr. 1; vgl. Abb. 3-25, Seite 46). Es ist bekannt, daB S. cerevisiae
auch ohne externe Kohlenstoffquelle iiber einen begrenzten Zeitraum reduziertes Coenzym
regenerieren kann.”®* % Bei allen im Folgenden beschriebenen Umsetzungen wurde durch
die Verwendung eines Wattebausches oder eines perforierten GefdBverschlusses Sauerstoff-

zutritt zum Reaktionsgemisch ermoglicht.

Tab. 3-4 Reduktion des B,5-Diketoesters 3q (40-80 umol) mit Frischhefe in einem Zweiphasensystem
(Bickerhefe, 12 g/ mmol 3q, ohne externe Kohlenstoffquelle).

Nr. cBq)™ wW:AM Alkan t (R)-2¢™ ee'!
(mM) (v/v) (h) (%) (%)

1 20 100:0 - 24 72 48
2 18 90:10 nCs 22 76 63
3 18 50:50 nCs 22 45 73
4 18 25:75 nCg 22 38 78
5 17 86:14 iCq 14421 69 68
6 18 90:10 iCs 24 75 61
7 18 90:10 nC, 22 71 61

[a] Berechnet fiir Gesamtvolumen. — [b] VE-Wasser/Alkan. — [c] Umsatz (GC-MS-Analyse). — [d] CSP-
HPLC-Analyse nach Lactonisierung mit TFA. — [e] Endkonzentration. — [f] 14 h Feed.

Bei der Reduktion des [,0-Diketoesters 3q in dem Zweiphasensystem n-Hexan/Wasser
kommt es zu einer deutlichen Verbesserung der Enantioselektivitit (Nr. 2-4). Da der ee-Wert
mit zunehmendem Anteil der organischen Phase steigt, ist ein Effekt durch eine verteilungs-
bedingte Verringerung der Substratkonzentration in der wiBrigen Phase wahrscheinlich. Die-
se Annahme wird durch die Beobachtung unterstiitzt, da der Anteil des Furanons 18 am
nicht umgesetzten Substrat, das ausschlielich in der wéBrigen Phase cyclisiert, von 100 % im
rein wélrigen System (Nr. 1) auf bis zu 16 % im Zweiphasensystem zuriickgedringt wird

(Nr.4, GC-MS-Analyse). Nachteilig wirkt sich die Abnahme des Umsatzes in Gegenwart
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groBerer Mengen n-Hexan aus (Nr. 3-4). Bei Limitierung der Substratkonzentration durch
kontinuierliche Zugabe einer Losung des Substrats 3q in iso-Hexan wird gegeniiber dem rein
wiBrigen System ebenfalls eine deutliche Steigerung des ee-Werts erzielt (Nr. 5). Die Natur

des Alkans hat keinen nenenswerten Einfluf auf die Enantioselektivitit (Nr. 6-7).
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Reduktion mit immobilisierter Feuchtzellmasse und EinfluB von Inhibitoren

Durch eine Immobilisierung der Hefe in Calciumalginat® sollte der schidliche EinfluB der
organischen Phase auf die Zellen verhindert und somit der Umsatz gesteigert werden. Wie
sich herausstellte, bringt dieser Ansatz keine signifikanten Vorteile (Tab. 3-5, Nr. 1-3). Die
Anwendung von Saccharose und D-(+)-Gluconolacton zur Unterstiitzung der zellinternen Co-
enzym-Regenerierung resultiert nicht in einem héheren Umsatz; stattdessen wird ein gegen-
teiliger Effekt beobachtet (Nr. 4-5). Eine Wiederverwendung der abfiltrierten und gewasche-
nen Immobilisate fiir die Reduktion des ,0-Diketoesters 3q war trotz mehrstiindiger Regene-
rierung in Glucose-Losung — bei der keine CO,-Bildung beobachtet werden konnte — nicht
moglich (<10 % Umsatz). Dies deutet auf eine irreversible Schiidigung essentieller Enzymak-
tivitdt durch das Substrat 3q hin.

Tab. 3-5 Reduktion des B,5-Diketoesters 3q (0.25-0.5 mmol) mit immobilisierter Frischhefe [Bickerhefe,
12 g/ mmol 3q; 30 % Feuchtzellmasse in Alginat-Perlen (1-3 mm Durchmesser)].

Nr. c(3@® W:A®  Alkan Additiv P t (R)2cY e
(mM) (v/v) (gL (h) (h) (%) (%)

1 20 100:0 -- -- -- 6.5 74 49
2 18 90:10 iCq -- -- 29 84 61
3 20 0:100 iCq -- -- 78 40 75
4 20 100:0 -- Gluconolacton (20) 2 22 49 59
5 18 90:10 iCg Saccharose (100) 0.5 29 66 57
6 18 90:10 iCg CICH,COOMe (0.7) 1 15 50 66
7 18 90:10 iCg CICH,COOH (0.7) 1 15 40 72
8 18 90:10 iCs Crotonséure (3.0) 1 15 53 69
9 18 90:10 iC¢ Allylbromid (4.0) 3 15 47 57

[a-b] Siehe Tab. 3-4. — [c] Inkubationszeit vor Substratzugabe. — [d] Umsatz (GC-MS-Analyse). — [e] CSP-
HPLC-Analyse nach Lactonisierung mit TFA.

Mit der immobilisierten Hefe wurde der Einflu von Additiven untersucht, fiir die eine ge-
zielte Inhibierung (R)-selektiver Alkoholdehydrogenasen von S. cerevisiaein der Literatur
beschrieben ist (B-Ketoester-Reduktion; Deskriptorwechsel beachten).® Durch Zusatz von
Chloressigsidure, Chloressigsduremethylester und Crotonsiure kann eine leichte Erhhung der
Enantioselektivitit erzielt werden, allerdings kommt es dabei zu deutlichen Umsatzeinbuflen
(Nr. 6-8). Die Anwendung von Allylbromid ergibt einen schlechteren ee-Wert und wirkt sich

iiberdies negativ auf den Umsatz aus (Nr. 9).



52

Bei der letztgenannten Reaktion wurden 22 % eines Nebenprodukts gebildet, dem anhand der
GC-MS-Analyse die Struktur 35 zugeordnet wurde (Abb. 3-28). Dieses Furanon lieB sich bei

allen anderen Ansitzen allenfalls in Spuren nachweisen.

Béckerhefe (0]
Q Q Q [+ Allylbromid] \ O
CI\/U\/U\/IL -
O'Bu H,O o O'Bu
3q 35
: A
E CH5;CHO ' _HCI
\ :
O O O O O
H]
Ch A A A g | oo M. cl .
| OBu | - > 0'Bu
Abb. 3-28 Nebenreaktion bei der Bickerhefe-Reduktion des [B,3-Diketoesters 3q in Gegenwart von Allyl-
bromid.

Vermutlich kommt es in Gegenwart von Allylbromid zu einer zellinternen Anreicherung von
Acetaldehyd, welcher mit dem C-H-aciden Substrat 3q im Sinne einer Knoevenagel-Reaktion
kondensiert. Die Doppelbindung wird anschlieBend von der Hefe reduziert, und der so alky-
lierte [3,0-Diketoester cyclisiert zum Furanon 35 (Abb. 3-28). Sowohl die Bickerhefe-
Reduktion o,[3-ungesittigter Carbonylverbindungen als auch die Kondensation von Acetalde-
hyd mit (cyclischen) B-Diketonen bei versuchter Reduktion mit Bickerhefe sind be-
kannt.”*> 77 Dje abgebildete Alkylierungs-Sequenz (bis zur Cyclisierung) konnte auch bei der

Biickerhefe-Reduktion von a-Cyanoketonen als Nebenreaktion beobachtet werden.®”?
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Reduktion mit lyophilisierter Bickerhefe (''Trockenhefe'')

Lyophilisierte Mikroorganismen haben gegeniiber Feuchtzell-Priparationen den praktischen
Vorteil, da3 sie ohne Aufwand iiber lange Zeitrdume gelagert und leichter gehandhabt werden
konnen. Mehrere Arbeitsgruppen beschreiben aulerdem eine Steigerung der Enantioselekti-
vitit bei der Reduktion von [B-Ketoestern mit minimal rehydratisierter Trockenhefe in organi-

schen Ltisungsmitteln.[sg]

Im Vergleich zur Reduktion des B,0-Diketoesters 3q mit Frischhefe ergibt eine handelsiibli-
che Trockenhefe ("Windhager", BIO-ZENTRALE GmbH) hohere ee-Werte fiir das Produkt (R)-
2¢, auch bei verlingerter Rehydratisierungszeit vor Substratzugabe (Tab. 3-6, Nr. 1-3). Eine
Verbesserung des Umsatzes kann nicht beobachtet werden, wobei die angewendeten He-
fe/Substrat-Verhiltnisse von 5 g/mmol 3q (Trockenhefe) bzw. 12 g/mmol 3q (Frischhefe)

gemil Herstellerangaben vergleichbar sind.

Tab. 3-6 Reduktion des §,3-Diketoesters 3q (40-80 pmol) mit Trockenhefe (Bickerhefe).

Nr. @)™ H:S® W:HY W:inC Additiv MYt (B2 eel®
(mM) (v/v) (gL™ h  Gh (% (%)

1 20 5 10 100:0 - -- 19 79 69

2 20 5 10 100:0 - 2 19 73 74

3 20 5 10 100:0 - 4 19 72 71

4 20 5 10 100:0 Glucose (100) 2 19 63 74

5 20 10 5 100:0 - -- 19 90 (8) 89

[a] Siehe Tab. 3-4. — [b] Hefe/Substrat-Verhiltnis (g/ mmol 3q). — [c] Wasser/Hefe-Verhiltnis (mL /g Trok-
kenhefe). — [d] Wasser/n-Hexan. — [e] Inkubationszeit vor Substratzugabe. — [f] Umsatz (GC-MS-Analyse);
Wert in Klammemn: B,8-Dihydroxyester syn/anti-27 (drs, = 1:1). — [g] CSP-HPLC-Analyse nach Lactonisie-
rung mit TFA.

Da der Zusatz einer externen Kohlenstoffquelle ebenfalls keinen héheren Umsatz ergibt (Tab.
3-6, Nr. 4), wurde das Hefe/Substrat-Verhiltnis verdoppelt. Neben der erwarteten Erhthung
des Umsatzes, der unter diesen Bedingungen quantitativ ist (2 % Furanon 18), kommt es zu
einer deutlichen Steigerung des ee-Werts auf 89 % (Nr. 5). Ein Effekt des Hefe/Substrat-
Verhiltnisses auf die Enantioselektivitit der Ketonreduktion wurde bisher nur selten in der
Literatur beschrieben.!®* *) Nachteilig wirkt sich der erhohte Anteil des Doppelreduktions-

produkts syn/anti-27 aus.
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Durch Anwendung des Zweiphasensystems n-Hexan/Wasser kann der ee-Wert nicht weiter
erhoht werden (Tab. 3-7, Nr. 1-4), was im Widerspruch zu den Beobachtungen steht, die bei
den entsprechenden Umsetzungen mit Frischhefe gemacht wurden. Die Ergebnisse zeigen
auBerdem, daB die Trockenhefe fiir eine Aktivierung der maximalen Reduktionskapazitit
(d.h. fiir die Erzielung eines maximalen Umsatzes) mit wenigstens 2.5 mL Wasser pro
Gramm Trockenhefe rehydratisiert werden muB (vgl. Umsatz Nr. 1-2 mit Umsatz Nr. 3-4).
Das Wasser/Hefeverhiltnis (2.5 mL-g™') wurde daher ebenso wie das Hefe/Substratverhiltnis
(10 gmmol™) bei den weiteren Versuchen konstant gehalten. Da das Verhiltnis n-Hex-
an/Wasser unter diesen Voraussetzungen nicht mehr beliebig variiert werden kann, muBte fiir
eine weitergehende Untersuchung des Einflusses der Substratkonzentration die eingesetzte
Substrat- und Hefemenge bei konstantem Gesamtvolumen des Ansatzes verringert bzw. das
Volumen der Hexan-Phase bei konstanter Substrat- und Hefemenge vergroBert werden. Diese
MaBnahme sollte auBerdem eine potentielle Extraktion des Substrats 3q durch Adsorption an
der Biomasse kompensieren. Tatséchlich 148t sich so die Enantioselektivitit weiter erhchen,
allerdings kommt es trotz konstantem Hefe/Substratverhiltnis erneut zu einem Absinken des

Umsatzes (Nr. 5-6).

Tab. 3-7 Reduktion des PB,3-Diketoesters 3q (40-80 pmol) mit Trockenhefe (Bickerhefe) in einem
Zweiphasensystem.
Nr. c(3q® H:S® W:HY wW:inC Additiv ot (R)2T el
(mM) (v/v) (gL™) hy () (%) (%)
1 20 10 4.5 90:10 - - 19  89(8) 80
2 20 10 25 50:50 - - 21 89(10) 89
3 20 10 1.8 35:65 -- - 19 784 88
4 20 10 1.0 20:80 - - 21 72 88
5 10 10 2.5 25:75 - - 19 67 92.0
6 5 10 2.5 13:87 - - 19 62 93.0
7 20 10 2.5 50:50 Crotonsiure (3.0) - 21 92(6) 90.0
8 20 10 2.5 50:50 Crotonsiure (3.0) 1 19 90 90.0
9 20 10 2.5 50:50 Crotonsiure (3.0) 2 24 90 89
10 20 10 2.5 50:50 Crotonsiure (4.5) 1 18 80 90.0
11 20 10 25 50:50 Crotonsiure (6.0) 1 18 74 90.5
12 20 10 2.5 50:50 CICH,COOH (0.7) 1 24 77 89

[a-g] Siehe Tab. 3-6.
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Es wurde daher versucht, nicht iiber die Substratkonzentration, sondern durch Anwendung
von Inhibitoren eine Steigerung der Enantioselektivitit zu erzielen. Ein Zusatz von Croton-
sdure und Chloressigsdure ergibt diesbeziiglich jedoch keine nennenswerte Verbesserung
(Tab. 3-7, Nr. 7-12). Wie schon bei den Umsetzungen mit immobilisierter Frischhefe beob-

achtet wurde, wirken sich diese Additive aulerdem negativ auf den Umsatz aus.

Die Reduktion des B,3-Diketoesters 3q mit Trockenhefen anderer Anbieter resultiert allge-
mein in niedrigerer Enantioselektivitit und geringerem Umsatz (7ab. 3-8, Nr. 1-6). Auffillig
ist der hohe Anteil des Doppelreduktionsprodukts syn/anti-27 bei Verwendung des Lyophili-
sats der Firma ICN (Nr. 5-6).

Tab. 3-8 Reduktion des B,8-Diketoesters 3q (40pmol, 20 mM) mit Trockenhefe (S. cerevisiae).

Nr. Hefe H:s®™ W:H™ WG t (R)-2c ee™
(gmmol™) (mL-g™) (v/v) (h) (%) (%)

1 _ 5 10 100:0 19 52 51

2 Sigma 10 2.5 50:50 19 84 (11) 72

3 (Type2) 10 1.0 20:80 19 72.(7) 77

4 5 10 100:0 22 69 44

5 N 10 2.5 50:50 2 69 (30) 78

g (driedactive’) 10 1.0 20:80 2 70 (17) 78

[a] Hefe/Substrat-Verhdltnis (g/ mmol 3q). — [b] Wasser/Hefe-Verhiltnis (mL /g Trockenhefe). — [¢] Was-
ser/n-Hexan. — [d] Umsatz (GC-MS-Analyse); Werte in Klammern: B,8-Dihydroxyester syn/anti-27 (dr,, =
1:1). — [e] CSP-HPLC-Analyse nach Lactonisierung mit TFA.

Zusammenfassend 14Bt sich feststellen, daB bei der Reduktion des [,6-Diketoesters 3q mit
Trockenhefe die Anwendung des Zweiphasensystems n-Hexan/Wasser gegeniiber dem rein
wiBrigen Medium keinen praktischen Vorteil bringt. Zwar kann die Enantioselektivitit durch
Verringerung der Substratkonzentration von 89 % auf 93 % ee gesteigert werden, jedoch wird
dieser Vorteil unter praktischen Gesichtspunkten durch die Verringerung der Produktivitit
tiberkompensiert.

Die Substratkonzentration wurde daher in einer weiteren Versuchsreihe nicht durch eine Ver-
teilung in einem Zweiphasensystem, sondern durch eine Dosierstrategie kontrolliert. Dazu
wurde das Substrat 3q iiber einen Zeitraum von sechs Stunden in 24 Einzelportionen zu einer
wiBrigen Zellsuspension pipettiert. Mit dieser Methode gelingt es, bei quantitativem Umsatz

einen ee-Wert von 92 % zu erzielen (Tab. 3-9, Nr. 1).
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Tab. 3-9 Reduktion des B,8-Diketoesters 3q (0.25 mmol, kontinuierliche Dosierung) mit Trockenhefe
(S. cerevisiae).
Nr. c¢(Bq®  H:SM W:H  winCd Feed™ t (R)-2c!" ee'®
(mM) (gmmol™) (mL-g™) (VW) (umolh™g™)  (h) (%) (%)
1 20 10 5 100:0 16.7 6+16 88 (10) 92.0
2 20 10 2.5 50:50 16.7 6+1 79 (7) 92.5
3 20 10 2.5 50:50 7.3 14+2 59 (6) 94.0

{a] Endkonzentration. — [b-d] siche Tab. 3-6. — [e] Mikromol Substrat 3q pro Stunde und Gramm Trockenhe-
fe. — [f-g] siche Tab. 3-6.

Wiihrend der Dosierung konnte beobachtet werden, daB sich das Substrat nur zdgerlich auflo-
ste, obwohl der Umsatz in Losung zu jedem Zeitpunkt groBer als 90 % war (GC-MS-
Analyse). Nach anfinglich hoher Enantioselektivitit (95.0% ee, 3 h) sank der ee-Wert im
weiteren Verlauf merklich ab (93.0 % ee, 8 h; 92.0 % ee, 22 h). Dieses Phiinomen kann even-
tuell auf eine enantiomerdifferenzierende enzymatische Reduktion des Produkts (R)-2¢ zum
B,5-Dihydroxyester syn/anti-27 zuriickgefiihrt werden. Tatséichlich ist die kinetische Race-
matspaltung von §-Hydroxy-fB-ketoestern und 3-Alkoxy-B-ketoestern durch enantiomerdiffe-
renzierende Reduktion mit Bickerhefe aus der Literatur bekannt.[*”

Durch Anwendung einer Hexan-Phase sollte der Ubergang des Substrats 3q in die wiBrige
Phase zusitzlich verzogert und die potentielle enzymatische Folgereaktion durch Extraktion
des Produkts (R)-2c¢ zuriickgedriingt werden. Dieser Ansatz fiihrt nicht zu einer signifikanten
Erhohung des ee-Werts (Tab. 3-9, Nr. 2). Erst durch Verringerung der Dosierrate kann eine
Steigerung auf 94 % ee erzielt werden, wobei sich der Umsatz allerdings erneut verschlechtert
(Nr. 3). MEDSON et al. berichteten nach AbschluB der eigenen Untersuchungen, da bei der
B-Ketoester-Reduktion mit minimal rehydratisierter Trockenhefe in n-Hexan ein Zeitfenster
von zwdlf Stunden eingehalten werden muB, auBerhalb dessen die Hefezellen keine Redukti-
onskapazitit mehr aufweisen.!! Die Substratdosierung kann daher ohne eine Optimierung der
Uberlebensbedingungen der Hefezellen (Katalysatorstandzeit) nicht beliebig langsam gewihlt

werden.
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Einsatz eines Adsorberharzes (Amberlite XAD-7)

In einer abschliefenden Untersuchung zur Optimierung der Reduktion des B,8-Diketoesters
3q mit Bickerhefe wurde gepriift, ob sich eine effektive Kontrolle der Substratkonzentration
durch Anwendung einer festen organischen Phase realisieren 148t. Dazu wurde das Substrat
3q an das schwach polare Adsorberharz Amberlite XAD-7 adsorbiert und das beladene Harz
in einem Schiittelkolben zu einer w#Brigen Zellsuspension gegeben. Der 3-Hydroxy-p-keto-
ester (R)-2¢ wird unter diesen Bedingungen mit 94.0 % ee gebildet, wobei der Umsatz nahezu

quantitativ ist (Abb. 3-29).

O o o0 2 OH O 0
O'Bu 90% (GC-MS) O'Bu
3q (R)-2¢
(adsorbiert auf XAD-7) 94.0% ee
Abb. 3-29 Reduktion des B,8-Diketoesters 3q mit Trockenhefe (S. cerevisiae) in dem Zweiphasensystem
XAD-7/Wasser. — a) 3q (20 mM, 18%ig auf XAD-7), Trockenhefe (10 g/mmol 3q), H,O,
20 h, 20°C.

Die Anteile der Nebenprodukte syn/anti-27 (Doppelreduktionsprodukt) und 18 (Furanon) am
Rohprodukt fallen mit 6 % bzw. 2 % niedrig aus. Bei einem préparativen Reaktionsansatz
(8.5 mmol) wurde das Produkt (R)-2¢ nach Extraktion des Adsorberharzes und Chromatogra-
phie an Kieselgel in einer Ausbeute von 50 % erhalten (94.0 % ee). Durch Extraktion der

Zellen und der wiBrigen Phase lieB sich die Ausbeute nicht weiter steigern.

Die Anwendung der festen organischen Phase gestattet eine einfache Aufarbeitung des Reak-
tionsansatzes, da sich Adsorberharz und Hefezellen aufgrund des GroBenunterschieds der
Partikel leicht durch Filtration trennen lassen. Das Produkt (R)-2¢ wird unter den beschriebe-

nen Reaktionsbedingungen kaum durch Zellbestandteile kontaminiert.

Bei priparativen Umsetzungen des 3,0-Diketoesters 3q (2-22 mmol) im zweiphasigen Reak-
tionsmedium n-Hexan/Wasser (Ansatz nach Tab. 3-9, Nr. 2) kam es demgegeniiber durch
Emulsionsbildung zu erheblichen Aufarbeitungsproblemen, so dafl die isolierte Ausbeute auf
21-34 % beschrinkt blieb. Das organische Losungsmittel setzt aus den Zellmembranen der
Hefe groBe Mengen langkettiger Fettsiuren frei, die die Produktisolierung erschweren. Der
erzielte Enantiomereniiberschufl lag mit 90.0-91.5 % ee auBlerdem unter dem Wert des ent-

sprechenden Ansatzes im analytischen Mafistab (92.5 % ee; Tab. 3-9, Nr. 2). Diese Reaktions-
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fiihrung ist fiir Umsetzungen im Gramm-MaBstab daher weniger gut geeignet. Der Einsatz des
Adsorberharzes Amberlite XAD-7 weist somit gegeniiber dem Zweiphasensystem
n-Hexan/Wasser eine Reihe bemerkenswerter Vorteile auf: Die Enantioselektivitit bleibt bei
der MaBstabsvergroBerung reproduzierbar hoch, die vereinfachte Aufarbeitung resultiert in

einer htheren Ausbeute, und das Rohprodukt fillt mit hoherer Reinheit an.

Der 6-Hydroxy-f-ketoester (R)-2¢ wurde nach Natriumborhydrid-Reduktion in das o,B-unge-
sittigte 6-Lacton (R)-19c iiberfiihrt. Von diesem Lacton wurden im Rahmen einer Kooperati-
on Gramm-Mengen fiir eine geplante Synthese des zytotoxischen Polyketids Callystatin A
bereitgestellt (Abb. 3-30).°%

O'Pr
OH O O
o AN G, ——= '8
O'Bu —— HO. A
(R)-2¢

(R)-19¢ (R,R)-22
90.0-94.0% ee

Callystatin A

Abb. 3-30 8-Lacton (R)-19¢ als Baustein fiir eine geplante Synthese von Callystatin A (siehe auch Abb.
3-8, Seite 33, und Tab. 3-3, Seite 31).
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Fazit

Der chlorierte B,8-Diketoester 3q wird durch Bickerhefe regio- und enantioselektiv zum
8-Hydroxy-P-ketoester (R)-2¢ reduziert. Die Enantioselektivitit dieser Ganzzelltransformati-
on ist in hohem MaBe von der Reaktionsfiihrung abhingig, wobei vor allem die Substratkon-
zentration und das Hefe/Substrat-Verhiltnis kritische Parameter sind. Durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen konnte der Enantiomereniiberschufl des Produkts (R)-2¢ von 41 % auf
94 % ee erhoht werden, was einer Steigerung des Enantiomerenverhéltnisses um den Faktor
13.5 entspricht. Besonders vorteilhaft ist bei dieser Reaktion die Anwendung eines Adsorber-
harzes als feste organische Phase in einem Zweiphasensystem. Neben einer effektiven Kon-
trolle der Substratkonzentration wird so die Produktisolierung erheblich vereinfacht. Die Re-
aktion kann bei niedrigem technischen Aufwand und unter milden Bedingungen in einem
préaparativ wertvollen MaBstab durchgefiihrt werden. Bei einer weiteren Optimierung dieses
Systems sollte eine Erh6hung der Reduktionskapazitidt der Hefezellen im Vordergrund stehen

(Erhaltung der Katalysatoraktivitét).

Der deutliche Einflul der Substratkonzentration auf die Enantioselektivitit dieser Reduktion
weist auf die Beteiligung mehrerer Enzyme der Bickerhefe mit Aktivitit fiir die 6-Keto-
gruppe des [,8-Diketoesters 3q hin. Um den Komplikationen einer solchen Multienzym-
Ganzzelltransformation aus dem Wege zu gehen, bietet es sich an, diese Enzyme zu identifi-
zieren und durch gentechnische Methoden im groen MaBstab verfiigbar zu machen. Tat-
sdchlich sind viele Alkoholdehydrogenasen der Béckerhefe unter zellfreien Bedingungen sta-
bil genug fiir priparative Umsetzungen.’®) RODRIGUEZ et al. berichteten unléingst iiber die
Expression zweier S. cerevisiae-Reduktase-Gene in E. coli.!”®! Fiir Anwendungen in der orga-
nischen Synthese ist jedoch die auBBerordentlich giinstige und in groBen Mengen erhiltliche
Zellmasse dieser Hefe zur Zeit noch die Quelle der Wahl.






4 Die Folgechemie: 3,6-Dihydroxyester

4.1 Einleitung

Chirale B-Hydroxyketone sind gut geeignete Ausgangsverbindungen fiir die Synthese optisch
aktiver 1,3-Diole. Durch hoch diastereoselektive Reduktion der Ketogruppe (1,3-Induktion)
sind sowohl syn- als auch anti-konfigurierte 1,3-Diole zuginglich.” Eine hiufig verfolgte
Strategie fiir die syn-selektive Reduktion besteht in der vorgelagerten Ausbildung eines Che-
latkomplexes, der durch intermolekularen Hydridtransfer von der weniger gehinderten Seite
angegriffen wird (Abb. 4-1, G1. 1).°Y Nach NARASAKA und PAI 1iBt sich die Chelatisierung
effektiv mit Alkylboranen herbeifithren. Die Reduktion erfolgt anschlieBend mit Natriumbor-
hydrid.®*

R" H- i
N OH OH
Ru/ - -~ "
X — AN, @
R'

/ intermolekularer
/OKH/I?\ Hydridtransfer
R R

\ s i OH OH

|
Mofixn | —
e R
RI

intramolekularer
Hydridtransfer

mQ

(Gl. 2)

§

Abb. 4-1 Diastereoselektive Reduktion von B-Hydroxyketonen.

Durch einen intramolekularen Hydridtransfer werden hingegen anti-konfigurierte 1,3-Diole
diastereoselektiv erhalten (Abb. 4-1, Gl. 2).[95] Entscheidend dabei ist, daB das Hydrid-
ibertragende Reagenz erst durch Bindung an die Hydroxylgruppe des Substrats aktiviert wird.
Wie SAKSENA et al. und parallel dazu auch GRIBBLE und Mitarbeiter zeigen konnten, bietet
das System Natriumborhydrid/Essigsdure hierfiir die geeigneten Voraussetzungen.[%] EvVANS
et al. charakterisierten spiter Triacetoxyborhydride als reaktive Spezies dieser Reduktion und

nutzten die Methode zur anti-selektiven Reduktion acyclischer B-Hydroxyketone.[%a’b]
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Ausgehend von den enzymatisch produzierten 8-Hydroxy-B-ketoestern (8)-2¢ und (R)-2¢
sollten durch diastereoselektive Borhydrid-Reduktionen alle vier Stereoisomere des entspre-
chenden ,6-Dihydroxyesters syn/anti-27 dargestellt werden. Die syn-selektive Reduktion des
chlorierten 6-Hydroxy-f-ketoesters (S)-2¢ war zum Zeitpunkt der Untersuchungen bereits aus
der Patentliteratur bekannt.""*¥ Prizise Angaben iiber die Diastereoselektivitit kénnen dem
Patent nicht entnommen werden, da das Rohprodukt diesbeziiglich nicht analysiert wurde.
Auch das kristallisierte Produkt, 8,3-Dihydroxyester syn-(3R,55)-27, wurde nur spérlich cha-
rakterisiert (Schmelzpunkt).

Der ,8-Dihydroxyester syn-(3R,5S)-27 ist ein wertvolles chirales Intermediat in der Synthese
von Vastatinen. Nach zweistufigem CI/OH-Austausch auf Stufe des Acetonids 148t sich der
resultierende primire Alkohol zum Aldehyd syn-(3R,5S)—36i oxidieren, welcher anschlieBend

olefiniert werden kann (Abb. 4-2).1'3eka. 24, 97]

X

OH O O OH OH O o0 o
CI\/k/u\/u\o‘au C O'Bu HO O'Bu

(S)-2¢ syn-(3R,55)-27

HMG-CoA-

O><O o) O><O 0]
X > ——— Reduktase-
| O'Bu I O'Bu Inhibitoren
© Ar

(Vastatine)

syn-(3R,55)-36

Abb. 4-2 Synthesestrategie fir HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren nach SQUIBB & SONS Inc. und
HOECHST AG (Ar = Al'yl),[l?’e’k]

' Der Ubersichtlichkeit halber werden bei den hier und im Folgenden beschriebenen Acetoniden sowohl die
Nummerierung der Kohlenstoffatome als auch die syn/anti-Deskriptoren der entsprechenden acyclischen

B,3-Dihydroxyester iibernommern.
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Eigene Ergebnisse und Diskussion

4.2 Diastereoselektive Reduktion

Durch syn-selektive Natriumborhydrid-Reduktion wurden die chlorierten 8-Hydroxy-f-keto-
ester (S)-2¢ und (R)-2¢ in die enantiomeren P,3-Dihydroxyester syn-(3R,55)-27 und
syn-(3S,5R)-27 iiberfiihrt (Abb. 4-3, Tab. 4-1). Die vorgelagerte Chelatisierung erfolgte nach
PRASAD et al. mit Methoxydiethylboran.”*! Um eine hohe Diastereoselektivitit zu gewihrlei-
sten, ist bei der Zugabe des Reduktionsmittels auf eine moglichst tiefe Reaktionstemperatur
zu achten. Die Reduktion mit Natriumborhydrid ist exotherm, so da3 besonders groere An-
sétze intensiv gekiihlt werden miissen. Nach oxidativer Aufarbeitung mit Wasserstoffperoxid
fielen die Produkte syn-(3R,55)-27 und syn-(35,5R)-27 in quantitativer Ausbeute und mit ho-

hem Diastereomereniiberschuf3 an (drs., = 28:1 bis 45:1).

OH OH O
Cl
a,b O'Bu
OH O O / syn-(3R,55)-27
CI\/k)j\/u\ t
Cc
>99.5 % ee CI\/k/-\)l\otBu

anti-(35,55)-27

QH C:)H O

y CI\/-\/-\)LOtBU
OH O O syn-(38,5R)-27

Cl\/‘\)J\/”\ {
O'Bu c
90.0-94.0 % ee Cl ~ t

O'Bu

ant-(3R,5R)-27
Abb. 4-3 Diastereoselektive Reduktion der 3-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢ und (R)-2¢. — a) 1.

B(OMe)Et,, THF/MeOH, -78°C, 20 min; 2. NaBH,, -78°C, 3 h. — b) 1. H,0,, THF/H,0,
0°C—RT, 30 min; 2. Kristallisation. — ¢) 1. Me,NB(OAc);H, MeCN/AcOH, -25°C, 5h; 2.
Kristallisation

Die Reduktion mit kommerziell erhiltlichem Tetramethylammoniumtriacetoxyborhydrid in
Acetonitril/Essigsdure ergab erwartungsgemifl die anti-konfigurierten ,86-Dihydroxyester
anti-(35,55)-27 und anti-(3R,5R)-27 (Abb. 4-3, Tab. 4-1). Obwohl die empfohlene Reaktions-

temperatur von —40°C®* njcht eingehalten werden konnte (das Reaktionsgemisch erstarrte
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bereits bei —25°C), wurden die Produkte anti-(35,55)-27 und anti-(3R,5R)-27 mit hohem Dia-

stereomereniiberschul erhalten (dr,s = 14:1 bis 18:1).

Tab. 4-1 Diastereoselektive Borhydrid-Reduktionen der Hydroxyketoester ($)-2¢ und (R)-2c.
Produkt Ansatz dr,? ee® Ausb.™ &(C) in ppm
(mmol) (%) (%) Cs, Cs C(Me),™
syn-(3R,58)-27 86-217 205:1(28:1) >995 62 68.4,71.6 99.2,19.7,29.8
syn-(3S,5R)-27 3-12 187:1(45: 1) 98.0(90.5)¥ 52

anti-(35,55)-27 3 1:211 (1:14) >99.5 70
anti-3R5R)-27 14 1:316(1:18) 99.3(94.0) 68 055,689 101.1,24.6,24.7
[a] Bestimmt durch CSP-GC auf Stufe der Acetonide syn/anti-37; Werte in Klammern: Rohprodukt. — [b] Nach

Kristallisation. — [c] NMR-Daten der Acetonide syn/anti-37. — [d] Ee >99.5 % und drg., > 400:1 nach erneuter
Kiristallisation.

Bei den B,6-Dihydroxyestern syn-27 und anti-27 handelt es sich um Feststoffe. Nach einmali-
ger Kristallisation aus n-Hexan/Ethylacetat erhohte sich das Diastereomerenverhiltnis drs,
bzw. dr,s auf 2187:1. Vorteilhafterweise werden durch diese Prozedur nicht nur die uner-
wiinschten Diastereomere sondern auch die UnterschuBenantiomere abgetrennt, so daB die

Zielverbindungen praktisch stereoisomerenrein anfallen (Tab. 4-1).

Die relative Konfiguration der Produkte wurde durch '3 C-NMR-Spektroskopie bestiitigt. Dia-
stereomere 1,3-Diole weisen aufgrund unterschiedlicher Vorzugskonformationen bekannte
diagnostische Kernresonanz-Phdnomene auf. So resonieren die Carbinol-Kohlenstoffkerne
syn-konfigurierter 1,3-Diole prinzipiell bei tieferem Feld als die entsprechenden Kerne der
anti-Diastereomere.*****¥ Djeser Trend kann auch bei den hier beschriebenen [3,6-Dihy-
droxyestern syn/anti-27 beobachtet werden (Tab. 4-1). Ebenfalls von diagnostischen Wert
sind die ">C-Kernresonanzen der entsprechenden Acetonide syn/anti-37. Die fiir die Isopro-
pylidengruppe beobachteten Verschiebungen stimmen mit den erwarteten Werten von
20 ppm, 30 ppm, <100 ppm (syn-1,3-Diol-Acetonide) bzw. 25 ppm, 25 ppm, >100 ppm (anti-

1,3-Diol-Acetonide) iiberein.!””

Die Bestimmung der Stereoisomerenzusammensetzung erfolgte nach Uberfiihrung analyti-
scher Proben syn/anti-27 in die Acetonide syn/anti-37 (Abb. 4-4). Durch Gaschromatographie

an chiraler Phase lassen sich alle vier Stereoisomere dieser Verbindung in einem Lauf trennen
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(FS-Cyclodex beta-1/P). Die so bestimmten ee-Werte der Rohprodukte syn/anti-27 (siehe
Tab. 4-1) stimmen sehr gut mit den Daten iiberein, die fiir die Hydroxyketoester (S)-2¢ und
(R)-2¢ durch CSP-HPLC auf der Stufe des 8-Lactons 19¢ ermittelt wurden.

MeQ OMe ><

OH OH O X (+kat.CSA) o o 0

c - a A AN
O'Bu 25°C, 4-7 h O'Bu
syn/anti-27 (quant., GC) syn/anti-37
Abb. 4-4 Derivatisierung der B,8-Dihydroxyester syn/anti-27 zur Bestimmung der Stereoisomerenzu-

sammensetzung mittels CSP-GC.

Durch Kombination der enantiokomplementiren enzymatischen Reduktionen mit den hier
beschriebenen diastereoselektiven Borhydrid-Reduktionen sind somit alle vier Stereoisomere
des chlorierten [3,8-Dihydroxyesters syn/anti-27 stereoselektiv und in nur zwei Schritten aus

dem achiralen B,8-Diketoester 3q erhiltlich.
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4.3 Diastereomerentrennung durch diastereomerdifferenzierende Acetonid-

Hydrolyse

Die Mutterlaugen aus der Kristallisation des B,3-Dihydroxyesters syn-(3R,5S5)-27 enthalten
typischerweise noch beachtliche Mengen ebendieser Verbindung mit hohem Diastereomeren-
tiberschufl (Epimerengemisch, dr., bis zu 9:1). Diese Chargen sind aufgrund der angerei-
cherten Verunreinigungen nur schwierig erneut zur Kristallisation zu bringen. Andererseits
konnten (5R)-Stereoisomere des B,8-Dihydroxyesters syn/anti-27 trotz einer moglichen An-
reicherung durch die Kristallisation nicht nachgewiesen werden, so daB es sich bei diesen
Riickstéinden um einen wertvollen optisch aktiven Rohstoff handelt [>99.5% ee (C-5)]. Eine
mogliche Verwendung besteht in der Synthese des chlorierten o,B-ungesittigten &-Lactons
(R)-19c (siehe Abb. 3-8, Seite 33), das auf diesem Wege fiir eine Kooperation im Gramm-
Malstab bereitgestellt wurde. Die priparative chromatographische Trennung der Diastereo-
mere syn-(3R,55)-27 und anti-(35,5S5)-27 ist demgegeniiber aufgrund der nahezu identischen
ReWerte nicht praktikabel. Auch nach Uberfilhrung in die entsprechenden Acetonide

syn/anti-37 konnte keine effektive Trennung durch Chromatographie erreicht werden.

\ Lo o
Cl
C|\/k/'\/u\ t OtBU
OBu syn-(3R,55)-37
syn-(3R,55)-37 X / drs.o = 83:1, 76%
a,
+ \: """"""""""""""
\ oH o
0 Q 0 ’\ i o
Cl\/k/-\/u\ t u
_ OBu dr.q =5.7:1 syn/anti-(3RS,5S)-27
antr-(35,55)-37 | >99.5% ee (C-5) drga = 1:1, 13%
Abb. 4-5 Trennung der Diastereomere syn-(3R,55)-37 und anti-(35,55)-37. — a) kat. HCI, CH,Cl,,

20°C, 4 h. — b) Flashchromatographie (SiO,).

Bei der katalytischen Abspaltung der Acetonid-Schutzgruppe in einem zweiphasigen System
Dichlormethan / Salzsdure konnte beobachtet werden, daB das Acetonid anti-(35,55)-37 er-
heblich schneller abreagiert als das Diastereomer syn-(3R,55)-37 (GC-MS-Analyse). Durch

vorzeitigen Abbruch der Reaktion wird auf diese Weise ein Produktgemisch erhalten, das aus
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dem [,8-Dihydroxyester syn/anti-27 (Epimerengemisch) und dem angereicherten syn-Stereo-
isomer des Acetonids 37 besteht (Abb. 4-5). Der grofle Polarititsunterschied erlaubt eine ein-
fache Trennung durch Flashchromatographie an Kieselgel. So lieBen sich mit einer ver-
gleichsweise kleinen Trennsiule (6 cm @, 0.27 kg SiO;) 24.9 g des Substanzgemisches ohne
Mischfraktion auftrennen. Die Ausbeute fiir das Acetonid syn-(3R,55)-37 betrug in diesem
Fall 76 %. Wird bei der Berechnung der Ausbeute nur der Anteil des syn-Diastereomers am
Edukt beriicksichtigt, ergibt sich ein Wert von 90 %. Basierend auf diesen Beobachtungen
wurde ein Verfahren zur reaktiven Aufarbeitung der nicht kristallisierbaren Mutterlaugen-
Riickstinde aus der syn-selektiven Reduktion des d-Hydroxy-B-ketoesters (S)-2¢ entwickelt
(Abb. 4-6).

X

OH OH O o O O

a,b
Cl\/'\/k/”\ - CI\)\/k)J\
O'Bu o'Bu
syn-(3R,55)-27 syn-(3R,55)-37
(Mutterlaugen-Riickstand) (analysenrein)
| drs.o < 9:1 I | drs.q > 200:1 I
Abb. 4-6 Reaktive Aufarbeitung der Mutterlaugen-Riickstinde aus der Synthese des P,8-Dihydroxy-

esters syn-(3R,55)-27. — a) 1. 2,2-Dimethoxypropan, kat. CSA, Aceton, 20°C, 1.5 h; 2. kat.
HCI, CH,Cl,, 20°C, gaschromatographische Reaktionskontrolle. — b) Filtration durch SiO,.

Dazu werden diese mit 2,2-Dimethoxypropan behandelt und nach Einengen der Reaktionslo-
sung der diastereomerdifferenzierenden Acetonid-Hydrolyse unterworfen. Die Reaktion wird
gaschromatographisch verfolgt und zum geeigneten Zeitpunkt durch Neutralisation des Kata-
lysators abgebrochen (Ausschiitteln mit Natriumhydrogencarbonat-Losung). Die Abtrennung
des angereicherten Acetonids erfolgt durch Flashchromatographie oder einfache Filtration
durch Kieselgel, wobei gleichzeitig die polaren Verunreinigungen aus der Borhydrid-
Reduktion entfernt werden. Die Ausbeute liegt typischerweise bei 60-80 %, das Diastereome-
renverhiltnis syn/anti bei >200:1. Diese Werte sind abhingig von der Qualitéit des Aus-

gangsmaterials und von der Reaktionsdauer.

Mit dem beschriebenen Verfahren kann somit aus den nicht kristallisierenden Mutterlaugen-
riickstinden der syn-selektiven Borhydrid-Reduktion ein GroBteil des Produktes syn-
(3R,55)-27 in Form des Acetonids syn-(3R,55)-37 abgetrennt werden. Eine chromatographi-

sche Diastereomerentrennung ist nicht notwendig, so daf sich das Verfahren bequem im De-
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kagramm-MaBstab ausfiihren ldBt. Die Methode ist iiberdies auf den Benzyloxy-substituierten
B.6-Dihydroxyester syn-(3R,55)-29 iibertragbar. Nach Ketalisierung, diastereomerdifferenzie-
render Hydrolyse und Flashchromatographie an Kieselgel wurde das Acetonid syn-(3R,55)-38
mit 77 % Ausbeute und einem Diastereomerenverhiltnis dr.., von groBer als 400:1 erhalten
(Abb. 4-7). Bezogen auf den Anteil an eingesetztem syn-Diastereomer betrdgt die Ausbeute
88 %.

X

OH OH O ab O O 0]
BnO\/'\/k)j\ : > BnO\/'\/k/”\
O'Bu O'Bu
syn-(3R,55)-29 syn-(3R,55)-38
Arg.q = 7.3:1 drs.q >400:1, 77%
Abb. 4-7 Diastereomerentrennung durch selektive Acetonid-Hydrolyse. — a) siehe Abb. 4-6. —

b) Flashchromatographie (SiO,).

1,3-Diol-Acetonide (1,3-Dioxane) nehmen in Abhingigkeit von der relativen Konfiguration
der Carbinol-Kohlenstoffatome unterschiedliche Vorzugskonformationen ein (Abb. 4-8).[99]
Ursache hierfiir ist das Bestreben der Substituenten R und R' siquatoriale Positionen zu beset-
zen, um 1,3-diaxialen Wechselwirkungen mit den Ketal-Methylgruppen aus dem Wege zu
gehen. Nur im Fall der syn-1,3-Diol-Acetonide 146t sich dieses Bestreben mit der glinstigen
Sessel-Konformation (A) vereinbaren, wihrend die Acetonide anti-konfigurierter 1,3-Diole in
eine thermodynamisch benachteiligte Twist-Konformation (B) gezwungen werden. Die be-
reits erwihnten *C-Kernresonanz-Phiinomene der Ketal-Methylgruppen beruhen auf der un-

terschiedlichen Symmetrie dieser beiden Konformationen.****!

Der EinfluB der unterschiedlichen Ringgeometrien auf die erhhte Reaktivitiit des anti-Dia-
stereomers geht hier jedoch eventuell iiber einen alleinigen Ringspannungseffekt hinaus, da
die Hydrolysegeschwindigkeit von konformativ fixierten Acetalen/Ketalen auch von stereo-
elektronischen Effekten abhéingt.[wo’ 1911 Tatssichlich steht in der Sessel-Konformation (A) -
im Gegensatz zur Twist-Konformation (B) — je ein freies Elektronenpaar beider Ring-
Sauerstoffatome antiperiplanar zur jeweils gegeniiberliegenden C-O-Ketalbindung, so daB
hier eine zweifache Stabilisierung durch (no — 0*c_o)-Wechselwirkung mdglich ist (Abb.
4-8).11%
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X A

O; 39 = %0 A
R)\/'\ R
syn R' antiperiplanare
Stellung
h% i
o7 30 = < B
)\/z\ 30
R R' R
anti
Abb. 4-8 Vorzugskonformationen von syn- und anti-1,3-Diol-Acetoniden (A: Sessel-Konformation,

B: Twist-Konformation). Rechts: Newman-Projektion entlang einer C-O-Ketalbindung.

In der Literatur lassen sich mehrere Hinweise auf die unterschiedliche Reaktivitit diastereo-
merer 1,3-Diole bzw. der entsprechenden Ketale und Acetale finden.[® 482102 g st bei-
spielsweise bekannt, dal das Acetonid des anti-2,4-Pentandiols in verdiinnter Salzsiure
26fach schneller hydrolysiert als das Acetonid des syn-2,4-Pentandiols.”'°** Eine Methode zur
Trennung von syn- und anti-1,3-Diolen aus Gemischen derselben, die auf der unterschiedli-
chen Hydrolysegeschwindigkeit der entsprechenden Ketale oder Acetale beruht, wurde bisher
nicht beschrieben.
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4.4 Nucleophile Substitution

In konvergenten Naturstoffsynthesen finden hiufig 1,3-Diol-Bausteine mit terminaler Iod-
oder Epoxidfunktion Anwendung, da sich diese gut mit Kohlenstoff-Nucleophilen unter C-C-
Bindungskniipfung umsetzen lassen.””) Es wurde daher am Beispiel des B,8-Dihydroxyesters
syn-(3R,58)-27 untersucht, ob sich die Chlorfunktion diesbeziiglich manipulieren und das
Anwendungsspektrum der chemoenzymatisch dargestellten B,8-Dihydroxyester syn/anti-27

auf diese Weise verbreitern 148t.

Nach Uberfiihrung des B,8-Dihydroxyesters syn-(3R,55)-27 in das Acetonid syn-(3R,55)-37
wurde ein Halogenaustausch unter forcierten Finkelstein-Bedingungen!'%*! durchgefiihrt (Abb.
4-9). Trotz des sehr hohen Kaliumiodid-Uberschusses (25 Aq.) konnte dabei kein vollstindi-
ger Umsatz erzielt werden. Das nicht umgesetzte Ausgangsmaterial (14 mol%, 'H-NMR-
Analyse) lieB sich iiberdies von dem Produkt syn-(3R,55)-39 durch Flashchromatographie an
Kieselgel nicht abtrennen (Coelution). Die Reaktion muf unter striktem SauerstoffausschluB

durchgefiihrt werden, da es ansonsten zu Zersetzung kommt.

OH OH O a OXO O b O><O )
— - '\/'\/'\/u\
CI\/'\/'\/lLo‘Bu CI\/'\/'\/U\O‘Bu O'Bu
syn-(3R,55)-27 syn-(3R,55)-37 syn-(3R,55)-39
Abb. 4-9 Synthese des iodierten Acetonids syn-(3R,55)-39. — a) 2,2-Dimethoxypropan, kat. CSA,

Aceton, 25°C, 1.5 h (98 %). — b) KI (25 Aq.), 18-Krone-6, Toluol, A, 4 d (52 %).

Als zuverldBiger erwies sich der Weg iiber das Epoxid syn-(3R,55)-40 (Abb. 4-1 0). Durch
regioselektive Ringoffnung mit Lithiumiodid auf Kieselgel''®" und unmittelbar anschlieBende
Ketalisierung wird das iodierte Acetonid syn-(3R,5S5)-39 in 58%iger Ausbeute erhalten. Das
Epoxid syn-(3R,55)-40 kann leicht aus dem B,8-Dihydroxyester syn-(3R,5S5)-27 durch HCI-
Eliminierung mit DBU oder Kaliumhydroxid gewonnen werden (66 % bzw. 46 % Ausbeute).
Der Anteil des 5-exo-tet-RingschluBprodukts frans-(2R,4S)-41 am Rohprodukt bleibt dabei
gering (10-13 mol%, 'H-NMR-Analyse).
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OH OH O a O OH O H 0
Cl te, M t +
O'Bu O'Bu o O'Bu
syn-(3R,5S5)-27 syn-(3R,55)-40

trans-(2R,45)-41

X {Nebenprodukt)
b o O O

I\A/k)’l\
O'Bu
syn-(3R,55)-39
Abb. 4-10 Synthese des Epoxids syn-(3R,55)-40 und regioselektive Ring6ffnung. — a) DBU, CH,Cl,, A,
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24 h (66 %). Alternativ: KOH, Et,0, 0°C, 1 h, (46 %). — b) 1. Lil, SiO,, RT, 1 h; 2. 2,2-Di-
methoxypropan, kat. CSA, RT, 24 h (58 %).

Die Unterscheidung der beiden Isomere syn-40 und trans-41 erfolgt durch Korrelation der

NMR-Daten mit Literaturdaten strukturanaloger Verbindungen.!'®> %! So zeigen die Reso-

nanzen der Kerne H,, H,, Hy, C, und C;, bei den Epoxiden eine deutliche Hochfeldverschie-

bung gegeniiber den entsprechenden Resonanzen der isomeren Hydroxytetrahydrofurane

(Tab. 4-2, Tab. 4-3). Diagnostisch ist auBerdem die Kopplungskonstante 2J(Ha,Hav), die bei

den Epoxiden typischerweise 5 Hz betridgt, wihrend die entsprechenden Protonenresonanzen

der Hydroxytetrahydrofurane um ca. 10 Hz aufspalten.

Tab. 4-2 NMR-Daten von B-Oxy-substi- O OR
tuierten Epoxiden. MRI (relative Konfiguration)
b
Nr. R R S(Hy), S(Hy) JHH) &Hy)  8(Cy) 8(Cy  Lit.
(ppm) (Hz) (ppm)  (ppm) (ppm)

1 H COO'Bu 250,277 5.0 3.09 39.0-46.8" 497  d.AM
2  TBDMS COOMe 247,277 5.0 3.08 - - [105a]
3 TMS OTBDPS 242,274 5.0 2.99 - - [105b]
4 H OTBDPS 252,280 5.0 3.12 46.6 49.9  [105b]
5 Bn H 24,27 - 3.0 46.6 49.5 [105¢]
6 TBDPS H 237,268 5.1 3.04 - - [105d]

[a] Zuordnung nicht eindeutig. — [b] Diese Arbeit.
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Tab. 4-3 NMR-Daten von 4-Oxy-substi-
tuierten Tetrahydrofuranen. b H (relative Konfiguration)

a R

O
Nr R R 8(H,), 8(H,) “J(H.H,) 8(Hy) 8(C)  8(Cy) Lit.

(ppm) (Hz) (ppm) (ppm)  (ppm)

1 H COO'Bu  3.72,4.00 929 4.46-4.53"1 756 72.7-74.6"  d. AP
2 TBDPS COOEt 3.72,3.84 9.4 4.48 - - [106a]
3 H OH 3.78, 3.94 9.8 4.30-4.521 72.6-78 .4 [106b]
4 H CH,OBz  3.69,3.99 9.9 4234733 - [106¢]
5 H CHAr  3.72,4.03 10.0 4.52 75.2 72.5 [106d]
6 H I 3.84,4.08 9.9 4.22-4.57% 72.8-77.0% [106¢]

[a] Zuordnung nicht eindeutig. — [b] Diese Arbeit. — [c¢] Ar = 2,4-Dichlorphenyl.

Derivate des Epoxids syn-(3R,55)-40 und auch das iodierte Acetonid syn-(3R,55)-39 wurden
in der Vergangenheit hiufig fiir die Synthese von HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren herange-
zogen.!'9” 1% pje Epoxide des Typs syn-(3R,55)-40 sind duBerst vielseitige Synthesebaustei-
ne, da mit einer groBen Anzahl verschiedener Nucleophile eine regioselektive Ringdffnung
realisiert werden kann." "% 1% Kishy et al. nutzten diese chiralen Intermediate ausgiebig in

der Totalsynthese des Spongipyrans Altohyrtin A (Abb. 4-11).11'%

Altohyrtin A
(Spongistatin 1)

Abb. 4-11 Struktur des Spongipyrans Altohyrtin A.



5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt einen neuen enantio- und diastereoselektiven Zugang zu

allen vier Stereoisomeren des chlorierten B,6-Dihydroxyesters syn/anti-27.

OH OH O

Cl
O'Bu
syn-(3R,55)-27

OH O O __—" >99.5% ee, drs. = 205:1

cl O'Bu
(S)-2¢ T OH OH O
/ >99.5% ee e A AN o'y
anti-(35,55)-27
O O O >99.5% ee, dry.s =211:1
N AN
c O'Bu

mQ

:

H OH O

Cl
\ O'Bu
_ syn-(3S,5R)-27
H O O / >99.5% ee, drs.4 > 400:1
CI\/\)k)J\ t
O'Bu
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Der Schliisselschritt der Synthesesequenz ist eine enantio- und regioselektive Reduktion des
B3,0-Diketoesters 3q mit zwei enantiokomplementéren Biokatalysatoren. Durch Reduktion mit
NADP-abhiéngiger Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (recLBADH) wurde in
72%iger Ausbeute der enantiomerenreine 3-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢ erhalten. Die Reduk-
tion mit Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) in einem zweiphasigen System ergab enan-
tioselektiv das (R)-Enantiomer (R)-2¢ mit 90-94 % ee und 50 % Ausbeute. Beide Biokataly-
satoren sind im groBen MaBstab zuginglich; die Synthesen wurden im Gramm-MaBstab
durchgefiihrt. Durch Kombination mit zwei komplementir diastereoselektiven Borhydrid-
Reduktionen wurden alle vier Stereoisomere des B,3-Dihydroxyesters syn/anti-27 dargestellt.
Hierbei handelt es sich um Feststoffe, die nach Kristallisation praktisch stereoisomerenrein

anfallen (52-70 %).
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Das Enzym recLBADH akzeptiert ein breites Spektrum von PB,8-Diketoestern. 3,5-Dioxo-
hexansdure-tert-butylester (3j) und der homologe 3,5-Dioxoheptansiure-zert-butylester (31)
wurden mit 99.4 % bzw. 98.1 % ee zu den 8-Hydroxy-B-ketoestern (R)-2a und (R)-2b redu-
ziert (61-77 %). Die Reduktion des methylierten B,5-Diketoesters rac-30 verliuft iiber eine
dynamische kinetische Racematspaltung. Der resultierende d-Hydroxy-B-ketoester syn-
(4S,5R)-2d wurde in 66%iger Ausbeute und mit hoher Enantioselektivitit erhalten (99.2 % ee,
drs.. = 35:1). Es konnte weiterhin gezeigt werden, daB recLBADH mit dem Adsorberharz
Amberlite XAD-7 kompatibel ist, und dal sich so Umsetzungen schwerldslicher Substrate in
einem zweiphasigen System realisieren lassen. Mit dieser Methode wurde der O-Hydroxy-§-

ketoester (R)-2b in 66%iger Ausbeute erhalten (98.5 % ee).

OH O O OH O O OH O O
/k)J\/u\otBu \)\/U\)j\otBu WotBu
(R)-2a (R)-2b
99.4% ee 98.1-98.5% ee syn-(4S,5R)-2d

99.2% ee, dr,., = 35:1

Bei den beschriebenen enzymatischen Umsetzungen handelt es sich um das erste bekannte
Beispiel fiir eine Synthese optisch aktiver §-Hydroxy-B-ketoester durch hoch regio- und en-
antioselektive Reduktion acyclischer B,8-Diketoester. Die Reduktion des methylierten
B,8-Diketoesters rac-3o mit recLBADH ist iiberdies das erste Beispiel fiir eine dynamische
kinetische Racematspaltung eines acyclischen o-Alkyl-B-diketons. Die Synthesen lassen sich
in einer priparativ attraktiven GroBenordnung durchfithren, wobei die erforderlichen Reakti-
onsbedingungen bemerkenswert einfach und mild sind: alle Reaktionen werden bei Raum-
temperatur und in wiBriger Losung ausgefiihrt. Die enzymatisch dargestellten d-Hydroxy-B-
ketoester 2a-c wurden unter anderem in die Naturstoffe (§)-Goniothalamin, (S)-Argentilacton,

(R)-semi-Vioxanthin und (R)-Parasorbinsiure iiberfiihrt.

Fiir die Synthese des 3,8-Diketoesters 3q und die enzymatische Reduktion mit recLBADH
sowie die syn-selektive Borhydrid-Reduktion erfolgte eine MaBstabsvergroBerung in den De-
ka- bis Hektogrammbereich. Im enzymatischen Reduktionsschritt wurde bei einer Ansatzgro-
Be von acht Litern und kontinuierlicher Substratdosierung bis zu einer Konzentration von
9.0 g-L‘1 (34 mM) der enantiomerenreine d-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢ in 84%iger Ausbeute
und mit ca. 90%iger Reinheit erhalten. Das Coenzym NADP(H) wurde dabei substdchiome-

trisch eingesetzt (1.0 mol%) und Substrat-gekoppelt mit 2-Propanol regeneriert. Zur weiteren
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Produktivititssteigerung besteht die Option, den Einsatz bekannter reaktionstechnischer Me-
thoden der enzymatischen Synthese zu untersuchen, wie z. B. Membranverfahren oder En-
zym-Immobilisierung. Die Kristallisation des B,3-Dihydroxyesters syn-(3R,55)-27 ist der ein-
zige Reinigungsschritt innerhalb der Gesamtsequenz. Fiir die nicht kristallisierenden Mutter-
laugenriickstinde wurde eine vereinfachte Prozedur zur Diastereomerentrennung entwickelt,

die auf einer diastereomerdifferenzierenden Hydrolyse der entsprechenden Acetonide beruht.

Der chlorierte {3,0-Dihydroxyester syn-(3R,55)-27 wurde iiber das Epoxid syn-(3R,55)-40
(66 %) in das iodierte Acetonid syn-(3R,55)-39 iiberfiihrt (58 %). Eine Derivatisierung zum
Aldehyd syn-(3R,55)-36 ist in der Literatur beschrieben. Diese drei Verbindungen sind be-
kannte chirale Synthesebausteine fiir die pharmakologisch bedeutsamen HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren des Mevinsduretyps (Vastatine). An dem [,5-Dihydroxyester
syn-(3R,55)-27 besteht daher auch kommerzielles Interesse. Die vorliegende Arbeit kann als
Grundstein fiir die Entwicklung eines neuen technischen Produktionsprozesses dieses chiralen

Intermediats verstanden werden.

X X

o o O OH O o™ o
AN LA
O'Bu O'Bu IK'\/'\)\otlsu

syn-(3R,55)-39 syn-(3R,55)-40 O sn3R59-36

Im Gegensatz zur zellfreien Umsetzung fiihrt die Reduktion des chlorierten J3,0-Diketoesters
3q mit ganzen Zellen von Lactobacillus spec. direkt zum [3,6-Dihydroxyester syn-(3R,55)-27
(299.4 % ee, drs., = 135:1). Es wurde daher auf die Existenz einer weiteren, bisher unbekann-
ten Alkoholdehydrogenase-Aktivitit in Lactobacillus spec. geschlossen. Wie gezeigt werden
konnte, reduziert diese ADH hoch diastereoselektiv die B-Ketogruppe von 8-Hydroxy-f-keto-
estern. Untersuchungen zur Charakterisierung und Klonierung dieses neuen Enzyms wurden

bereits aufgenommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde auBerdem die Reduktion des chlorierten [3,8-Diketoesters
3q mit Bickerhefe ausfiihrlich untersucht. Wie die Ergebnisse zeigen, produziert diese Hefe
aller Wahrscheinlichkeit nach wenigstens zwei enantiokomplementéire Enzyme mit Aktivitit
fiir die 6-Ketogruppe des Substrats 3q. Als weiterfilhrende Arbeit bietet sich die Isolierung

und Identifizierung dieser Enzyme an, so daf} zellfreie Umsetzungen realisiert werden kénnen.






6 Experimenteller Teil

6.1 Aligemeines
Methoden und Material

NMR-Spektroskopie

'H-NMR-Spektren wurden bei 20°C und einer MeBfrequenz von 300 MHz aufgenommen
(AMX-300-Spektrometer, BRUKER AG). Als interner Standard diente der undeuterierte Anteil
des verwendeten Losungsmittels (CHCls: 8y 7.27 ppm, ds-DMSO: 8y 2.50 ppm). BC-.NMR-
Spektren wurden bei 20°C und einer MeBfrequenz von 75.5 MHz aufgenommen (AMX-300-
Spektrometer, BRUKER AG). Als interner Standard diente das verwendeten Losungsmittel
(CDCl3: 8¢ 77.2 ppm, ds-DMSO: 8¢ 39.5 ppm). Die 13C-NMR-Spektren wurden unter 'H-
Breitband-Entkopplung gemessen (WALTZ16). Zur Unterstiitzung der Signalzuordnungen
wurden zusitzlich DEPT135-Experimente durchgefiihrt. *C-Resonanzen von tautomeren
Nebenformen werden nur dann explizit aufgefiihrt, wenn das Signal-Rausch-Verhiltnis eine

eindeutige Aussage zuliBt.

GC-MS-Analyse

GC-MS-Analysen wurden mit einem Gaschromatographen "HP 6890" (HEWLETT-PACKARD)
durchgefiihrt, welcher mit einem Quadrupol-Massendetektor "HP 5973" (HEWLETT-
PACKARD) gekoppelt war. GC-Parameter: Kapillarsdule "HP-5SMS" (HEWLETT-PACKARD,
30m x 0.25 mm ID), Trigergas Helium (1.0 mL-min™', konstanter FluB), Injektor im Split-
Modus (50:1, 250°C), Temperaturprogramm A: 60°C (0.0-1.0 min), 60-280°C (1.0-14.7 min,
15.0°C-min™"), 280°C (14.7-20.0 min) oder alternativ Temperaturprogramm B: 120°C iso-
therm. MS-Parameter: EI (70 eV), Ionenquelle 230°C, Quadrupol 106°C, Transfer Line
300°C, detektierter Massenbereich 50-550 amu. Bei Bedarf wurden Alkohole unmittelbar vor
der Analyse derivatisiert. Hierzu wurde in einem Mikrovial eine Losung das Analyten in
Dichlormethan (200 pL, 1-5 mM) mit Trifluoressigsdureanhydrid (7 pL) und Pyridin (5 pL)
versetzt. Das Vial wurde verschlossen und 10 min bei 40°C in einem Wasserbad erwirmt.

Das Reaktionsgemisch wurde ohne weitere Aufarbeitung injiziert.
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GC-und HPLC-Analyse mit chiraler stationdirer Phase (CSP-GC, CSP-HPLC )

HPLC-Analysen an chiraler stationirer Phase wurden mit einem Chromatographiesystem "HP
1100" (HEWLETT PACKARD) durchgefiihrt, das mit einem UV-Diodenarraydetektor versehen
war. GC-Analysen an chiraler stationirer Phase wurden mit einem Gaschromatographen "CP
9002" (CHROMPACK) durchgefiihrt, der mit einem Flammenionisationsdetektor (250°C) ver-
sehen war. Bei Bedarf wurden die Analyten unmittelbar vor der Messung derivatisiert wie im
vorhergehenden Abschnitt beschrieben. Weitere Einzelheiten zu den Messungen sind bei den
jeweiligen Verbindungen beschrieben. Der relative Fehler bei der Ermittlung von Signalfli-
chen wird fiir die in dieser Arbeit verwendeten chromatographischen Methoden auf durch-
schnittlich 1.0 % abgeschiitzt. Diese Schitzung basiert auf Messungen von Racematen. Die
ee-Werte werden daher mit der folgenden gemittelten Genauigkeit angegeben: 0-85 % ee:
gerundet auf ganze Zahl, 90-95 % ee: gerundet auf niichste 0.5, ab 95 % ee: gerundet auf

nichste 0.1.

Elementaranalyse und Massenspektrometrie

Elementaranalysen ("Vario EL", HERAEUS) und massenspektroskopische Analysen (EI,
70eV, "AEI MS50", KRATOS) wurden in der Analysenabteilung des "KEKULE Institut fiir Or-
ganische Chemie und Biochemie" der Universitit Bonn durchgefiihrt. Bei der Angabe der
Massenspektren werden Fragmente mit einer relativen Intensitéit von weniger als 10 % nicht
aufgefiihrt, es sei denn es handelt sich um den Molekiilpeak oder um ein anderes aufschluf-

reiches Fragment.

Polarimetrie

Spezifische Drehungen [¢t] } wurden mit einem Polarimeter "PE341" (PERKIN-ELMER) in einer
1 dm Kiivette bestimmt. Die Wellenlinge "D" bezieht sich auf die Natrium D-Linie (589 nm).

Die Konzentration ¢ der MeBl6sung wird in g-(100 mL)™ angegeben.

Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunktbestimmungen erfolgten in Glasskapillaren mit einer Apparatur "B-540" der

Firma BUCHI. Die angegebenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert.
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Photometrie

Photometrische Enzymaktivititsmessungen wurden in Halbmikro-Plastikkiivetten (Schicht-
dicke 1 cm, BRANDT) mit einem Spektrophotometer "Ultrospec 2000" der Firma PHARMACIA
durchgefiihrt.

Sciulen- und Diinnschichtchromatographiet'")

Priparative Trennungen durch Séulenchromatographie wurden an neutralem Kieselgel 60 (40-

"112) zum Ein-

63 um, MERCK) vorgenommen, wobei die Methode der "Flashchromatographie
satz kam. [3,0-Diketoester wurden an sﬁuregewaschenem[m] Kieselgel chromatographiert.
Analytische Diinnschichtchromatographie wurde mit Fertigfolien der Firma MERCK durchge-
fiihrt (Kieselgel 60 F,s4). Die Visualisierung der Analyten erfolgte durch Fluoreszensloschung
(254 nm), Bedampfen mit Jod, und/oder Eintauchen der Folie in eine Losung von a) p-Anis-
aldehyd (1 mL) in Essigsdure [100 mL + konz. H,SO4 (2 mL)] oder b) KMnO4 (3 g) + K»COs

(20 g) in Wasser (300 mL) und anschlieSendem Erhitzen mit einer HeiBluftpistole.

Destillation

Kugelrohrdestillationen wurden mit einer Apparatur "B-580" der Firma BUCHI durchgefiihrt.
Fallfilmdestillationen wurden mit einer Apparatur nach ALDRICH Nr. Z22,011-6 durchgefiihrt,
welche in der Glaswerkstatt der FORSCHUNGSZENTRUM JULICH GmbH maBstabsvergrofert
nachgebaut wurde (Wendel 2.5 x 20 cm).

Synthesen unter Schutzgas

Luft- und feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen wurden unter einer Stickstoffatmosphire in
ausgeheizten Glasapparaturen durchgefiihrt. Reagenzien wurden durch Septen oder im
Schutzgas-Gegenstrom zugegeben. Die bei Tieftemperaturreaktionen angegebenen Tempera-
turen beziehen sich auf die Reaktionsmischung, nicht auf das Kiltebad (Innenthermometer).
Der Wert "Th.x" bezieht sich auf die bei kontrollierter Reagenzienzugabe eingehaltene maxi-

male Temperatur.
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Losungsmittel

Losungsmittel wurden von FLUKA, ALDRICH, RIEDEL-DE HAEN und MERCK bezogen und wa-
ren von "HPLC"- oder "z. A."-Qualitiit. Fiir feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen wurden
wasserfreie Losungsmittel in septumverschlossenen Flaschen bezogen, oder die Losungsmit-
tel wurden unmittelbar vor der Reaktion von Restwasser befreit: THF wurde mehrere Stunden
mit Natriumspénen unter RiickfluB erhitzt und dann direkt in die Reaktionsapparatur destil-
liert (Benzophenon als Indikator). Methanol und Dichlormethan wurden mindestens 24 h iiber
frisch aktiviertem Molekularsieb (4 A) aufbewahrt und unmittelbar vor der Reaktion dekan-
tiert. Acetonitril wurde mehrere Stunden mit Calciumhydrid unter RiickfluB erhitzt und dann
destilliert. Essigsdure wurde mehrere Stunden mit Acetanhydrid (3 %) unter RiickfluB erhitzt

und dann iiber eine Vigreux-Kolonne destilliert.

Chemikalien und biologisches Material

Chemikalien wurden von FLUKA, ALDRICH oder MERCK bezogen und in die Reaktionen ein-
gesetzt wie geliefert. Diketen wurde vor der Verwendung destilliert. GroBere Mengen NADP
(100 g) wurden von APPLICHEM geliefert. N-Methoxy-N-methylacetamid wurde von TCI (Ja-
pan) bezogen. Literaturbekannte Verbindungen, die nicht kommerziell erhiltlich waren, wur-
den nach den entsprechenden Vorschriften dargestellt. Bei signifikanten Abweichungen von
der Literaturvorschrift wird die Synthese hier erneut aufgefiihrt. Alkoholdehydrogenase aus T.
brockii (TBADH), Pferdeleber (HLADH) und S. cerevisiae (YADH) wurde von SIGMA bezo-
gen. Carbonylreduktase aus C. parapsilosis (CPCR)™” wurde freundlicherweise von der Fir-
ma JULICH FINE CHEMICALS (Dr. T. Daussmann) gespendet. Herrn Priv.-Doz. Dr. W. Hummel
sei an dieser Stelle nocheinmal ganz herzlich fiir die Bereitstellung von ADH aus R. erythro-
polis (READH)[43] sowie Feuchtzellmasse des L. kefir Wildtypstamms und Feuchtzellmasse
des rekombinanten E. coli Stamms recADH-HB101+ gedankt. Aus letzterem wurde
recLBADH gewonnen (siehe unten). Lyophilisate ("Trockenhefe") von S. cerevisiae wurden
von SIGMA ("Type II"), ICN ("active dried") und B10-ZENTRALE GmbH ("Windhager") bezo-
gen. Feuchtzellmasse von S. cerevisiae wurde von DEUTSCHE HEFEWERKE GmbH ("Vital
Gold") bezogen ("Frischhefe").
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6.2 Synthese von p,6-Diketoestern

Alkoholyse und Decarboxylierung acetoacetylierter Meldrumsiure

AAV I: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur Alkoholyse und Decarboxylierung von acetoacety-
lierter Meldrumscure.®"! Eine Losung von acetoacetylierter Meldrumsiure 7°% (1.14 g,
5.0mmol) und Alkohol (15.0 mmol) in Toluol (10 mL) wird fiir 3 h unter RiickfluB erhitzt.
Die Losung wird anschliefend im Vakuum eingeengt und der Riickstand in Dichlormethan
suspendiert. Nach Filtration wird erneut im Vakuum eingeengt und der Riickstand gereinigt

wie in den einzelnen Beispielen angegeben.

3,5-Dioxohexansdure-n-propylester 3f. Synthese gemiB AAV I, ausgehend von 1-Propanol
(0.90 g, 15.0 mmol). Nach Kugelrohrdestillation (0.1 mbar, 70°C) und Flashchromatographie
des Destillats an siuregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 20:80 v/v) wurde das

Produkt 3f als schwach gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 0.45 g (48 %).

"H-NMR (CDClLz):  Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 89:11; & = 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3 Hetixs,
CHCH3), 1.66 (m, 2 Hexs, CH,CH3), 2.07 (s, 3 Hey, H-6), 2.25 (s,
3Hy, H-6), 3.33 (s, 2 He, H-2), 3.55 (s, 2 Hy, H-2), 3.74 (s, 2 Hys,
H-4), 4.08 (t, J = 6.7 Hz, 2 Hyy, OCH,) iiberlagert mit 4.09 (t, J =
6.7Hz, 2 Her, OCH>), 5.61 (s, 1 Her, H-4), 15.11 (br s, 1 Heg, OH).

BC-NMR (CDCl3):  Enolform: 6 = 10.4 (CH,CH3), 22.0 (CH,CHs), 24.5 (C-6), 45.3 (C-2),
67.3 (OCH,), 100.7 (C-4), 167.8 (C-1), 187.4, 190.3 (C-3, C-5).

MS (EI), m/z (%): 186 (21) [M]*, 144 (27), 129 (19), 127 (29) [M - O"Pr]*, 126 (43), 111
(15), 102 (13), 98 (32), 85 (100) [M — CH,COO"Pr]*, 84 (16), 69 (13).

HRMS (EI): berechnet fiir [M]*: 186.0892, gefunden: 186.0902.

CoH 1404 (186.3).

3,5-Dioxohexansdure-n-hexylester 3h. Synthese gemi AAV I, ausgehend von 1-Hexanol
(1.53 g, 15.0 mmol). Nach Kugelrohrdestillation (10~ mbar, 120°C) und Flashchromatogra-
phie des Destillats an siuregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 20:80 v/v) wurde

das Produkt 3h als schwach gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 0.59 g (52 %).
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"H-NMR (CDCl3):  Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 83:17; & = 0.87 (br t, J = 6.9 Hz,
3 Hetsxe, CH2CH3), 1.23-1.39 (m, 6 Hepixs, (CH2)3CH,CH3), 1.58-1.68
(m, 2 Hegris, CHyCH3), 2.06 (s, 3 Hep, H-6), 2.25 (s, 3 Hyys, H-6), 3.32 (s,
2 Het, H-2), 3.54 (s, 2 Hys, H-2), 3.74 (s, 2 Hyg, H-4), 4.11 (t, J = 6.8 Hz,
2 Hys, OCH,) iiberlagert mit 4.12 (t, J = 6.7 Hz, 2 Hes, OCH,), 5.60 (s,
1 Hes, H-4), 15.10 (br s, 1 He, OH).

BC.NMR (CDCl;): Enolform: 8 = 14.1 (CH,CHj), 22.7 (CH,CHa), 24.5 (C-6), 25.6, 28.5,
31.5 ((CH,);CH,CHj3), 45.3 (C-2), 65.8 (OCH,), 100.7 (C-4), 167.8
(C-1), 187.4, 190.3 (C-3, C-5).

MS (ED), m/z (%): 228 (23) [M]*, 186 (10), 145 (35), 129 (24), 127 (54) [M — OHex]", 126
(67), 111 (10), 103 (18), 102 (15), 98 (27), 85 (100) M -
CH,COOHex]", 84 (13), 56 (10), 55 (10).

HRMS (EI): berechnet fiir [M]*: 228.1362, gefunden: 228.1370.

C12H2004 (228.3).

C-Acylierung von B-Ketoester-Bisenolaten

Weinreb-Amide durch Aminolyse von Carbonsdurechloriden

AAV 1II: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Weinreb-Amiden. Zu einer eisge-
kiihlten Losung von O,N-Dimethylhydroxylaminhydrochlorid (1.02 g, 10.5 mmol) und Car-
bonséurechlorid (10.0 mmol) in wasserfreiem Dichlormethan (50 mL) wird tropfenweise Py-
ridin (1.69 mL, 21 mmol) gegeben (Thax = 10°C). Die Losung wird fiir 3.5 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt, zweimal mit verdiinnter Salzsdure (0.5 M) gewaschen und im Vakuum auf die
Hilfte des Volumens eingeengt. Nach Zugabe von Diethylether (30 mL) wird mit NaHCOs-
Losung (5 %) und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum

eingeengt.

N-Methoxy-N-methylpropionamid: Synthese nach AAV II, ausgehend von Propionylchlorid
(0.93 g, 10.0 mmol). Das leichtfliichtige Produkt, N-Methoxy-N-methylpropionamid, fiel als

farbloses Ol an, das ohne Aufreinigung weiterverarbeitet wurde. Ausbeute: 1.04 g (89 %).

'H-NMR (CDCls): 8 =1.09 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, H-3), 2.40 (g, J = 7.5 Hz, 2 H, H-2), 3.13
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(s, 3 H, NCH3), 3.64 (s, 3 H, OCH5).
PC-NMR (CDCl;): §=8.8 (C-3), 25.3 (C-2), 32.3 (NCHj3), 61.2 (OCH3), 174.9 (C-1).
MS (ED, m/z (%): 117 (17) [M]", 87 (10), 61 (100) [NH(OMe)Me]", 57 (97).

CsH;1NO;, (117.2) Die NMR-Daten sind in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten die-

ser Verbindung.!'!4

N-Methoxy-N-methylbutyramid: Synthese nach AAV II, ausgehend von Butyrylchlorid
(1.07g, 10.0 mmol). Das leichtfliichtige Produkt, N-Methoxy-N-methylbutyramid, fiel als

farbloses Ol an, das ohne Aufreinigung weiterverarbeitet wurde. Ausbeute: 1.17 g (89 %).

'H-NMR (CDCls):  8=0.94(t,J=7.4Hz,3 H, H4), 1.64 (sext, J=7.4Hz, 2 H, H-3), 2.38
(t, J=7.4Hz, 2 H, H-2), 3.16 (s, 3 H, NCH;), 3.66 (s, 3 H, OCH>).

BC-NMR (CDCL): & = 14.0 (C-4), 18.2 (C-3), 32.2 (NCH3), 33.9 (C-2), 61.3 (OCH3),
174.7 (C-1).

MS (ED), m/z (%): 131 (20) [M]", 71 (98), 61 (100) [NH(OMe)Me]*.

CsHi3NO; (131.2).

2,2-Dichlor-N-methoxy-N-methylacetamid: Zu einer eisgekiihlten Losung von O,N-Dimethyl-
hydroxylaminhydrochlorid (1.07 g, 11.0 mmol) und 2,2-Dichloracetylchlorid (1.47 g,
10.0mmol) in wasserfreiem Dichlormethan (80 mL) wurde tropfenweise Pyridin (0.89 mL,
11.0 mmol) gegeben (T = 5°C). Die Losung wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt,
anschlieBend mit Diethylether (80 mL) versetzt und mit ges. NaCl-Losung gewaschen. Die
wiBrige Phase wurde zweimal mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt, 2,2-Dichlor-N-methoxy-N-
methylacetamid, fiel nach Kugelrohrdestillation (120°C, 5.0 mbar) als farbloses Ol an. Aus-
beute: 1.12 g (65 %).

'H-NMR (CDCl;):  §=3.27 (s, 3 H, NCH}3), 3.80 (s, 3 H, OCH3), 6.53 (s, 1 H, CHCL,).
BC.NMR (CDClL;): 6 =33.0 (NCH3), 62.1, 63.0 (OCH3, CHCl,), 164.5 (C-1).

MS (ED, m/z (%):  171/173/175 (23/14/2) [M]*, 108 (12), 88 (87), 83/85/87 (82/55/10), 79
(10), 78 (10), 76 (31), 61 (100) [NH(OMe)Mel*, 60 (84), 59 (12), 58
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(86), 56 (12).

C4H7CILNO; (172.0).

Acylierung von B-Ketoester-Bisenolaten

AAV III: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur C-Acylierung von p-Ketoester-Na,Li-Bisenol-
aten.""') Zuy einer eisgekiihlten Suspension von Natriumhydrid (60 % in Mineraldl) in wasser-
freiem THF wird unter Schutzgas und Temperaturkontrolle (Th.x = 10°C) der B-Ketoester
getropft. Das Reaktionsgemisch wird nach beendeter Zugabe 10 min geriihrt und dann auf
—10°C gekiihlt. Die nun klare Losung wird tropfenweise mit n-Butyllithium (1.6 M in n-Hex-
an, Tmax = 0°C) versetzt und nach beendeter Zugabe weitere 10 min geriihrt. AnschlieBend
wird die Acylierungsreaktion ausgefiihrt wie in den jeweiligen Beispielen beschrieben. Zur
Hydrolyse wird die Reaktionslosung auf eine intensiv geriihrte, eisgekiihlte Mischung (50:50
v/v) aus Ethylacetat und verdiinnter Salzsiure gekippt (2 M, 4-6 Ag. HCI bezogen auf das
Bisenolat). Die Phasen werden getrennt, und die wiBrige Phase wird zweimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit NaHCOs-Losung (5 %), Wasser
und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das

so erhaltene Rohprodukt wird gereinigt wie in den jeweiligen Beispielen angegeben.

3,5-Dioxoheptansdure-tert-butylester 31. Aus tert-Butylacetoacetat (0.79 g, 5.0 mmol), Natri-
umhydrid (0.20 g, 60 % in Mineral6l, 5.0 mmol) und n-Butyllithium (3.1 mL, 1.6 M in
n-Hexan, 5.0 mmol) wurde eine Bisenolat-Losung in THF (20 mL) dargestellt wie in AAV III
beschrieben. N-Methoxy-N-methylpropionamid (0.59 g, 5.0 mmol) wurde bei —10°C in einer
Portion zugegeben und die Losung 15 min bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieSend wur-
de auf Raumtemperatur erwérmt und 30 min geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde
verfahren wie in AAV III beschrieben. Nicht abreagiertes rerz-Butylacetoacetat wurde durch
Kugelrohrdestillation weitestgehend entfernt (0.2 mbar, 40°C). Flashchromatographie des
Riickstandes an siduregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 15:85 v/v) ergab das

Produkt 31 als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 0.78 g (73 %).

'H-NMR (CDCls):  Enolform (ef)/ Ketoform (kf) = 82:18; § = 1.07 (t, J = 7.3 Hz, 3 Hy,
H-7), 1.15 (t, J = 7.5 Hz, 3 Het, H-7), 1.47 (s, 9 Hesrr, C(CH3)3), 2.35
(q, J = 7.5 Hz, 2 He, H-6), 2.55 (q, J = 7.3 Hz, 2 Hys, H-6), 3.25 (s,



88

BC-NMR (CDCly):

MS (ED), m/z (%):

C11H;504 (214.3).

2Hes, H-2), 3.48 (s, 2 Hyr, H-2), 3.73 (s, 2 Hys, H-4), 5.60 (s, 1 Her, H-4),
15.15 (br s, 1 Her, OH).

Enolform: 8 = 9.7 (C-7), 28.1 (C(CH3)3), 31.2 (C-6), 46.4 (C-2), 82.1
(C(CHs)3), 99.2 (C-4), 167.0 (C-1), 187.4, 194.7 (C-3, C-5).

214 (2) [MT", 159 (12), 158 (29), 141 (36) [M — O'Bu]*, 140 17), 129
(40), 111 (13), 99 (52) [M — CH,COO'Bul*, 85 (14), 84 (10), 57 (100)
[CsHo]".

3,5-Dioxooctansdure-tert-butylester 3m. Aus tert-Butylacetoacetat (0.63 g, 4.0 mmol), Natri-
umhydrid (0.18 g, 60 % in Mineral6l, 4.5 mmol) und n-Butyllithium (2.6 mL, 1.6 M in

n-Hexan, 4.2 mmol) wurde eine Bisenolat-Lésung in THF (30 mL) dargestellt wie in AAV I

beschrieben. N-Methoxy-N-methylbutyramid (0.54 g, 4.1 mmol) wurde bei —10°C in einer

Portion zugegeben, und die Losung wurde 15 min bei dieser Temperatur geriihrt. Anschlie-

Bend wurde auf Raumtemperatur erwéirmt und 60 min geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbei-
tung wurde verfahren wie in AAV III beschrieben. Nach Kugelrohrdestillation (4-107> mbar,
80°C) wurde das Produkt 3m als schwach gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 0.64 g (70 %).

'H-NMR (CDCL):

BC-NMR (CDCl,):

MS (ED), m/z (%):

Ci2H»004 (228.3).

Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 86:14; 8 = 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3 Hy,
H-B8) iiberlagert mit 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3 Hy, H-8), 1.46 (s, 9 Hepuxs,
C(CH3)3), 1.61 (m, 2 Hegus, H-7), 2.26 (t, J = 7.5 Hz, 2 Heg, H-6), 2.49
(t, J=7.4 Hz, 2 Hys, H-6), 3.24 (s, 2 Her, H-2), 3.46 (s, 2 Hyg, H-2), 3.70
(s, 2 Hyr, H-4), 5.58 (s, 1 Het, H-4), 15.18 (br s, 1 Het, OH).

Enolform: 6 = 13.8 (C-8), 19.3 (C-7), 28.1 (C(CHs)3), 39.8 (C-6), 46.7
(C-2), 82.0 (C(CHs)3), 99.9 (C-4), 167.0 (C-1), 188.2, 193.1 (C-3, C-5).

228 (1) [MT", 173 (11), 172 (32), 155 (43) [M — O'Bul*, 154 (19), 144
(41), 129 (64), 113 (78) [M — CH,COO'Bu]*, 111 (21), 85 (10), 84 (17),
71 (42), 69 (11), 57 (100) [C4Ho]".
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rac-4-Methyl-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester rac-30. Aus 3-Oxovaleriansiure-tert-
butylester!'®! (0.86 g, 5.0 mmol), Natriumhydrid (0.20 g, 60 % in Mineralél, 5.0 mmol) und
n-Butyllithium (3.1 mL, 1.6 M in n-Hexan, 5.0 mmol) wurde eine Bisenolat-L&sung in THF
(20 mL) dargestellt wie in AAV III beschrieben. N-Methoxy-N-methylacetamid (0.52 g,
5.0mmol) wurde bei —10°C in einer Portion zugegeben, und die Losung wurde 15 min bei
dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wurde auf Raumtemperatur erwidrmt und 30 min
geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie in AAV Il beschrieben. Nicht
abreagiertes Edukt wurde durch Kugelrohrdestillation weitestgehend entfernt (0.1 mbar,
60°C). Flashchromatographie des Riickstandes an sduregewaschenem Kieselgel (Ethylace-
tat/ iso-Hexan 30:70 v/v) ergab das Produkt rac-30 als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 0.66 g
(62 %).

"H-NMR (CDCl5): Enolform 1 (efl)/Enolform 2 (ef2)/Ketoform (kf) = 32:14:54; § =
1.27 d, J = 7.0 Hz, 3 Hepp, CHCH3), 1.33 (d, J = 7.1 Hz, 3 Hy,
CHCH3), 1.46 (s, 9 Hegiixs, C(CH3)3), 1.49 (s, 9 Hepp, C(CH3)3), 1.83
(s, 3 Hert, C,CH3), 2.14 (s, 3 Her, H-6), 2.21 (s, 3 Hyy, H-6), 2.23 (s,
3 Hen, H-6), 3.23 (q, J = 7.0 Hz, 1 Hepp, H-4), 3.36 (s, 2 Hery, H-2),
3.43 (s, 2 Hy, H-2), 3.85 (q, J = 7.1 Hz, 1 Hy, H-4), 5.00 (s, 1 Hep,
H-2), 12.31 (s, 1 Hepp, OH), 16.20 (s, 1 Het;, OH).

'"H-NMR (de-DMSO): Enolform (ef)/ Ketoform (kf) = 32:68; 6 = 1.17 (d, J = 7.1 Hz, 3 Hyy,
CHCH;), 1.40 (s, 9 Hef11s, C(CHs)3), 1.77 (s, 3 Her, C,CHj), 2.13 (s,
3 Heti, H-6), 2.16 (s, 3 Hy, H-6), 3.47 (s, 2 Hepy, H-2), 3.56 (s, 2 Hyg,
H-2),3.96 (q, J =7.1 Hz, 1 Hys, H-4), 16.13 (s, 1 Heg;, OH).

C-NMR (dg-DMSO): Ketoform: & = 12.1 (CHCH3), 27.6 (C(CH3)3), 29.1 (C-6), 49.4 (C-2),
59.5 (C-4), 81.0 (C(CH3)3), 166.2 (C-1), 201.5, 205.2 (C-3, C-5).

MS (EI), m/z (%): 214 (1) [M]", 158 (25), 141 (56) [M — O'Bul*, 140 (12), 116 (67), 112
(11), 99 (60) [M — CHCOO'Bu]*, 98 (41), 72 (20), 57 (100) [C4H,]*,
56 (14).

C11H1504 (214.3).

6-Fluor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3p. Unter Schutzgas wurde durch tropfenweise
Zugabe von n-Butyllithium (2.7 mL, 1.6 M in n-Hexan, 4.3 mmol) zu einer eisgekiihlten Lo-

sung von Diisopropylamin (0.62 mL, 4.4 mmol) in wasserfreiem THF (20 mL) LDA erzeugt.
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Die Losung wurde nach beendeter Zugabe 10 min geriihrt, auf —10°C gekiihlt, tropfenweise
mit fert-Butylacetoacetat (0.35 g, 2.2 mmol) versetzt (Tiax = =5°C), fiir weitere 10 min ge-
rithrt und anschlieBend auf —75°C gekiihlt. Fluoressigsiureethylester (0.21 g, 2.0 mmol) und
TMEDA (0.26 g, 2.2 mmol) wurden nacheinander in jeweils einer Portion zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 5 min geriihrt, iiber einen Zeitraum von 30 min auf —55°C erwarmt,
fiir weitere 10 min bei dieser Temperatur geriihrt und wieder auf —75°C abgekiihlt. Zur Hy-
drolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie in AAV III beschrieben. Uberschiissiges zert-
Butylacetoacetat wurde durch Kugelrohrdestillation weitestgehend entfernt (0.2 mbar, 40°C).
Flashchromatographie des Riickstandes an siduregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hex-

an 10:90 v/v) ergab das Produkt 3p als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 0.25 g (58 %).

'H-NMR (CDCl3):  Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 90:10; & = 1.47 (s, 9 Hepuis, C(CH;)3),
3.31 (s, 2 Het, H-2), 3.48 (s, 2 Hyp, H-2), 3.86 (d, “J(H,F) = 3.8 Hz,
2 Hyy, H-4), 4.86 (d, 2J(H,F) = 46.8 Hz, 2 H,, H-6), 4.88 (d, “J(H,F) =
47.3 Hz, 2 Hys, H-6), 5.93 (d, *J(H,F) = 3.0 Hz, 1 H, H-4), 14.80 (br s,
1 Her, OH).

C-NMR (CDCl): Enolform: § = 28.1 (C(CHs)s), 45.9 (C-2), 81.3 (d, '"J(C,F) = 183.1 Hz,
C-6), 82.5 (C(CHs)3), 97.0 (d, *J(C,F) = 54 Hz, C-4), 166.5 (C-1),
186.7 (C-3), 189.8 (d, °J(C,F) = 21.3 Hz, C-5).

MS (ED, m/z (%): 218 (1) [M]*, 163 (17), 145 (37) [M — O'Bul*, 129 (15), 125 (12), 103
(48) [M — CH,COO'Bu]"*, 57 (100) [CsH,]".

CioH15FO4 (218.2).

6-Chlor-3,5-dioxohexansciure-tert-butylester 3q. Methode A: Acylierung von tert-
Butylacetoacetat-Na,Li-Bisenolat mit  2-Chlor-N-methoxy-N-methylacetamid. Aus tert-
Butylacetoacetat (0.79 g, 5.0 mmol), Natriumhydrid (0.20 g, 60 % in Mineraldl, 5.0 mmol)
und n-Butyllithium (3.1 mL, 1.6 M in n-Hexan, 5.0 mmol) wurde eine Bisenolat-L3sung in
THF (15 mL) dargestellt wie in AAV III beschrieben. Die Losung wurde auf —75°C gekiihlt,
und eine Losung von 2-Chlor-N-methoxy-N-methylacetamid (0.69 g, 5.0 mmol) in wasser-
freiem THF (4 mL) wurde zugetropft (Tmax = ~60°C). Das Reaktionsgemisch wurde 45 min
geriihrt, liber einen Zeitraum von 30 min auf —30°C erwirmt, weitere 15 min bei dieser Tem-
peratur geriihrt und wieder auf —75°C gekiihlt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde ver-
fahren wie in AAV III beschrieben. Nach Flashchromatographie an siuregewaschenem Kie-
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selgel (Ethylacetat/ n-Hexan 20:80 v/v) wurde das Produkt 3q als schwach gelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 0.68 g (58 %).

'"H-.NMR (CDClLz):  Enolform (ef)/ Ketoform (kf) = 88:12; & = 1.48 (s, 9 Hegyir, C(CHz)3),
3.31 (s, 2 Hes, H-2), 3.49 (s, 2 Hyt, H-2), 3.92 (s, 2 Hys, H-4), 4.06 (s,
2 Het, H-6), 4.21 (s, 2 Hys, H-6), 5.97 (s, 1 Het, H-4), 14.76 (br s, 1 Hey,
OH).

BC-NMR (CDCl3):  Enolform: § = 28.1 (C(CHa)3), 44.4, 46.0 (C-2, C-6), 82.6 (C(CHs)3),
98.9 (C-4), 166.5 (C-1), 187.0, 187.3 (C-3, C-5).

MS (ED), m/z (%): 234 (1) [M]", 198 (6) [M — HCI]*, 179 (10), 161/163 (30/10) [M -
O'BuJ*, 129 (26), 119/121 (34/11) [M — CH,COO'BuJ*, 103 (15), 85
(11), 57 (100) [C4Ho]".

Ci10Hi5ClO4 (234.7).

6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3q. Methode B: Acylierung von tert-
Butylacetoacetat-Li,Li-Bisenolat mit Chloressigsduremethylester. Unter Schutzgas wurde
durch tropfenweise Zugabe von n-Butyllithium (64 mL, 1.6 M in n-Hexan, 102 mmol) zu ei-
ner eisgekiihlten Losung von Diisopropylamin (14.8 mL, 105 mmol) in wasserfreiem THF
(0.3 L) LDA erzeugt. Die Losung wurde nach beendeter Zugabe 10 min geriihrt, auf —15°C
gekiihlt, tropfenweise mit fert-Butylacetoacetat (7.9 g, 50 mmol) versetzt (Tymax = —5°C), fiir
weitere 10 min geriihrt und anschlieBend auf —75°C gekiihlt. Chloressigsauremethylester
(5.4 g, 50 mmol) wurde tropfenweise zugegeben (Tmax = —65°C) und die Losung nach been-
deter Zugabe 25 min geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie in AAV
III beschrieben. Das resultierende Rohprodukt 3q (11.0 g gelbes Ol, 89 %) fiel gemih 'H-
NMR-Analyse mit ca. 95 % Reinheit an.

6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3q. Methode C: Acylierung von tert-
Butylacetoacetat-Li,Li-Bisenolat (aminfrei) mit Chloressigsduremethylester im Hektogramm-
Mafstab. In einem Dreihalskolben (2 L) mit Innenthermometer, RiickfluBkiihler und Tropf-
trichter wurde bei Raumtemperatur und unter Schutzgas zu einer gut geriihrten Suspension
von Lithiumhydrid (6.5 g, 0.79 mol, 97 %) in wasserfreiem THF (1.5 L) fert-Butylacetoacetat
(118.7 g, 0.75 mol) getropft. Nach beendeter Zugabe wurde der Tropftrichter mit wenig was-
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serfreiem THF gespiilt, und die Reaktionslésung wurde fiir 30 min unter Riickfluf erhitzt.
AnschlieBend wurde auf —20°C gekiihlt, und n-Butyllithium (76 mL, 10 M in »n-Hexan,
0.76 mol) wurde tropfenweise zugesetzt (Tmax = 0°C). Der Tropftrichter wurde erneut gespiilt,
und es wurde weitere 15 min geriihrt. Die Losung wurde auf ~70°C gekiihlt, und Chloressig-
sduremethylester (80.3 g, 0.74 mol) wurde tropfenweise zugegeben (Timax = —60°C). Nach
beendeter Zugabe wurde 45 min bei ~65°C geriihrt und dann durch ziigi ge Zugabe von eisge-
kiihlter 25%iger Salzsdure (205 mL, 1.58 mol) hydrolysiert. Die Reaktionsmischung wurde
anschlieBend in einem Scheidetrichter intensiv durchmischt, die Phasen getrennt, und die or-
ganische Phase zweimal mit Wasser (je 0.15 L) gewaschen. Die vereinigten wilirigen Phasen
wurden einmal mit 0.1 L Ethylacetat extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden
im Vakuum auf ein Volumen von 0.5 L eingeengt, woraufhin sich erneut Wasser abscheidete,
welches abgetrennt wurde. Nach Waschen mit ges. NaCl-Losung (0.1 L) und Trocknen iiber
Na,SO, (2 x) wurde im Vakuum vollstindig eingeengt. Nicht umgesetzte Edukte wurden an-
schlieBend in einem Rotationsverdampfer mit Trockeneiskiihler bei 2 mbar und 65°C soweit
wie mdglich abdestilliert. Das resultierende Rohprodukt 3q [144 g (75 %), gelbes Ol] fiel ge-
mif 1H-NMR-Ana,lyse mit einer Reinheit von ca. 90 % an. Durch Fallfilmdestillation (78°C,
2-107* mbar) wurde ein farbloses Ol erhalten, welches sich jedoch noch wihrend der Destilla-

tion wieder gelb firbte. Ausbeute: 90 g (52 %).

Aromat 14/14'. Diese Verbindung wurde aus einem Destillationssumpf der in vorherstehender
Arbeitsvorschrift beschriebenen Fallfilmdestillation erhalten. Filtration durch Kieselgel mit
Dichlormethan und anschlieBende Kristallisation aus n-Hexan ergab Aromat 14/14' in Form
farbloser Kristalle (Smp. 83.4-86.3°C).

'H-NMR (CDCL): & = 1.4 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.68 (s, 9 H, C(CHz)3), 3.65 (s, 2 H,
CH,COO'Bu), 4.81 (s, 2 H, CH,Cl), 4.84 (s, 2 H, CH,Cl), 6.84 (s, 1 H,
ArH), 12.3 (s, 1 H, OH).

“C-NMR (CDCL;): & = 28.2 (2 x C(CHy)s, isochron), 40.0, 45.9, 503 (2 x CH,CL,
CH,COOBu), 82.1, 86.1 (2 x C(CHa)s), 112.1 (Ar-Cy), 125.7 (Ar-C,),
128.1, 140.2, 141.5, 161.2 (Ar-C,), 169.7, 169.8 (2 x COO'Bu), 196.7
(CO).

MS (ED), m/z (%): 432 (1) [M]", 376/378 (8/5) [M — C4Hs]*, 303/305 (20/12), 271/273
(64/22), 253/255 (36/12), 57 (100) [C4Ho]".
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HRMS (EI): berechnet fiir [M — C4;Hg]": 376.0480, gefunden: 376.0477.

CroH26C1,06 (433.3).

Benzofuranon 15/15': Diese Verbindung wurde als Nebenkomponente aus einem nach vor-
herstehender Arbeitsvorschrift (Methode C) erhaltenen Rohprodukt des B,3-Diketoesters 3q
durch Flashchromatographie abgetrennt (Ethylacetat/iso-Hexan 10:90 v/v). Alternativ wurde
Benzofuranon 15/15' durch HCI-Eliminierung aus Aromat 14/14' erhalten: Eine Lésung des
Aromaten 14/14' (100 mg, 231 pmol) in Dichlormethan (5 mL) wurde mit DBU (37 uL,
243 umol) versetzt, 20 h bei 20°C geriihrt und anschlieBend mit Wasser gewaschen. Nach
Trocknen iiber MgSO4 und Einengen im Vakuum fiel das Produkt 15/15' als schwach gelbes
Ol an. Ausbeute: 82 mg (89 %).

'H-NMR (CDCL): & = 1.44 (s, 9 H, C(CHs)s), 1.61 (s, 9 H, C(CHs)3), 3.93 (s, 2 H,
CH,COO'Bu), 4.68 (s, 2 H, CH,Cl oder CH,OAr), 4.78 (s, 2 H, CH,Cl
oder CH,0OAr), 6.99 (s, 1 H, ArH).

BC.NMR (CDCl;): & = 28.1, 28.2 (2 x C(CH3)3), 37.7, 43.3 (CH,Cl, CH,COOBu), 75.5
(CH;OAr), 381.9, 83.6 (2 x C(CHz)3), 118.8, 1204 (Ar-Cy), 125.7
(Ar-Cp), 137.5, 145.4, 163.3 (Ar-C,), 169.2, 172.3 (2 x COO'Bu), 199.0
(CO).

MS (ED), m/z (%): 396 (1) [M]", 340 (4) [M — C4Hs]", 323 (8), 240 (10), 187 (40), 179/181
(33/11), 169 (11), 143 (12), 103 (37), 102 (12), 101 (31), 85 (33), 69
(13), 59 (15), 58 (14), 57 (100) [C4Ho]", 56 (13), 55 (14).

CyoH35Cl1O06 (396.9).

6,6-Dichlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3r. Aus tert-Butylacetoacetat (1.13 g,
7.1 mmol), Natriumhydrid (0.29 g, 60 % in Mineral6l, 7.3 mmol) und n-Butyllithium (4.5 mL,
1.6 M in n-Hexan, 7.2 mmol) wurde eine Bisenolat-Losung in THF (50 mL) dargestellt wie in
AAV III beschrieben. 2,2-Dichlor-N-methoxy-N-methylacetamid (1.12 g, 6.5 mmol) wurde
bei —75°C in einer Portion zugegeben, und die Losung wurde innerhalb von 1 h auf —30°C
erwirmt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie in AAV III beschrieben.
Flashchromatographie an sduregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 20:80 v/v) er-
gab das Produkt 3r als gelbes Ol. Ausbeute: 1.07 g (61 %).
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'H-NMR (CDCL3):  Verhiltnis Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 9 1:9; & = 1.48 (s, 9 Hepis,
C(CH3)3), 3.34 (s, 2 Her, H-2), 3.50 (s, 2 Hyg, H-2), 4.11 (s, 2 Hyy, H-4),
5.91 (s, 1 Her, H-4 oder H-6), 6.02 (s, 1 Hys, H-6), 6.09 (s, 1 He, H-4
oder H-6), 14.05 (br s, 1 Her, OH).

BC.NMR (CDCL3):  Enolform: 6 = 28.1 (C(CHs);), 44.9 (C-2), 68.3 (C-6), 82.8 (C(CHs)3),
96.6 (C-4), 166.1 (C-1), 187.0 (C-3, C-5, isochron).

MS (EI), m/z (%): 268 (1) [M]", 232 (2) [M — HCI]*, 195/197/199 (18/1 1/2) [M — O'Bul",
153/155/157 (13/8/2) [M - CH,COO'Bu]*, 129 (30), 57 (100) [C4H,]*.

C10H14CL04 (269.1).

6-Hydroxy-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3s. Aus tert-Butylacetoacetat (1.27 g,
8.0 mmol), Natriumhydrid (0.32 g, 60 % in Mineralél, 8.0 mmol) und »n-Butyllithium (5.0 mL,
1.6 M in n-Hexan, 8.0 mmol) wurde eine Bisenolat-Lésung in THF (30 mL) dargestellt wie in
AAV III beschrieben. Glycolsiureethylester (0.21 g, 2.0 mmol) wurde bei —75°C zugetropft
(Tmax = —60°C), und die Losung wurde innerhalb von 30 min auf 0°C erwirmt. Nach weiteren
2 h wurde das Eisbad entfernt, und die Losung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur ge-
riihrt. Vor der Hydrolyse (siche AAV III) wurde auf —30°C gekiihlt. Die Aufarbeitung er-
folgte wie in AAV IIT beschrieben. Uberschiissiges tert-Butylacetoacetat wurde durch Kugel-
rohrdestillation weitestgehend entfernt (0.2 mbar, 40°C). Flashchromatographie des Riick-
standes an sduregewaschenem Kieselgel ergab das Produkt 3s als schwach gelbes Ol (Ethyla-
cetat/ iso-Hexan 40:60 v/v). Ausbeute: 0.19 g (44 %).

'H-NMR (CDCl3):  Halbketalform (hf)/Enolform (ef) / Ketoform (kf) = 65:25:10; 6 = 1.47
(8, 9 Heturs, C(CH3)3), 1.51 (s, 9 Hys, C(CH3)3), 2.42 (d, J = 17.7 Hz,
1 Hype, H-4), 2.58 (d, J = 17.7 Hz, 1 Hy, H-4), 2.79 (d, J = 15.9 Hz,
1 Hy, H-2), 2.86 (d, J = 15.9 Hz, 1 Hypg, H-2), 3.24 (s, 2 H, H-2), 3.50
(s, 2 His, H-2), 3.77 (s, 2 Hyt, H-4), 4.06 (d, J = 16.6 Hz, 1 Hys, H-6),
4.22 (d, J = 16.6 Hz, 1 Hys, H-6), 4.28 (s, 2 Hyt, H-6), 4.35 (s, 2 Hys,
H-6), 5.32 (br s, 1 Hps, OH), 5.68 (s, 1 Her, H-4), 14.20 (br s, 1 Hes, OH).

C-NMR (CDCl;): Halbketalform: § = 28.1 (C(CHz)3), 43.7 (C-2), 48.1 (C-4), 70.1 (C-6),
82.9 (C(CHs)3), 103.0 (C-3), 170.8 (C-1), 212.9 (C-5).
Enolform: § = 28.1 (C(CHs)3), 43.9 (C-2), 65.4 (C-6), 82.5 (C(CH3)3),
97.4 (C-4),166.8 (C-1), 179.7, 198.0 (C-3, C-5).
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MS (ED), m/z (%): 185 (3) [M — CH,OH]", 143 (15) [M — O'Bu], 129 (26), 111 (11), 102
(23), 101 (23) [M — CH,COO'Bu]", 84 (11), 59 (44), 57 (100) [C4Ho]",
56 (12).

Ci10H1605 (216.2).

6-Methoxy-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3t. Aus tert-Butylacetoacetat (1.58 g,
10.0 mmol), Natriumhydrid (0.40 g, 60% in Mineraldl, 10.0 mmol) und n-Butyllithium
(6.3mL, 1.6 M in n-Hexan, 10.1 mmol) wurde eine Bisenolat-Losung in THF (30 mL) darge-
stellt wie in AAV III beschrieben. Die Losung wurde auf —75°C abgekiihlt, und Methoxyes-
sigsduremethylester (0.52 g, 5.0 mmol) wurde in einer Portion zugesetzt. Anschlieend wurde
iiber einen Zeitraum von 45 min auf 0°C erwédrmt und 2 h bei dieser Temperatur geriihrt. Zur
Hydrolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie in AAV III beschrieben. Nach Kugelrohr-
destillation (7-10‘3 mbar, 85°C) und anschlieBender Flashchromatographie des Destillats an
sduregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 20:80 v/v) wurde das Produkt 3t als gel-
bes Ol erhalten. Ausbeute: 0.91 g (79 %).

'H-NMR (CDCl3):  Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 85:15; 0 = 1.47 (s, 9 Hetsxr, C(CHs)3),
3.28 (s, 2 Hes, H-2), 3.41 (s, 3 Hys, OCH3), 3.43 (s, 3 Her, OCH3), 3.48
(s, 2 Hys, H-2), 3.76 (s, 2 Hys, H-4), 4.01 (s, 2 Heg, H-6), 4.04 (s, 2 Hyy,
H-6), 5.89 (s, 1 He, H-4), 15.03 (br s, 1 Her, OH).

BC-NMR (CDCl;): Enolform: § = 28.2 (C(CHa)s), 46.3 (C-2), 59.6 (OCH3), 73.5 (C-6),
82.3 (C(CHs)3), 97.7 (C-4), 166.8 (C-1), 187.3, 191.2 (C-3, C-5).

MS (El), m/z (%): 230 (1) [M]*, 185 (18), 157 (21) [M — O'Bul*, 144 (16), 129 (100), 115
(45) [M - CH,COO'Bu]", 111 (27), 84 (10), 57 (65) [C4Ho]".

C11H1505 (230.3).

6-Methoxy-3,5-dioxohexansduremethylester 3u. Aus Methylacetoacetat (0.70 g, 6.0 mmol),
Natriumhydrid (0.24 g, 60 % in Mineraldl, 6.0 mmol) und n-Butyllithium (3.8 mL, 1.6 M in
n-Hexan, 6.1 mmol) wurde eine Bisenolat-Losung in THF (30 mL) dargestellt wie in AAV 111
beschrieben. Die Losung wurde auf —75°C abgekiihlt, und Methoxyessigsduremethylester
(0.31 g, 3.0 mmol) wurde in einer Portion zugesetzt. Anschlieend wurde auf 0°C erwirmt

und 2 h bei dieser Temperatur geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie
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in AAV III beschrieben. Nach Kugelrohrdestillation (0.1 mbar, 75°C) und anschlieBender
Flashchromatographie des Destillats an siuregewaschenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan

30:70 v/v) wurde das Produkt 3u als gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 0.14 g (25 %).

'H-NMR (CDCL):  Enolform (ef)/ Ketoform (kf) = 85:15; & = 3.38 (s, 2 Her, H-2), 3.39 (s,
3 Hi, CH,OCH}), 3.41 (s, 3 Her, CH;OCH3), 3.58 (s, 2 Hyt, H-2), 3.73
(s, 3 Hetrs, COOCH3), 3.76 (s, 2 Hyg, H-4), 4.00 (s, 2 Hor, H-6), 4.02 (s,
2 Hys, H-6), 5.88 (s, 1 Her, H-4), 14.95 (br s, 1 Hes, OH).

>C-NMR (CDCls): Enolform: & = 44.8 (C-2), 52.6 (COOCH3), 59.5 (CH,OCH;), 73.3
(C-6), 97.8 (C-4), 168.0 (C-1), 186.7, 191.0 (C-3, C-5).

MS (ED, m/z (%): 188 (2) [M]", 158 (10), 143 (100) [M — CH,OCH;]*, 115 24) M -
CH,COOMel", 111 (15), 101 (63), 69 (31), 59 (13).

CgH 1,05 (188.2).

6-Phenyloxy-3,5-dioxohexansiuremethylester 3v. Aus Methylacetoacetat (0.58 g, 5.0 mmol),
Natriumhydrid (0.20 g, 60 % in Mineral6l, 5.0 mmol) und n-Butyllithium (3.1 mL, 1.6 M in
n-Hexan, 5.0 mmol) wurde eine Bisenolat-Lésung in THF (30 mL) dargestelit wie in AAV III
beschrieben. Die Losung wurde auf —15°C abgekiihlt, und Phenyloxyessigsduremethylester
(0.33 g, 2.0 mmol) wurde in einer Portion zugesetzt. AnschlieBend wurde auf 0°C erwirmt
und 1 h bei dieser Temperatur geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung wurde verfahren wie
in AAV III beschrieben. Uberschiissiges Methylacetoacetat wurde durch Kugelrohrdestillati-
on entfernt (50°C, 3.0 mbar). Nach Flashchromatographie des Riickstandes an sduregewa-
schenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 30:70 v/v) wurde das Produkt 3v als schwach gel-
bes Ol erhalten. Ausbeute: 0.27 g (54 %).

'"H-NMR (CDCL):  Enolform (ef)/ Ketoform (kf) = 90:10; & = 3.39 (s, 2 Hes, H-2), 3.60 (s,
2 Hig, H-2), 3.73 (s, 3 Hygwer, COOCH3), 3.93 (s, 2 Hy, H-4), 4.62 (s,
2Hetus, H-6), 6.02 (s, 1 Her, H-4), 6.92 (m, 2 Hysper, ArH), 7.02 (m,
1 Higrer, ArH), 7.30 (m, 2 Hygier, ArH), 14.95 (br's, 1 Hy, OH).

PC-NMR (CDCL):  Enolform: & = 44.6 (C-2), 52.7 (COOCH3), 68.5 (C-6), 98.1 (C-4),
114.8, 122.0, 129.9 (Ar-Cp), 157.8 (Ar-C,), 167.9 (C-1), 186.3, 190.4
(C-3, C-5).

Ci3H1405 (250.3).
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6-Benzyloxy-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3w. Aus tert-Butylacetoacetat (1.53 g,
9.7 mmol), Natriumhydrid (0.39 g, 60 % in Mineraldl, 9.7 mmol) und n-Butyllithium (6.1 mL,
1.6 M in n-Hexan, 9.8 mmol) wurde eine Bisenolat-Losung in THF (40 mL) dargestelit wie in
AAV 1III beschrieben. Die Losung wurde auf —75°C abgekiihlt, und Benzyloxyessig-
sduremethylester (1.16 g, 6.4 mmol) wurde in einer Portion zugesetzt. AnschlieBend wurde
auf 0°C erwidrmt und 1 h bei dieser Temperatur geriihrt. Zur Hydrolyse und Aufarbeitung
wurde verfahren wie in AAV III beschrieben. Nicht abreagierte Edukte werden durch Kugel-
rohrdestillation (5-107 mbar, 85°C) entfernt und der Riickstand durch Flashchromatographie
an sduregewaschenem Kieselgel gereinigt (Diethylether / n-Hexan 30:70 v/v). Das Produkt 3w
fiel als schwach gelbes Ol an. Ausbeute: 0.90 g (46 %).

'"H-.NMR (CDCls):  Enolform (ef)/Ketoform (kf) = 86:14; & = 1.47 (s, 9 Hegyxs, C(CH3)3),
3.29 (s, 2 Hes, H-2), 3.46 (s, 2 Hys, H-2), 3.78 (s, 2 Hys, H-4), 4.10 (s,
2 Hetyx, H-6), 4.58 (s, 2 Hy, ArCH>), 4.60 (s, 2 Her, ArCH>), 5.97 (s,
1 Het, H-4), 7.33-7.38 (m, 5 Hegsxs, ArH), 14.93 (br s, 1 Her, OH).

BC-NMR (CDCl3): Enolform: § = 28.1 (C(CHs)s), 46.3 (C-2), 70.8 (ArCH,), 73.5 (C-6),
82.3 (C(CH3)3), 97.8 (C-4), 128.0, 128.2, 128.7 (Ar-Cy), 137.2 (Ar-Cy),
166.9 (C-1), 187.4, 191.2 (C-3, C-5).

MS (EI), m/z (%): 233 (6) [M — O'Bu]*, 191 (11) [M — CH,COO'Bu]*, 144 (70), 129 (31),
126 (14), 111 (12), 107 (15), 92 (12), 91 (100) [Bn]*, 57 (47) [C4Ho]".

C17H220s5 (306.3).

6,6-Dimethoxy-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester 3y. Aus tert-Butylacetoacetat (1.19 g,
7.5 mmol), Natriumhydrid (0.30 g, 60 % in Mineral6l, 7.5 mmol) und n-Butyllithium (4.7 mL,
1.6 M in n-Hexan, 7.5 mmol) wurde eine Bisenolat-Losung in THF (30 mL) dargestellt wie in
AAV III beschrieben. Die Losung wurde auf —75°C abgekiihlt, und Dimethoxyessigsdureme-
thylester (0.67 g, 5.0 mmol) wurde in einer Portion zugesetzt. AnschlieBend wurde iiber einen
Zeitraum von 1 h auf 0°C erwédrmt und 1 h bei dieser Temperatur geriihrt. Zur Hydrolyse und
Aufarbeitung wurde verfahren wie in AAV III beschrieben. Nach Kugelrohrdestillation
(80°C, 107 mbar,) und anschlieBender Flashchromatographie des Destillats an sduregewa-
schenem Kieselgel (Ethylacetat/n-Hexan 20:80 v/v) wurde das Produkt 3y als gelbes Ol er-
halten. Ausbeute: 0.89 g (68 %).

'H-NMR (CDCl;):  Enolform (ef)/ Ketoform (kf) = 90:10; 8 = 1.46 (s, 9 Hes, C(CHs)s),
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3.30 (s, 2 He, H-2), 3.38 (s, 6 He, CH(OCHs3),), 3.40 (s, 6 Hy,
CH(OCHs)2), 3.46 (s, 2 Hys, H-2), 3.80 (s, 2 Hys, H-4), 4.51 (s, 1 Hyg,
H-6), 4.76 (s, 1 Het, H-6), 5.97 (s, 1 Her, H-4), 14.52 (br s, 1 Het, OH).

PC-NMR (CDCL): Enolform: § = 28.1 (C(CHs)s), 46.9 (C-2), 53.8 (CH(OCH;),), 82.3
(C(CHs)s), 98.8 (C-4), 100.7 (C-6), 166.5 (C-1), 185.3, 189.6 (C-3,
C-5).

MS (ED, m/z (%): 260 (1) [M]", 187 (4) [M — O'Bu]*, 145 (12) [M — CH,COO'Bu]*, 75
(100) [CH(OMe),]*, 57 (28) [C4H,]".

C12Ha006 (260.3).

Untersuchungen zur Stabilitiit von ,5-Diketoestern

B, &-Diketoester 3a, 3e und 3j

AAV IV: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur Untersuchung der Stabilitiit von 3,5-Dioxohexan-
sdureestern in wdflrigem Puffer. In einem Rundkolben wird ein 3,5-Dioxohexansiureester
(0.1 mmol) mit Phosphat-Puffer (10.0 mL, pH 7.2, 100 mM, 1.0 mMm MgCl;) und 2-Propanol
(77 pL, 1.0 mmol) versetzt, und die Losung wird bei Raumtemperatur geriihrt. Proben der
Losung (0.5 mL) werden mit Dichlormethan (0.5 mL) extrahiert. Die organische Phase wird
mit Dichlormethan (0.5 mL) verdiinnt und anschlieBend mittels GC-MS analysiert (Tempe-

raturprogramm A).

3,5-Dioxohexansdiuremethylester 3a wurde behandelt wie in AAV IV beschrieben. Nach 53 h
wurden mit GC-MS die drei Substanzen 3a, 16 und 16' im Verhiltnis von 24:46:30 detektiert.

B.5-Diketoester 3a: g = 5.7 min; m/z (%): 158 (14) [M]", 143 (9), 127 (12) [M — OMeT",
126 (34), 116 (24), 101 (24), 98 (19), 85 (100) [M — CH,COOMe]", 84
(12), 69 (34), 59 (21), 55 (11).

Aromat 16: tr = 12.7 min; m/z (%): 280 (22) [M]", 248 (34), 233 (29), 220 (58), 217
(30), 205 (85), 201 (100), 188 (73).

Aromat 16': tr = 13.0 min; m/z (%): 280 (19) [M]", 248 (26), 233 (24), 220 (100),
217 (24), 201 (77), 189 (21), 188 (44), 161 (21), 160 (26).
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3,5-Dioxohexansdureethylester 3e wurde behandelt wie in AAV IV beschrieben. Nach 53 h
wurden mit GC-MS die drei Substanzen 3e, 17 und 17' im Verhiltnis von 73:21:6 detektiert

detektiert.

B,8-Diketoester 3e:  fr = 6.4 min; m/z (%): 172 (16) [M]*, 130 (31), 127 (21) [M — OEt]",
126 (40), 115 (56), 111 (10), 98 (31), 85 (100) [M — CH,COOEt]*, 84
(19), 69 (27), 60 (10), 55 (10).

Aromat 17: tr = 13.4 min; m/z (%): 308 (23) [M]", 263 (22), 262 (31), 247 (23), 234
(60), 219 (19), 217 (32), 206 (35), 205 (84), 201 (100), 189 (40), 188
(99), 162 (59), 91 (20), 77 (20).

Aromat 17': fr = 13.8 min; m/z (%): 308 (11) [M]", 263 (20), 262 (22), 234 (100),
217 (29), 201 (47), 189 (23), 188 (52), 161 (20), 160 (21).

3,5-Dioxohexansdure-tert-butylester 3j wurde behandelt wie in AAV IV beschrieben. Nach
53 h wurde mit GC-MS lediglich B,0-Diketoester 3j detektiert: g = 6.9 min; m/z (%): 200 (2)
[M]*, 145 (24), 144 (27), 127 (53) [M — O'Bul*, 126 (33), 85 (82) [M — CH,COO'Bu]*, 57
(100) [C4Ho]".

B, 6-Diketoester 3q

Arbeitsvorschrift zur Untersuchung der Bildung von Furanon 18 aus P, 6-Diketoester 3q in
wdif3rigem Puffer: In einem Rundkolben wurde B,5-Diketoester 3q (0.1 mmol) mit Puffer und
2-Propanol versetzt, und die Losung wurde bei Raumtemperatur geriihrt (siehe Tab. 2-3, Seite
20, fiir Konzentrationsangaben). Eine Probe der Losung (1.0 mL) wurde mit CDCl; (0.8 mL)
extrahiert und die organische Phase mittels 'H-NMR analysiert. Der Umsatz zum Furanon 18
wurde durch Integration der Signale bei 4.53 ppm (Furanon 18) und 3.31 ppm (B,5-Diketo-
ester 3q, Enolform) bestimmt. Die Keto-Enol-Tautomerie des P,0-Diketoesters 3q wurde

durch eine rechnerische Korrektur beriicksichtigt (Enolform / Ketoform = 88:12).

Furanon 18. Priparativer Ansatz: Zu einer Losung des B,d-Diketoesters 3q (234 mg,
1.0 mmol) in Ethanol (10 mL) wurde Phosphat-Puffer (20 mL, pH 7.0, 250 mM) gegeben, und
die Losung wurde fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie3end wurde das organische

Losungsmittel im Vakuum entfernt und verdiinnte Salzsdure (5 mL, 2 M) zugesetzt. Die Mi-
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schung wurde zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit NaHCO;-Losung (5 %) und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen iiber Na,SO4
wurde das Losungsmitte] im Vakuum entfernt und der Riickstand durch Flashchromatogra-
phie an Kieselgel gereinigt (Ethylacetat/iso-Hexan 40:60 v/v). Das Produkt 18 fiel als
schwach gelbes Ol an, das bei 4°C langsam erstarrte. Ausbeute: 157 mg (79 %).

'H-NMR (CDCl;);' & = 1.47 (s, 9 H, C(CH;)3), 3.48 (s, 2 H, H-2), 4.53 (s, 2 H, H-6), 5.68
(s, 1 H, H-4).

C-NMR (CDCly);* & =28.1 (C(CHs)3), 38.3 (C-2), 75.5 (C-6), 82.9 (C(CH3)3), 106.4 (C-4),
165.9 (C-1), 187.0 (C-3), 202.7 (C-5).

MS (ED), m/z (%): 198 (11) [M]", 125 (77) [M - O'Bul*, 97 (25), 98 (10), 67 (20), 59 (13),
57 (100) [C4Ho]".

C1o0H1404 (198.2).

i B,8-Diketoester-Nummerierung
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6.3 Synthese von é-Hydroxy-p-ketoestern

Enzymatische Reduktion von B,3-Diketoestern (zellfreie Umsetzungen)

Prdparation von recLBADH (Zellrohextrakt)

Methode A: Nafvermahlung von E. coli recADH-HBI101+ mit Glasperlen."'” Eine 20%ige
Zellsuspension (5 mL) in Phosphat-Puffer (pH 7.5, 100 mM, 10 Tropfen-L™ Polypropylengly-
col-Antischaum "Ucoloub"”, 1.0 mM MgCl,) wurde gleichméBig auf acht Einwegreaktionsge-
fiBe ("Eppendorf Cups", 1.5 mL) verteilt und Glasperlen (je 1.2 g, 0.2 mm Durchmesser)
wurden zugegeben. Die Gefile wurden mit Eis gekiihlt und unter Zuhilfenahme eines vorge-
kiihlten Zylinders in eine Schwingmiihle "MM2" (RETSCH) eingespannt. Der Aufschluf} er-
folgte bei 100 % Leistung in zwei Intervallen zu je 5 min mit zwischenzeitlicher Kiihlung.
AnschlieBend wurde zentrifugiert, und die Uberstinde wurden vereinigt. Ausbeute: 3 mL,

1.1kU-mL™ (Aktivitit bezogen auf die Reduktion von Acetophenon, siche AAV V).

Methode B: Ultraschall-Aufschluf3 von E. coli recADH-HB101+. Eine 30%ige Zellsuspension
(15 mL) in Phosphat-Puffer (pH 7.0, 50 mM, 1.0 mM MgCl,) wurde bei 0°C viermal fiir je-
weils 5 min in einem "Sonifier 250" der Firma BRANSON beschallt (Duty Cycle 50 %, Power
5, Output ca. 40 %, zwischen den Intervallen jeweils 5 min Kiihlung in Eis). AnschlieBend
wurde 20 min bei 4°C zentrifugiert (BECKMANN Avanti 30, Rotor F1010, 2.0-10* rpm). Aus-
beute: 14 mlL, 2.4 kU-mL™! (Aktivitidt bezogen auf die Reduktion von Acetophenon, siche
AAV V).

Photometrische Enzymassays

AAYV V: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur photometrischen Bestimmung von Enzymaktivitdt.
Enzymlosung (10 pL) geeigneter Verdiinnung wird in einer Halbmikro-Plastikkiivette zu
990 uL einer temperierten Losung von Keton und NAD(P)H (0.25 mM) in dem jeweils ange-
gebenen Puffer pipettiert, und die Losung wird mit einem Plastikspatel durchmischt. Die Oxi-
dation des Cofaktors wird iiber eine Minute bei 340 nm (&vap@Eu = 6.22 cmz-umol‘l) photo-
metrisch verfolgt. Eine Einheit Enzymaktivitit (U) ist definiert als die Menge Enzym, die
unter den MeB3bedingungen die Oxidation von einem Mikromol NAD(P)H pro Minute kataly-

siert. Die Berechnung erfolgt nach dem Lambert-Beer-Boguer-Gesetz.[118] Bei Ausbleiben der
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Reaktion wird der Assay durch Zugabe einer geringen Menge eines Referenzsubstrates auf
seine Funktionsfahigkeit iiberpriift. Lésungen von B,5-Diketoestern miissen frisch angesetzt
und nach spitestens zehn Minuten verwendet werden, da es bei lingerer Lagerung héufig zu
einer Triibung kommt. Bei diesen Substraten muB auBerdem kontrolliert werden, ob es vor
der Enzymzugabe bereits durch nichtenzymatische Nebenreaktionen zu einer Extinktionsin-
derung kommt. Trifft dies zu, wird die Extinktionséinderung iiber eine Minute verfolgt und bei

Ermittlung der Enzymaktivitit rechnerisch beriicksichtigt.

recLBADH. Die Bestimmung erfolgte nach AAV V bei 25°C in Phosphat-Puffer (pH 6.5,
100 mM, 1.0 mm MgCl,) mit NADPH als Cofaktor. Die Berechnung der relativen Reaktions-
rate fiir die Reduktion eines [3,8-Diketoesters erfolgte durch Vergleich mit dem Wert fiir das
Referenzsubstrat Acetophenon, welcher willkiirlich auf 100 % gesetzt wurde. Substratkon-
zentrationen und MeBergebnisse sind in Tab. 3-1 angegeben. Die Angabe von Enzymaktivi-
tidten in U bzw. kU bezieht sich stets auf die Reduktion von Acetophenon unter den hier ange-

gebenen Bedingungen.

CPCR, READH, HLADH, YADH. Die Bestimmung erfolgte nach AAV V bei 25°C in Phos-
phat-Puffer (pH 6.5, 100 mM) mit NADH als Cofaktor. Als Referenzsubstrate dienten Ethyl-
acetoacetat (CPCR, READH), Cyclohexanon (HLADH) und Aceton (YADH) in einer Kon-
zentration von jeweils 10 mM. In Anwesenheit von 6-Chlor-3,5-dioxohexansiure-zers-
butylester (3q, 2 mM) und 3,5-Dioxohexanséure-tert-butylester (3j, 10 mM) konnte nach En-

zymzugabe keine Oxidation des Cofaktors detektiert werden.

TBADH. Die Bestimmung erfolgte nach AAV V in TRIS-Puffer (pH 7.8, 50 mM) mit
NADPH als Cofaktor bei 37°C. Als Referenzsubstrat diente Butanon (10 mM). In Anwesen-
heit von 6-Chlor-3,5-dioxohexansiure-zert-butylester (3q, 2 mM) und 3,5-Dioxohexansiure-
tert-butylester (3j, 10 mM) konnte nach Enzymzugabe keine Oxidation des Cofaktors detek-

tiert werden.
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Reduktion von B, 6-Diketoestern mit recLBADH

(R)-5-Hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester (R)-2a. In einem Rundkolben wurde bei 20°C
zu Triethanolamin-Puffer (330 mL, pH 7.0, 250 mM, 1.0 mm MgCl,) eine Losung des ,8-Di-
ketoesters 3j (1.98 g, 9.9 mmol) in 2-Propanol (5.1 mL, 66 mmol) gegeben, und die Mischung
wurde 10 min intensiv geriihrt. Die Riihrergeschwindigkeit wurde auf 60 rpm reduziert, und
NADP (28 mg, 33 pmol, 90 %) und recLBADH (330 U) wurden zugesetzt. Nach 24 h wurde
die Losung mit NaCl gesittigt und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Flashchromatogra-
phie an Kieselgel (Ethylacetat/iso-Hexan 40:60 v/v) ergab das Produkt (R)-2a als farbloses
Ol. Ausbeute: 1.54 g (77 %). — [0]3 = —-40.1 (c = 1.9, CHCLy); Lit.: [0 =-39.6 (c = 2,
CHCL), 99 % ee."**!

'H-NMR (CDCL;): & =1.21(d, J = 6.4 Hz, 3 H, H-6), 1.48 (s, 9 H, C(CHz)3), 2.64 (dd, J =
17.7, 8.5 Hz, 1 H, H-4), 2.74 (dd, J = 17.7, 3.2 Hz, 1 H, H-4), 2.91 (br
s, 1 H, OH), 3.38 (s, 2 H, H-2), 4.27 (m, 1 H, H-5). In dem 'H-NMR-
Spektrum ist eine schwache Enolisierung der Verbindung zu erkennen

(ca.5%): 1.25 (d, ] = 6.4 Hz), 1.49 (5), 4.96 (s), 12.35 (s).

BC.NMR (CDCL): 8 = 22.6 (C-6), 28.1 (C(CHz)3), 51.2, 51.3 (C-2, C-4), 63.9 (C-5), 82.4
(C(CHzs)3), 166.4 (C-1), 204.4 (C-3).

Ci0H 1304 (202.2) Das 1H-NMR-Spe:ktrum ist in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[**?!

(R)-5-Hydroxy-3-oxoheptansdure-tert-butylester (R)-2b. Methode A: Umsetzung im einphasi-
gen Reaktionsmedium. In einem Rundkolben wurde bei 20°C zu Phosphat-Puffer (35 mL, pH
6.5, 250 mMm, 1.0 mMm MgCl,) B,8-Diketoester 31 (150 mg, 0.7 mmol) und 2-Propanol (0.5 mL,
108 mmol) gegeben, und die Mischung wurde 10 min intensiv geriihrt. Die Riihrergeschwin-
digkeit wurde auf 60 rpm reduziert, und NADP (15 mg, 18 pmol, 90 %) und recLBADH
(54 U) wurden zugesetzt. Nach 24 h und 48 h wurden NADP (jeweils 10 mg, 13 pmol) und
recLBADH (jeweils 50 U) nachdosiert. Nach weiteren 48 h wurde die Losung mit NaCl ge-
sattigt und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
NaHCOs;-Losung (5 %), Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und im Vakuum eingeengt. Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/ iso-Hexan 30:70
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v/v) ergab das Produkt (R)-2b als farbloses Ol. Ausbeute: 92 mg (61 %). — [0] 12)5 =-36.0(c=
1.0, CHCly); Lit.: [o]p = —35.6 (¢ = 1, CHCl3), 99 % ee.[*%"!

'H-NMR (CDClL): 8 =0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3 H, H-7), 1.43-1.56 (m, 2 H, H-6) iiberlagert
mit 1.46 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.61 (dd, J = 17.5, 8.9 Hz, 1 H, H-4), 2.73
(dd, J = 17.5, 3.0 Hz, 1 H, H-4), 2.90 (br s, 1 H, OH), 3.38 (s, 2 H,
H-2), 3.99 (m, 1H, H-5). In dem lH-NMR-Spektrum ist eine schwache
Enolisierung der Verbindung zu erkennen (ca. 5 %): 0.95 (t, J = 7.4 Hz),
1.48 (s), 4.95 (s), 12.38 (s).

BC-NMR (CDCL): 6 = 10.0 (C-7), 28.1 (C(CH3)3), 29.4 (C-6), 49.2, 51.4 (C-2, C-4), 69.0
(C-5), 82.4 (C(CHs)3), 166.4 (C-1), 204.6 (C-3).

C11H2004 (216.3) Das 1H-NMR-Spektrum ist in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[**"

(R)-5-Hydroxy-3-oxoheptanséiure-tert-butylester (R)-2b. Methode B: Umsetzung im zweipha-
sigen Reaktionsmedium. Amberlite XAD-7 Adsorberharz wurde vor der Reaktion mit Wasser,
Aceton und Ethylacetat gewaschen und bei 40°C im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz ge-
trocknet. In einem Rundkolben wurde zu einer Losung des PB,3-Diketoesters 31 (094 g,
4.4mmol) in Ethylacetat das gewaschene Adsorberharz (1.6 g) gegeben, und das Losungs-
mittel wurde im Vakuum entfernt. Phosphat-Puffer (145 mL, pH 6.5, 250 mMm, 1.0 mM
MgCly), 2-Propanol (2.3 mL, 29.4 mmol), NADP (25 mg, 29 umol, 90 %) und recLBADH
(2.0 kU) wurden zugesetzt, und das Gemisch wurde bei 25°C geriihrt (60 rpm). Nach 48 h
wurde NADP (10 mg, 12 umol) nachdosiert. Nach weiteren 48 h wurde das Adsorberharz
abfiltriert (Glasfilternutsche, PorengréBe 0) und das Filtrat bis auf ein Retentatvolumen von
ca. 6 mL ultrafiltriert (AMICON, 50 mL - Zelle, YM-10 - Membran). Adsorberharz und Filtrat
wurden mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-
Ldsung gewaschen. Nach Trocknen iiber MgSO, wurde im Vakuum eingeengt. Flashchro-
matographie an Kieselgel (Ethylacetat/iso-Hexan 30:70 v/v) ergab das Produkt (R)-2b als
farbloses Ol. Ausbeute: 0.63 g (66 %). — [a]® =-36.9 (c = 1.0, CHCl;).

Das Retentat der Ultrafiltration wurde mit einer Pipette aus der Riihrzelle entfernt, und Mem-
bran und Riihrzelle wurden zweimal mit Phosphat-Puffer (je 4 mL, pH 6.5, 250 mM, 1.0 mM
MgCly) nachgewaschen. Wiederfindung: 1.25 kU (63 %).
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(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdiure-tert-butylester (S)-2c. Methode A: Umsetzung im
10mmol Mapstab. In einem Rundkolben wurde bei 20°C zu Phosphat-Citrat-Puffer (530 mL,
pH 5.5, 250 mM Na,HPO,, 125 mM Citronensiure, 1.0 mM MgCl,) eine Losung des 3,6-Di-
ketoesters 3q (2.53 g, 10.8 mmol) in 2-Propanol (8.3 mL, 108 mmol) gegeben, und die Mi-
schung wurde 5 min intensiv geriihrt. Die Riihrergeschwindigkeit wurde auf 60 rpm reduziert,
und NADP (92 mg, 108 pumol, 90 %) und recLBADH (1.4 kU) wurden zugesetzt. Nach 14 h
wurde die Losung durch einen Faltenfilter filtriert, mit NaCl gesittigt und dreimal mit Ethyla-
cetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaHCO;-Losung und
ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Nach
Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/iso-Hexan 40:60 v/v) wurde das Produkt
(S)-2c als schwach gelbes Ol erhalten. Ausbeute: 1.84 g (72%). — [0] 2 = —24.9 (c = 1.4,
CHCl;); Authentische Probe (siehe Seite 118): [o] ,2)5 =-23.0 (c = 1.5, CHCl3), >97 % ee.

'H-NMR (CDCL): & = 1.47 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.83 (dd, J = 17.5, 7.3 Hz, 1 H, H-4), 2.90
(dd, J = 17.5, 5.0 Hz, 1 H, H-4), 3.10 (br s, 1 H, OH), 3.41 (s, 2 H,
H-2), 3.57 (dd, J = 11.2, 5.0 Hz, 1 H, H-6), 3.62 (dd, / = 11.2, 5.1 Hz,
1H, H-6), 431 (m, 1 H, H-5). In dem 1H-NMR-Spektrum ist eine
schwache Enolisierung der Verbindung zu erkennen (ca. 5 %): 1.48 (s),

4.99 (s), 12.37 (s).

BC-NMR (CDCL): & = 28.1 (C(CHs);), 46.6, 48.4, 51.3 (C-2, C-4, C-6), 67.6 (C-5), 82.7
(C(CHs)3), 166.2 (C-1), 202.9 (C-3).

MS (EI), m/z (%): 236 (1) [M]*, 163/165 (27/9) [M - OtBu], 144 (11), 131 (41), 121/123
(20/6) M - CHZCOOtBu]+, 102 (13), 85 (10), 59 (18), 57 (100)
[C4Ho]".

C10H;7C104 (236.7) berechnet (%): C50.74 H7.24
gefunden (%): C50.81 H7.29
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(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester (S)-2¢. Methode B: Umsetzung im
300 mmol Maf3stab mit kontinuierlicher Substratdosierung. Die Reaktion wurde bei 22°C in

einer Apparatur durchgefiihrt, wie sie in der folgenden Abbildung skizziert ist (Abb. 6-1):

E /I- A Abb. 6-1. Schematische Darstellung der Apparatur zur

enzymatischen Reduktion von B,3-Diketoester 3q. —
A: Glasflasche (SCHOTT, 10 L) — B: Fliigelriihrer (PTFE)
— C: PTFE-Schlauch (4 mm ID, 6 mm AD) — D: Y-
Stiick (Glas) mit Septum — E: Schlauchpumpe (VERDER
G 504U) — F: PTFE-Schlauch (2 mm ID, 3 mm AD), termi-
niert mit medizin. Einwegkanile (1 mm ID) —
H G: Schlauchpumpe (WATSON-MARLOW 101U) — H: Sub-
stratvorlage.

Eine Ldsung von 2-Propanol (180 mL, 2.4 mol), NADP-4H,0 (2.00 g, 2.4 mmol) und
recLBADH (40 kU) in Phosphat-Citrat-Puffer (8 L, pH 5.5, 150 mMm Na,HPO,, 75 mM Citro-
nensiure, 1.0 mM MgCl,) wurde mit 0.3 L-min~" im Kreis gepumpt. Zu dieser Losung wurde
iiber einen Zeitraum von 9 h kontinuierlich eine Losung des B,8-Diketoesters 3q (71.6 g,
0.27 mol, ca. 90 %) in 2-Propanol (100 mL, 1.3 mol) gepumpt. Nach beendeter Zugabe wurde
das Reaktionsgemisch fiir weitere 14 h geriihrt und anschlieBend vakuumlos durch einen Pa-
pierrundfilter filtriert ("Schwarzband", 185 mm @, Biichnertrichter). Das Filtrat wurde einer
Ultrafiltration unterworfen ["Minisette" (FILTRON), drei Kasetten "Omega 10 k"], wobei mit
dem Retentat (80 mL) 16 kU recLBADH zuriickgewonnen wurden (40 % Wiederfindung).
Das proteinfreie Filtrat wurde viermal mit Ethylacetat (je 0.5 L) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Produkt
(5)-2c¢ fiel gemiB 1H-NMR—Analyse: mit ca. 90 % Reinheit an und wurde ohne weitere Reini-
gung weiterverarbeitet (6 mol% Furanon 18 als Hauptverunreinigung). Ausbeute: 60.8 g

(84 %), gelbes Ol.
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syn-(48,5R)-5-Hydroxy-4-methyl-3-oxohexansdure-tert-butylester syn-(4S,5R)-2d. In einem
Rundkolben wurde zu Phosphat-Puffer (120 mL, pH 6.5, 100 mMm, 1.0 mM MgSO,) eine L&-
sung des B,3-Diketoesters 30 (0.53 g, 2.5 mmol) in 2-Propanol (1.9 mL, 25 mmol) gegeben,
und die Mischung wurde 1 min im Ultraschallbad homogenisiert. NADP (105 mg, 120 umol,
90 %) und recLBADH (360 U) wurden zugesetzt, und es wurde bei 25°C langsam geriihrt
(60rpm). Nach 23 h wurde NaCl (20 g) zugelost, dreimal mit Ethylacetat extrahiert, iiber
MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt (Rohprodukt: dr,., = 33:1, 13 C-NMR, siehe un-
ten). Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/iso-Hexan 40:60 v/v) ergab das Pro-
dukt syn-(4S,5R)-2d als farbloses Ol. Ausbeute: 0.35 g (65 %). — [0]? =-4.2 (c = 3.3,
CHCL), drs, = 35:1; Authentische Probe [(4R,55)-Enantiomer]: [0(]12)5 = +6.5 (c = 1.6,
CHCls), 99.2 % ee, drs.a = 15:1.

'H-NMR (CDCl3): & = 1.15(d, J = 7.2 Hz, 3 H, C,CH;), 1.17 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, H-6),
1.46 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.15 (br s, 1 H, OH), 2.70 (dq, J = 3.3, 7.2 Hz,
1H, H4),342 (d, J=15.0Hz, 1 H, H-2), 348 (d, J = 15.0 Hz, 1 H,
H-2), 4.15 (dq, J = 3.3, 6.4 Hz, 1 H, H-5). In dem 'H-NMR-Spektrum
ist eine schwache Enolisierung der Verbindung zu erkennen (ca. 8 %):

1.48 (s), 4.93 (s), 12.44 (s).

3C.NMR (CDCls): Ketoform: 8 = 10.3 (C,CHs), 20.0 (C-6), 27.8 (C(CHs)s), 49.9 (C-2),
52.2 (C-4), 67.5 (C-5), 81.8 (C(CHz)3), 166.7 (C-1), 207.4 (C-3).
Enolform: § = 12.7 (C,CHs), 20.7 (C-6), 28.0 (C(CHs)s), 46.5 (C-4),
69.0 (C-5), 80.8 (C(CHz)s), 90.7 (C-2), 172.6 (C-1), 179.5 (C-3).

MS (E), m/z (%): 143 (10) [M — O'Bu]’, 125 (10), 116 (60), 98 (23), 87 (10), 83 (14), 59
(22), 57 (100) [C4Ho]", 56 (31), 55 (14).

C11H2004 (216.3) berechnet (%): C61.09 H932
gefunden (%): C 60.82 H 9.30.

Das Diastereomerenverhéltnis dr,., wurde durch 13 C-NMR-Spektroskopie bestimmt, wobei
die Resonanzen &(C-2), 8(C-4) und 8(C-5) zur Berechnung herangezogen wurden und der
Mittelwert gebildet wurde (max. Abweichung +8 %; MeBbedingungen: ¢ = 0.3 gmL™, 8192

Scans).
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Reduktion des B,5-Diketoesters 3q mit L. kefir (Ganzzelltransformétion)

(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester (S)-2¢ und syn-(3R,5S5)-6-Chlor-3,5-
dihydroxyhexansdure-tert-butylester syn-(3R,55)-27. Feuchtzellmasse von L. kefir (0.6 g, an-
gezogen auf glucosehaltigem Medium)™*®! wurde in Phosphat-Citrat-Puffer (0.5 mL, pH 5.5,
250 mM Na,HPO,, 125 mM Citronensiure, 1.0 mM MgCl,) suspendiert und 0.9 mL dieser
Zellsuspension mit wiBriger Glucose-Losung (1.0 mL, 5 M), Phosphat-Citrat-Puffer (8.0 mL)
und B,8-Diketoester 3q (59 mg, 0.25 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 12.5 h
bei 22°C geriihrt und anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert. Nach Trocknen iiber Na,SO,
und Einengen im Vakuum wurde ein gelbes Ol erhalten (44 mg), das aus den Reduktionspro-
dukten (S)-2¢ und syn-(3R,55)-27 sowie dem Furanon 18 bestand. GC-MS (AAV VIb, AAV
XID): 34 % Dihydroxyester syn-27 (drsa = 135:1), 61 % 8-Hydroxy-B-ketoester 2¢, 5 % Fura-
non 18. Das Produktgemisch wurde nach AAV VII in das o,B-ungesiittigte 8-Lacton ($)-19¢
iiberfiihrt. CSP-HPLC (AAV VIID): (S)-Konfiguration (g = 24.3 min), 99.4 % ee.

Reduktion des B,3-Diketoesters 3q mit Bickerhefe (Ganzzelltransformation)

Umsetzungen im analytischen Mafstab; Optimierung der Reaktionsbedingungen

Arbeitsvorschrift zur Reduktion mit nichtimmobilisierter Hefe. MaBstab: 40-80 umol; siehe
Tab. 3-4, Tab. 3-6, Tab. 3-7 und Tab. 3-8 fiir Konzentrationsangaben. Bickerhefe (S. cerevi-
siae) wird in ein Rollrandgléschen eingewogen und mit einem Spatel im Reaktionsmedium
verriihrt. Das Substrat 3q wird mit einer Pipette zugegeben und das Rollrandgldschen mit ei-
nem mehrfach perforierten Plastikdeckel verschlossen. Es wird 1 min bei voller Leistung ge-
riihrt (Magnetriihrer) und der Riihrer anschlieBend auf 100 rpm eingestellt. Bei Verwendung
von Additiven werden diese vor der Reaktion zur wiBrigen Zellsuspension gegeben. Das
Substrat (und ggf. das organische Lsungsmittel) wird in diesem Fall erst nach Ablauf der
Vorinkubationszeit zugesetzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wird mit Dichlormethan extra-
hiert, und ca. 2 mL der resultierenden Mischung werden zentrifugiert. Die organische Phase
wird mit einer Pipette abgetrennt, iiber Na,SO, getrocknet und erneut zentrifugiert. Der Uber-

stand wird im Luftstrom eingeengt und der Riickstand nach AAV VI analysiert.

Arbeitsvorschrift zur Reduktion mit immobilisierter Frischhefe. MaBstab: 0.25-0.5 mmol, sie-

he Tab. 3-5 fiir Konzentrationsangaben). Bickerhefe (S. cerevisiae, Feuchtzellmasse) wird
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nach einer Literaturvorschrift in Calciumalginat immobilisiert, so da Alginat-Perlen mit
1-3mm Durchmesser und einem Hefeanteil von 30 % erhalten werden.[*” Das Immobilisat
wird bei 4°C in 4%iger CaCl,-Losung aufbewahrt und innerhalb von zwei Wochen verwen-
det. Die Alginat-Perlen werden vor der Reduktion abfiltriert, mit einem Papiertuch trocken-
getupft und in einen Erlenmeyerkolben eingewogen. Reaktionsmedium und [3,8-Diketoester
3q werden zugesetzt, und das Gemisch wird 1 min bei voller Leistung geriihrt. Die Riihrerge-
schwindigkeit wird anschlieBend auf 60 rpm eingestellt und die Kolbentffnung mit Alumini-
umfolie lose abgedeckt. Bei Verwendung von Additiven werden diese vor der Reaktion zu
einer Suspension des Immobilisats in Wasser gegeben. Das Substrat (und ggf. das organische
Losungsmittel) wird in diesem Fall erst nach Ablauf der Vorinkubationszeit zugesetzt. Expe-
rimente mit D-(+)-Gluconolacton als Kohlenstoffquelle werden in offenen Kolben durchge-
fiihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wird das Immobilisat abfiltriert und das Filtrat mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird mit ges. NaCl-Losung gewaschen, tiber

Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird nach AAV VI analysiert.

Arbeitsvorschrift zur Reduktion mit kontinuierlicher Substratdosierung. (MaBstab: 0.25 mmol,
siehe Tab. 3-4 und Tab. 3-9 fiir Konzentrationsangaben). 3,8-Diketoester 3q wird als Losung
in n-Hexan (125 mM) kontinuierlich zu einer geriihrten (60 rpm) Zellsuspension der Bicker-
hefe (S. cerevisiae) gepumpt ("Dispenser 500B", HAMILTON; PEEK-Kapillare). Alternativ
wird das Substrat mit einer Eppendorf-Pipette in 24 Einzelportionen zugegeben. Als Reakti-
onsgefaf dient ein 50 mL Erlenmeyerkolben, der mit einem Wattebausch verschlossen ist.
Nach Ablauf der Reaktionszeit wird mit Dichlormethan extrahiert, und ca. 2 mL der resultie-
renden Mischung werden zentrifugiert. Die organische Phase wird mit einer Pipette abge-
trennt, iiber Na,SO4 getrocknet und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird im Luftstrom

eingeengt und der Riickstand nach AAV VI analysiert.

AAV VI: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Produktanalytik (Bickerhefe-Reduktion; CSP-
HPLC und GC-MS). Der zu analysierende Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen,
so da eine Losung mit einer Konzentration von 5 mg-mL™" erhalten wird. a) Bestimmung des

Enantiomereniiberschusses (CSP-HPLC): In einem Mikrovial werden 200 uL der Produktls-

sung mit Trifluoressigsdure (50 pL) versetzt. Das Vial wird verschlossen und fiir 2 h bei 40°C

im Wasserbad erwidrmt. Der Enantiomereniiberschufl des resultierenden [-Keto-0-lactons
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(R)-20 wird anschliefend durch CSP-HPLC bestimmt. Parameter: Sédule MERCK ChiraSpher
NT (250 x 4 mm) mit Vorsidule LiChrospher 100 DIOL (4 x 4 mm); Temperatur 40°C; De-
tektorwellenldnge 235 nm; Injektionsvolumen 5 pL; Laufmittel MTBE / Methanol 98:2 viv);
FluB 0.15 mL-min'. Retentionszeiten: (R)-20 tr = 78.2 min, (5)-20 fr = 84.0 min. b) Bestim-
mung des Umsatzes (GC-MS): Eine Probe der Produktlésung (50 wL) wird mit Dichlor-

methan (100 uL) verdiinnt und mit Trifluoressigsiureanhydrid derivatisiert wie auf Seite 77

beschrieben. Die Produktzusammensetzung wird anschlieBend durch GC-MS bestimmt

(Temperaturprogramm A).

0-Hydroxy-B-ketoester 2¢:

MS (ED), m/z (%):

B,8-Dihydroxyester syn-27:
MS (ED), m/z (%):

B,6-Dihydroxyester anti-27:
MS (ED), m/z (%):

Furanon 18:

MS (ED), m/z (%):

B,0-Diketoester 3q:

MS (ED), m/z (%):

fr = 8.3 min + 7.8 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat, zwei Isome-
re).

Hauptisomer: 355/357 (28/9) [M — O'Bu]*, 241/243 (43/15) [M
— O'Bu — CF;COOHT", 69 (36), 57 (100) [C4Ho]", 56 (15).
Nebenisomer: 355/357 (13/5), 241/243 (28/9), 69 (33), 57 (100),
56 (24).

tr = 8.1 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat).

357/359 (7/3) [M - O'Bu]*, 243/245 (21/7) [M — O'Bu -
CF;COOH]", 129/131 (34/12) [M — O'Bu — 2 x CF;COOHJ", 97
(10), 69 (23), 57 (100) [C;Ho]*, 56 (40).

fr = 8.2 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat).

357/359 (20/5) [M — O'Bu]*, 243/245 (41/14) [M — O'Bu -
CF;COOH]", 129/131 (51/17) [M — O'Bu — 2 x CF;COOH]", 97
(11), 69 (24), 57 (100) [C4Ho]", 56 (24).

fr = 6.9 min (Trifluoracetyl-Derivat).
294 (7) [M]*, 221 (28) [M - O'Bu]*, 194 (12), 193 (66) [M —
COO'Bul", 69 (16), 57 (100) [C4H,]".

tr = 8.8 min + 8.0 min + 8.15 min + 8.25 min (Bis-
Trifluoracetyl-Derivat, vier Isomere).

Hauptisomer: 353/355 (20/7) [M — O'Bu]*, 257 12), 207 (7),
193 (5), 69 (34), 57 (100) [C4Ho], 56 (17).

Nebenisomer 1: 353/355 (52/17), 335 (22), 321 (12), 259 (34),
258 (28), 257 (100), 256 (57), 228 (12), 221 (15), 207 (58), 193
(18), 143 (10), 111 (12), 69 (64), 57 (96), 56 (15).
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Nebenisomer 2: 353/355 (100/34), 325 (15), 259 (12), 258 (10),
257 (38), 256 (21), 207 (15), 193 (12), 69 (34), 57 (80), 56 (15).
Nebenisomer 3: 353/355 (58/20), 335 (18), 259 (14), 258 (17),
257 (44), 256 (45), 221 (12), 207 (23), 193 (12), 97 (10), 69
(56), 57 (100), 56 (10).

Ethylfuranon 35: tg = 7.7 min (Trifluoracetyl-Derivat).
MS (ED), m/z (%): 322 (5) [MT', 249 (5) [M — O'Bu]’, 222 (12), 221 (47) [M -
COO'Bul*, 69 (10), 57 (100) [C4Ho]".

B-Hydroxy-0-ketoester 34:  #g = 8.5 min (Trifluoracetyl-Derivat).
MS (EI), m/z (%): 259/261 (10/3) [M — O'Bul’, 145/147 (79/25) [M — O'Bu —
CF;COOHT", 113 (10), 69 (18), 57 (100) [C4Ho]".

Umsetzungen mit Bdckerhefe im praparativen Mafistab

(R)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester (R)-2c. Methode A: Umsetzung im
zweiphasigen System Wasser/XAD-7. Amberlite XAD-7 Adsorberharz wurde vor Gebrauch
mit Wasser, Aceton und Ethylacetat gewaschen und im Vakuum bei 40°C bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet. In einem Rundkolben wurde gewaschenes Adsorberharz (9.0 g) zu einer
Losung des B,8-Diketoesters 3q (2.00 g, 8.5 mmol) in Ethylacetat (70 mL) gegeben, und das
Losungsmittel wurde im Vakuum restlos entfernt. Das beladene Adsorberharz wurde zu einer
Suspension von S. cerevisiae (85 g, "Windhager") in Wasser (400 mL) gegeben und die Mi-
schung bei 20°C horizontal geschiittelt (130 rpm, 1 L Schiittelkolben, offen, vier Schikanen).
Nach 15 h wurde das Adsorberharz mit einer gesinterten Glasfilternutsche (Porengrofle 0)
abfiltriert, mit wenig Wasser zellfrei gewaschen und mit Aceton (4 x 50 mL) und Ethylacetat
(50 mL) extrahiert. Der Extrakt wurde im Vakuum eingeengt und der Riickstand in Ethylace-
tat aufgenommen. Die Losung wurde mit NaHCOs-Losung (5 %) und ges. NaCl-Losung ge-
waschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Produkt (R)-2c¢ fiel nach
Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/ iso-Hexan 40:60 v/v) als schwach gelbes Ol
an. Ausbeute: 1.01 g (50 %). — [ 5 = +22.8 (¢ = 1.6, CHCl3), 94.0 % ee [CSP-HPLC (AAV
VII + AAV VIII; AAV VIa)].

NMR: siehe Seite 105.
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(R)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester (R)-2¢. Methode B: Umsetzung im
zweiphasigen System Wasser/n-Hexan (kontinuierliche Substratdosierung). In einem 2 L
Erlenmeyerkolben wurde eine Suspension von S. cerevisiae (220 g, "Windhager") in Wasser
(550 mL) mit n-Hexan (374 mL) iiberschichtet und die Mischung mit 100 rpm geriihrt (Ma-
gnetriihrer). Zu diesem Gemisch wurde bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von 6 h eine
Losung von B,8-Diketoester 3q (5.16 g, 22.0 mmol) in n-Hexan (176 mL, 125 mM) gepumpt
(HAMILTON "Dispenser 500B", PEEK-Kapillare). Nach beendeter Zugabe wurde noch 15 h
geriihrt und anschlieBend das n-Hexan im Vakuum abdestilliert. Die Zellen wurden abzentri-
fugiert, in Wasser (0.5 L) resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Die vereinigten Uberstiin-
de wurden mit verdiinnter Salzséure (2 M) auf pH 3.0-3.5 eingestellt, und Celite 535 (0.3 kg)
wurde unter Riihren zugesetzt. Die resultierende Suspension wurde filtriert und das Filtrat
zweimal mit Ethylacetat extrahiert (Emulsionsbildung). Die vereinigten Extrakte wurden mit
ges. NaHCOs-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, wobei es erneut zur Bildung von
Emulsionen kam. Nach Trocknen der organischen Phase iiber MgSO, und Einengen im Va-
kuum wurde der verbleibende Riickstand an Kieselgel chromatographiert (Ethylacetat/ iso-
Hexan 30:70 v/v). Das Produkt (R)-2c fiel als schwach gelbes Ol an. Ausbeute: 1.09 g 21 %).
— [0 =+21.9 (¢ = 1.6, CHCl3), 90.0 % ee [CSP-HPLC (AAV VIa)].

NMR: siehe Seite 105.

Synthese von §-Lactonen und Bestimmung des Enantiomereniiberschusses

AAV VII: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von q, B-ungesdittigten &-Lactonen aus
6-Hydroxy-B-ketoestern. a) Natriumborhydrid-Reduktion: Zu einer eisgekiihlten Losung eines
d-Hydroxy-B-ketoesters (1.0 mmol) in Ethanol (10 mL) wird iiber einen Zeitraum von 10 min
portionsweise Natriumborhydrid (0.6 mmol) gegeben. Die Reaktionsmischung wird nach be-
endeter Zugabe 30 min geriihrt und anschlieBend tropfenweise mit Essigsédure (2.4 mmol)
versetzt. Nach weiteren 5 min wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand
wird in Ethylacetat aufgenommen und die resultierende Losung mit NaHCOs-Losung (5 %)
und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber MgSO4 wird im Vakuum eingeengt.

b) Lactonisierung und Dehydratisierung: Eine Losung des so erhaltenen B,8-Dihydroxyesters

in Toluol (10 mL) wird mit einer katalytischen Menge p-Toluolsulfonsduremonohydrat ver-
setzt und 2 h unter RiickfluB erhitzt. Nach Abkiihlen wird Ethylacetat zugesetzt und die Lo-

sung mit NaHCO;-Lsung (5 %) und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase
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wird iiber MgSO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Zur Reinigung des resultierenden

Rohproduktes wird verfahren wie bei den jeweiligen Beispielen angegeben.

AAYV VIIIL: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses von
o, B-ungesdttigten 8-Lactonen (CSP-HPLC). Eine Losung des §-Lactons (2-3 mg-mL™) in
iso-Hexan / 2-Propanol wird mittels CSP-HPLC analysiert. Parameter: Siule DAICEL Chiral-
cel OB (250 x 4.6 mm) mit Vorsdule (50 x 4.6 mm); Temperatur 25 °C; Detektorwellenldnge
215 nm; Injektionsvolumen 5 pL; FluB 1.0 mL-min~. Retentionszeiten und Laufmittel:
(S)-19a g = 17.6 min, (R)-19a fr = 23.8 min (iso-Hexan/2-Propanol 80:20 v/v). — (5)-19b
tr= 18.7 min, (R)-19b #x = 29.1 min (iso-Hexan/2-Propanol 85:15 v/v). — (R)-19¢ g =
20.9 min, (5)-19¢ g = 24.3 min (iso-Hexan/2-Propanol 80:20 v/v). — syn-(55,65)-19d % =
15.1 min, anti-(55,6R)-19d / anti-(5R,65)-19d tg = 18.2/19.0 min (nicht vollstindig getrennt),
syn-(5R,6R)-19d tg = 36.8 min (iso-Hexan/2-Propanol 80:20 v/v).

(R)-6-Methyl-5,6-dihydropyran-2-on (R)-19a. Synthese nach AAV VI, ausgehend von
d-Hydroxy-B-ketoester (R)-2a (205 mg, 1.0 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht weiter auf-
gereinigt. Ausbeute: 79 mg (70 %). — CSP-HPLC (AAV VIII): 99.4 % ee.

'H-NMR (CDCl3): & =1.37 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3), 2.17-2.39 (m, 2 H, H-5), 4.51 (m,
1H, H-6), 5.93 (ddd, J = 9.8, 2.5, 1.2 Hz, 1 H, H-3), 6.83 (ddd, J = 9.8,
5.8,2.7Hz, 1 H, H-4).

BC-NMR (CDCls): & = 20.7 (CH3), 31.0 (C-5), 74.4 (C-6), 121.1 (C-3), 145.3 (C-4), 164.6
(C-2).

CgHgO, (112.1) Das 1H-NMR-Spektrum ist in ﬁbereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[mb]

(R)-6-Ethyl-5,6-dihydropyran-2-on (R)-19b. Synthese nach AAV VII, ausgehend von
0-Hydroxy-B-ketoester (R)-2b (548 mg, 2.5 mmol). Nach Flashchromatographie an Kieselgel
(Ethylacetat/ iso-Hexan 40:60 v/v) wurde das Produkt (R)-19b als schwach gelbes Ol erhal-
ten. Ausbeute: 194 mg (61 %). — [OL]ZDS = —-169.8 (¢ = 0.8, CHCls), 98.5 % ee [CSP-HPLC
(AAV VIID].

'H-NMR (CDCl3): & =0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CH;), 1.60-1.85 (m, 2 H, CH,CH3), 2.20-
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2.39 (m, 2 H, H-5), 4.32 (m, 1 H, H-6), 5.96 (ddd, J = 9.8, 2.4, 1.4 Hz,
1 H, H-3), 6.86 (m, 1 H, H-4).

PC-NMR (CDClL): & =9.3 (CHs), 27.9, 28.9 (C-5, CH,CH3), 79.3 (C-6), 121.3 (C-3), 145.4
(C-4), 164.8 (C-2).

C7H,00; (126.2) Das 1H-NMR-Spektrum ist in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[”

(S)-6-Ethyl-5,6-dihydropyran-2-on (S)-19b wurde nach der gleichen Methode aus d-Hydroxy-
B-ketoester (S)-2b (siehe Seite 118) erhalten. — [o] 21)5 = +165.3 (¢ = 0.8, CHClL;), 97.7 % ee
[CSP-HPLC (AAV VIII)].

(S)-6-Chlormethyl-5,6-dihydropyran-2-on (S)-19c. Synthese nach AAV VII, ausgehend von
0-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢ (270 mg, 1.1 mmol). Flashchromatographie an Kieselgel
(Ethylacetat/ iso-Hexan 50:50 v/v) ergab das Produkt (S)-19¢ als nahezu farbloses Ol. Aus-
beute: 100 mg (60%). — [0]; = —158.6 (¢ = 0.5, CHCL), >99.5% ee [CSP-HPLC
(AAV VIID]; Lit.: [0] 2 =-144.8 (¢ = 3.09, CHCl3), 98 % ee.5

'H-NMR (CDClL;): 6 =2.50-2.65 (m, 2 H, H-5), 3.71 (dd, J = 11.7, 6.0 Hz, 1 H aus CH,Cl),
3.76 (dd, J=11.7, 4.8 Hz, 1 H aus CH,Cl), 4.67 (m, 1 H, H-6), 6.07 (dt,
J=99,19Hz, 1H, H-3),6.93 (m, 1 H, H-4).

BC-NMR (CDCLs): & = 26.9 (C-5), 44.9 (CH,Cl), 76.5 (C-6), 121.3 (C-3), 144.7 (C-4),
163.2 (C-2).

CsH-ClO, (146.6) Das 1H-NMR-Spektrum ist in ﬁbereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.“gb]

(R)-6-Chlormethyl-5,6-dihydropyran-2-on (R)-19¢. Synthese nach AAV VII, ausgehend von
8-Hydroxy-B-ketoester (R)-2¢ (2.32 g, 9.8 mmol). Abweichend von AAV VII wurde zur
Lactonisierung/Dehydratisierung erst 14 h bei Raumtemperatur geriihrt und dann fiir 4 h auf
90°C erhitzt (Olbadtemperatur). Unlésliche Bestandteile wurden vor der Aufarbeitung durch
Dekantieren der abgekiihlten Reaktionslosung abgetrennt. Das Rohprodukt (R)-19¢ (orange-
rotes Ol) fiel gemiB 'H- und C-NMR-Analyse mit ca. 95 % Reinheit an und wurde nicht
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weiter aufgereinigt. Ausbeute: 1.12 g (78 %). — CSP-HPLC (AAV VIII): 90.0 % ee.

syn-(5R,6R)-5,6-Dimethyl-5,6-dihydropyran-2-on syn-(SR,6R)-19d. Synthese nach AAV VII,
ausgehend von d-Hydroxy-B-ketoester syn-(4S,5R)-2d (84 mg, 0.4 mmol). Das Rohprodukt
wurde nicht weiter aufgereinigt. Ausbeute: 36 mg (73 %). — CSP-HPLC (AAV VIII): 99.2 %
ee, dry, =33:1.

'H-NMR (CDCL;): 8=1.04(d,J=72Hz 3 H, C,CHs), 1.35(d, /= 6.7 Hz, 3 H, C;CH3),
2.31-2.42 (m, 1 H, H-5), 4.62 (dq, J = 3.6, 6.7 Hz, 1 H, H-6), 5.95 (dd,
J=9.7,09Hz, 1 H, H-3),6.93 (dd, J=9.7,5.9 Hz, 1 H, H-4).

BC-NMR (CDCL;): & = 11.4, 17.3 (C,CH;, CsCH3), 33.1 (C-5), 76.5 (C-6), 119.9 (C-3),
151.8 (C-4), 164.9 (C-2).

C7H 00, (126.2) Das 1H-NMR-Spektrum ist in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[’!>

syn-(58,68)-5,6-Dimethyl-5,6-dihydropyran-2-on syn-(5S5,65)-19d wurde nach der gleichen
Methode aus d-Hydroxy-P-ketoester syn-(4R,55)-2d (siehe Seite 118) erhalten. Das Rohpro-
dukt wurde nicht weiter aufgereinigt. — CSP-HPLC (AAV VIII): 99.2 % ee, dr;, = 14:1.

rac-(5RS,6RS)-5,6-Dimethyl-5,6-dihydropyran-2-on rac-(SRS,6RS)-19d. Synthese wie im
vorhergehenden Beispiel, ausgehend von &-Hydroxy-B-ketoester rac-(4RS,5RS)-2d (siehe
Seite 119). Ein Vergleich der NMR-Spektren mit denen des syn-Diastereomers ergibt fiir das

anti-Diastereomer die folgenden Werte:

'H-NMR (CDCL;): 8=1.12(d, J=7.3 Hz, 3 H, C,CH;), 1.42 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, C;CH;),
2.31-2.42 (iiberlagert mit Signal des syn-Lactons; vermutlich m, 1 H,
H-5), 4.18 (dq, J = 10.0, 6.3 Hz, 1 H, H-6), 5.96 (iiberlagert mit Signal
des syn-Lactons vermutlich: dd, J = 9.8, 3.0 Hz, 1 H, H-3), 6.63 (dd, J =
9.7,2.4Hz, 1 H, H-4).

BC-NMR (CDCL): & = 16.3, 19.2 (C,CH;3, CsCH3), 35.2 (C-5), 80.2 (C-6), 120.2 (C-3),
151.7 (C-4), 164.4 (C-2).

C7H;00; (126.2).
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(5)-6-Chlormethyl-5,6-dihydropyran-2,4-dion (S)-20. Eine Losung des d-Hydroxy-B-keto-
esters (5)-2¢ (240 mg, 1.0 mmol) in Dichlormethan (15 mL) wurde mit einer katalytischen
Menge p-Toluolsulfonsduremonohydrat versetzt, 4 d bei Raumtemperatur geriihrt und im Va-
kuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wurde mit
Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum einge-
engt. Das Produkt (5)-20 wurde nach Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylace-
tat/ Diethylether / Essigsdure 45:55:0.1 v/v) in Form eines weiBen Feststoffs erhalten. Aus-
beute: 110 mg (67%). — [a]; = -80.6 (¢ = 1.1, MeOH), >99.5% ee [CSP-HPLC
(AAV VIa)]; Lit.: [0] 7 = -83.4 (¢ = 1.07, MeOH), >98 % ee.[5¢

'H-NMR (CDCl;): Ketoform: § = 2.72 (dd, J = 18.2, 11.1 Hz, 1 H, H-5), 2.89 (dd, J =
18.2 Hz, 3.2 Hz, 1 H, H-5), 3.51 (d, J = 19.1 Hz, 1 H, H-3), 3.61 (d,
J=19.1 Hz, 1 H, H-3), 3.82 (d, J = 4.9 Hz, 2 H, CH,Cl), 4.90 (m,
1 H, H-6).

'H-NMR (ds-DMSO):  Enolform; 6 = 2.41 (dd, J = 17.3, 4.2 Hz, 1 H, H-5), 2.61 (ddd, J =
17.3, 11.8, 1.3 Hz, 1 H, H-5), 3.82 (dd, J = 11.9, 5.4 Hz, 1 H aus
CH,Cl), 3.90 (dd, J = 11.9, 3.8 Hz, 1 H aus CH,Cl), 4.60 (m, 1 H,
H-6),4.96 (d, /= 1.3 Hz, 1 H, H-3), 11.65 (br s, 1 H, OH).

BC-NMR (ds-DMSO): Enolform; & = 29.9 (C-5), 45.9 (CH,Cl), 74.0 (C-6), 90.4 (C-3),
166.3, 172.4 (C-2, C-4).

CsH,ClO; (162.6) Das 1H-NMR-Spektrum ist in Ubereinstimmung mit den Literatur-

daten dieser Verbindung.[*”!

Chemische Synthesen racemischer und optisch aktiver O-Hydroxy-B-ketoester

Addition von tert-Butylacetoacetat-Na, Li-Bisenolat an Aldehyde

AAV IX: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur Addition von tert-Butylacetoacetat-Na,Li-Bis-
enolat an Aldehyde."' GemiB AAV T wird aus tert-Butylacetoacetat (1.58 g, 10.0 mmol),
Natriumhydrid (0.42 g, 60 % in Mineralsl, 10.5 mmol) und n-Butyllithium (6.5 mL, 1.6 M in
n-Hexan, 10.4 mmol) eine Bisenolat-Lésung in THF (40 mL) dargestellt, zu der bei 0°C
frisch destillierter Aldehyd (10.5 mmol) in einer Portion zugesetzt wird. Nach 5 min wird
tropfenweise Essigsidure (600 pL, 10.5 mmol) zugegeben (Tmax = 5°C) und anschlieBend eis-

gekiihlte verdiinnte Salzsidure (20 mL, 1 M). Die Phasen werden getrennt, und die wilrige
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Phase wird zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit NaHCO;-Losung (5 %) und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und
im Vakuum eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wird gereinigt wie in den jeweiligen Bei-

spielen angegeben.

rac-5-Hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester rac-2a. Synthese nach AAV IX, ausgehend
von Acetaldehyd (0.46 g, 10.5 mmol). Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/ iso-
Hexan 40:60 v/v) ergab das Produkt rac-2a als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 1.21 g (60 %).

NMR: siehe Seite 103.

rac-5-Hydroxy-3-oxoheptansdure-tert-butylester rac-2b. Synthese nach AAV IX, ausgehend
von Propanal (0.61 g, 10.5 mmol). Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/iso-
Hexan 30:70 v/v) ergab das Produkt rac-2b als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 1.36 g (63 %).

NMR: siehe Seite 104.

C-Acylierung von tert-Butylacetat-Lithiumenolat mit B-Hydroxyestern

AAV X: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur C-Acylierung von tert-Butylacetat-Lithiumenolat
mit [)’-Hydroxyestern.[13 1201 Unter Schutzgas wird durch tropfenweise Zugabe von n-Butyl-
lithium (1.6 M in n-Hexan) zu einer eisgekiihlten Losung von Diisopropylamin in wasserfrei-
em THF Lithiumdiisopropylamid erzeugt. Die Losung wird nach beendeter Zugabe noch
10min geriihrt, auf —40°C gekiihlt, tropfenweise mit Essigsdure-tert-butylester versetzt
(Tmax = =30°C) und fiir weitere 30 min geriihrt. Anschlieend wird die Acylierungsreaktion
durchgefiihrt wie in den jeweiligen Beispielen angegeben. Zur Hydrolyse wird die Reakti-
onslosung auf eine intensiv geriihrte, eisgekiihlte Mischung (50:50 v/v) aus Ethylacetat und
verdiinnter Salzsiure (2 M, 3-4 Aq. HCI bezogen auf das Enolat) gekippt. Die Phasen werden
getrennt, und die wirige Phase wird zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden mit NaHCO;-Losung (5 %) und ges. NaCl-Losung gewaschen, liber
Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wird gereinigt

wie in den jeweiligen Beispielen angegeben.
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(S)-5-Hydroxy-3-oxoheptansdiure-tert-butylester (S)-2b. Aus Essigsiure-tert-butylester
(2.03 g, 17.5 mmol), n-Butyllithium (11.7 mL, 1.6 M in n-Hexan, 18.7 mmol) und Diisopro-
pylamin (2.7 mL, 19.3 mmol) wurde eine Enolat-Lésung in THF (30 mL) dargestellt wie in
AAV X beschrieben. Die Losung wurde auf —40°C gekiihlt, und (8)-3-Hydroxyvaleriansiure-
methylester (0.66 g, 5.0 mmol, FLUKA Nr. 56657) wurde tropfenweise zugegeben (Tpax =
—35°C). Nach beendeter Zugabe wurde 1.5 h bei —40°C bis ~30°C geriihrt und dann iiber
Nacht auf Raumtemperatur erwirmt. Zur Hydrolyse wurde wieder auf 0°C gekiihlt und ver-
fahren wie in AAV X beschrieben. Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/ iso-
Hexan 30:70 v/v) ergab das Produkt (S)-2b als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 0.64 g (59 %).
— [0]3 =+36.2 (c = 1.1, CHCL,).

NMR: siehe Seite 104.

(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdiure-tert-butylester (S)-2c. Aus Essigsidure-tert-butylester
(1.39 g, 12.0 mmol), n-Butyllithium (7.5 mL, 1.6 M in n-Hexan, 12.0 mmol) und Diisopropyl-
amin (1.7 mL, 12.0 mmol) wurde eine Enolat-Losung in THF (20 mL) dargestellt wie in AAV
X beschrieben. Die Losung wurde auf —65°C gekiihlt, und (8)-4-Chlor-3-hydroxybutter-
sdureethylester [0.50 g, 3.0 mmol, >97 % ee (ALDRICH)] wurde tropfenweise zugegeben
(Tmax= —55°C). Nach beendeter Zugabe wurde 1 h bei —50°C geriihrt, dann auf —15°C er-
warmt und weitere 30 min geriihrt. Zur Hydrolyse wurde wieder auf —50°C gekiihlt und ver-
fahren wie in AAV X beschrieben. Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/ iso-
Hexan 30:70 v/v) ergab das Produkt (S)-2¢ als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 0.60 g (84 %).
— [a] 5 =-23.0 (¢ = 1.5, CHCl5).

NMR: siehe Seite 105.

rac-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansdure-tert-butylester rac-2¢ wurde nach der gleichen Me-

thode aus B-Hydroxyester rac-24 (siehe Seite 119) erhalten.

syn-(4R,5S)-5-Hydroxy-4-methyl-3-oxohexansdure-tert-butylester syn-(4R,55)-2d. Aus Essig-
sdure-tert-butylester (1.67 g, 14.4 mmol), n-Butyllithium (9.3 mL, 1.6 M in n-Hexan,
14.9 mmol) und Diisopropylamin (2.1 mL, 14.9 mmol) wurde eine Enolat-Losung in THF
(40mL) dargestellt wie in AAV X beschrieben. Die Losung wurde auf —40°C gekiihlt, und
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B-Hydroxyester syn-(2R,35)-25 (0.53 g, 3.6 mmol, 99.2 % ee, drs, = 9:1, siehe Seite 120)
wurde tropfenweise zugegeben (Tmax = —30°C). Nach beendeter Zugabe wurde 60 min bei
—40°Cbis -30°C geriihrt, dann auf 0°C erwidrmt und weitere 30 min geriihrt. Abweichend
von AAV X wurde durch tropfenweise Zugabe von Essigsidure (865 pL, 15.1 mmol) neutrali-
siert und einmal mit Wasser gewaschen. Die weitere Aufarbeitung der organischen Phase er-
folgte wie bei AAV X angegeben. Nicht abreagierte Edukte und fert-Butylacetoacetat (Ne-
benprodukt) wurden durch Kugelrohrdestillation entfernt (0.1 mbar, 60°C). Flashchromato-
graphie des Riickstandes an Kieselgel (Ethylacetat/iso-Hexan 40:60 v/v) ergab das Produkt
syn-(4R,55)-2d als farbloses Ol. Das anti-Diastereomer wurde wihrend der Reaktion oder
wihrend der Aufarbeitung abgereichert. Ausbeute: 0.45 g (58 %). — [0]} = +6.5 (c = 1.6,
CHCL), dry, = 15:1 (°C-NMR).

NMR: siche Seite 107.

rac-(4RS,5RS)-5-Hydroxy-4-methyl-3-oxohexansdure-tert-butylester rac-(4RS,5RS)-2d. Syn-
these wie im vorhergehenden Beispiel, ausgehend von B-Hydroxyester rac-(2RS,3RS)-25
(drsa = 1:1). Das Rohprodukt (53 % Ausbeute) wurde ohne weitere Reinigung NMR-
spektroskopisch untersucht. Durch Vergleich mit dem 13C-NMR-Spektrum des syn-Diastereo-

mers wurden fiir das anti-Diastereomer die folgenden Daten erhalten.

BC-NMR (CDCl;): & = 13.0 (C,CH3), 20.8 (C-6), 27.8 (C(CHz)3), 50.5 (C-2), 53.5 (C-4),
69.4 (C-5), 81.8 (C(CHs)3), 166.7 (C-1), 207.8 (C-3).
Ci11Hx04 (216.3).

Reduktion von B-Ketoestern

rac-4-Chlor-3-hydroxybuttersdureethylester rac-24. Synthese nach AAV VIla, ausgehend
von 4-Chlor-3-oxobuttersdureethylester (3.29 g, 20 mmol). Das Rohprodukt wurde ohne Auf-
reinigung weiterverarbeitet. Ausbeute: 2.81 g (84 %).

'H-NMR (CDCL;):  8=1.27 (t,J =7.1 Hz, 3 H, OCH,CH), 2.58 (dd, J=4.7, 17.1 Hz, 1 H,
H-2), 2.67 (dd, J = 2.4, 17.1 Hz, 1 H, H-2), 3.29 (br s, 1 H, OH), 3.58
(dd, J=5.3,13.5 Hz, 1 H, H-4), 3.62 (dd, J = 5.6, 13.5 Hz, 1 H, H-4),
4.17 (q, J=7.1 Hz, 2 H, OCH,CHj3), 4.25 (m, 1 H, H-3).

PC-NMR (CDCL): & = 14.3 (OCH,CH3), 38.6 (C-2), 48.3 (C-4), 61.2 (OCH,CH3), 68.1
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(C-3), 172.0 (C-1).

CsH11ClO3 (166.6) Die NMR-Spektren sind in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[*"!

syn-(2R,3S)-2-Methyl-3-hydroxybutterscureethylester syn-(2R,35)-25. In einem 1 L Schiittel-
kolben mit vier Schikanen wurde zu einer Suspension von S. cerevisiae "Type 2" (SIGMA,
59.6 g Trockenzellmasse) in Leitungswasser (0.5 L) rac-2-Methyl-3-oxobuttersiureethylester
(1.6 g, 10.0 mmol, 90 %) gegeben, und die Mischung wurde bei Raumtemperatur geschiittelt
(130 rpm, horizontal). Nach 23 h wurden die Zellen abzentrifugiert und der Uberstand zwei-
mal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSOy4
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat / iso-
Hexan 40:60 v/v) ergab das Produkt syn-(2R,3S)-25 als schwach gelbes Ol. Ausbeute: 0.53 g
(36 %). — [0]2 =+6.2 (c =2.2, CHCL3), 99.2 % ee, dr., = 9:1 (CSP-GC); Lit.: [0] P = +6.15
(c =2.42, CHCls), 98 % ee, dr, = 91:9.7%

'H-NMR (CDCL): 6 = 1.14 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, H-4) iiberlagert mit 1.15 (d, J = 7.2 Hz,
3H, C4CHs), 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH3), 2.48 (dq, J = 3.8,
7.2Hz, 1 H, H-2), 4.03 (dq, J = 3.8, 6.4 Hz, 1 H, H-3), 4.13 (q, J =
7.2Hz, 2 H, CH,CHj3).

PC-NMR (CDCL): & = 112, 144, 199 (CoCHs;, CH,CHs, C-4), 45.6 (C-2), 60.8
(CH,CHg), 68.1 (C-3), 176.3 (C-1). — C;H140; (146.2).

CsH,1405 (146.2) Die NMR-Spektren sind in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.["”

Die Bestimmung der Stereoisomerenzusammensetzung erfolgte nach Derivatisierung mit
Trifluoressigsdureanhydrid (siehe Seite 77) durch CSP-GC. Parameter: Kapillarsdule "FS-
Cyclodex beta-1/P" (CS, 50 m x 0.32 mm ID), Split-Injektor (1:20, 250°C), Trigergas Was-
serstoff (0.95 bar, konstanter Druck), Temperaturprogramm: 75°C isotherm. Retentionszeiten:
syn-(25,3R)-25 g = 18.3 min, syn-(2R,35)-25 g = 19.1 min, anti-(25,35)-25 tx = 19.7 min,
anti-(2R,3R)-25 tg = 20.4 min.
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6.4 Synthese von B,6-Dihydroxyestern

Diastereoselektive Reduktion des chlorierten 8-Hydroxy-B-ketoesters 2¢

syn-(3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansdure-tert-butylester syn-(3R,55)-27. Synthese nach
Literaturvorschrift:!"**! Zu einer Losung des 8-Hydroxy-pB-ketoesters (S)-2¢ (21.5 g, 86 mmol,
ca. 95 %) in wasserfreiem THF (620 mL) und Methanol (180 mL) wurde bei —75°C Me-
thoxydiethylboran (100 mL, 1.0 M in THF, 0.1 mol) getropft. Die Losung wurde nach been-
deter Zugabe 20 min geriihrt, portionsweise (Tmax = —70°C) mit Natriumborhydrid (3.8 g, 0.1
mol) versetzt und fiir weitere 3 h bei —70°C geriihrt. Nach Hydrolyse mit ges. NH,Cl-Losung
(100 mL) wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwédrmt, mit Ethylacetat (0.7 L)
verdiinnt und jeweils zweimal mit halbgesittigter NaCl-Losung und ges. NaHCO3-Losung
gewaschen. Die vereinigten wirigen Phasen wurden zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, mit ges. NaCl-Losung gewaschen und im Vakuum ein-
geengt. Der Riickstand wurde in THF (140 mL) und Wasser (50 mL) aufgenommen und der
pH-Wert mit verdiinnter Natronlauge (1 M) auf pH 9 eingestellt. Zu dieser Losung wurde un-
ter Eiskiihlung H,O» (6.6 mL, 30 % in H,O, 65 mmol) getropft (Tmax = 30°C). Nach beendeter
Zugabe wurde 30 min bei Raumtemperatur geriihrt, mit Ethylacetat (0.1 L) verdiinnt und mit
ges. NaHCO;-Losung und 20%iger NaHSOs-Losung gewaschen. Die vereinigten wéBrigen
Phasen wurden zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
mit ges. NaHCO;-Losung, halbgesittigter NaCl-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen,
iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt [22.2 g, >99.5 % ee,
drg., = 28:1; CSP-GC (AAV XI)] wurde in iso-Hexan/ Ethylacetat (93:7 v/v, 75 mL) gelost
und die Losung fiir 12 h bei 4°C gelagert. Die resultierenden schwach gelben Kristalle
[syn-(3R,55)-27] wurden abfiltriert, mit eisgekiihltem iso-Hexan/Ethylacetat (99:1 v/v) ge-
waschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 12.8 g (62 %). — Smp. 50.8-53.0°C, Lit. 50-
52°C (Hexan/ Ethylacetat)."* — [0] ® = -27.0 (c = 1.4, CHCl3), >99.5 % ee, dr, = 205:1.

'H-NMR (CDCl): & =1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.59-1.79 (m, 2 H, H-4), 2.42 (d, J = 6.2 Hz,
2 H, H-2), 3.51 (dd, J = 11.1, 5.3 Hz, 1 H, H-6), 3.55 (dd, J = 11.1,
5.5Hz, 1 H, H-6), 3.71 (br s, 1 H, OH), 3.81 (br s, 1 H, OH), 4.08 (m,
1H, H-5), 424 (m, 1 H, H-3).

BC-NMR (CDClL;): & = 28.1 (C(CHs)3), 39.3, 42.3, 49.0 (C-2, C-4, C-6), 68.2, 71.4 (C-3,
C-5), 81.7 (C(CHs)3), 172.0 (C-1).
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MS (ED, m/z (%):  182/184 (9/3) [M — C4Hs]*, 165/167 (49/16) [M — O'Bu]*, 147 (19), 145
(14), 133 (36), 129 (15), 127 (11), 123 (18), 115 (50), 105 (12), 97 (14),
89 (20), 87 (17), 59 (13), 57 (100) [C4Ho]", 56 (11).

CioH19ClO4 (238.7) berechnet (%): C50.32 H8.02
gefunden (%): C50.20 H 8.35.

syn-(3S,5R)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansciure-tert-butylester syn-(3S,5R)-217. Synthese wie
im vorhergehenden Beispiel, ausgehend von 6-Hydroxy-B-ketoester (R)-2¢ (2.89 g,
12.2 mmol). Das Rohprodukt fiel in quantitativer Ausbeute an [90.5 % ee, drs., = 45:1; CSP-
GC (AAV XID)]. Nach Kiristallisation aus iso-Hexan / Ethylacetat (93:7 v/v) wurde das Produkt
syn-(38,5R)-27 in Form orangefarbener Kristalle erhalten (98.0 % ee, drs.a = 187:1). Ausbeute:
1.50 g (52 %). Eine analytische Probe wurde erneut kristallisiert, wodurch farblose Kristalle
erhalten wurden. — Smp. 51.7-52.7°C. — [o(] ,2)5 =+27.6 (c = 1.3, CHCl3), >99.5 % ee, dr.., >
400:1.

anti-(38,55)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexanscure-tert-butylester anti-(35,55)-27. Zu einer L6-
sung von Tetramethylammoniumtriacetoxyborhydrid (6.74 g, 25.6 mmol) und Essigsédure
(I5mL) in wasserfreiem Acetonitril (15 mL) wurde bei —25°C d-Hydroxy-B-ketoester (S)-2¢
gegeben (0.76 g, 3.2 mmol, geldst in 5 mL Acetonitril), und die Losung wurde 5 h geriihrt.
Nach Hydrolyse mit wiBriger Kalium-Natrium-Tartrat-Lésung (35 mL, 0.5 M) wurde auf
Raumtemperatur erwérmt, mit ges. Na,CO;-Losung (70 mL) verdiinnt und viermal mit Ethyl-
acetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. Na;COs-Losung und
ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Roh-
produkt fiel in quantitativer Ausbeute an [>99.5 % ee, dr,. = 14:1; CSP-GC (AAV XI)]. Nach
Kristallisation aus iso-Hexan/Ethylacetat (90:10 v/v) wurde das Produkt anti-(35,55)-27 in
Form farbloser Kristalle erhalten. Ausbeute: 0.54 g (70 %). — Smp. 73.3-75.0°C. — [0]] 5 =
+7.2 (c = 1.4, CHCl3), >99.5 % ee, dr,s = 211:1.

'H-NMR (CDCl;):  §=1.46 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.66-1.71 (m, 2 H, H-4), 2.42 (d, J = 6.3 Hz,
2 H, H-2), 3.05 (br s, 1 H, OH), 3.60 (br s, 1 H, OH) iiberlagert mit 3.53
(dd, /= 11.0, 6.5 Hz, 1 H, H-6), 3.62 (dd, J = 11.0, 5.0 Hz, 1 H, H-6),
4.12 (m, 1 H, H-5), 4.30 (m, 1 H, H-3).

C-NMR (CDCL): & = 28.2 (C(CHa)s), 39.2, 42.1, 49.4 (C-2, C-4, C-6), 65.2, 68.6 (C-3,
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C-5), 81.7 (C(CH3)3), 172.4 (C-1).

MS (ED), m/z (%):  182/184 (9/3) [M — C4Hs]", 165/167 (48/16) [M — O'Bul*, 147 (16), 145
(11), 133 (30), 129 (15), 127 (11), 123 (19), 115 (45), 105 (10), 97 (13),
89 (21), 87 (12), 59 (12), 57 (100) [C4Hs]*, 56 (11).

C10H1oClO4 (238.7) berechnet (%): C50.32 H8.02
gefunden(%): C49.92 H7.95.

anti-(3R,5R)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansdure-tert-butylester anti-(3R,5R)-27. Synthese wie
im vorhergehenden Beispiel, ausgehend von J-Hydroxy-B-ketoester (R)-2¢ (1.00 g,
4.2 mmol). Das Rohprodukt fiel in quantitativer Ausbeute an [94.0 % ee, dr,.s = 18:1; CSP-GC
(AAV XD)]. Nach Kiristallisation aus iso-Hexan/Ethylacetat (90:10 v/v) wurde das Produkt
anti-(3R,5R)-27 in Form farbloser Kristalle erhalten. Ausbeute: 0.69 g (68%). — Smp. 74.5-
76.0°C. — [0] & =—6.7 (c = 1.3, CHCLs), 99.3 % ee, dr,s = 316:1.

AAYV XI: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Diastereomerenverhdltisses und
des Enantiomereniiberschusses (B, 0-Dihxydroxyester syn/anti-27; CSP-GC). Zu einer Losung
des PB,8-Dihydroxyesters syn/anti-27 (10 mg, 42 pmol) in 2,2-Dimethoxypropan (1 mL) wird
eine katalytische Menge (+)-Camphersulfonsdure gegeben, und die Losung wird bei 25°C
solange geriihrt, bis sich durch GC-MS-Analyse (AAV XII) kein P,3-Dihydroxyester
syn/anti-27 mehr nachweisen 148t (4-7 h). AnschlieBend wird die Reaktionslosung mittels
CSP-GC analysiert. Parameter: Kapillarsidule "FS-Cyclodex beta-1/P" (CS, 50 m x 0.32 mm
ID), Split-Injektor (1:20, 250°C), Trigergas Wasserstoff (0.95 bar, konstanter Druck), Tempe-
raturprogramm: 135°C isotherm. Retentionszeiten: anti-(3R,5SR)-37 trx = 48.8 min, an-

ti-(35,55)-37 tg = 50.2 min, syn-(3R,55)-37 tg = 52.1 min, syn-(3S,5R)-37 tg = 53.8 min.

Diastereomerentrennung durch diastereomerdifferenzierende Acetonid-Hydrolyse

syn-(3R,58)-6-Chlor-3,5-(isopropylidendioxy)-hexansdure-tert-butylester syn-(3R,55)-37.
Eine Losung des Acetonids syn-(3R,55)-37 (26.4 g, 94.7 mmol, drg, = 5.7:1) in Dichlor-
methan (475 mL) wurde mit verdiinnter Salzsdure versetzt (4.8 mmol, 2.4 mL, 2 M) und bei

20°C intensiv geriihrt. Von der Reaktionslosung wurden stiindlich Proben entnommen und

nach AAV XII analysiert. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. NaHCOs-
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Losung abgebrochen, und die Phasen wurden getrennt. Die organische Phase wurde iiber
MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Flashchromatographie an Kieselgel ergab
analysenreines (NMR, GC-MS) Acetonid syn-(3R,5S5)-37 als schwach gelbes Ol (Ethylace-
tat/iso-Hexan 33:67 v/v, Sdule 6 cm @, 0.27 kg Si0,). Ausbeute: 20.2 g (76 %; 90 % bezogen
auf eingesetztes syn-Diastereomer). — dr., = 83:1 [GC-MS (AAV XID)].

NMR: siehe Seite 127.

Durch fortgesetzte Elution wurde der polarere B,8-Dihydroxyester syn/anti-(3RS,5S)-27 als
schwach gelbes, langsam erstarrendes Ol erhalten. Ausbeute: 3.0 g (13%). — dre, =~ 1:1 [GC-
MS (AAV XID)].

Arbeitsvorschrift zur Aufarbeitung des Mutterlaugen-Riickstands aus der Synthese des B, 6-Di-
hydroxyesters syn-(3R,55)-27. Eine Losung des B,6-Dihydroxyesters syn-(3R,58)-27 (dra
typischerweise 4.5:1 bis 9:1) in Aceton/2,2-Dimethoxypropan (6 mL/ g 27, 50:50 v/v) wird
mit einer katalytischen Menge (+)-Camphersulfonsiure versetzt und 2 h bei Raumtemperatur
gertihrt. Fliichtige Komponenten werden anschlieBend im Vakuum entfernt, und das resultie-
rende Ol wird in Dichlormethan gelost (18 mL/ g Ol). Die Losung wird mit verdiinnter Salz-
sdure (2 M, 90 uL/g Ol) versetzt und bei 20°C intensiv geriihrt. Aus der organischen Phase
werden regelmiBig Proben entnommen und nach AAV XII analysiert. Sobald das Diastereo-
merenverhdltnis des Acetonids syn-(3R,55)-37 den gewiinschten Wert erreicht hat (typischer-
weise 2-4 h fiir drs, > 200:1) wird die Losung mit ges. NaHCOs-Losung und Wasser ausge-
schiittelt, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in Ethyla-

cetat/ iso-Hexan (10:90 v/v) aufgenommen und durch Kieselgel filtriert.

Anwendungsbeispiel: Eine Charge vereinigter Mutterlaugen-Riickstéinde (34.5 g, dr... = 9:1,
ca. 85 %) aus der Kristallisation des 8,5-Dihydroxyesters syn-(3R,55)-27 wurde behandelt wie
vorherstehend beschrieben. Das Produkt, Acetonid syn-(3R,55)-37, wurde nach Filtration
durch Kieselgel als schwach gelbes Ol erhalten und war gemiB 'H-NMR- und GC-MS-
Analyse frei von Verunreinigungen. Ausbeute: 23.2 g (ca. 67 %; bezogen auf eingesetztes

syn-Diastereomer ca. 75 %). — drs.a = 221:1 [GC-MS (AAV XII)].
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syn-(3R,5S5)-6-Benzyloxy-3,5-(isopropylidendioxy)-hexansdure-tert-butylester syn-(3R,55)-38.
Eine Losung des B,0-Dihydroxyesters syn-(3R,55)-29 (200 mg, 644 pmol, dr;, = 7.3:1) in
2,2-Dimethoxypropan (3.0 mL) wurde mit einer katalytischen Menge (+)-Campher-
sulfonsdure versetzt und 17 h bei 20°C geriihrt. Fliichtige Komponenten wurden anschliefend
im Vakuum entfernt, der verbleibende Riickstand in Dichlormethan (15 mL) gelost und die
Losung mit verdiinnter Salzsdure (340 umol, 170 uL, 2 M) versetzt. Das Gemisch wurde bei
20°C intensiv geriihrt. Aus der organischen Phase wurden halbstiindlich Proben entnommen
und nach AAV XII analysiert. Nach 2 h wurde die Reaktion durch Zugabe von ges. NaHCO:;-
Losung abgebrochen, und die Phasen wurden getrennt. Die organische Phase wurde iiber
MgSO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Flashchromatographie an Kieselgel (Ethyla-
cetat/ iso-Hexan 33:67 v/v) ergab Acetonid syn-(3R,5S)-38 als schwach gelbes Ol. Ausbeute:
173 mg (77 %; 88 % bezogen auf eingesetztes syn-Diastereomer). — drs., > 400:1 [GC-MS
(AAV XID)].

'H-NMR (CDCL): 8= 1.25 (m, 1 H, H-4), 1.39 (s, 3 H, CH3), 1.44 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.47
(s, 3H, CHj), 1.61 (dt, J = 12.4, 2.5 Hz, 1 H, H-4), 2.30 (dd, J = 15.2,
6.0 Hz, 1 H, H-2), 243 (dd, J = 15.2, 7.1 Hz, 1 H, H-2), 3.39 (dd, J =
10.0, 4.7 Hz, 1 H, H-6), 3.51 (dd, J = 10.0, 5.8 Hz, 1 H, H-6), 4.13 (m,
1 H, H-5), 430 (m, 1 H, H-3), 4.53 (d, J = 12.2 Hz, 1 H aus OCH,Ph),
4.60 (d, J =12.2 Hz, 1 H aus OCH,Ph), 7.25-7.39 (m, 5 H, Ar).

BC-NMR (CDCl;): & = 19.7 (CH3), 28.1 (C(CHs)s), 30.1 (CH3), 33.3, 42.8, (C-4, C-2),
66.0, 68.5 (C-3, C-5), 73.5, 73.6 (C-6, OCH,Ph), 80.8 (C(CHs)3), 99.0
(C(CH3)), 127.8, 127.9, 128.5 (Ar-Cp), 138.3 (Ar-Cy), 170.0 (C-1).

Cy0H3005 (350.5) Das 1H—NMR—Spektrum ist in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten

dieser Verbindung.[">™

AAV XII: Aligemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Diastereomerenverhdltnisses
von fB,6-Dihydroxyestern und den entsprechenden Acetoniden (GC-MS). Proben der Reakti-
onslosungen bzw. der Produkte werden mit Trifluoressigsdureanhydrid derivatisiert wie auf
Seite 77 beschrieben. Die Bestimmung erfolgt anschlieBend durch GC-MS ($3,6-Dihydroxy-
ester 27 und Acetonid 37 mit Temperaturprogramm B, B,3-Dihydroxyester 29 und Acetonid
38 mit Temperaturprogramm A).

B,8-Dihydroxyester syn-27: g = 13.2 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat).
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MS (EI), m/z (%):

B,8-Dihydroxyester anti-27:
MS (ED), m/z (%):

Acetonid anti-37:
MS (ED), m/z (%):

Acetonid syn-37:
MS (EI), m/z (%):

B,8-Dihydroxyester syn-29:
MS (EI), m/z (%):

B.8-Dihydroxyester anti-29:
MS (ED), m/z (%):

Acetonid anti-38:
MS (EI), m/z (%):

Acetonid syn-38:
MS (ED), m/z (%):

siche AAV VIb.

tr = 13.4 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat).
siche AAV VIb.

fr = 14.4 min

263/265 (20/7) [M — CH3]", 207/209 (88/29), 205 (13), 165 (26),
163 (12), 147/149 (48/16), 129 (24), 111 (13), 105/107 (20/7),
59 (55), 57 (100) [C4Ho]".

fr = 14.5 min

263/265 (46/16) [M - CHs]*, 207/209 (96/33), 208 (10), 205
(10), 173 (11), 165 (18), 163 (13), 147/149 (77/26), 129 (26),
115 (11), 111 (13), 105/107 (23/7), 59 (55), 57 (100) [C4Ho]".

fr = 12.6 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat)
445 (14) [M — C4Hol™, 339 (9), 225 (18), 107 (10), 92 (10), 91
(100), 69 (6), 57 (30) [C4Ho]".

fr = 12.7 min (Bis-Trifluoracetyl-Derivat)
445 (19) [M — C4Hol", 339 (5), 225 (26), 107 (10), 92 (10), 91
(100), 69 (9), 57 (26) [C4Ho]".

fr = 14.1 min
335 (10) [M — CH3]", 235 (10), 176 (13), 173 (26), 115 (16), 92
(10), 91 (100), 59 (13), 57 (19) [C4Ho]".

fr = 14.3 min
335 (10) [M — CH5]", 235 (9), 176 (17), 173 (29), 115 (19), 92
(10), 91 (100), 59 (16), 57 (25) [C4Ho]*.

Synthese von 1,3-Diol-Acetoniden

syn-(3R,5S)-6-Chlor-3,5-(isopropylidendioxy)-hexanséure-tert-butylester syn-(3R,55)-37.
Eine Losung des B,8-Dihydroxyesters syn-(3R,58)-27 (5.10 g, 21.4 mmol, >99.5 % ee, drs., =
205:1) in Aceton (17 mL) und 2,2-Dimethoxypropan (26 mL, 214 mmol) wurde mit einer

katalytischen Menge (+)-Camphersulfonsiure versetzt, 1.5 h bei Raumtemperatur geriihrt und

im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat (60 mL) geldst und die resultie-



127

rende Losung mit ges. NaHCO;3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen
tiber Na,SO, und Einengen im Vakuum wurde das Produkt syn-(3R,55)-37 als farbloses )|
erhalten, das bei 4°C langsam erstarrte. Ausbeute: 5.83 g (98 %). — [oc]f)5 = +3.1 (¢ = 1.3,
CHCI5).

'H-.NMR (CDCL3): & = 1.24 (m, 1 H, H-4), 1.39 (s, 3 H, CH;), 1.45 (s, 9 H, C(CHs)3)
iiberlagert mit 1.46 (s, 3 H, CH3), 1.76 (dt, J = 12.6, 2.5 Hz, 1 H, H-4),
2.33 (dd, J =15.2, 6.1 Hz, 1 H, H-2), 2.45 (dd, J = 15.2, 7.1 Hz, 1 H,
H-2), 3.40 (dd, J = 11.0, 5.8 Hz, 1 H, H-6), 3.51 (dd, J = 11.0, 5.6 Hz,
1 H, H-6), 4.06 (m, 1 H, H-5), 4.28 (m, 1 H, H-3).

BC-NMR (CDCL): & =19.7 (CH3), 28.1 (C(CH3)s), 29.8 (CH3), 33.9, 42.5, 47.1 (C-4, C-2,
C-6), 65.9, 69.2 (C-3, C-5), 80.7 (C(CHz)3), 99.2 (C(CHz)»), 170.0
(C-1).

MS (E), m/z (%):  263/265 (37/12) [M - CH;]", 207/209 (70/24), 165 (12), 147/149
(61/18), 129 (18), 115 (11), 111 (12), 105/107 (17/5), 59 (53), 57 (100)

[CsHo]™.
HRMS (EI): berechnet fiir [M — CH3]": 263.1050, gefunden: 263.1037.
C13H»ClO4 (278.8)  berechnet (%): C 56.01 H 8.32

gefunden (%): C 56.06 H 8.33.

syn-(3R,55)-6-lod-3,5-(isopropylidendioxy)-hexansdure-tert-butylester syn-(3R,55)-39. Me-
thode A: Halogenaustausch. Durch eine Mischung aus Acetonid syn-(3R,55)-37 (2.01 g,
7.2mmol), 18-Krone-6 (2.85 g, 10.8 mmol), sorgfiltig gemorsertem Kaliumiodid (23.7 g,
143 mmol) und Xylol (50 mL, Isomerengemisch) wurde 15 min ein Stickstoffstrom geleitet,
und das Gemisch wurde fiir 3 d unter RiickfluB erhitzt. Kaliumiodid (5.98 g, 36 mmol) und
18-Krone-6 (0.95 g, 3.6 mmol) wurden nachdosiert, und es wurde fiir weitere 18 h erhitzt. Die
abgekiihlte Mischung wurde mit Wasser (50 mL) versetzt, filtriert, und die Phasen wurden
getrennt. Die wéBrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert, und die organischen Phasen
wurden vereinigt. Nach Waschen mit 20%iger NaHSOs-Losung, ges. NaHCO;-Losung und
ges. NaCl-Losung wurde iiber Na,SO4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Durch
Flashchromatographie an Kieselgel (Ethylacetat/ iso-Hexan 20:80 v/v) wurde ein gelbes Ol
erhalten, das gemif 1H-NMR-Analyse aus dem Produkt syn-(3R,55)-39 (86 mol%) und dem
Edukt syn-(3R,55)-37 (14 mol%) bestand. Ausbeute: 1.61 g (52 %).
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'H NMR (CDCL): 6 =1.16 (dt, J = 12.5, 11.5 Hz, 1 H, H-4), 1.40 (s, 3 H, CH3), 1.45 (s,
12H, C(CHs);) und CHs), 1.87 (dt, J = 12.5, 2.4 Hz, 1 H, H-4), 2.33
(dd, J =15.1, 6.1 Hz, 1 H, H-2), 2.46 (dd, J = 15.2, 7.0 Hz, 1 H, H-2),
3.10 (dd, J = 10.1, 6.1 Hz, 1 H, H-6), 3.17 (dd, J = 10.1, 5.7 Hz, 1 H,
H-6), 3.88 (m, 1 H, H-5), 4.27 (m, 1 H, H-3).

PC-NMR (CDCL): §=94 (C-6), 19.8 (CH3), 28.2 (C(CH3)3), 29.9 (CH3), 36.3, 42.5 (C-4,
C-2), 66.2, 69.1 (C-3, C-5), 80.8 (C(CHs)3), 99.6 (C(CHs),), 170.1
(C-1).

MS (ED, m/z (%): 355 (50) [M — CH3]", 299 (28), 239 (100), 197 (31), 129 (13), 111 (15),
59 (23), 57 (77) [C4H,]".

HRMS (EI): berechnet fiir [M — CH3]™: 355.0406, gefunden: 355.0397.

C13H23104 (370.2).

syn-(3R,55)-6-lod-3,5-(isopropylidendioxy)-hexansciure-tert-butylester syn-(3R,55)-39. Me-
thode B: Epoxiddffaung und Ketalisierung. Wasserfreies Lithiumiodid (3.33 g, 24.9 mmol)
und Kieselgel (2.08 g) wurden in einer Losung des Epoxids syn-(3R,55)-40 (1.69 g, 7.3 mmol,
87 %) in Dichlormethan suspendiert, und das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert.
Das beladene Kieselgel wurde 1 h bei Raumtemperatur aufbewahrt und anschlieBend mit
Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt wurde im Vakuum eingeengt, der Riickstand in 2,2-Di-
methoxypropan (20 mL, 165 mmol) aufgenommen, und eine katalytische Menge (+)-Cam-
phersulfonsiure wurde zugesetzt. Die Losung wurde 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, im
Vakuum eingeengt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die Losung wurde
mit Na;S,03-Losung (5 %), ges. NaHCO;-Losung und halbgesiittigter NaCl-Losung gewa-
schen, iiber Na,SO,4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Nach Flashchromatographie an
Kieselgel wurde das Produkt syn-(3R,55)-39 als gelbes Ol erhalten (Ethylacetat / iso-Hexan
20:80 v/v). Ausbeute: 1.55 g (58 %). — [0] ,2)5 =+11.2 (¢ = 2.3, CHCL).
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Synthese des Epoxids syn-(3R,55)-40 durch Chlorwasserstoffeliminierung
syn-(3R,55)-5,6-Epoxy-3-hydroxyhexansdure-tert-butylester syn-(3R,55)-40. Methode A:
Chlorwasserstoffeliminierung mit DBU. Eine Losung des B,8-Dihydroxyesters syn-(3R,5S5)-27
(3.00 g, 12.6 mmol, >99.5 % ee, dr;., = 205:1) in Dichlormethan (130 mL) wurde mit DBU
(3.83 g, 25.1 mmol) versetzt und 24 h unter Riickflu} erhitzt. Die Losung wurde anschlieBend
mit ges. NH4Cl-Losung, halbgesittigter NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen,
iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es wurde ein gelbes Ol erhalten, das ge-
méif lH-NMR-Analyse aus dem Produkt syn-(3R,55)-40 (87 mol%) und dem Hydroxy-
tetrahydrofuran trans-(2R,45)-41 (13 mol%) bestand. Ausbeute: 1.94 g (66 %). Eine analyti-
sche Probe wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel aufgereinigt (Ethylacetat/ iso-
Hexan 50:50 v/v). [0] 5 =-30.1 (¢ = 1.7, CHCL).

'H-NMR (CDClL;): 8 =1.45 (s, 9 H, C(CHz)3), 1.63-1.78 (m, 2 H, H-4), 2.45 (d, J=6.2Hz,
2 H, H-2), 2.50 (dd, J = 5.0, 2.7 Hz, 1 H, H-6), 2.77 (br t, J = 4.5-
5.0Hz, 1 H, H-6), 3.09 (m, 1 H, H-5), 3.33 (d, / = 3.31 Hz, 1 H, OH),
4.19 (m, 1 H, H-3).

BC.NMR (CDCL): 8§ = 28.3 (C(CHs)s), 39.0, 42.1, 46.8 (C-2, C-4, C-6), 49.7 (C-5), 66.4
(C-3), 81.7 (C(CH3)3), 172.4 (C-1).

MS (ED), m/z (%): 146 (5) [M — C4Hsl", 145 (14), 129 (21) [M — O'Bul*, 127 (18), 111
(21), 110 (13), 89 (20), 87 (49) [M — CH,COO'Bul*, 71 (11), 69 (15),
59 (15), 57 (100) [C4Ho]".

C10H1504 (202.3).

Durch fortgesetzte Elution wurde das polarere Hydroxytetrahydrofuran trans-(2R,45)-41 er-
halten (farbloses Ol):

'H-NMR (CDCls): & =1.45 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.74 (ddd, J = 13.4, 9.5, 5.5 Hz, 1 H, H-3),
2.00 (br s, 1 H, OH) iiberlagert mit 2.08 (dd, J = 13.4, 5.9 Hz, 1 H,
H-3), 2.40 (dd, J = 15.3, 6.3 Hz, 1 H aus CH,COO'Bu), 2.55 (dd, J =
15.3, 6.8 Hz, 1 H aus CH,COO'Bu), 3.72 (br d, J = 9.9 Hz, 1 H, H-5),
4.00 (dd, J=9.9, 4.5 Hz, 1 H, H-5), 4.46-4.53 (m, 2 H, H-2 und H-4).

BC.NMR (CDCly): & = 28.3 (C(CHs)s), 41.5, 41.7 (C-3, CH,COO'Bu), 72.7, 74.6 (C-2,
C-4), 75.6 (C-5), 81.0 (C(CH3)3), 170.6 (C-1).
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MS (ED), m/z (%): 146 (37) [M — C4Hg]*, 145 (13), 129 (37) [M — O'Bul*, 128 (29), 127
(48), 102 (27), 98 (15), 97 (10), 87 (100) [M — CH,COO'Bu]", 81 (10),
69 (14), 57 (46) [C4sHo]™.

HRMS (EI): berechnet fiir [M — C4Hg]™: 146.0579, gefunden: 146.0575.

C10H1804 (202.3).

syn-(3R,5S)-5,6-Epoxy-3-hydroxyhexanséure-tert-butylester syn-(3R,55)-40. Methode B:
Chlorwasserstoffeliminierung mit KOH. Eine Losung des B,3-Dihydroxyesters syn-(3R,58)-27
(240 mg, 1.0 mmol, >99.5 % ee, dr,., = 205:1) in Diethylether (10 mL) wurde bei 0°C mit
gemorsertem Kaliumhydroxid (364 mg, 6.5 mmol) versetzt und 1 h geriihrt. Nach Filtrieren
durch MgSO, und Einengen im Vakuum wurde ein schwach gelbes Ol erhalten, das gemil
lH-NMR-Analyse aus dem Produkt syn-(3R,55)-40 (90 mol%) und dem Hydroxytetrahydro-
furan trans-(2R,45)-41 (10 mol%) bestand. Ausbeute: 103 mg (46 %).
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