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Abstract: Eine Totalsynthese des bismakrocyclischen Thio-
peptidantibiotikums Nosiheptid gelang durch den Aufbau
einer voll funktionalisierten linearen Vorstufe und konsekutive
Makrocyclisierungen. Schliisselmerkmale waren eine kritische
Makrothiolactonisierung und eine milde Entschiitzungsstrate-
gie fiir den 3-Hydroxypyridin-Kern. Der Naturstoff war mit
isoliertem authentischem Material im Hinblick auf spektro-
skopische Daten und antimikrobielle Aktivitiit identisch.

Thiopeptidantibiotika sind hochpotente, strukturell kom-
plexe Sekundirmetaboliten aus Bodenbakterien (Acti-
nomyceten).! Sie werden durch ribosomale Peptidbiosyn-
these gebildet” Fiir verschiedene monomakrocyclische
Thiopeptidnaturstoffe wurden Totalsynthesen beschrieben,!
sowie auch fiir die bismakrocyclischen Thiopeptide Thio-
strepton!*! und dessen nahen Verwandten Siomycin.”! Andere
bismakrocyclische Thiopeptidantibiotika blieben eine Her-
ausforderung, besonders die hoch aktiven Geriiste der
,Klasse e“[! etwa Nosiheptid (1), Nocathiacin (2-5) und
Glycothiohexid (6, Abbildung 1). Nosiheptid (1) enthalt
einen ungewOhnlichen 3-Hydroxypyridin-Kern, verschieden
substituierte Thiazole, ein sterisch gehindertes aromatisches
B-Ring-Thiolacton und einen Indolylmethylester, die alle in
ein makrobicyclisches Geriist eingebettet sind, das eine ab-
gehende Seitenkette mit einer Dehydroaminosiure trigt. Die
weiteren Vertreter 26 weisen zusitzliche transannulare
Briicken iiber den Ring B sowie oxidative Modifizierungen,
Methylierungen und Glycosidierungen auf. In den Nocathi-
acinen ist offensichtlich ein Cysteinrest gegen Serin ausge-
tauscht, wie das schwefelfreie Makrolacton des B-Rings an-
zeigt.

Nosiheptid (1) kann als struktureller Prototyp der Klasse-
e-Thiopeptidantibiotika aufgefasst werden.! Es iibt auBer-
gewOhnlich starke antibiotische Aktivitdt in vitro und im
Mausmodell gegen kritische Gram-positive Keime aus, etwa
gegen MRSA, VRE oder Clostridium difficile.*) Haupt-
sdchlich wegen seiner ungiinstigen physikochemischen FEi-
genschaften wird es bislang nur in der Nutztierhaltung ein-
gesetzt, vorrangig in Tierfuttermitteln.! Friihere Synthese-
arbeiten zu Nosiheptid konzentrierten sich auf Bausteine und
die Entwicklung von Synthesemethoden.” In Modellstudien
wurden die A-! und B-Ring-Systeme!'”! aufgebaut. Wir be-
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richten hier iiber eine erfolgreiche Totalsynthese von Nosi-
heptid, die mittels einer doppelten Makrocyclisierung einer
voll funktionalisierten linearen Vorstufe gelang.

Beim Entwurf einer Synthese von Nosiheptid schienen
das elektrophile Dehydroalanin (DHA) und Thiolvorstufen
des potentiell labilen Thioesters nicht kompatibel (Abbil-
dung 1). Daher wurde der DHA-Rest zunéchst als geschiitz-
tes Serinderivat maskiert (a). Der Thioester wurde dann auf
eine w-Mercaptosdure mit sdurelabilem Schutz (Dpm, Tr)
zuriickgefiihrt (b). Weitere Zerlegungen strategischer Amid-
bindungen (c/d) ergaben die Fragmente 7 und 8, die passende
orthogonale Schutzgruppensitze tragen — geleitet von der
erfolgreichen Makrolactamisierung zum A-Ring-Modell.”
Da Veresterungen auf spiten Stufen problematisch gewesen
waren,”) schien es sinnvoll, den Indolester friih in das Frag-
ment 7 einzufiihren. Wihrend die Synthese des notigen Hy-
droxypyridin-Fragments 8 bekannt war,”™ musste das Frag-
ment 7 aus einem Thiazolpeptid (9-11), Hydroxymethylindol
12 und y-Lactam 13 aufgebaut werden.

Zunichst wurde das Indolderivat 12 aus 3-Nitro-2-me-
thylbenzylalkohol (14) hergestellt (Schema 1), der O-THP-
geschiitzt und mit Diethyloxalat C-acyliert!! wurde, um so
den a-Ketoester 15 zu erhalten (99 % Ausbeute, zwei Stufen).
Methenylierung!'? ergab das Nitroarylenon 16 (99%), das
reduktiv direkt in das Indol 17 tiberfithrt wurde. Die Teilre-
duktion zum N-Hydroxyindol™ konnte durch optimierte
Hydrierbedingungen unterdriickt werden. Der Ethylester
wurde dann gegen eine sdurelabile Dpm-Gruppe getauscht
(— 18 — 12,56 % ).’ Zur Erprobung der Stabilitiit der Ester
von 12, und um geeignete Entschiitzungsbedingungen zu
finden, wurde der Buttersdureester 19 untersucht (Schema 1).
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No, 99% NO, 68% N OR2

17: R'=THP, R%=Et
ef 79% . )
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h, 98% ,—_> 19: R'=B, R?=Dpm
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Schema 1. Synthese des Indols 12. Reagenzien und Bedingungen:

a) Dihydropyran (2 Aquiv.), PPTS (0.1 Aquiv.), 1,2-Dichlorethan, 20°C,
18 h; b) NaH (3 Aquiv.), Diethyloxalat (6 Aquiv.), DMF, 0°C — 20°C,
18 h; c) Dimethylmethylideniminiumchlorid (3 Aquiv.), NEt; (3 Aquiv.),
20°C, 13 h; d) kat. 10% Pd/C (10 Gew.-%), 1—4 bar H,, 4 A Molsieb
(20 Gew.-%), THF/iPrOH (1:1), 18 h; e) wassr. NaOH (2.5m, 3 Aquiv.),
EtOH, Ruckfluss, 30 min; f) AcOH (70%), 20°C, 18 h; g) Diphenyl-
diazomethan, kat. TFA, THF, 60°C, 3 h; h) Buttersiureanhydrid

(2 Aquiv.), EtNiPr, (4 Aquiv.) DMAP (0.1 Aquiv.), THF, 0°C — 20°C,
13 h.
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1: Nosiheptid 2: Nocathiacin | (X=0, R'=0H, n=1, m=1)
3: Nocathiacin Il (X=0, R'=H, n=1, m=1)
U 4: Nocathiacin Ill (X=0, R'=0OH, n=1, m=0)
5: Nocathiacin IV (X=0, R'=0H, n=0, m=1)
Me o  OTIPS 6: Glycothiohexid (X=S, R'=OH, n=0, m=0)
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Abbildung 1. Strukturformeln von Thiopeptidnaturstoffen der Klasse e sowie die retrosynthetische Zerlegung von Nosiheptid. Abkiirzungen:
All=Allyl, Alloc = Allyloxycarbonyl, Boc = tert-Butyloxycarbonyl, DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, DMAP = Dimethylaminopyridin,
Dpm = Diphenylmethyl, Fmoc = Fluorenylmethyloxycarbonyl, HATU = O-(7'-Azabenzotriazol-1"yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat,

HOAt = 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol, PPTS = Pyridinium-4-methylphenylsulfonat, PyAOP =

hexafluorophosphat, PyDOP =

(7-Azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium-

(3,4-Dihydro-4-ox0-1,2,3-benzotriazin-3-yl) oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat, TBS = tert-Butyldi-

methylsilyl, TIPS =Triisopropylsilyl, Tr =Triphenylmethyl, Ts = 4-Methylphenylsulfonyl.

Unter Standardbedingungen (TFA in CH,Cl,) wurden in der
Tat unselektive Spaltungen und stetiger Verlust von Butyrat
sogar bei niedrigen Sdurekonzentrationen (1% TFA) beob-
achtet. Durch Einsatz von BF; in AcOH" oder durch Puf-
fern von TFA in Anisol als Losungsmittel!™ gelang aber die
selektive Entfernung der Dpm-Gruppe.

Um das Indol in die Nosiheptid-Struktur einzubringen,
wurde Alkohol 12 mit dem aktivierten Lactam 13°! unter
sorgfiltig kontrollierten basischen Bedingungen acyliert
(89%, Schema?2). Der Tce-Ester 20 wurde reduktiv ent-
schiitzt (82 % Ausbeute), die resultierende Sdure 21 mit dem
Azidothiol 22 verldngert und mittels Aza-Wittig-Ringschluss

4
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o s 0 c de O
N
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Boc e o
o 71% (11)
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: OAll 1 2 3. 4.
o 20: R'=CH,CCl 23; R?=(Bu 25 R3%=TBS, R*=Fmoc
HS O b, 82% I: 1 f E 2_ 3 4
21:R'=H 24: R?=TBS 26: R*=TIPS, R*=Fmoc
2 h,95% [ _

7: R3=TIPS, R*=H

Schema 2. Synthese des Indol-Thiazolbausteins. Reagenzien und Bedingungen: a) 12 (0.5 Aquiv.), NaH (1.25 Aquiv.), THF, —78°C, 2 h (98%

b.rs.m.); b) Zn (36 Aquiv.), 1M KH,PO,, THF, 45°C, Ultraschallbehandlung, 10 h (95% b.r.s.m.);

c) 22 (1.5 Aquiv.), PyAOP (1.2 Aquiv.), EtNiPr,

(2.5 Aquiv.), 0°C — 20°C, 3 h; d) PPh; (1.5 Aquiv.), THF, —20°C — 20°C, 2 h; dann 40°C, 14 h; e) DBU (2.1 Aquiv.), BrCCl; (1.05 Aquiv.),
CH,Cl,, —20°C, 1 h; f) TBSOTF (11 Aquiv.), 2,6-Lutidin (22 Aquiv.), CH,Cl,, 0°C — 20°C; g) 10 oder 11 (1 Aquiv.), HATU (1.4 Aquiv.), HOAt
(6.5 Aquiv.), NaHCO; (3 Aquiv.), THF, 0°C — 20°C, 48 h; h) DBU (5% in CH,Cl,), —20°C, 5 min. b.r.s.m.: bezogen auf zuriickgewonnenes

Startmaterial.
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und Thiazolinoxidation in das Thiazol 23 iiberfiihrt (86 % ).['"]
Die Freisetzung der Aminogruppe in 23 erwies sich wegen der
Saurelabilitiat des Indolylesters und der Neigung zur Bildung
eines y-Butyrolactams als schwierig. Die chemoselektive
Umwandlung der Boc-Gruppe in ein Silylcarbamat gelang
jedoch mit TBSOT£” Wir fanden, dass das TBS-Carbamat
24 durch Einsatz von HATU/HOAt und festem NaHCO;
direkt mit den Thiazolsduren 10 oder 11 (siche die Hinter-
grundinformationen) verkniipft werden konnte, wobei of-
fensichtlich das Amin aus dem TBS-Carbamat in situ freige-
setzt werden kann. Kupplungsprodukte konnten so in guten
Ausbeuten erhalten werden (39-71%). Interessanterweise
fanden wir, dass Silyl-geschiitzte Threoninreste eine Neigung
zur E/Z-Isomerisierung der Enamin-Doppelbindung unter
basischen Bedingungen hervorriefen, wihrend das N-Acy-
lenamin in Bausteinen mit rtBu-Schutzgruppe inert geblieben
war.’l Diese Eigenschaft trat mit wachsendem Rauman-
spruch verstérkt hervor (TIPS > TBS > tBu). Ein Uberschuss
von DBU bei niedriger Temperatur erwies sich zur sauberen
Fmoc-Spaltung als am besten geeignet (— 7, 95%).

Der Schluss des B-Rings wurde dann durch Pd-vermittelte
Deallylierung™® von Ester 25 erprobt (Schema 3). Kupplung
des Amins 27 mit der so erhaltenen Siure ergab ein Amid, das
Tr- und Dpm-entschiitzt werden musste. Unter sauren Be-
dingungen zeigten sich wieder teilweise Spaltung des Indo-
lylesters und/oder Verlust von TBS-Gruppen. Mit TFA in
Anisol allerdings konnte eine glatte Umsetzung zur w-Mer-
captosdure erreicht werden, die anschlieBend zum Thiolacton
28 in 66 % Ausbeute cyclisiert wurde. Diese Experimente si-
cherten die Schutzgruppenstrategie ab und wiesen den Weg
zum Syntheseabschluss. Dabei fiel auch auf, dass die TBS-
Gruppe am Threoninrest recht labil gegen Sdure und Fluorid
war, sodass im Fortgang die stabilere TIPS-Gruppe eingesetzt
wurde.

Me
OTBS
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&—@LH&”MG
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ab,cd -
5 ————~ OMJ/iNg( =

47% N
°© Ve sW L/ N
s\ N~ %
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Schema 3. Synthese einer vollstindigen B-Ring-Modellverbindung.
Reagenzien und Bedingungen: a) [Pd(PPh;),] (20 Mol-%), PhSiH;,

(8.6 Aquiv.), THF, 0°C, 20 min, 93 %; b) PyBOP (2.1 Aquiv.), EtNiPr,
(2.5 Aquiv.), 27 (1.5 Aquiv.), DMF, 0°C — 20°C, 16 h, 77 %; c) Anisol/
TFA/ELSIH (8:5:4), —25°C — 0°C, 24 h: d) PyAOP (1.2 Aquiv.),
EtNiPr, (2.2 Aquiv.), THF, 0°C, 15 min, 20°C, 1 h, 66 %.

Amin 7 musste nun mit Sdure 8 zur vollstdndigen linearen
Vorstufe verkniipft werden (Schema 4). Wihrend dieser Ex-
perimente fanden wir, dass die Ts-Gruppe am Hydroxypyri-
din teilweise gespalten wurde, wenn HOBt oder HOAt im
Uberschuss vorlagen. Nach einer Untersuchung verschiede-
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ner Kupplungsreagenzien erreichten wir mit PyDOP!'” glat-
ten Umsatz und hervorragende Kupplungsausbeuten (93 %).
Die Pd-vermittelten Alloc- und Allyl-Entschiitzungen und
der folgende Ringschluss des A-Rings mit HATU unter
Verdiinnungsbedingungen gelangen erfolgreich. Das Substrat
30 wurde unter den zuvor etablierten Bedingungen sauber S-
detrityliert und O-Dpm-entschiitzt. Das anellierte B-Ring-
Makrothiolacton konnte dann mit PyAOP in THF gebildet
werden (— 31, 43%).

Um den terminalen DHA-Rest bilden zu kénnen, wurde
der primére TIPS-Ether am Gertist 31 mit wéssriger HF se-
lektiv entfernt. Zur Dehydratisierung des terminalen Serin-
amids wurde eine Vielzahl von Bedingungen und Reagenzien
erprobt (z.B. TsCI/DMAP, Tf,0, PPhy/CCl,, Cu'C/EDCI),
um eine Eliminierung auszulosen. Oftmals wurde aber be-
gleitend Dehydratisierung des Amids (d.h. Nitrilbildung)
festgestellt, ebenso Ts-Entschiitzung oder Umfunktionalisie-
rung des 3-Hydroxypyridins. Erfreulicherweise konnte mit
MsCl und 2,6-Lutidin eine selektive O-Sulfonylierung der
monodesilylierten Verbindung erreicht werden. Sorgfiltig
kontrollierte Behandlung mit DBU induzierte dann die Eli-
minierung zum gewiinschten DHA-Rest (— 32, ca. 70%,
35% nach préparativer HPLC). Die weitere Desilylierung
gelang dann mit Et;N-3HF. Die abschlieBende Spaltung der
O-Ts-Gruppe wurde erreicht, indem Sulfonat 33 einer Losung
von HOBT in DMF in Gegenwart von Base ausgesetzt wurde.
Bemerkenswerterweise lief3 sich so die Ts-Gruppe sauber
entfernen, ohne die Thioesterbindung zu beeintrachtigen.
Das synthetische Nosiheptid (1) konnte schlieBlich durch
préaparative Diinnschichtchromatographie (ca. 65%) gefolgt
von priparativer HPLC gereinigt werden (36 % Ausbeute,
zwei Stufen).

Wihrend Massenspektrometrie und optische Drehung
des Endprodukts 1 strukturelle Identitdt mit dem Naturstoff
nahelegten, erwiesen sich NMR-Spektren als abhédngig von
Losungsmittelgemisch, Wassergehalt und pH. Um Unklar-
heiten auszurdumen, wurde ein direkter Vergleich mit Ori-
ginalsubstanz vollzogen. Zu diesem Zweck wurde der Nat-
urstoff aus einem Nosiheptid-haltigen Futtermittelzusatz
(,1% Premix“) unter Anlehnung an Literaturvorschriften
isoliert.”” Der Vergleich von HPLC-, NMR- und LC-MS-
Daten der synthetischen Verbindung 1 mit dem so erhaltenen
Material bestitigten eindeutig die strukturelle Identitdt (fiir
Details siche die Hintergrundinformationen).

Weiterhin zeigte eine erste Auswertung von Hemmhof-
tests, dass das isolierte und das synthetische Material das
Wachstum von Streptomyces coelicolor in vergleichbarer
Weise behinderten, jeweils mit einer scheinbaren minimalen
Hemmkonzentration (MIC) von 0.3 um (siehe die Hinter-
grundinformationen). Diese funktionelle Identitdt zeigt die
antibakterielle Potenz von Nosiheptid auch gegen Boden-
bakterien — sehr enge Verwandte und Begleiter des Produ-
zenten S. actuosus. Uberraschenderweise wird die O-Tosy-
lierung des Hydroxypyridinkerns nicht toleriert, da die Ver-
bindung 33 keine merkliche antibakterielle Aktivitit zeigte.
Diese Ergebnisse werden zurzeit in Untersuchungen mit pa-
thogenen Erregern weiter verfolgt.

Zusammenfassend konnte eine umsetzbare Totalsynthese
des bismakrocyclischen Thiopeptidantibiotikums Nosiheptid

Angew. Chem. 2016, 128, 9924-9928
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Schema 4. Syntheseabschluss. Reagenzien und Bedingungen: a) PyDOP (2

Aquiv.), EtNiPr, (2.2 Aquiv.), THF, 0°C, 15 min, 20°C, 2 h; b) [Pd-

(PPhy).] (20 Mol-%), PhSiH; (20 Aquiv.), THF, 0°C, 30 min; ¢) HATU (5 Aquiv.), EtNiPr, (30 Aquiv.), THF, 0°C, 15 h; d) Anisol/TFA/Et,SiH (8:5:4),

—20°C, 30 min; dann 0°C, 4 h; e) PyAOP (1.2 Aquiv.), EtNiPr, (2.3 Aquiv.),
25 h, 75% (90% b.r.s.m.); g) Methylsulfonylchlorid (100 Aquiv.), 2,6-Lutidin

— —35°C, 4.5 h (zwei Stufen, 35%); i) Et;N x 3HF/THF (1:9), 0°C — 20°C,

1.5 h. Pyr=Pyrrolidin-1-yl.

entwickelt werden, die einen Zugang zur ungewohnlichen
Klasse e der Thiopeptidgeriiste eroffnet. Besondere Merk-

THF, 0°C, 15 min, dann 20°C, 15 h; f) CH,CN/konz. HF (24:1), 0°C,
JCH,CI, (1:10), 0°C — 20°C, 0.5 h; h) DBU (2% in CH,Cl,), —78°C
27 h; j) HOBt (10 Aquiv.), EtNiPr, (7 Aquiv.), DMF, 0°C — 20°C,

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 9772-9776
Angew. Chem. 2016, 128, 9924-9928

male dabei waren eine optimierte Zusammensetzung der
Makrocyclisierungsvorstufe  und eine fortgeschrittene
Schutzgruppenstrategie, die an die besondere Labilitidt der
Nosiheptid-Struktur angepasst wurde. Da diese Synthese den
Austausch von Bausteinen zuldsst, erwarten wir, dass so in
Zukunft eine weitergehende chemisch-biologische Profilie-
rung dieses potenten und strukturell ungewohnlichen Anti-
biotikums durch chemische Synthese erméglicht wird.
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