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Theoretischer Teil

1. ZUSAMMENFASSUNG

11 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit biosynthetischen und biomimetischen
Studien zum PBGS5-Mechanismus nach Shemin (Abbildung a).

OH OOH

O
H
OOH PBG-Synthese
- (EC 4.2.1.24)
7 /
¢} Hz _ - H
NHz

PBG (1)

ALA (2)

NHz

Zwlschenprodukt nach Shemin (1968)

Abbildung a: Von Shemrin postuliertes Zwischenprodukt 6 des PBGS-Enzymmechanismus
(1968).

Einerseits wurden diverse Substrat-, Zwischenprodukt- und Produktanaloge
synthetisiert und auf deren Inhibitionswirkung untersucht. Andererseits wurde
an der Optimierung der von unserer Gruppe erarbeiteten biomimetischen PBG-
Synthese gearbeitet (Abbildung b).
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a0 H3CQ HaCO
Q
Q
H3CO y
(HaC)aSIO / O YiCla (1.1 6q) OH
+ ——— ) CN
CHaCI2/28h N Q
0 o o -20°C o
CN roc-14a,b
{87% "H-NMR)
13

Acatonhanolacetat

- p-TsOH

ez 1h/Tl

HaCO HaCO
HaCQ cho o
O Raney-Nickal H
Hz {120 atm) OAc
MeOH N
T omniseC o
16 21.5h/865°C Q rac-157a,b

(54%) (56%)

Abbildung b: Synthese des geschittzten PBG-Derivats 16 ausgehend vom Silylenolether
E/Z-12 und dem Acylcyanid 13.

Es galt im besonderen die heikle Mukaiyama-Aldolreaktion zum rac-14a,b zu
optimieren und den geschiitzten PBG-Vorldufer 16 ins freie PBG (1) zu
tiberfiihren,
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1.2 Résumé

Le travail présenté traite des études biosynthétique et biomimétique portant sur
le mécanisme de la PBGS proposé par Shemin (figure a).

OOH OOH
HOO
OCH PBG synthase
o (EC4.2.1.24)
/
(o] Hz ”
NH2 NHz
ALA (2) PBG (1)

Intermédiaira selon Shamin

tigure & Intermédiaire 6 du mécanisme enzymatique proposé par Shemin (1968).

Des analogues de substrat, d'intermédiaire et de produit ont £té d'une part
synthétisés et leurs activités inhibitrices ont ét& estimées. D'autre part, la
synthése bicrmimétique du PBG (1), déja entreprise précédemment dans notre
groupe, a été optimisée {(figure b).
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H3C H3C
HaC H3C o
o) 0 "
Nickel de Raney Ac
Ha (120 atm)
/A MeOH N
B A——
N 2.25h/55°C
16 O rac-157a,b
5 H sty 2150/65°C s

Abbildung b: Synthdse du dérivé protégé du PBG 16 4 partir du silylénolether E/Z-12 et du
cyanure d'acyle 13.

Il s’agissait, en particulier, d’améliorer la réaction aldolique délicate de type
Mukaiyama donnant le rac-14a,b et d'effectuer la déprotection du précurseur 16
pour obtenir le PBG (1).
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13  Summary

This present work describes biosynthetic und biomimetic studies about the
PBGS mechanism based on the proposal of Shemin (figure a).

, OH OOH
HOQ
OOH PBG synthase
(EC 4.2.1.24)
o
(o] H2 H
NH2 NH2
ALA (2) PBG (1)

NHz 6

Intermediate postulated by Shemin (1968)
figure a: Postulated intermediate 6 of the PBGS mechanism by Shemin (1968).

On the one side, analogs of the substrate, the intermediate and the product
were synthesized and their inhibition was tested. On the other side, the
optimization of the biomimetic PBG synthesis of our group was investigated
(figure b).
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HaC
0
H3Cl
(H3C)aS Y/ O Ticls (1.1 eq.)
+ —_—
CHaCin/26 h
0] o O -20°C 0
N rac-14a,b
{87% "H-NMR}
13 acstone enal acstate
. p-TsOH
&z12 1hTL
HaC HaC
HaC H3 0]
0] O Ranay-Nickel : H
H2 (120 atm) Ac
/ \ MeOH CN
A r—————————
N 2.25h{55°C
H 16 215h/65°C QO rac-157a,b
0 (54%) (56%)

figure b: Synthesis of the protected PBG derivative 16 starting from silyl enol ether
E/Z-12 and the acyl cyanide 13.

Especially the delicate Mukaiyama aldol reaction to obtain rac-14a,b was
improved and the deprotection of the PBG precursor 16 to PBG (1) was
investigated.
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Porphobilinogen (1) (Abbildung 1), allgemein abgekiirzt als PBG, ist ein
dusserst reaktionsfreudiges, "nicht-stabilisiertes" Trialkylpyrrol, welches bereits
in leicht saurem Milieu augenblicklich mit allen verfiigbaren Elektrophilen
reagiert. Es kann dabei ebenfalls polymerisieren und durch die nachfolgende
Oxidation an der Luft zum "Pyrrol-schwarz” [1,2] reagieren. ‘

OQH
HOO

/3

§
NHz

1
Abblldung 1: Porphobilinogen (1) - ein hochreaktives Pyrrol.

In den fiinfziger Jahren dieses Jahrhunderts konnte von mehreren Arbeits-
gruppen bewiesen werden, dass die Biosynthese aller Tetrapyrrole iber den
allgemeinen Vorldufer PBG verlauft [3,4). Gleichzeitig konnte auch gezeigt
werden, dass PBG (1) seinerseits aus 2 Molekiilen 5-Aminolidvulinsdure (2),
abgekiirzt ALA, entsteht (Abbildung 2).

Bemerkung: In der vorliegenden Arbeit sind simtliche Strukturformeln in
deren neutralen Form dargestellt. Diese Vereinfachung dient zur verein-
heitlichten Darstellung der unter physiologischen Bedingungen unterschiedlich
protonierten Molekile.
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QOOH

OC/\NHZ
Succinyl-CoA {Cs-Elnh

CoA OOH HOO
el PEG-Synlhase

OOC/L/\

ALA (2)

L-Glutamat (Cs-Elnhelt) /

1) PBG-Dgaminass

2) Uroporphyrinogan 1]
Cosynthathasa

HOO

HOO

Uroporphyrinogen HI
Vorlduter aller Tetrapyrrole
3

HOOQC COOH
// \\

Chlorophyi-A Hém Cobalamin Faktor
Gallanfarbstotie {vitamin B12) F 430

Abbiidung 2: Blosynthese von Uroparphyrinogen 111 (3), der allgemeine Vorlaufer der
Tetrapyrrole Chlorophyll- A, Him, Cytochrom P450, Cobalamin, Gallenfarbstoffe.

1953 gelang es Dresel und Falk [5] ein Enzym zu isolieren, das ALA (2) in PBG
(1) umwandein konnte. Dieses Enzym wurde als 5-Aminoldvu-
linsduredehydratase {ALAD) und spiter auch als Porphobx]mogensynthase
(PBGS) bezeichnet (EC 4.2.1.24}.
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Interessanterweise entsteht im Gegensatz zur enzymatischen Kondensation
von zwei Molekiilen ALA (2), unter chemischen Bedingungen im basischen
Milieu nicht PBG (1), sondern 2,5-Dipropionsiure-pyrazin (4) als
Hauptprodukt (nach Oxidation mittels Luftsauerstoff) [6] {vergl. Abbildung 3).

\/CCOOH COOH COOH
HaN ©)
O basisch N .28 N
Ot - N

2

NH2
COOH COOH COQH

_ J

Frank und Stratmann

4

Abbildung 3: Dimerisierung von ALA (2) unter basischen Bedingungen [6].

Die Reaktivitit der ALA (2) wird dabei durch die unterschiedliche Aziditit der
Protonen am C(3) resp. C(5) in wisseriger Losung bestimmt. Einen guten
Einblick in die Enolisierbarkeit der Carbonylfunktion (Selektivitit) von 2 liefern
Deuterierungsexperimente von faffe [7}.

Tetrapyrrole spielen in vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. A. R.
Battersby bezeichnete diese Verbindungen deshalb auch als "Pigments of Life"
[8,9]. Der wichtigste Vertreter dieser Stoffklasse ist das Chlorophyll
(Umwandlung von absorbierter Lichtenergie in Redox-Energie), welches
aufgrund seiner geschiitzten jihrlichen Weltproduktion von mehr als 1010
Tonnen {10,11] sicher eine Sonderstellung einnimmt. Zusitzlich spielen
Tetrapyrrole eine wichtige Rolle bei Transportprozessen, wie beispielsweise als
Cofaktor flir den Transport von Sauerstoff und Kohlendioxid im Blut
(Haemoglobin).
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DasE Porphobili i (PBGS)
Allgemeines

In der Natur ist die PBGS ein sehr weit verbreitetes Enzym. Es kann aus Tieren,
Pfianzen und auch aus Bakterien isoliert werden {12,13]. Die Masse des Enzyms
liegt im Bereich von 280 kDa. Es besteht aus acht identischen, kubisch
angeordneten Untereinheiten von ca. 37 kDa [14}. Eine einzelne Untereinheit ist
katalytisch nicht aktiv - im Gegensatz zum Dimer, Tetramer und natiirlich dem
Octamer [15,16]. Aus Pflanzen isolierte PBGS kénnen auch als Hexamere
existieren [17].

Die Aminosiduresequenzen der PBGS verschiedenster Herkunft (Sequenzierung
der DNA) weisen grosse Aehnlichkeiten zwischen den verschiedenen
untersuchten Enzymen auf [18). Es zeigt sich im besonderen, dass jeweils ein
Lysin in der active site aller bisher untersuchten Enzyme anzutreffen ist.

Die aus tierischen Zellen, Hefe und E. cofi isolierten PBGS benétigen fiir deren
maximale Aktivitit ZnZ+-Tonen [19]. In der PBGS von Pflanzen sind diese Zn2+-
Ionen teilweise durch Mg2+ oder Mn2+ ersetzt [20,21]. Ein Teil der bekannten
Enzyme verliert durch Zugabe von EDTA die katalytischen Eigenschaften [22];
dies ldsst auf eine Anwesenheit von Zn2+ in der katalytisch aktiven Zone, dem
sog. Zinkfinger [19], schliessen. Dieser ist bei aus Pflanzen isolierten PBGS nicht
vorhanden,

Die PBGS katalysiert die Kondensation von zwei ALA-Molekiilen zum Porpho-
bilinogen (1). Es wird allgemein angenommen, dass dhnlich einer Knorr'schen
Pyrrolsynthese folgende chemische Schritte durch das Enzym gesteuert
werden:

- Iminbildung (C-N Verkniipfung)

- Aldol-Reaktion (C-C Verkniipfung)
- Abspaltung von H,O

- Aromatisierung (Deprotonierung)

Zur Abklirung des Reaktionsmechanismus ist die Reihenfolge dieser

Teilschritte von grossem Interesse. Im gleichen Kontext driingen sich die

Fragen der Abfolge der Substraterkennung (zuerst A- oder P-Seitenkette des

Substrats (Abbildung 4)) und der effektiven katalytischen Steuerung (welche
. -10-



222

Theoretischer Teil

Reaktionsschritte sind in der enzymatischen Reaktion geschwindigkeits-
bestimmend?) auf. .
P-side

ENZ-(L
SENELys)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der active site der PBGS .
anis t PBG-Bi Iy

Obwohl schon viel auf dem Gebiet der Aufklirung des PBGS-Enzym-
mechanismus geforscht wurde, konnte bis heute noch keine Reaktionssequenz
experimentell restlos bestitigt (bzw. widerlegt) werden.

Trotzdem lisst sich eine Reihe von durchgefiihrten Experimenten auflisten, die
zu einem besseren Verstindnis des Mechanismus beigetragen haben. Die letzte
Gewissheit wird allerdings vermutlich erst eine Rontgenstrukturanalyse des
“aktiven" Enzyms bringen kénnen. Aufgrund der Labilitit der PBGS-Kristalle
im Synchrotronstrahl und der Strukturverinderungen bei der Kristallisation
von Metallderivaten blieben diese Versuche bis heute erfolglos.

Die folgenden Experimente helfen, mogliche Hypothesen {iber den
Mechanismus der PBGS aufzustellen:

- Shemin bewies, dass ALA (2} im aktiven Zentrum {ber eine Schiff'sche Base
an die PBGS gebunden wird. Radioaktives Substrat desaktivierte in
Gegenwart von NaBH, das Enzym; 2 wurde irreversibel an der PBGS fixiert
[23,24].

- Anhand von puls-labelling Experimenten (100 ms) zeigte Jordan [25]
einwandfrei, dass das erste Substratmolekil an der P-site als Schiff'sche Base
gebunden wird. Je nach Vorbehandlung mit 14C(S)-ALA oder normalem
Substrat wurde die Radicaktivitit iberwiegend an der Aminomethyl-
Seitenkette (A-side} oder an C(2) des Pyrrolrings (P-side} eingebaut.

- Die Dissoziationskonstante von ALA fur PBGS isoliert aus Rinderleber
betrigt flir die P-site 3.8 uM und fiir die A-site 242 uM [26].

-11-
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Freie Thiolgruppen sind entscheidend fiir die Aktivitét des Enzyms. Bei der
Zugabe von Todacetat oder Iodacetamid (1 eq. pro Untereinheit) [27] verliert
das ganze Enzym seine katalytische Aktivitit. Die Fihigkeit, Zn2* zu binden,
scheint direkt von freien Thiolgruppen abhiingig zu sein [28].

Jaffe untersuchte die verschiedenen Zn2+-Affinititen der PBGS (zwei Disso-
ziationskonstanten: Ky € 0.1 pM; Ky = 5.1 uM) [26,29].

5-Chlorlavulinsdure (5-CLA) (5) wird irreversibel von der A-site gebunden
(Suizidinhibitor) £30,31}.

Jaffe konnte zeigen, dass das stark gebundene Zn2+ fiir die katalytische
Aktivitdt der PBGS entscheidend ist [26). Dieses scheint in der A-site zu
liegen, denn die katalytisch inaktive, mit 5-CLA (5) modifizierte PBGS besitzt
nur ein K = 5.0 uM. Damit ist in der A-site fast zwangsldufig ein stark
gebundenes Zn2+-Ton fiir die Katalyse vorhanden [26]!

Das Enzym kann mittels Methanthiosulfonat vor der irreversiblen Alkylie-
rung durch 5-CLA (5) geschiitzt werden. Dies impliziert, dass sowohl
Methanthiosulfonat (bindet an die A-site) als auch 5-CLA (5) mit demselben
Cystein der active site reagieren [26].

Modifizierung von PBGS mit 5-CLA, ALA und NaBHi zeigte in
Elektrophorese-Untersuchungen kein cross-linking-Produkt (dargestellt in
Abbildung 5).

Durch NMR-Studien, bei welchen modifizierte PBGS (5-CLA) mit [4-13C]
und {ISNJALA umgesetzt wurde, konnten ebenfalls kein Kopplungs-
produkt nachgewiesen werden (Abbildung 5).

P-side
HOOC
oo ALA, NaBH, A-side 0 oy,
PBGS + o — 158 \30§N'ENZ-(Lys}
% (CyS)'ENZ-..s 165.4 ppm
5

Abbildung s: Alkylierung der A-site von PBGS mit 5-CLA und Reduktion der ausgebildeten
Schiffschen Base (NaBH4) ergibt keln cross-linking zwischen 5-CLA und ALA.

Die gemessenen NMR-Spekiren zeigten zwar ein Signal bei 165.4 ppm
(bekannte Iminbildung mit PBGS-Linienbreite 100 Hz), doch Anzeichen fir
eine weitere Schiff'sche Base zwischen 5-CLA (A-side) und dem gebundenen
Substratmolekiil (P-site) wurde nicht gefunden (-353 ppm ~ R-NHj3*) [25].

~12 -



2.3

231

Theoretischer Teil

- Die Aromatisierung zum PBG (1) {Abstraktion des (pro-R) - Protons im
letzten Reaktionsschritt), verliuft vermutlich enzymkatalysiert. Akhtar und
Abbud konnten, ausgehend von 3H-markiertem Glycin, enzymatisch
synthetisierte [55-3H]-ALA erhalten [32]. Diese wurde durch die PBGS
selektiv in ein zweifach mit Tritium markiertes PBG tiberfiihrt.

Vexgleich der Mechani lord 1 Shemi

In der Literatur wurden bis heute zwei grundsitzlich verschiedene
Mechanismen vorgeschiagen. Der erste Vorschlag kam von Shemin im Jahre
1968 [24), der zweite von Jordan im Jahre 1980 [33]. Beide formulieren
verschiedene Zwischenprodukte, die durch die unterschiedliche Reihenfolge
der (C-C)- resp. der (C-N)-Bindungskniipfung zustande kommen {Abbildung
6).

Shemin: zuerst (C-C)-Verknipfung: Jordan. zuerst (C-N)-Verknipfung:
COOH
HOOC HOOC COOH
OH ‘;z ’ENZ
/ /—E\ N
ENZ NH» NHz N
NH» 6 7
Abblldung 6: Unterschiedliche Zwischenprodukte nach Shentin und Jorden nach der ersten
Bindungsknipfung.

Mechanismus nach Shemin

Shemin schlug in Analogie zu bekannten Aldolase-Mechanismen den in
Abbildung 7 dargestellten Mechanismus vor. Er ging davan aus, dass in einem
vorgelagerten Gleichgewicht zuerst das "chemisch unvorteilhaftere” Enamin
gebildet wird (vermutlich durch eine nahe am C(3) positionierte Base). Dieses
kondensiert mit der Ketogruppe des zweiten Substratmolekiils (P-side} in einer
Aldolreaktion zum Zwischenprodukt 6. Nach der {C-C)-Verkniipfung erfolgt
die H;O-Abspaltung zum ungesittigten Ketimin. Durch intramolekulare
Bildung eines Aminals mit der Schiff'schen Base der A-side wird der 5-Ring
geschlossen. Als letzter Schritt erfolgt die Aromatisierung zum
Porphobilinogen (1) (Abbildung 7).

-13-
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Vorgelegerte, selektive Enamin-Bildung:

®
ENz—B 1 22 ENz—eH fOOH
H
H
@H zp
EnZ EN
Ha H

Aldol-Kepplung {C-C Verkndptung), Zykiisierung zum Imin und Aromatisierung:

EN

OCH

OOH OOH
Hoo ENZ HOO, ENZ
- ENZ-NH2 | H
— — —_—
[opcts ) [
‘-N Hr N
NH, NHp H

PBG (1) Shemin (1968}

Abbildung 7: Vorgeschlagener PBGS-Mechanismus nach Shemin (1968).
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232 Mechanismus nach Jordan

Jordan hat aufgrund der von seiner Gruppe durchgefiihrten 14C-single-
turnover Experimente {25,33] zwei verschiedene Mechanismen postuliert, die
beide davon ausgehen, dass ALA zuerst an die P-site der PBGS bindet {25}, Die
beiden Mechanismen werden hier als Jordan I und Jordan II bezeichnet.

Gemiigs Jordan I (Abbildung B8) bildet ALA mit dem Enzym eine Schiff'sche
Base an der P-side aus. Die freie Aminogruppe des resultierenden Enzym-
Substrat Komplexes reagiert unter nukleophilem Angriff mit der
Carbonylgruppe des zweiten Substrats. Schliesslich erfolgt unter Aldolreaktion
der Ringschluss. Abschliessende Aromatisierung ergibt das PBG (1).

C-N Verknipfung:

A-side P-side A-side P-side

HOOC COOH
o BN NH2 ENZ H* @N:ENZ
=N ®
Hz H
7

Aldolreaktion und Aromatlsierung zum PBG (1):

)ENZ )ENZ
==NH
OOH
HOO HOO!

@rsnz - EN2-NH3z
NH - ’

@

N

H

NHz NH2 NH;
PBG (1)

=Z® |

Abbildung 8: Mechanismus nach Jordan L.
-15-
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Gemiss Jordan I {34] verlduft die Erkennung des ersten Subtratmolekiils
analog zum Jordan I Mechanismus, nimlich {ber die Bildung einer Schiff'schen
Base an der P-Side. Entscheidend verschieden ist allerdings die Sequenz der
foigenden Transformationen, denn beim zweiten Vorschlag von Jordan erfolgt
zuerst die Aldolreaktion gefolgt von der Iminbildung (Abbildung 9).

C-C Verknlptung:
A-side P-side A-side  P-side
HO HOOG, KO OH
HOOC
ENZ ®
o ENZNHz o« —(?4’H H* NH;-Enz
H20 8
NH3z NH,  NHp 2 NHz O NH;
2

C-N Verknliptung und Aromatisierung zum PBG (1):

QOOH QOOH OOH
HO HOO HOO!
- ENZ-NH — _H*
.—--2 —_— @ _E—— /
N~ H N
NHz O NH2 NHg H

NH; H
PHG (1)

Jordan (1991}

Abblldung 9; Mechanismus nach Jordan IL

24 Tyrosinimie/Inhibition dez PEGS

Die Anwesenheit grisserer Konzentrationen von reaktiven Metaboliten in
biologischen Systemen kann zu Stérungen des Stoffwechsels fithren. Dies trifft
auch auf die beim Menschen auftretende Krankheit Tyrosinidmie zu. Es handelt
sich dabei um eine vererbbare Krankheit, bei der die Betroffenen unter
schwerwiegenden Fehlfunktionen der Leber und der Nieren leiden.

-16-
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Die Ursachen dieser Krankheit liegen in der reduzierten Aktivitit eines beim
Tyrosin-Abbau beteiligten Enzyms (Fumaryl Acetoacetase, EC 3.7.1.2)
(Abbildung 10) [35). Die dadurch angereicherten Metabolite 9 und 10 fiihren
schlussendlich zur Bildung der 4,6-Dioxoheptansdure (11), welche im Blut und
tm Urin der Patienten nachgewiesen werden kann.

H H H
— et
0 OH
CH
HO HO
NH3z o l

Q Q o]
| H
H
o) s
-~
H
Ho [
10 e
| T "
OH
(o] le] .\| Fumaryl
M/\’rOH © T‘ acetoacetase

OOH O 8]
" + /"\/IL
1 HOOL/J OH

Abbildung 10: Anreicherung der 4,6-Dioxoheptansiure (11} aufgrund des gestdrten Tyrosin-
Abbaus.

Genauere Untersuchungen der neurclogischen Stérungen von Tyrosindmie-
Patienten ergaben, dass dieselben Stﬁrunger:l auch bei Porphyrie-Patienten
(gestbrte Him-Biosynthese mit neurppathologischen und dermatologischen
Stérungen [36]) auftreten. Zusétzlich kann sich bei Tyrosinimie-Patienten eine
Porphyrie ausbilden. Somit liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei der 4,6-

-17-
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Dioxoheptansiure (11) um einen potentiellen Inhibitor der PBGS handelt.
Dafiir spricht auch eine abnormale Ausscheidung von ALA bei Tyrosinimie-
Patienten [35).

Biomimetik

Der Begriff Mimetik beschreibt die Kunst des Nachahmens. Nach C. F.
Gebelein bedeutet Biomimetik das Nachahmen einer spezifischen biologischen
Funktion. Das Ziel der Biomimetik ist es, biclogisch niitzliche Stoffe ohne Hilfe
von lebenden Systermnen zu synthetisieren [152].

Nach Breslow [37,38] ist die biomimetische Chemie ein Zweig der organischen
Chemie, bei der ein enzymkatalysierter postulierter Biosynthese-Mechanismus
durch eine Laborsynthese imitiert wird. Das Ziel der Biomimetik ist es, die
organische Synthese einer Verbindung so weit zu verbessern, dass diese auf
eine moglichst effiziente Art und Weise zuginglich wird. Konkret werden zur
biomimetischen Synthese nicht einfach postulierte Biosynthesen imitiert,
sondern es werden "Reagens-Substrat-Komplexe" verwendet, welche die
Enzym-Substrat-Komplexe der Biosynthese imitieren,

Breslow entwickelte mehrere "Molekiil-Substrat-Komplexe" und wandte sie mit
Erfolg auf die Losung einiger Selektivititsprobleme in der organischen Chemie
an. Bei der Auswahl eines solchen Systems trug er den Eigenschaften von
Enzymen Rechnung:

- Biochemische Reaktionen verwenden Enzyme, um die Substrate zu fixieren
und richtig zu orientieren. Biochemische Selektivitit beruht normalerweise
auf einer glinstigen Anordnung (richtige Geometrie und Distanz) in der
active site,

- Jede Selektivitit ist das Resultat einer ausgewihlten Reaktivitit pewisser
Substratregionen und/oder einer sterischen Hinderung, welche gewisse An-
griffe verunmébglicht oder verschlechtert.

-18-
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PROBLEMSTELLUNG
Im Allgemeinen

Ein Projekt unserer Forschungsgruppe befasst sich mit der Aufklirung des
Biosynthesemechanismus von PBG (1). Dazu werden Enzym-Inhibitions-
studien (PBGS) mit synthetisierten Substrat-, Zwischenprodukt-, und Produkt-
analogen durchgefiihrt.

Gleichzeitig versuchen wir eine moglichst kurze Synthese des
Porphobilinogens (1) zu entwickeln. Dazu wird ein Syntheseweg ahnlich
demjenigen der Biosynthese der "Pigments of Life" beschritten. Dies geschieht
in der Ueberzeugung, dass es sich hier um den "kifrzesten und auch potentesten”
Zugang zu PBG und den Tetrapyrrolen handelt.

Als Synthesebasis unserer Arbeiten verwenden wir den von Shemin 1968
postulierten Mechanismus der PBGS (Kap. 2.3.1). Die von uns angestrebte
chemische Synthese soll mbglichst dem von Shemin postulierten PBGS-
Enzymmechanismus folgen. Dies bedeutet, dass dieselben Reaktionen wie bei
der enzymkatalysierten Transformation und das zentrale Zwischenpradukt 6
(vergl. Abbildung 11) in unserer biomimetischen Synthese verwendet werden.

PBGS-Mechenismusa nech Shemin:

OCH
HOO
_PBGS_ IPBGS H
— /Y
NHx» | ENZ NH;

Hz NHz H

HO

Zentrales Zwischenprodukt
nach Shemin

Abbildung 11: Der Vorschlag von Shemin als Basis unserer biomimetischen Synthese.
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Der Mechanismus von Shemin wurde von uns als Basis fiir unsere Synthese
gewihlt, weil dabei der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, ndmlich die C-C
Verkniipfung, am Anfang der Synthesesequenz erfolgt. In diesem
Zusammenhang stellen wir uns zusitzlich die Frage, ob es'sich bei der PBGS
um eine Aldolase handeln kinnte.

A. Chaperon erarbeitete im Rahmen seiner Dissertation [103], aufbauend auf den
Dissertationen von H. Bertschy [102]und A. Meunier [65] die in Abbildung 12
dargestellt biomimetische Synthese des geschiitzten PBG-Vorldufers 16.
(Abbildung 12},

H3C
3 o H3C H3C
: QO
HsC
O Ticl (1.1 eq) H H
H Si iClg {1. .
(H3C)3Si + CN
CHzClz/26 h (o]
o 0 o -200C .
CN 0 rac-14a,b
(87% YH-NMR)
13 Acetonenolacetat
2 p-TsOH
B2-12 1hiTd
HiC HaC
o] O Raney-Nickel
Hz (120 atm)
MeOH
et
$ 2.25h /55°C
N 1  215n/65°C O rac-15ab
o) (54%) (56%)

Abbildung 12: Synthese des geschitzten PBG-Derivats rac-14 a,b ausgehend vom Silylenol
ether E/Z-12 und dem Acylcyanid 13 nach A. Chaperon.

Bei dieser Synthese wird der Silylenolether 12 mit dem Acylcyanid 13 in einer
gerichteten Aldolreaktion vom Typ Mukaiyama zum Zwischenprodukt-
analogen Cyanhydrin rac-14a,b umgesetzt (vergl Abbildung 13). Nach dem
Schiitzen mittels Acetylierung wird unter Reduktion zyklisiert, wodurch das
geschiitzte PBG-Derivat 16 resultiert.

-20-
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Da die Reproduziefbarkeit der Mukaiyama Reaktion unbefriedigend und die
abschliessende Hydrolyse zum freien PBG (1) dusserst schwierig war, mussten
Zusatzstudien iiber diesen eleganten Syntheseweg gemacht werden.

Im Speziellen

n Zwischenproduktanalogen nach in und an

Nach unserer Arbeitshypothese erwarteten wir aufgrund der strukturellen
Verwandtschaft der 4,6-Dioxoheptansiure (11) mit den von Shemin und Jordan
postulierten Zwischenproduktanalogen vergleichbar dhnliche Inhibitions-
resultate (Abbildung 13).

OOH OOH OOH
HOO HOO
H
Enz @ o {g — fg—g“* Enz
N= o o)
H NHg Ha 0 NH
Hz2

Zwischenpradukt Zwischenprodukt
nach Shemin n nach Jordan

Abbildung 13: Strukturelle Aehnlichkeit der 4 6-Dioxcheptansiure (11) mit den Zwischen-
produktanalogen nach Skemin und jordan.

Unter dem gleichen Gesichtspunkt wurden diverse Derivate der 4,6-Dioxo-
heptansiure (11) synthetisiert. Mittels Inhibitionsstudien dieser Derivate
erhoffen wir uns, Zusatzinformationen iiber den Mechanismus der PBG-
Biosynthese zu gewinnen.

Synthese von Produktanalogen

Neben Inhibitionsstudien der PBGS durch die 4,6-Dioxoheptansiure (11)
existieren in der Literatur Aussagen iiber die Inhibitionswirkung des
Kondensationsproduktes (17} aus 4,6-Dioxoheptansiure {11) und ALA (2)
(Abbildung 14), die nicht eindeutig interpretierbar sind (Kap. 4.1).
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OOH OOH OOH
OOH
0 0 Putfer,pH=4.8 ©
+ e ———rrea———
. 8
cl- N
1 2 17

Abbildung 14: Kondensation der 4,6-Dioxoheptansiure (11) mit ALA (2} zum Pyrrol (17).

Wir interessieren uns deshalb flir einen synthetischen Zugang zum Pyrrol (17).
Im gleichen Rahmen sollen weitere verwandte Modellverbindungen
synthetisiert und auf deren Inhibiionswirkung untersucht werden.

Biomimetische PBG-Syntl

Die problematische Reproduzierbarkeit der gerichteten Mukaiyama Aldol-
reaktion veranlassten uns, Zusatzstudien tber die Reaktionsparameter
{Trocknung der Ldsungsmittel, Handhabung des TiClg} zu machen.

Aufgrund der Siurelabilitdt von PBG (1) suchten wir nach einer milden
Entschiitzungsmethode des geschiitzten PBG-Derivates 16. Dazu schien uns die
Verwendung einer enzymatischen Hydrolysereaktion ideal (Kap. 4.4.2)
{Abbildung 15).

HaC Hy H H
o]
enzymatische
- \ Hydralyse Ha / \
0 R N pes

16 1

Abbildung 15: Entschiitzen des Phthalimido-PBG (16} zum PBG {1).
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THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Inhibition der PBGS durch 4.6-Dioxoheptansi

Lindblad et al. [35] untersuchten in den siebziger Jahren den Urin von Patienten,
die an vererbbarer Tyrosindmie litten (siehe Kap. 2.4). Dabei gelang es, die
beiden abnormalen Abbauprodukte des Tyrosins, die 4,6-Dioxoheptansdure
(11) und die 3,5-Dioxocktan-1,8-disdure {10) zu isolieren. Zusitzlich konnte ein
hoher Gehalt von ausgeschiedener 5-Aminoldvulinsaure (ALA) (2) und eine
stark verminderte Aktivitit (< S %) der Porphobilinogensynthase (PBGS)
beobachtet werden. Diese Beobachtungen fithrten Lindblad et al. zur Annahme,
dass die beiden 1,3-Diketone als Inhibitoren der PBGS wirken.

Diese Vermutung konnte wenig spiter von P. Ebert und seiner Gruppe bestitigt
werden [39). Sie untersuchten die Wirkungsweise der 4,6-Dioxcheptansédure
(11) in Erythroleukimie-Zellen (in vivo und in vitro ) im Hinblick auf die
folgenden drei Punkte:

a.) Inhibition der PBGS
b.) Erniedrigung der Him-Biosynthese
¢.) Wachstum der Erythroleukdmie-Zellen

Es zeigte sich, dass bereits sehr kieine Konzentrationen (1 0-$M) von 4,6-Dioxo-
heptansdure (11} zu einer messbaren Inhibition fiihren. Es konnte zusitezlich
gezeigt werden, dass es sich in Rattenleberzellen um eine irreversible Inhibition
handelt.

Durch die Inhibition der PBGS bewirkt die 4,6-Dioxoheptansdure (11) eine
signifikante Verminderung der Himoglobinmenge. Gleichzeitig resultiert eine
Anreicherung von ALA (2). Langzeitstudien iiber sieben Tage zeigten, dass sich
die Zellen nicht mehr regenerieren kénnen. Die verminderte Himmenge fiihrte
schiiesslich zu einem verlangsamten Wachstum der Erythroleukimie-Zellen.
Sank die Himmenge unter 10 pmol / mg Protein, kam es zu einem raschen
Absterben der Zellen,

Vergleichbare Beobachtungen wurden von Meller und Gassman gemacht [40).
Sie untersuchten die Inhibitionswirkung der 4,6-Dioxoheptansiure (11) auf
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wachsende Gerstenpflanzen (in vivo und in vitre ). Dazu isolierten sie die PBGS
aus getrockneten Blittern nach einer Methode von Nandi und Waygood .

Es zeigte sich ebenfalls, dass die 4,6-Dioxcheptansdure {11) zu verminderter
PBG-Biosynthese und zu einer Akkumnulation von ALA (2) fiihrte.

Detailliertere, quantitative Inhibitionsstudien (in vivo und in wvitro ) wurden
durch Brumm und Friedman mit aufgereinigter PBGS, isoliert aus Clostridium
tetanomorphum, durchgefiihrt (41}, In Abhingigkeit der Konzentration der 4,6-
Dioxoheptansiure (11) wurden zwei unterschiedliche Inhibitionskonstanten Kj
bestimmt. Diese Begbachtung fiihrie zur Hypothese, dass in Abhingigkeit der
Konzentrationen des Inhibitors relativ zu ALA zwei unterschiedliche
Inhibitoren vorliegen miissen.

Bei Inhibitionsstudien, die mit hohen Konzentrationen von 4,6-Dioxo-
heptansiure (11) (5 mM, ¢ (ALA) = 0.5 mM) in Anwesenheit von geringeren
Mengen ALA (2) durchgefiihrt wurden, konnte eine kompetitive Inhibition (K;
= 400 uM) beobachtet werden. Sinnvollerweise kommt dafiir nur dje 4,6-Dioxo-
heptansiure (11) als kompetitiver Inhibitor in Frage.

Wurden die Inhibitionsstudien mit hohen, vergleichbaren Konzentrationen von
11 und 2 durchgefiihrt, konnte eine deutlich stirkere kompetitive Inhibition
festgestellt werden (K; = 5 pM). Brumm und Friedman schlagen deshalb das
Knorr-artige Pyrrolkondensationsprodukt (17) (Abb. 16) aus 4,6-Dioxo-
heptansdure (11) und ALA (2) als zweiten deutlich stirkeren kompetitiven
Inhibitor vor. Dieses Kondensationsprodukt wurde aus dermn Reaktionsgernisch
ohne Reinigung ausgefillt! Die Inhibitionsstudien wurden mit dem Gemisch
durchgefiihrt. Diese Untersuchungen sind experimentell problematisch, da
sowohl der Inhibitor als auch das PBG (1) mit dem Ehrlich-Reagens reagieren.
Die Autoren geben in ihrer Publikation nicht an, wie diese storende Absorption
korrigiert worden ist. Unsere Erfahrungen zeigen, dass bei solchen Reaktionen
die Resultate extrem unreproduzierbar werden. Die Schlussfolgerungen von
Brumm und Friedman sind deshalb mit dusserster Vorsicht zu betrachten.

Brumm und Friedman postulierten, dass die Inhibition durch das wihrend der
Reaktion gebildete Pyrrol 17 auf dessen strukturellen Aehnlichkeit mit dem
Substrat beruht. Dieses Postulat basiert auf den beiden folgenden
Beobachtungen:
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Theoretischer Teil

- PBG zeigt keine Inhibition der PBGS isoliert aus Clostridium tetanomorphum,
- Viele substratanaloge PBGS-Inhibitoren besitzen eine Succinylgruppe als
gemeinsames Strukturmerkmal (Abb. 16).

OO OOH OOH
OH
o 0 0
Ky o /)
H

2 1 17

Abbildung 16: Strukturvergleich der beiden Inhibitoren (11, 17) mit dem Substrat (2) nach
Brumm et al [41].

Diese vorangegangenen Arbeiten motivierten uns, verschiedene 1,3-Diketone
und deren Derivate zu synthetisieren, um damit Inhibitionsstudien durch-
zufiihren.

Gegen Ende dieser Dissertation (1997) wurden von Shoolingin-fordan und seiner
Gruppe aktuelle Inhibitionsstudien der 4,6-Dioxoheptansiure (11) publiziert
(42). Sie konnten zeigen, dass eine 4 mM 4,6-Dioxoheptansdureldsung zum
vollstindigen Aktivititsverlust der PBGS aus E. coli und aus Erbsen (Pisum
satioum ) fihrte. Zusidtzlich konnten sie mittels Elektronenspray-
Massenspektroskopie den Enzym-Inhibitor-Komplex analysieren. Dazu
mussten sie allerdings zuerst den Enzym-Inhibitor-Komplex reduzieren.
Shoolingin-Jordan und seine Gruppe schlossen aus ihren Beobachtungen, dass
die 4,6-Dioxoheptansiure (11) {iber eine Schiff'sche Base an ein Lysin der P-site
der PBGS gebunden ist.
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42 Die Chemi 1.3-Dil bind
421 Synthese von 1,3-Diketonverbindungen

Die fir diese Arbeit wichtige 4,6-Dioxoheptansiure {11} konnte iber zwei
verschiedene Synthesewege erhalten werden:

a.) Kondensation iiber das Dianion 18:

Das asymmetrische 1,3-Diketon {11) lisst sich selektiv aus dem Dianion von
Acetylaceton (18) mittels nukleophiler Substitution der Halogenverbindung 19
herstellen [43] (Abb. 17).

j\/‘ﬁ\ NaNHz/ NH3 (1) i?\j\ ji/‘iz
1) T aac -

©
18

o
o , 1.) NH» ()
j\j\ +S/Ju 20807 —
1)-33C/4h 0
© z;oc

18 19
Abblldung 17: Synthese der 4 6-Dioxoheptansiure (11) Giber das Dianion 18.

Dabei wird das Dianion 18 in situ (2Aeq. NaNHz in NH3(fl.)) gebildet, mit dem
Halogenderivat 19 zur Reaktion gebracht und schliesslich zum Produkt 11
hydrolisiert.

b.) Kondensation tiber den Mg-Komplex 20:

Der 4,6-Dioxoheptansduremethylester (23) kann selektiv aus dem Magnesium-
enolat-Komplex von Acetessigsdure-tert.-butylester (20) und dem Siure-
halogenid 21 synthetisiert werden. Durch die anschliessende Hydrolyse kann
das Zwischenprodukt 22 isoliert werden, welches schliesslich unter Elimination

-26-



422

Theoretischer Teil

und anschliessender Decarboxylierung zum 1,3-Diketon 23 umgewandelt wird
[44] (Abb. 18).

QOCH;3
(CH3)s COOCH;3 (CHa)a
cho. /° . lsobuten
chq D—

20 21 22 2

Abbildung 18: Synthese des 4,6-Dioxoheptansduremethylesters (23} tiber den
Magnesiumkomplex 20.

Der 4,6-Dioxoheptansiuremethylester (23) kann anschliessend zur 4,6-
Dioxoheptansiure {11) hydrolysiert werden (Schweineleber-Esterase).
Ausgehend vom 4,6-Dioxoheptansduremethylester (11) wurden durch
Kondensationsreaktionen verschiedene Inhibitoren synthetisiert. Die
theoretischen Grundlagen dieser Synthesen sind in den folgenden Kapiteln
beschrieben.

on } -Ketpenaminen

Gelin und Rouei [45] konnten zeigen, dass durch direktes Einleiten von
Ammoniak in 4,6-Dioxoheptansiureethylester (24) selektiv der 6-Amino-4-oxo-
5-heptensiureethylester (25) gebildet wird (Abbildung 19),

RT |2
JOCHaCH3 + NHy ————» CH2CHy
0
25

O
24
Abbildung 19: selcktive Synthese des 6-Amino-4-oxo-3-heptensaureethylesters (25).

Die unterschiedliche Reaktivitit der beiden Carbonylfunktionen fiihrt offenbar
zur selektiven Reakton mit Ammoniak. Zur Einfilhrung der Aminogruppe in
die unreaktivere Position des 1,3-Diketons muss zuerst der entsprechende
Isoxazolvorldufer selektiv synthetisiert werden (Kap. 4.2.3). Durch

-97.
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anschliessende Reduktion kann schliesslich das gewiinschte Produkt erhalten
werden (Kap. 4.2.4).

Synthese von Isoxazolen

Ispxazole kinnen durch zyklische Kondensation aus 1 3-Diketonverbindungen
mit Hydroxylamin hergestellt werden. Die Reaktion erfolgt {iber einen
nukleophilen Angriff der Aminogruppe auf eine der beiden f-stindigen
Carbonylfunktionen unter Ausbildung des Monoxims. Durch die folgende
Zyklisierung und anschliessender Aromatisierung resultiert die lsoxazol-
bildung. Die Verwendung von Acetylaceton als 1,3-Diketonverbindung fiihrt
zur Bildung eines einzigen Isoxazols {26) (Abb. 20).

H
H20
' 26

Abblldung 20: Isoxazolbildung (26) aus Acetylaceton und Hydroxylaminhydrochlorid.

Die Verwendung unsymmetrischer 1,3-Diketonverbindungen flihrt im
allgemeinen zu Isomerengemischen, deren Trennung oft recht problematisch
ist. Durch asymmetrisches Einfilihren von efektronenziehenden Gruppen, pH-
Variation und asymmetrischer sterischer Hinderung kann die Regioselektivitat
der Isoxazolbildung erhfht werden [46]. Ein Beispiel dafir stellt die
Isoxazolbildung aus dem 2.4-Dioxopentansiureethylester (27} mit Hydroxyl-

amin dar (Abb. 21).
H
O~ + NH0H  HCI

o]

D‘YO\/ /U\ro\/

0 o]
23 29
Abbildung 21: Regioselcktive [soxazotbildung (28, 29) in Abhangigkeit des pH -Werts.
-28 -
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Dannhardt et al. {46] konnten zeigen, dass die Regioselektivitit der Isoxazol-
bildung aus 2 4-Dioxopentansidureethlester (27) und Hydroxylamin stark vom
PH -Wert der Reaktionslisung abhdngt. Je tiefer der pH-Wert liegt, desto
selektiver findet der Hydroxylamin-Angriff am C(2) statt, wodurch sich das
Isoxazolisomere (28) bevorzugt bildet (Verhilinis 28: 29 = 9 : T bei pH = 0).
Nihert sich der pH-Wert hingegen neutralen Bedingungen, so ldsst sich eine
erhdhte Selektivitit des Hydroxylamin-Angriffs am C(4) feststellen, wodurch
bevorzugt das Isoxazolisomere (29) resultiert. Allgemein lisst sich sagen, dass
die Selektivitit eines nukleophilen Angriffs auf ein unsymmetrisches 1,3-
Diketon stark von der unterschiedlichen Natur der Substituenten und dem pH-
Wert der Reaktionslosung abhidngt.

Eine selektive Isoxazol-Synthese wurde von Barco et al. [47] beschrieben. Dabei
wird das gewiinschte Isoxazolgeriist 32 mittels einer [3 + 2] Cycloaddition
synthetisiert. Zur Cycloaddition vom Typ C-C + C-N-O wurde das
Alkinderivat 30 (C-C-Komponente) mit dem in situ hergesteliten
Nitriloxidderivat 31 (C-N-O-Komponente) verwendet (Abb. 22).

sH13 (IHz)zC()zCHa CH3)2C02CH3
NEtg
R I N
'f@ BenzolTl,2h o”
Ce
30 an 32 90 % Ausbsaute

Abbildung 22: Regioselektive Isoxazolbildung (32) nach Barco ¢t al.

Diese Synthesestrategie eignet sich gut zur selektiven Gewinnung von
Isoxazolen, deren Substituenten sehr Zhnlich sind.

nthese von §-K naminen aus I !

p-Ketcenamine kinnen aus den entsprechenden Isoxazolen durch Reduktion
gewonnen werden. Diese Reduktion kann unter einer Wasserstoffatmosphire
(Normal- oder Ueberdruck) in Anwesenheit katalytischer Mengen von PtO;
oder Raney-Nickel bei Raumtempertatur durchgefiihrt werden.

d’ Alcontres et al. [48] liberfilhrten das Isoxazol 29 mittels Raney-Nickel und
Wasserstoff ins entsprechende Ketoenamin 33 (Abb. 23).

-29-
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‘ HNH
A%(I o Ranay - Nickal. / Hz_ o~
EtOH

o o}
29 33

Abbildung 23: Synthese des Ketoenamins 33 nach 4*Alcontres et al.

Héufig liegen die aus einem 1,3-Diketon und Hydroxylamin synthetisierten
Isoxazole als Isomerengemische vor (Kap. 4.2.3). Die durch die Hydrogenolyse
resultierenden f-Ketoenamine sind in ihrer Polaritit meist sehr dhntich und
damit mittels Siulenchromatographie nicht leicht trennbar. Daraus folgt, dass
zur Gewinnung der einzelnen Isomeren deren Synthese mdglichst selektiv
durchgefiihrt werden muss.

Die einfachste Methode zur selektiven (-Ketoenamin-Synthese ist die Reaktion
von Ammoniak mit der reaktiveren Carbonylfunktion eines B-Diketons (Kap.
4.2.2). Bei der Verwendung von B-Diketonen, deren Carbonylfunktionen eine
sehr dhnliche Reaktivitit besitzen, muss allerdings eine andere Strategie
gewihlt werden (z.B. selektives Schiitzen einer der beiden Carbonyl-
funktionen). Dies gilt ebenfalls fiir die Enaminbildung an der weniger
reaktiven Carbonylfunktion.

Eine Méglichkeit die Aminofunktion in die unreaktivere Position einzufihren
besteht darin, das entsprechende Isoxazol (Vorldufer) durch Cycloaddition
selektiv zu synthetisieren (siche Kap. 4.2.3). Durch anschliessende Reduktion
(Hydrierung) des Isoxazols kann dann das gewiinschte {} - Ketoenamin selektiv
erhalten werden.

au falkylierunpgsreaktionen von 1.3-Diketonen

1,3-Diketone kdnnen mit Orthoameisensiuretrimethylester in Anwesenheit
katalytischer Mengen von p- Toluolsulfonsdure in die entsprechenden Methyl-
enolether iiberfiihrt werden.

Takahashi et al. [49] liberfithrten das symmetrische 1,3-Diketon 34 mittels Ortho-
ameisensduretrimethylester in Methanol (sdurekatalysiert) in den
entsprechenden Enolether 35 (Abb. 24).
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p -TsOH / MeOH
*  HC(OCH3) RT.15h

o 0 ~o 0

Abblldung 24: Synthese des Enolethers 35.
h 1] ungesittigten §-Chlorketone

Eine effiziente Synthese von o,f-ungesittigten B-Chlorketonen (ausgehend von
B-Diketonen) kann durch die Verwendung von 2 Aequivalenten Oxalylchlorid
bei einer Reaktionstemperatur von 60-70 C realisiert werden. Clark et al. (50,51}
konnten mittels dieser Methode Ausbeuten von 70-90 % erzielen (Abb. 25).

6 37
Abbildung 25: Synthese der Regioisomere 36, 37.

Die Verwendung von symmetrischen, azyklischen p-Diketonen fiihrt zur
Bildung der E-/Z-Diastereoisomeren 36 und 37.

Werden asymmetrische zyklische B-Diketone verwendet, resultieren 2
Regioisomere. Symmetrische, zyklische B-Diketonen ergeben ein einziges
Produkt.

Eine weitere Synthesemethode von Sugita et al. [52] erméglicht den Zugang zu
den beiden regioisomeren o, f-ungesittigten f-Chlorketonen 39, 40 ausgehend
von asymmetrischen zyklischen B-Diketonen 38 (Abbildung 26). Dabei wird
das asymmetrische P-Diketon (R, R' = Alkylreste) in Chloroform oder
Tetrachlorkohlenstoff mit 2 Aequivalenten Triphenylphosphin versetzt und bei
60'C wihrend 6 Stunden geriihrt. Die Ausbeuten variieren dabei zwischen 27
und 100 %.
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M Pphs M Fj\i M
R CCh. 60°C
38

Abblldung 26: Synthese der Regioisomere 39, 4.

Bei der Verwendung von f-Diketonen, bel welchen R = Methyl und R’ ein
verzweigter Alkylrest ist, fiihren die verwendeten Reaktionsbedingungen zur
Bildung von 3% und 40, welches allerdings beinahe vollstindig zu 41
isomerisiert.

Silylierung von -Diketonen

Die silylierten 1,3-Diketonverbindungen wurden nicht in Hinblick auf
Inhibitionsstudien synthetisiert, sondern soliten auf ihre Anwendbarkeit zur
Pyrrolsynthese getestet werden.

Aus der Literatur sind die folgenden 5tandard-Silylierungsmethoden bekannt:
Verwendung einer starken Base/Trimethylchlorsilan [53,54); tertiire Amine/
Trimethylchlorsilan [53,54]; Bis{trimethylsilyl)acetamid [55]; Triethylsilyl-
thiobenzol [56); Ethyltrimetylsilylacetat/ Tetra-n-butylammoniumfluorid [57);
Trimethylsilyltrifluoromethansuifonat [58]. Obwohl B-Diketone im
Gleichgewicht mit ihrer entsprechenden Enolform vorliegen und deshalb leicht
silylierbar sein miissten, fithrt die Silylierung mitels Standardmethoden nur zu
unbefriedigenden Resultaten. Im allgemeinen ldsst sich sagen, dass bei der
Verwendung der Standardmethoden die Ausbeuten schlecht sind, meistens
findet sogar fiberhaupt keine Reaktion statt,

Nach Torkelson und Ainsworth [59] lassen sich 1,3-Dicarbonylverbindungen aber
dennoch in sehr guten Ausbeuten (90-96%) in die entsprechenden
Trimethylsilylether iiberfiihren. Bei dieser einfachen und relativ schnellen
Reaktion wird die 1,3-Dicarbonylverbindung in Hexamethyldisilazan (HMDS)
in Anwesenheijt von katalytischen Mengen Imidazol wihrend 1.5-2 Stunden
riickflussiert.

u ' Imidazol {CH)SSj\,j\
HMODS, Rickiluss

(€ /Z)-42

Abbildung 27: Synthese der Silylenolether (E / Z)}-42.
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Die Verwendung von zyklischen, symmetrischen bzw. asymmetrischen B-
Diketonen fiihrt zur Bildung eines einzigen Produkts. Werden hingegen
azyklische, symmetrische bzw. asymmetrische §-Diketone verwendet, resultiert
ein Gemisch der beiden Diastereoisomeren (E / Z)-42.

43  Pyrrolsynthegsen

Neben der Synthese von Zwischenproduktanalogen nach Shemin (Kap. 3.2.1)
wurden in dieser Arbeit auch produktanaloge Pyrrolderivate synthetisiert.

431 i z‘sche Pyrrol

Bei der Hantz'schen Pyrrolsynthese wird das a-Haloketon 43 in wiisseriger
Ammoniaklésung oder in Gegenwart eines primiren Amins mit dem §-
Ketoester 44 zum Pyrro! 47 kondensiert. Mittels dieser Synthese kénnen tri-,
resp. dialkylierte Pyrrole hergestellt werden, welche durch mindestens einen
elektranenziehenden Substituenten stabilisiert sind {siehe Abbildung 28).

Der Mechanismus (Reaktion A) dieser Reaktion verliuft iiber eine nukleophile
Substitution des Halogenids durch das deprotonierte Enolat des Diketons 44.
Das resultierende 1,4-Diketon 45 zyklisiert anschliessend Paal -Knorr-artig zum
Pyrrol 47. Dieser mechanistische Vorschlag wurde durch die Isolierung und
Charakterisierung des Enaminketon-Zwischenproduktes 46 erhirtet [60].

3 OR 3 A
3 o A RINHz
+ R — B ———_—
’IE R R? R R
R Y0 0% “R? ()
43 44
B

O NH
”\R1
45 46
RINH,
4
HO CR
4
A _ 3\ 4 R 3 A
H R RZ
v R R2 F'ﬂ R \ R2 R / \ R?
Br \H
R B B
47 48 47

Abbildung 28: Belsplel einer Haniz'schen Pyrrolsynthese.
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In gewissen Fillen kann das Produkt 48, entstanden durch das Vertauschen der
Substituenten R3 und R4, beobachtet werden (Reaktion B). Dies deutet auf eine
Addition des Enolats an die Carbonylgruppe des Haloketons zum
Zwischenprodukt 47 hin [61).

Die ‘sche olsynthese

Die Knorr'sche Pyrrolsynthese erméglicht durch ihre breite Variationsfahigkeit
den Zugang zu einer grossen Vielfalt von substituierten Pyrrolen {11,

= Ekoa Zee Ot
*> - rr— -
E /N
B NOH © AcOH N
0 o H

13 50 51
Abbildung 29: Synthese des Pyrrols 51 nach Knorr.

Bei der urspriinglichen Variante der Knorr‘schen Pyrrolsynthese [62] wird die
Kondensation eines a-Aminoketons (z.B. in situ hergestellt aus dem Oxim 49)
und einer 1,3-Dicarbonylverbindung (z.B. 50) in Eisessig bei 60-80°C einge-
setzt. Da e~Aminoketone zur Selbstkondensation zu Dihydropyrazinen neigen,
wird die Aminoketon-Komponente normalerweise in situ hergestellt
(Zinkstaub als Reduktionsmittel) {Abbildung 29).

Mittels Knarr'scher Pyrrolsynthese kdnnen keine Pyrrole hergestellt werden,
die ausschliesslich Alkylsubstituenten tragen. Es ist ebenfalls schwierig, in
vielen Fillen sogar unméglich, Pyrrole, die in a- bzw. - Position unsubstituiert
sind, zu erhalten. Alkylpyrrole kinnen allerdings durch aufwendige
Seitenkettenmodifikationen synthetisiert werden (Beispiel: PBG-Synthese nach
McDonald , Kap. 4.5.2)

Aldolreaktion mit Enaminen
Zav'yalov et al. [63,64] gelang es, das Pyrrol 54 durch Dimerisierung von

Acetamidoaceton (52) in Gegenwart von Morpholin (53) in guten Ausbeuten zu
synthetisieren. (Abbildung 30).
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Benzol / T 4

A O = A

(79%)
Abbildung 30: Synthese des Pyrrols 54 nach Zav'yalov et al.

In unserer Forschungsgruppe versuchte A.Meunier im Rahmen ihrer
Dissertation [65] durch Verlingerung der Alkylseitengruppe PBG-ihnliche
Modellverbindungen zu synthetisieren (Abbildung 31).

s
o}
o 56 /l\o
H"Kj\/ [ TsOH %)
+ B —————
\Ir Xylol / T4 >_ H
o) H G

55

o

3

57 A 0
(5%)
Abbildung 31: Enttiuschende Kopplungsergebnisse von A.Meunier .

Die erhaltenen Resultate waren in doppelter Hinsicht enttduschend. Einerseits
war durch die Verwendung des um eine Methylen-Gruppe verlingerten
Acetamids 55 die von Zav'yalov et al. beobachtete Regioselektivitit des
gebildeten Enamins verloren gegangen. Als Folge davon wurden die zwei
isomeren Pyrrole 56 und 57 gebildet (vergl. Abbildung 31). Andererseits waren
die Ausbeuten der beiden Pyrrole zusammengeschmolzen (4 bzw. 5 % ).

Trotz dieser Resultate wurde die Anwendbarkeit von Morpholinenaminen in
einer "biomimetischen" Synthese iliberpriift. Dazu wurde in einem
Selbstkopplungsversuch unter sauren Bedingungen Livulinsdureester in
Gegenwart von Morpholin (53) zur Reaktion gebracht. Es konnte in Ausbeuten
von 85% dasjenige Kopplungsprodukt isoliert werden, welches vom weniger
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hoch substituierten, reaktiveren Enamin ausgehend kondensiert worden war.
Hingegen konnte beobachtet werden, dass unter thermodynamischen
Reaktionsbedingungen das hiher substituierte Enamin gebildet wurde. Dies
bedeutet, dass unter den Kopplungsbedingungen, die fiir die Kniipfung von
(C-O)-Bindungen niitig sind, das reaktivere Enamin im schnellen Gleichgewicht
mit dem hher substituierten Enamin vorliegt [66].

Zusammenfassend treten also drei wesentliche Probleme auf, welche gegen die
Verwendung von Morpholinenaminen zur Pyrrolsynthese sprechen: die
geringe Regioselektivitdt der Enaminbildung, die Isomerisierung der Enamine
und deren ungiinstige Reaktivitit.

Pyrrolsynthese mittels Michael-Addition

Die von Yoshikoshi et al. [67] entwickelte Methode erméglicht die Synthese von
rein alkylsubstituierten Pyrrolen. Dabei wird durch Kondensation des Lithium-
enolats 58 mit dem ¢,p-ungeséttigten Nitroalken 59 das Zwischenprodukt 60
erhalten, welches durch Reduktion zum Pyrrol 61 umgesetzt wird (Abbildung
32).

Li
Zn(Cu)
1) THF /- 78°C NH4CI
58+
2) ACzO HgO/ EtOH
_ S10°C - 20°C \OA 90°C

§8 NGO
(84% (80%) _

Abbildung 32: Synthese des Alkylpyrrols (61) nach Yoshikoshi ef al. .

kreuzte Aldol-Kondensation dol) al uf r
Byrrolsynthese

Aldolkondensationen spielen bei natiirlichen Prozessen wie beispielsweise bei
der Vernetzung von Collagenfasern eine wichtige Rolle. Fir die organische
Synthese ist die Aldolreaktion eine der wichtigsten Methoden zur Kniipfung
von (C-C)-Bindungen. Dabei wird ein C-Atom in a-Stellung zu einem Aldehyd
oder einem Keton mit einer Carbonylgruppe eines zweiten Aldehyds oder
Ketons verbunden. Dadurch entsteht eine B-Hydroxycarbonylverbindung, die
je nach Reaktionsbedingungen H,0Q abspalten kann. Als unerwiinschte
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Folgereaktion ist auch die Polykondensation der resultierenden Michzel-
Akzeptoren denkbar.

Die klassische Aldalreaktion {protisches LM, Base) ist ein erstklassiges,
synthetisches Werkzeug, wenn es gilt, zwei identische Aldehyde, symmetrisch
substituierte Ketone oder ein Keton mit einem Aldehyd zu koppeln. Sollen, wie
fiir unsera geplante PBG-5ynthese notwendig, zwei verschieden substituierte
Ketone durch eine Aldolreaktion (Beispiel einer gekreuzten Aldolreaktion)
selektiv verkniipft werden, so entsteht in den meisten Fillen ein unbrauchbares
Produktegemisch. Zudem stellt die Reversibilitit der Aldolreaktion unter
protischen Reaktionsbedingungen einen grossen synthetischen Nachteil dar.
Das Einfiihren irreversibler Reaktionsbedingungen (aprotisch) und die
gerichtete Deprotonierung des Nukleophils (siehe Abbildung 33) erlauben es,
die Reaktion selektiv auf die Produktseite zu verschieben. Diese als gerichtete
Aldolreaktion bezeichnete Methode erméglicht ein breites priparatives
Anwendungsspektrum und ist dadurch fiir die organische Synthese von
grossem Interesse.

xM
H Metall 3
R
R R
R2 3 Base A2
(E/Z)y-62
X=0,NR

M (Metall) = Li, Mg, Zn, B, Al, SL. Sn, Zr, etc.
Abbildung 33: Regioselektive Enolatbildung,

Die regioselektive Enolatbildung kann durch die Wahl der verwendeten Base,
des Lsungsmittels und der Temperatur gesteuert werden.

Bei der gerichteten Aldelreaktion werden regioselektiv vorgebildete Enolate
(E/Z-62) oder Enamine mit Carbonylverbindungen 63 oder deren Derivaten
umgesetzt (vergl. Abbildung 34).

M .
x” X o H‘o
HS + s [ ,JR‘ HZO . I H4
R R "R R RS R RS
RZ

R2R? R? R3
E/Z-62 63 rac-64 rec-65
(+ 2. Diastereomer) (+ 2. Diastersamer)

Abbildung 34: Die gerichtete Aldolreaktion.
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Die Reaktion verliuft vermutlich iiber einen metallverbriickten sechsgliedrigen
Uebergangszustand.

Es gibt viele Metalle, die katalytisch aktiv sind, und in der Tat ist eine Fiille von
Literatur dariiber vorhanden. Mukaiyama fasste diese 1982 [68] und 1990 [69]
iibersichtlich in Buchkapiteln zusammen. Sie geben zusitzlich einen guten
Einblick iiber unzihlige Varianten und verwendete Reaktionsbedingungen.

A. Chaperon erwihnt in seiner Dissertation, dass neben Lithium [70-72), Bor
[69,73-77], Aluminium [78,79], Magnesium [80], Zinn [69,81-84], Zink [85,86],
Zirkon [87], Titan [88-90], Rhodium [91-93], Ruthenium [93] und Bis-
muthenolaten [94-96] auch Lithiumsalze von Enaminen, Hydrazonen und
Oximen als Enolkomponenten [88] zum Einsatz kamen.

Das E/Z-lIsomerenverhiltnis der Enolkomponente (62) bestimmt das
resultierende Diasterecisomeren-Verhiltnis der Produkte [68]. Daraus folgt,
dass die gerichtete Aldolreaktion, durch Verwendung der reinen
Enolkomponente, diastereoselektiv durchgefiihrt werden kann (sieche
Abbildung 35).

M 1
. R H
2 4 Ha0O Q s
1 H + — Hj")q —_— 1H "-F"
R R4 RS RS M R
RE H

HE
E-62 63 u-rac6s
{R? = H) E-Uebargangszustand {A.S = unfke)
M R‘l
’ OH .
2 R4 H20 MHS
R2 + e ~ —_—
R Ré RS 2&&%:»! 'RT Y VRe
H R "2
Z2-62 63 i-rac65
(R%a H) Z-Uebergangszustand {S.S = like)

Abbildung 35: Diastereomere Uebergangszustinde von metallkatalysierten Aldolrcaktionen
nach Zimmermann- Traxler.

Die gerichtete Aldolkondensation kann zusitzlich zur Diastereoselektivitit

auch enantioselektiv durchgefiihrt werden. Dazu werden vor ailem die leicht
zuginglichen, chiralen Borenolate verwendet.
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Die Mukaiyama Reaktion als Vorstufe der Pyrrolsynthese

Mukaiyama et al. [97] entdeckten in den frithen 80er Jahren, dass Silylenolether
in Gegenwart von TiCly mit Carbonylverbindungen aldolartig zum Titansalz
des Kopplungsprodiikts reagieren.

Die hohe Affinitdt des Titanions zum Sauerstoff und der daraus resultierenden
starken Aktivierung von Carbonylgruppen ermoglichen saubere Kopplungs-
reaktionen bei tiefen Temperaturen. Bereits bei - 78°C lassen sich Aldehyde in
Gegenwart von dquimolaren Mengen TiCly in guten Ausbeuten mit
Silylenolethern kondensieren [97]. Im gleichen Temperaturbereich lassen sich
auch Orthoester [98], Ketale [97], und Acyleyanide [99], die fiir unsere Arbeit
von besonderem Interesse sind, umsetzen. Im Prinzip konnen an Stelle von
Silylenolethern auch gewéhnliche Enolether unter analogen Bedingungen,
allerdings bei etwas hoheren Temperaturen, verwendet werden [100].
Aldolreaktionen von Silylenolethern mit Ketonen finden hingegen erst ab
Temperaturen von mindestens 0°C statt (Abbildung 36).

sitC CaHs
1(CH3)
: O i, (1.0eq)
+ QCaHg
CHxCla / RT CH
Q
66 67

rac68 (B6%)
Mukaiyama et al.

Abbiidung 36: Aldolreaktion des Silylenolether von Methylpheylketon (66) mit Laevulin-
séureethylester (67) nach Mukaiyama .

Die besten Resultate erzielten Mukaiyama et al. durch die Verwendung
dquimolarer Mengen TiCly in CHyCl, bei tiefen Temperaturen [101]. Andere
Lewissduren wie SnCly, AlCly, FeCly, BCly, ZnCl; und Bortrifluoretherat als
Katalysatoren fiihrten zu deutlich schlechteren Resultaten.

Hugo Bertschy verwendete die Mukaiyama Reaktion im Rahmen seiner
Dissertation [102] zur Synthese einer breiten Palette von Azido-Pyrrolvor-
liufern. Die besten Resultate konnten durch das Verwenden von 6 bzw. 8
Aequivalenten TiCly in CHxClz bei - 78°C erreicht werden {Abbildung 37).
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H3COO OCH3
H3CO0 H3COO
8 Aeq. TiCly
+ 0:3 % CH3
TMS 3 CHZCIZ. '78 C
N3 QO Nj
68 70 Fa

Abbildung 37: Mukaiyamae Reaktion des Pyrrolvorlaufers 71 aus dem Silylenolether 69 und
dem Azidoacetal 70

André Chaperon hingegen konnte in seiner Dissertation {103] zeigen, dass zur
optimalen Kopplung des Silylenolethers E/Z-12 mit dem Acylcyanid 13 1.1
Aequivalente TiCly ausreichen (Abbildung 38).

H3C
o
H3C
0
(H3C)aSl 1.1 Aeg. TICI4
+ —_——
CHaCl
o] o 0
N O  rac-14a,b
EZ212 13

Abbildung 38: Mukaiyama -Reaktion zum Pyrrolvorliufers rac - 14a2,b aus dem Silylenolether
E/Z-12 und dem Acylcyanid 13.

Wichtig zu erwihnen bleibt, dass Aldol - Reaktionen auch durch verschiedene
Lewissiuren, welche Trimethylsilylgruppen enthalten (Trimethylsilyltriflat
(TMSOTf) [104,105), Trimethyliodsilan (TMSI) [106), Tris-(diethyiamino)
sulphonium-di-fluortrimethylsilikonat (TAS* Si(CH3)3F;7) [107), Trimethyl-
silylbortetratriflat (TMSB(OTf)y) [108]) katalysiert werden kénnen.
Mechanistisch verliuft die Reaktion vermutlich iiber die Silylierung und
Aktivierung der Carbonylfunktion [104,109).
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43.7 Reduktion der Aminofunktion und Zyklisierung zum Pyrrol

H. Bertschy gelang es im Rahmen seiner Dissertation (102], eine Reihe von
Alkylpyrrolen ausgehend von Azido-Pyrrolvorliufern zu synthetisieren. Dabei
wurde die Azidogruppe hydrogenolytisch mittels Pd auf Aktivkohle reduziert
{Abbildung 39).

OOCH; DOCH;
HaCO H3COO!
Pd/C

— I

N3 H %

Hs

b 72
Abblldung 39: Hydrogenolyse des Pyrrolvorliufers (71) zum Pyrrol (72).

Problematischer gestaltete sich der reduktive Ringschluss des PBG - Vorlaufers
{rac-14). Erst nach aufwendigem Optimieren konnte A. Chaperon das geschiitzte
PBG-Derivat (16) mit einer Ausbeute von 54 % isolieren. Das durch die
Mukaiyama Reaktion erhaltene Cyanhydrin (rac-14a,b) musste vor der
reduktiven Hydrierung durch Acetylierung stabilisiert werden. Das geschiitzte
Cyanhydrinderivat (rac-15a,b) konnte schliesslich in Gegenwart von MeOH /
Raney-Nickel erfolgreich hydriert und zyklisiert werden (Abbildung 40).

HaC: H;C

HaC
0 O 0
Raney-Nickst
H Hz (120 atm)
OAC MaOH 3
CN |
2.25 h §5°C H
21.5h/65°C by
° 16
rac- 15a.b {54% - Saulen-
' chrormatographie)

Abbildung 40: Optimierte Reaktionsbedingungen zur Hydrierung von rac-15a,b zum
geschiitztenPBG-Derivat 16.
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Reaktivitit von Pyrrolen

Reaktivitit des Porphobilinogens

Porphobilinogen (1) ist aufgrund seiner freien «-Position und dem Fehlen
elektronenziehender Substiuenten luft- und siureempfindlich (elektrophile
Substitution, siehe Kap. 4.3.1). Die Luftempfindlichkeit des Pyrrols und
insbesondere seiner a-unsubstituierter Alkylderivate, zu denen natiirlich auch
das Porphobilinogen (1) gehért, ist wohlbekannt [110]. Besonders in Gegenwart
von starken Basen findet rasche Oxidation mit molekularem Sauerstoff statt,
unter Bildung dunkelfarbiger Oxidationsprodukte [2], dem sogenannten
Pyrrolschwarz (1].

Die grosse Reaktivitit des Porphobilinogens (1) gegeniiber vielen Elektro-
philen macht dessen Synthese und lIsolierung heikel. Aus strategischen, resp.
taktischen Griinden empfiehlt es sich, die freie «-Position zu schiitzen. Diese
Schutzgruppe kann anschliessend méglichst spét in der Synthesesequenz
wieder entfernt werden. Der Pyrrolring wird dadurch lange gegen
unerwiinschie o-Substitution geschiitzt und die Elektronendichte im Pyrrolring
durch den elektronenziehenden Substituenten erniedrigt.

Die Anfilligkeit der a-Pyrrolringposition beziiglich elektrophiler Substitution
wurde ebenfalls von A. Chaperon beobachtet. Bei der Reduktion des
Cyanhydrins rac-14a,b wurde unter reduktiven Bedingungen (Raney-
Nickel /Hj (110 atm}/ AcyO) zuerst das erwartete, geschiitzte Porphobilinogen
16 gebildet. In Gegenwart des Elektrophils Ac;O und gebildetem AcOH trat
jedoch vollstindige Substitution der freien @-Position ein. Es konaote das
entsprechende acetylierte PBG-Derivat 73 in 21% Ausbeute direkt durch
Kristallisation erhalten werden (Abbildung 41).
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HaC HsC
0 0 Ra-Nickel
Hz (110 atm)
H AczO
CN 135°C/35h
o]
rac-14ab
Reduktion
Dissertation
A.Chaperon

Abbildung 41; Foigereaktion bei der Hydrogenolyse des PBG-Vorldufers rac-14a,b.

Anderson et al. [111] und Battersby entwickelten eine weitere Methode zur
Vermeidung unerwilnschter Reaktionen an der freien o-Pyrrolringposition.
Dabei wird die Eilektronendichte am Pyrroiring durch die Verwendung von
elektronegativen Schutzgruppen wie N-Sulfonsiurederivate oder N-Benzoyl
verringert, wodurch der Pyrrolring stabilisiert wird.

Unter leicht sauren Bedingungen kondensiert das Porphobilinogen (1) in
Abwesenheit anderer Elektrophile mit sich selbst und bildet Uroporphy-
rinogen (I - IV) [112]. Als elektrophile Spezies tritt dabei ein intermediir
gebildete Azafulven 74 auf, welches durch ein zweites PBG-Molekiil zum
Dipyrrylmethan 75 abgefangen wird. Durch Addition von zwei weiteren PBG-
Molekiilen entsteht ein Tetramer, welches intramolekular zum Uroporphyrin 1
(76) zyklisieren kann. In der interessanten Abhandlung von O und Treibs {112]
wird beschrieben, dass chemisch (in Abwesenheit von Enzymen) ein Gemisch
von vier Tetrapyrrolen gebildet wird. Dabei wird allerdings das
Uroporphyrinogen [ bevorzugt gebildet (Abbildung 42).
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H@
\ 2% 1. T

N NH3 ® LN
NH3 H H NH3z

1 74
P

NH H
NH2 75

Uroporphyrinogen !
(76)

Abbildung 42: Chemische Tetrameroidisierung von PBG (1) zum Uroporphyrinogen I (76).

Entschiitzen von PBG-Derivaten

Aufgrund der Siurelabilitit von PBG-Derivaten kommt die Verwendung
saurer Hydrolysebedingungen nicht in Frage. Fiir unser Projekt muss somit
eine basische Entschiitzungsmethode [5,113-115] (und darin zitierte
Referenzen)] angewendet oder entwickelt werden.

A. Gossauer [1] bewertet das PBG-Lactamderivat 77, aufgrund seiner geringen
Neigung zur Polymerisation, als Schliisselverbindung der PBG-Totalsynthese.
In der Literatur [1,116) sind hiufig Synthesen beschrieben, die iiber dieses
Lactamderivat 77 verlaufen, welches sich leicht unter basischen Bedingungen
zum PBG (1} éffnen lisst (Abbildung 43).

HaCl OOH

Base
H \ {3
N
NH,
77 1
Abbildung 43: Basisches Entschiitzen des PBG-Lactams 77.
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Fiir unser Projekt von grossem Interesse ist die PBG-Synthese von Kenner [117].
Unsere geplante Synthese erzeugt dasselbe vollstindig geschiitzte Phthalimido-
PBG 16, welches von Kenner [117] erfolgreich iiber zwei Stufen in total 42% ins
Porphobilinogen iiberfiihrt werden konnte (vergl. Abbildung 44).

H3C!

NHzOH-HCI

4 N NaCH 2N KOH
——— PRG-Lactam —————— PBG
CH30OH / THF 3d/25°C
O 4 H RT /20 min ' 1
(62%) {87%)

Abbildung 44: Entschiitzen des Phthalimido-PBG (16) nach Kenner .

Kenner verwendete fiir die Entfernung der Phthalimidoschutzgruppe neben
Hydroxylamin auch N-Methylhydrazin/Tributylamin in Methanol unter Riick-
fluss. Unter diesen Reaktionsbedingungen erhielt er nach Kristallisation des
PBG-Lactams aus Methanol eine Ausbeute von 65%.

Eine interessante Entschiitzungsvariante der Phthalimidogruppe mittels
enzymatischer basischer Hydrolyse wurde von M. |. Zmijewski et al.
ausgearbeitet [118). Das Gen der dazu verwendeten Phthalylamidase wurde
urspriinglich aus Xenthobacter agilis isoliert, geklont und in Streptomyces lividans
iiberexprimiert. Dieses Enzym dberfiihrt die Phthalimidgruppe unter milden
wiissrigen Bedingungen selektiv ins freie Amin. Nach M. J. Zmijewski et al. [119]
lasst stch die maximale Hydrolyseaktivitit des Enzyms in elnem wissrigen 200
mM KH2PO4 / KzHPOy Puffer (pH = 8) bei 30°C beobachten. Unter diesen
Bedingungen hydrolysiert die eine der beiden Imidbindungen des
Phthalimidderivates 78 spontan auch in Abwesenheit des Enzyms zum
Phthalamidsiureanion 79 (Abbildung 45).

0.2 M Phosphatputfer, pH = 8 39
30¢C N\A .
0 OgH 0
78 79
-Ar = Noz

Abbildung 45: Spontane Hydrolyse zum Phthalamidsiureanion 79.

-45.



Theoretischer Teil

Die weitere Hydrolyse des resultierenden Phthalamidsdureanions 79 zum
Phthalsiuredianion 80 und zum freien Amin 81 verlduft hingegen
enzymkatalysiert (Abbildung 46).

© Phthalylamidasa 0@

H
= o
N\A’ pH=8

0 OoH O

7 -Ar= N02 80 8

+ HaN—Ar

Abbiidung 46: Enzymkatalysierte Hydrolyse zum Phthalsiuredianion 80 und zum freien
Amin 81.

Untersuchungen der Substratspezifitit beschrinken sich auf aromatische
Aminderivate, welche mit Phthalsdurederivaten amidartig verbunden sind.
Studien zur Vertraglichkeit von organischen Losungsmitteln zeigen, dass die
Aktivitit des Enzyms in Anwesenheit von 20% Acetonitril, 10% DMF und 1%
CH2Cl; vollstindig erhalten bleibt {Aktivitit > 95%). Eine gering verminderte
Aktivitit (90%) des Enzyms lisst sich in Anwesenheit von 5% THF, 20%
Heptan und 1% Toluol feststellen.

Aus der Literatur sind weitere zweistufige Phthalimid-Entschiitzungs-
methoden bekannt {5]. Dabei wird die Phthalimidogruppe zundchst alkalisch
rasch zur Pththalmidsdure hydrolysiert. Aus eigener Erfahrung und in
Einklang mit der Literatur verlduft dieser Schritt sehr schnell {120]. Fir die
Freisetzung zum Amin werden anschliessend jedoch meistens relativ starke
Mineralsduren verwendet [5]. Aufgrund der Siurelabilitit von PBG kann diese
Entschitzungsvariante nicht verwendet werden, denn ansonsten kénnten so
gleichzeitig alle Schutzgruppen, d. h. auch die beiden Methylester der Ethoxy-
und Propionseltenketten des PBG-Derivats 16 in einem Reaktionsschritt
entfernt werden.

Putochin [5,77] berichtete dazu jedoch das Gegenteil. Gemiss ihm gelingt das
vollstindige Entfernen der Phthalimidoschutzgruppe in konzentrierter KOH-
Lésung unter Riickfluss. Die entschiitzien Amine wurden destillativ entfernt
und lieferten gemdss Puitochin reinere Reaktionsprodukte als die im
allgemeinen hiufig verwendete "saure™ Variante. Vollstindiges Entfernen der
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Phthalsiure gelang Kremer ebenfalls mit KOH [121); Slotte und Tschesche
verwendeten Ba(OH), [115].

Als letzte Variante stellt vermutlich die Hydrazinolyse die Methode der Wahl
dar. Wird Hydrazin (als Hydrat erhiltlich} als Reagens verwendet, so muss die
Reaktionslosung anschliessend in wissriger Sdure rickflussiert werden
[122,123]. Unter Verwendung von Methylhydrazin [124] resp. auch Phenylhy-
drazin [125], fillt diese zweite, saure Behandlungsstufe weg, denn das entste-
hende Phthalhydrazid bildet keinen Komplex mit dem entschiitzten Amin.

EBG - Synthesen
Bekannte PBG-S5ynthesen im Vergleich

Das von unserer Gruppe entwickelte biomimetische Synthesekonzept
unterscheidet sich grundsitzlich von den Gbrigen publizierten PBG-Synthesen.
Im Rahmen unseres Projektes soll einerseits eine maglichst kurze PBG-Synthese
erarbeitet werden, die andererseits einen Beitrag zur Aufklirung des PBGS-
Enzymmechanismus liefern konnte. Zur Synthese werden daher zwei
vollstindig funktionalisierte C(5)-Untereinheiten verwendet, welche bereits alle
Strukturmerkmale des geschiitzten Zwischenproduktes 16 enthalten.
Abschliessendes Zyklisieren und Entfernen der Schutzgruppen fiithrt dann zum
PBG (1)

Die in der Literatur beschriebenen Synthesen zeigen ein ganz anderes Bild.
Hier geht es allein um den synthetischen Zugang zum Porphobilinogen.
Obwohl es nahezu 103 mal teurer als Gold ist, existieren nur einige wenige
synthetische Zuginge. Seit einem Reviewartikel von Frydman aus dem Jahre
1979 [126] sind nur wenige neue Resultate hinzugekommen. Es sind heute
sieben fundamental verschiedene Synthesewege bekannt, die sich in den
gewihlten Strategien unterscheiden. Die folgende Zusammenfassung
reflektiert die in einem kiirzlich erschienenen Reviewartikel [127] erwihnten
PBG - Synthesen:
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PBG-Synthese nach MacDonald

PBG (1) wurde zum ersten Mal von MacDonald mitlels klassischer Knorr'scher
Pyrrolsynthese hergestellt {116,128). Der Pyrrolring wird dabei durch
Kondensatlon von zwei dafir geeigneten C(2)-Untereinheiten gebildet
(Abbildung 47).

O0CzHg 00CsHg
2n°/ NH40AC
ACOH 1 100°C
Q0OCaMs
o HON 00CaHs

84 {68%}
Abbildung 47: Knomr'sche Pyrrolsynthese des PBG-Vorldufers 84 nach MacDonald .

Das tetrasubstituierte Pyrrol 84 kann ausgehend vom a-Oximo-f-keto-adipin-
sdurediethylester (83) und Benzyl-acetoacetat {82), unter reduktiven
Bedingungen (Zn®/ AcOH), in einer Ausbeute von 68% erhalten werden. Bis
zum PBG (1) miissen danach allerdings neun zusétzliche Stufen (Seiten-
kettenmodifikationen) durchgefiihrt werden.

Eine erste Abwandlung dieser Route beschrieben Treibs und Ot {112]. Kenner
(72,129] entwickelte eine effizientere Variante der Synthese von MacDonald,
welche bis heute seine Anwendung findet.

Kenner verwendete als 1,3-Dicarbonyl-Komponente das reaktivere, symmetri-
sche Acetonacetat, welches durch Kondensation mit a-Oximo-B-keto-adipin-
sduredibenzyllester (85) das Pyrrol B& ergab. Dieser PBG-Vorliufer besitzt
bereits das vollstindige Kohlenstoffgeriist des Porphobilinogens (1).

Die durch Thallium(ill) katalysierte, oxidative Umlagerung ergab das Zwi-
schenprodukt 87 mit vollstindig funktionalisierten A- und P-Seitenketten. Die
Oxidation durch Bleitetraacetat, gefolgt von einer nukleophilen Substitution,
filhrte zum Zwischenprodukt 89. Als heikle Reaktionsstufe muss die
Entfernung der Benzylesterschutzgruppe bezeichnet werden. Zum Abfangen
des intermedidr entstehenden Benzylkations wurde Anisol als Lésungsmittel
verwendet. Dadurch kann ein nukleophiler Angriff des Benzylkations auf das
a-freie, noch geschiitzte PBG-Derivat 90 verhindert werden. Das
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anschliessende Entfernen der Phthalimidoschutzgruppe erfolgte mit
Hydroxylamin. Unter Zugabe von Base wurde das relativ stabile PBG-Lactam
{XX) erhalten; dieses konnte in wisseriger KOH zum Porphobilinogen (77)
hydrolisiert werden (Abbildung 48).

028n O0CH3 OCCH3
CH300 CH300
TINO3)3 / HNO Pb(OAC)s
——
[\ MeOH / AGOH 3
2Bn O28n CO2Bn
H H H
86 87 (83%) OAc ™ gg (85%)
OOCH; OCH3
6o CH300 CH300
K
% / \ Anisol / Ha504 / \
DMSO O28n F H
(o] H CFaC00 (o) H
Q (o]
83 (89%) 80 {63%)
O0CH3 O0OH
NH20H-HC HOO
NaOCH3 KOH
——— bt et i
MgOH HN /7 / \
H H
77 (62%) NHz " 4 (57%)

Abbildung 48: PBG-Synthese nach MacDonald - modifiziert nach Kenner

453 PBG ese nach Plieninger und Evans

Der grésste Vorteil der von Plieninger {130) und Evans [131] entwickelten PBG-
Synthesen liegt darin, dass die empfindliche Pyrrolstruktur erst am Ende der
Synthesesequenz gebildet wird. Zuvor wird ein funktionalisiertes
Kohlenstoffgerlist synthetisiert, welches anschliessend mit einer (C-N)-Einheit
zum Pyrrolring kondensiert werden kann. Fiir die letzten Transformationen
wird die von MacDonald erarbeitete Strategie der funktionellen
Gruppenumwandlung verwendet (Abbildung 49}.
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E o] E E
Q
o £t "o N=(co;,a
: CO,Et
———
o Zn° / NaOAc /Y Et
AcCH N
o] H o
9 92 (41%)

Abbildung 49: Ringschiuss zum Pyrrol nach Plieninger .

Das funktionalisierte Kohlenstoffgeriist 91 wurde von Plieninger ausgehend von
Acetylaceton in drei Stufen synthetisiert. Dieses Zwischenprodukt wurde
anschliessend durch die Kleinspehn-Version der Knorr‘schen Pyrrolsynthese mit
2-Hydroximino-malonsidurediethylester in einer Ausbeute von 41% zum PBG-
Vorldufer 92 kondensiert.

Einen effizienteren Zugang zum Zwischenprodukt 91 konnte mittels
Mukaijama-Aldolreaktion realisiert werden [5).

PBG-Synthese nach Anderson

Anderson [111] und seine Mitarbeiter starteten vom unsubstituiertem Pyrrol aus
und fiihrten anschliessend sukzessive die Seitengruppen ein. Dazu wurde
unsubstituiertes Pyrrol mitiels zweifacher Acylierung (Vilsmeier-Haak gefolgt
von Friedel-Crafts) und anschliessender Reduktion (1. Pd auf C, 2. Raney-
Nickel} in die Schliisselverbindung 93 tiberfiihrt (40 % Ausbeute). Dieses
zentrale Zwischenprodukt wurde iiber drei Reaktionsschritte in das
funktionalisierte Pyrrolderivat 94 umgewandelt, welches nach 5 weiteren
Reaktionsschritten das PBG-Lactam 77 ergab (Abbildung 50).

QQCH3
OOC2Hs OOCsz
3 Stufen 5 Stufen
ca. 20% 66%

93 7
Abblldung 50: Schematischer Ucberblick tiber die PBG-Synthese nach Anderson ef al.
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EBG-Synthese nach Frydman und Rapoport

Frydman und Rapoport [132] wihiten eine vllig neue Strategie ausgehend von
einem Pyridinderivat, welches sie in zwei Stufen zum Pyridonderivat 95
umwandelten. Durch weitere Transformationen konnte nach 5 Reaktions-
schritten ein Azaindolderivat (dhnlich wie 98), welches eine strukiurelle
Verwandtschaft mit dem PBG-Lactam 77 aufweist, erhalten werden
(Abbildung 51).

Q@
C CI0s® .  1)NaOH
« PCCla - H20 7 Aceton
H E —— —_—
DMF — < NaQBn / BnOH
NO2

NO2
5 96 (30%)

Bn 260
Bn § Q(co 2]

HO Zn®, AcOH HO 1) €O,

N _— 7
N 0 \ 2)Hp /Pd
NQj
97 (80%) 98 (60%) {82%)

Abbildung 51: Nach Baftersby ef al. [133,134]) modifizierte PBG-Synthese von Frydman und
Rapoport.

Eine modifizierte, effizientere Variante publizierte Battersby 1973 [133,134). Als
Startmaterial diente ihm das substituierte Pyridon 95. Mittels POCl;/DMF
{Vilsmeier-Haak) wurden zwei C-Atome des spiteren Pyrrolrings eingefiihrt;
gleichzeitig wurde der Pyridonring chloriert. Die schrittweise Hydrolyse des
Immoniumsalzes 96 durch NaOH in H;O/Aceton und das Umsetzen in
Natriumbenzyloxid/Benzylalkohol ergab den Vorliufer 97. Durch die
Reduktion mittels Zn® in Essigsidure resultierte das zentrale Azaindol 98. Die
Indolseitenkette wurde durch eine Knoevenagel Kondensation von 98 mit
Malonsduremonobenzylester um zwei C-Atome verldngert. Im letzten
Reaktionsschritt erfolgte die hydrogenolytische Entfernung der beiden
Benzylschutzgruppen (Pd auf Kohle). Gleichzeitig wurde der aromatische Ring
reduziert und es entstand in 82% Ausbeute das Porphobilinogenlactam 77.
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PBG-Synthese nach Ganem

Ganem verwendete fiir seine PBG-Synthese ein von zan Leusen’s Gruppe
entwickeltes Konzept [135,136). Die Addition von TosMIC auf den a.p-
ungeséttigten Ester 99 ergab das f§,f-disubstituierte Pyrrol 100. Durch
Vilsmeyer-Haack -Formylierung wurde der a-Substituent eingefithrt und weiter
modifiziert, wodurch das Lactampyrrol 101 entstand. In einer letzten Sequenz
wurde die Propicnsiure-Seitenkette eingefiihrt, wodurch das Lactampyrrol 77
resultierte (Abbildung 52).

CzHs00C
O0C;3Hg
TosMIC, UN{TMS), \
CszOOC\/\/COOCsz /
THF N
99 H
100 (70 - BO%,)
1.) POClz, DMF
2.) NHOH, EtOH
3.) Pd, H20, HCI
4.) NaOEt
OQCH3
1.) DIBAL o
2.) CHa(COOCH3) 0OC2Hs
3.) NaCN, DMF
H H /
H
77 (35%) 101 (70%)

Abbildung 52 PBG-Synthese nach Ganem [137].

Unter optimierten Bedingungen wurde Diethylglutaconat mit dem Lithiumsalz
von TosMIC zur Reaktion gebracht, wodurch das 3,4-disubstituierte Pyrral 100
mit einer Ausbeute von 70-80 % resultierte,

Zur Einfilhrung des fehlenden «-Substituenten wurde formyliert und

anschliessend ins Oxim iiberfiihrt. Nach Hydrogenolyse und basischem

Aufarbeiten konnte das Lactam 101 in 83 % Ausbeute erhalten werden. Zur

Einfiithrung der Propionsdure-Seitenkette wurde mit DIBAL reduziert. Die

resultierende Hydroxygruppe konnte ohne zusitzliche Aktivierung substituiert
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werden. Dazu wurde in Anwesenheit von Natriumdimethylmalonat in DMF
erhitzt und der resultierende Diester hydrolysiert und decarboxyliert. Der
resultierende Lactamester 77 ist ein gut bekanntes Zwischenprodukt der PBG -
Synthese.

PB na a uny

Die von Adamczyk und Reddy [138,139] beschriebene Synthese verwendet eine
1,3-dipolare Cycloaddition zur Pyrrolbildung (Abbildung 53).

1) DMAP / CH2Cl3
RT /36 h (58%)
= THPO
+
Q

AC
Hy
2) A0 / Pyridin NO» 104
N

CHaCla
0°C 2 AT/5h c:"*@ F
(87%) = DBU/ THF
0°C = AT

1h (81%)

RT/36h (90%} THP
2} Jones / Aceton /1 h /5°C:
dann CHzNz (60%)

3)P auf C/ PtOp NG
n Hz (1 atm) / EtOH-NHa H 105
AT /21 h (51%)

Abbildung 53: Dipolare Cycloaddition nach Adamezyk und Reddy [137].

L.
NO2 + 102
WTHP
103
0
OOCHs 1) PPTS / MeCH OCHs
NG
H

Ausgehend von der a-Acetoyxnitro-Verbindung 104, die durch eine Hertry-Re-
aktion aus dem y-Nitroester 102 und dem geschiitzten Hydroxyaldehyd 103 zu-
ginglich ist, wurde in Gegenwart von DBU bei RT das pyrrolische Zwischen-
produkt 105 gebildet. Dieses konnte in drei Stufen ins PBG-Lactam 77
iberfiihrt werden. Zuerst wurde durch Pyridinium-4-toluolsulfonat (PFT5) die
Tetrahy-dropyranschutzgruppe (THP) entfernt, anschliessend mit Jones-
Reagens zur frejien Sdure oxidiert und in situ mit Diazomethan verestert. Unter
basischen Bedingungen gelang danach die katalytische Reduktion der
aromatischen Cyanofunktion zum Amin, welches in situ zu 77 zyklisierte.
Dieser Vorldufer wurde nach Kemner {117] zum freien Porphobilinogen umge-
setzt. Gemiss Adamczyk und Reddy [139] gelang es, 1 durch Reinigung mittels
reversed-Phase HPLC in 55% Ausbeute {(ausgehend von 77) zu erhalten,
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DISKUSSION DER RESULTATE

Luhibiti ] 13-Diket 1 deren Derivat

M. Henz testete im Rahmen seiner Dissertation {140] eine Reihe von 1,3-
Diketonen auf deren Inhibitionswirkung der PBGS. Er konnte dabei zeigen,
dass die 4,6-Dioxoheptansiure (11) der mit Abstand beste Inhibitor dieser
Verbindungsklasse ist (Kj = 1.4 uM). Die Inhibitionsstudien ergaben eine
unkompetitive oder gemischte Inhibition. Daraus schioss er, dass der Inhibitor
ausschliesslich iiber eine Schiff'sche Base an die P-Side (unkompetitiv), oder
sowohl an die P-5ide als auch an die A-Side (gemischt) bindet (Abbildung 54).

A - Side P - Side

Abbildung 54: Unkompetitive bzw. gemischte Inhibition der 4,6-Dioxheptansiure (11).

Die gemischte Inhibition kann im Prinzip auf zwei Arten zustande kommen.
Entweder inhibiert je ein Molekiil 4,6-Dioxoheptansiure (11) sowohl die A- als
anch die P-Side, oder die beiden aktiven Seiten werden gleichzeitig von nur
einem Inhibitormolekiil inhibiert.

Anhand dieser Resultate konnten wir allerdings keine Aussage iiber unsere
urspringliche Arbeithypothese machen. Danach erwarteten wir aufgrund der
strukturellen Verwandtschaft der 4,6-Dioxoheptansiure (11) mit den von
Shemin und Jordan postulierten Zwischenproduktanalogen eine Zwischen-
produktihnliche Inhibition (Abbildung 55).
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QOH COOH OOH
HOO HOOC
H
Enz o — EE— N~Enz
N=== 0 0 o]
H O NHz
HzN
" .
e " Drscmpan

Abblldung 55: Strukturelle Achnlichkeit der 4,6-Dioxoheptanséure (11) mit den
Zwischenprodukianalogen nach Shemin und fordan.

M. Henz konnie ebenfalls zeigen, dass der 4,6-Dioxoheptansiuremethylester
(23) rund 200 mal schwicher inhibiert als die entsprechende Siure 11. Es’
handelt sich dabei ebenfalls um eine unkompetitive Inhibition mit Kj = 319 uM.

C. Jarret [141] fiihrte im Rahmen ihrer Dissertation eine Reihe von
Inhibitionstests mit verschiedenen Derivaten des 4,6-Dioxoheptansiure-
methylesters (23) durch. Zusitzlich untersuchte sie den 2.4-Dioxopentan-
sduremethylester (106) und die 2,4-Dioxopentansdure (107), deren
Kohlenstoffgeriist um zwei Methylengruppen kiirzer als dasjenige der 4,6-
Dioxcheptansdure ist (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Von C. Jarret getestete Inhibitoren.
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Die erhaltenen Inhibitionsresultate sind in der folgenden Tabelle zusammen-
gefasst:

Inhibitor Kj (uM) Inhibitionstyp, Bemerkungen
106 1700 unkompetitiv
107 260 unkompetitiv
108 - Pyrrolbildung mit ALA
109 - slow-binder
110, 111 - partielle Hydrolyse, deutlich schlechterer
Inhibitor als 23
112,113 - keine eindeutige Aussage miglich,unbekanntes
UV-Signal
114,115 - Aktivator

Diese Resultate wurden folgendermassen interpretiert:

- Die beiden Inhibitoren 106 und 107 zeigen in Analogie zur 4,6-Dioxo-
heptansdure (11) und deren Methylester 23 ebenfalls eine unkompetitive
Inhibition. Der direkte Vergleich der beiden Sauren ergibt allerdings eine rund
200 mal stéirkere Inhibition der 4,6-Dioxoheptansdure (11) (in Analegie inhibiert
der 4,6-Dioxcheptansiuremethylester (23) rund 5 mal besser als der
Pyruvatmethylester 106). Aus diesen Resultaten schlossen wir, dass eine
optimale Inhibition signifikant von der Linge der Alkylkette abhidngt. In
diesem Zusammenhang wire es interessant zu untersuchen, welchen Einfluss
weitere Variationen der Alkylkettenlinge auf die Inhibitionsresultate haben.
Der Vergleich der Inhibitionswerte der beide Sduren bzw. Ester mit
Acetylaceton (Kj = 4610 uM) zeigen zusitelich, dass die Carboxylfunktion einen
wesentlichen Beitrag zur Inhibition leistet.

- Inhibitionsuntersuchungen des 6-Amino-4-oxo-5-heptensiuremethylesters
(108} fiihrten zu einer Ueberproduktion von Ehrlich-aktiven Pyrrolen. Dieses
Phancmen wurde mittels TH -NMR - Studien genauer analysiert. Dazu wurden
dquimolare Mengen des Inhibitors 108 mit 5-Aminclivulinsdurehydrochlorid
(2) in deuteriertem Phosphatpuffer vorgelegt. Bereits nach zehn Minuten
Reaktionszeit bei RT konnte die Bildung eines Pyrrols festgestellt werden
{Signal bei 6.48 ppm). Die weitere Verfolgung der Reaktion ergab, dass nach 15
Stunden beide Reaktanden vollstindig zum Pyrrol reagiert hatten. Die
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genauere Untersuchung der Spektren (Vergleich mit den Spektren der Pyrrole
(125 - 128) ergab, dass sich aus dem Inhibitor 108 und dem 5-Aminoldvulisiure-
hydrochlorid (2) das Pyrrol 127 gebildet hatte (Abbildung 57).

H H OOH
0
o]
. D2PO4" { DPOLE - Pulier
=Q, 0 RT )
A H
NH *Hs HOOC
cl-
108

2 127

Abblldung 57: Bildung des Pyrrols 127 aus ALA (2} und 108.

Die Pyrrolbildung erfolgt vermutlich iiber einen Knorr-artigen nukleophilen
Angriff am C(4) des Inhibitors 108,

- Aufgrund der relativ grossen Hydrolysentendenz der beiden Enolether (110,
111} waren bei Inhibitionsstudien 15-20% des Hydrolysenprodukts (4,6-
Dioxoheptansauremethylester (23)) anwesend. Die Tatsache, dass trotz der
partiellen Anwesenheit dieses sehr guten Inhibitors nur eine wesentlich
schwiichere Inhibition festgestellt werden konnte, ldsst vermuten, dass diese
beiden Inhibitoren deutlich schwicher inhibieren als ihr Hydrolyseprodukt 23.
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Synthese von 4,6-Dioxcheptansaure {11), [43]

Zur Synthese des Lithiumsalzes von Chloressigsdure (19) (Abbildung 58)
wurde kiufliche Chloressigsdure mit LiH in trockenem THF umgesetzt. Nach
dem Abfiltrieren und mehrmaligem Waschen mit trockenem Ether, konnte das
Produkt nach dem Trocknen am HV mit einer Ausbeute von 95% iscliert
werden,

HO, HO
o o
¢l 1.) NaNHa/ NH3 {f1)
M . OLi 2)HiO*

1)-33C/4n o} — 0
2} 0'C

HO o}

11

19
Abbildung 58: Synthese der 4,6-Dioxoheptansiure (11).

Das Lithiumsalz von Chloressigsdure (19) wurde mit kiuflichem Acetylaceton
zur 4,6-Dioxcheptansdure (11) umgesetzt. Dazu wurde Acetylaceton mittels
NaNHjy in fliissigem NHj ins Dianion iiberfiihrt. Das in situ gebildete Dianion
reagierte durch nukleophile Substitution mit dem Lithiumsalz ven
Chloressigsdure (19) zum Lithiumsalz der 4,6-Dioxcheptansiure. Nach
anschliessender Hydrolyse und Extraktion mit Ether konnte nach dem
Eindampfen, Umbkristallisieren in CHCl3/CClg und Trocknen am HV die 4,6-
Dioxcheptansadure (11) in 71% Ausbeute isoliert werden.

Das Tautomerenverhiltnis zwischen der Keto- und der Enolform wurde mittels
TH-NMR-Spektroskopie bestimmt. Es zeigt sich, dass im polaren Ljsungsmittel
die polarere Ketoform dominiert. Im apolaren Losungsmittel hingegen liegt die
4,6-Dioxoheptansiure {11) bevorzugt in der Enolform vor. In D20 betriigt das
Verhdltnis der Keto- zur Enolform 5 : 1. In CDCl3 dagegen dominiert die
Enclform und das Verhdltnis der Keto- zur Enolform betrigt 1: 3.

Mittels TH- und 13C-NMR-Spektroskopie (HETCOR L.R.} konnte zusétzlich
gezeigt werden, dass die C-C-Doppelbindung der Enclform selektiv zwischen
dem C(5) und dem C{6) der 4,6-Dioxcheptansidure (11) ausgebildet wird
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{(Kopplung des Protonensignals von H3C(7) mit dem 13C-Signal des enolischen
C(6)). Die Doppelbindung liegt aufgrund energetischer Ueberlegungen wahr-
scheinlich in der (Z)-Konfiguration vor. Die (Z)-Kofiguration wird niémlich
durch die intramolekulare H-Briickenbildung zwischen dem enolischen H-
Atom und der Ketogruppe iiber einen sechsgliedrigen Ring stabilisiert.

Ali Neffati gelang es im Praktikum des letzten Studienjahres, die 4,6-Dioxo-
heptansiure (11), ausgehend vom 4,6-Dioxoheptansduremethylester (23), durch
enzymatische Hydrolyse (Schweineleber-Esterase) zu erhalten [137]. Die in der
Dissertation von R. Liténd beschriebenen Hydrolyse- und Extraktions-
bedingungen [142) ergaben die 4,6-Dioxcheptansdure (11} in 89% Ausbeute.

Synthese von 4.6-Dioxo-heptansiuremethylester (23), [44]

Zur Synthese des Magnesiumkomplexes (20) (Abbildung 59) wurde
Magnesiummethanolat mit kduflichem Acetessigsiure-tert.-butylester in
Methanol umgesetzt. Nach dem Abfitrieren und melrmaligem Waschen mit
trockenem Methanol konnte das Produkt nach dem Trocknen am HV mit einer
Ausbeute von 98% isoliert werden.

HaCO H3CO . HCO .
oC °
CH
o { i):’ 1)EtO 2.) HyO*
HiCO. /7 \ 1)7L.30mn . © o0
Mg, o 2)0°C
HiCO, O ci /
H HO 0
20 23

Abblidung 59: Synthese des 4,6-Dioxoheptansiuremethylesters (23).

In trockenem Ether wurde der Magnesiumkomplex (20) mit kiuflichem
Bernsteinsduremonomethylesterchlorid zur Reaktion gebracht. Das Konden-
sationsprodukt wurde nach erfolgter Hydrolyse mit Ether extrahiert,
getrocknet und einrotiert. Das isolierte Zwischenprodukt wurde mit p-
Toluelsulfonsdure versetzt und unter Nz-Atmosphére riickflussiert (T = 150°C).
Dabei konnte die Bildung von Isobuten und CO; beobachtet werden. Nach
dem Abkiihlen auf RT wurde das braune Oel in Ether aufgenommen und
moglichst rasch mit eisgekiihlter 2 M NaOH-Lisung extrahiert. Die basischen
Extrakte wurden sofort zu eisgekihlter 1.8 M HaSOy-Lisung gegeben. Nach
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der Extraktion mit CH2Clz und dem Zurilickwaschen mit NaHCOa-Losung,
konnte nach dem Einrotieren und anschliessender Vakuumadestillation der 4,6-
Dioxcheptansduremethylester (23) in 40% Ausbeute isoliert werden.

Bei spéter durchgefiihrien Synthesen des 4,6-Dioxoheptansiduremethylesters
(23) wurde das verlustreiche Extraktionsprozedere stark verkiirzt. Nach dem
Riickflussieren des Zwischenproduktes wurde das resultierende braune Qel in
Ether aufgenommen und zur Entfernung der p-Toluosulfonsiure einmal mit
Wasser extrahiert. Die einrotierte getrocknete organische Phase wurde neu
direkt destilliert. Die Ausbeuten konnten dadurch auf 79 % erhdht werden.

Das Tautomerenverhiltnis zwischen der Keto- und der Enolform wurde mittels
1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Es zeigte sich in Analogie zur 4,6-Dioxo-
heptansdure, dass im apolaren Losungsmittel die apolarere Enolform
dominiert. In CDCl3 betrdgt das Verhdlinis der Keto- zur Enolform 1: 3.

Synthese von 2 4-Dioxopentansiureethylester (27}, [143]

In einer Losung von Natriumethanolat in Ethanol wurde Aceton mit
kiuflichem Oxalsdure-diethylester umgesetzt (Abbildung 60}.

HO
RT, 2h
o]

o

7
Abbildung 60: Synthese des 2,4-Dioxopentansiureethylesters (27).

Nach dem Abfiltrieren und Waschen mit absolutem Ethanol konnte das
Natriumsalz des 2,4-Dioxopentansiureethylesters isoliert werden. Nach
anschliessender Hydrolyse wurde mit Ether extrahiert, eingeengt und
getracknet. Schliesslich konnte der 2,4-Dioxopentansiureethylester (27) nach
Kugelrohrdestillation in einer Ausbeute von 40% isoliert werden,

Ausgehend vom 2 4-Dioxopentansduremethylester (106) wurde die 2,4-Dioxo-

pentansdure (107) durch enzymatische Hydrolyse (Schweineleber-Esterase)
hergestellt (Abbildung 61).
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O HO HO
Schweinaleber-Estarase, pH = 7.2
O ~ - OH
15h, AT

o]

- 106 107
Abbildung 61: Enzymatische Hydrolyse des 24-Dioxopentansinremethylesters (106).

Dazu wurde der 2,4-Dioxopentansiuremethylester (106) in einem Gemisch aus
THF und Wasser (3 : 1) geldst und langsam zu einer Phosphatpufferlésung des
Enzyms zugegeben. Nach volistindig erfolgter Hydrolyse (15 h mittels DC)
wurde die angesiuerte Reaktionslésung mit Ether kontinuierlich extrahiert.
Schliesslich wurde der Etherextrakt getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Nach
zweifachem Umkristallisieren aus CHCl3 / CCly (1 : 1), Abfiltrieren und
Trocknen am HV konnten weissliche Kristalle der 2,4-Dioxopentansiure (107)
in einer Ausbeute von 17 % isoliert werden.

Im Vergleich mit der enzymatischen Hydrolyse des 4,6-Dioxoheptansiure-
methylesters (23) fillt auf, dass die Ausbeuten der enzymatischen Hydrolyse
des 2,4-Dioxopentansiduremethylesters (106} deutlich geringer ausfallen. Dafiir
Ist vermutlich der unterschiedliche Abstand der polaren 1,3-Diketonfunktion
zur Esterfunktion verantwortlich. Im Falle des 2,4-Dioxopentansiure-
methylesters (106) Ist die zu hydrolisierende Esterfunktion direkt mit der
polaren 1,3-Diketonfunktion verkniipft. Die erhéhte Polaritit der Esterfunktion
bewirkt die Ausbildung zusitzlicher H-Briicken mit dem aktiven Zentrum des
Enzyms, wodurch der Hydrolyseprozess behindert wird.

Basische Hydrolyseversuche des 2,4-Dioxopentansauremethylesters (106}
flihrten nicht zur gewiinschten 2,4-Dioxopentanséure (107), sondern ergaben
Aldolkopplungsprodukte der Ausgangsverbindung 106 (AB - System im 1H -
NMR - Spektrumy).
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Synthese von 6-Amino-4-0xo-5-heptensiauremethylester 45

Beim direkten Einleiten von NHj in den flissigen 4,6-Dioxcheptansiure-
methylester (23) kommt es zur selektiven Bildung des 6-Amino-4-oxo-5-
heptensiduremethylesters (108) {Abbildung 62).

o} NHz
/U\j\/Yocus . N, LEMAT ocHs
0]

0
23 108
Abbildung 62: Synthese des 6-Amino-4-oxo-5-heptensauremethyiesters (108].

Nach anschliessender direkter Siulenchromatographie konnte das Produkt in
einer Ausbeute von 47 % isoliert werden.

Der Grund fiir den selektiven Angriff des nukleophilen NHj diirfte in der
unterschiedlichen Reaktivitit der beiden Carbonylfunktionen des 4,6-Dioxo-
heptansduremethylesters (23) liegen. In erster Nidherung kann die geringere
sterische Hinderung am C(6) dessen erhishte Reaktivitdt erkliren.

Aufgrund des tautomeren Gleichgewichts zwischen der Keto- und der
Enolform des Edukts 23, kann allerdings keine Aussage Uber die Natur des
nukleophilen Angriffs am C(6} gemacht werden. Prinzipiell ist sowohl ein
Angriff auf die Keto- als auch ein Michael-artiger Angriff auf die Enolform des
4,6-Dioxoheptansiuremethylesters (23) denkbar.

1H-NMR-Untersuchungen zeigten, dass einer der beiden Aminwasserstoffe des
6-Amino-4-oxa-5-heptensiuremethylesters (108) eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke zur Ketofunktion ausbildet (5 > 7ppm). Daraus folgt, dass
die Doppelbindung des Malekiils (Z) - Konfiguration besitzt (sieche auch Kap.
5.2.11)
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Synthese des Gemisches aus 3-Methy]-5-(2-methoxycarbonylethyl)-isoxazol
(116) / 5-Methyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-isoxazol (117), [1441

Zur Synthese des Isoxazolgemisches (116, 117) wurde der 4,6-Dioxoheptan-
sduremethylester (23) in trockenem Methanol mit Hydroxylaminhydrochlorid
versetzt und nickflussiert (Abbildung 63).

HsCO HaCO HsC
0 Q Q
NHoOH ] MeQOH .
+ - ———-
0 20 KO T s T\ T_
o) N== Q /
116 117

23
Abbildung 63: Synthese des Isoxazolgemisches (116, 117).

Nach dem Abfiltrieren, Trocknen des Filtrats und Einengen konnte das
Produktgemisch (116, 117} mit einer Ausheute von 97 % isoliert werden.

Im Gegensatz zum selektiven Angriff des NHj (Kap. 5.2.9), findet der Angriff
des Hydroxlyamins an beiden Carbonylfunktionen des 4,6-Dioxoheptansdure-
methylesters {23) statt. Das Verhiltnis der beiden resultierenden [someren 116
und 117 von 4 : 1 wurde mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die
Strukturzuordnung der einzelnen Isomere erfolgte anhand des HETCOR L.R.-
Spektrums.

Die Auswertung der NMR - Daten zeigt, dass der Angriff des Hydroxylamins
Zzwar nicht selektiv, aber trotzdem bevorzugt am reaktiveren C(6) des 4,6-
Dioxoheptansduremethylesters (23) stattfindet.

Die Trennung der beiden Isomere war weder durch Destillation noch durch
Sdulenchromatographie méglich.
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nthese des Gemisches aus 3-Methyl-5-(2-carboxyethyl)-isoxazgl
Methyl-3-(2-carboxyethyl)-isoxazol 144

Zur Synthese des Isoxazolgemisches (114, 115) wurde die 4,6-Dioxo-
heptansdure (11) in Essigsdure mit Hydroxylaminhydrochlorid versetzt und
rickflussiert (Abbildung 64).

HQO

HG HO
O o] D
+ NH20H - HCI AcOH
. ———mer +
o 2 T1 /90 min T \ =
8] N= 0
114 115

1"
Abblldung 64: Synthese des [soxazolgemisches (114, 115).

Nach dem Abfiltrieren und Einengen des Filtrats konnten nach zweifachem
Umbkristallisieren aus CHCl3/Pentan 1 : 1 weisse Kristalle des Produkt-
gemisches (114, 115) mit einer Ausbeute von 67.5% isoliert werden.

Das Verhilinis der beiden resultierenden Isomere 114 und 115 von 3 : 1 wurde
mittels TH-NMR-5pektroskopie bestimmt. Die Strukturzuordnung der
einzelnen Isomere erfolgte anhand des HETCOR L.R.-Spektrums. Die Aus-
wertung der NMR-Daten bestitigen die Zuordnungen der entsprechenden
Methylester (116, 117) (Kap. 5.2.6).

Durch katalytische Hydrierung (Hz, Raney-Nickel) des Isoxazol-Isomeren-
gemisches wurde versucht, direkt zu den 1,3-Ketoenaminsduren zu gelangen.
Sadmtliche Versuche fiihrten aber zur vollstindigen Zersetzung der beiden
Eduktisomeren (116, 117).

Die Trennung der beiden Isomere war weder durch Umkristallisation noch
durch S3ulenchromatographie méglich.
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Synthese des Gemisches aus 5-Methyi-3-ethoxycarbonyl-isoxazol 3-

Methyl-S-athoxycarbonyl-ispxazol (29), [145]

Zur Synthese des fsoxazolgemisches (28, 29) wurde der 2,4-Dioxopentan-
séureethylester (27) in trockenem Ethanol mit Hydroxylaminhydrochlorid
versetzt und riickflussiert (Abbildung 65).

> ) )

Q o]
EtOH
O 4 NHOH-HOl —— ° 0
o] Tl /90 min — T
H |
0 N~
27 28 23

Abbildung 65: Synthese des Isoxazolgemisches (28, 29),

Die eingeengte Reaktionslésung wurde in Wasser aufgenommen und dreimal
mit Ether extrahiert. Nach dem Zurtickwaschen, Trocknen und Einengen der
organischen Phase konnte, nach abschliessender Kugeirohrdestillation, das
Produktgemisch (28, 29} mit einer Ausbeute von 78.5% isoliert werden.

Analog zur Isoxazolbildung des 4,6-Dioxoheptansiuremethylesters (23) (Kap.
5.2.6), bzw. der 4,6-Dioxoheptansiure (11) (Kap. 5.2.7), findet der Angriff des
Hydroxlyamins an beiden Carbonylfunktionen des 2,4-Dioxopentansiure-
ethylesters (27} statt. Das Verhilinis der beiden resultierenden Isomere 28 und
29 von 7 : 1 wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die
Strukturzuordnug der einzelnen Isomere erfolgte anhand des HETCCR L.R--
Spektrums. Die Auswertung der NMR-Daten zeigt, dass der Angriff des
Hydroxylamins zwar nicht selektiv, aber stark bevorzugt am reaktiveren C(2)
des 2,4-Dioxopentansidureethylester (27) stattfindet. Diese Beobachtung steht
mit der Literatur (Kap. 4.2.3) im Einklang, denn je saurer die Reaktionslésung,
desto selektiver wird der Angriff auf die C(2)-Position des 2,4-Dioxo-
pentansdureethylesters (27).

Die Trennung der beiden Isomere war weder durch Destillation noch durch
Saulenchromatographie mdglich.
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Synthese von 3-(2-Methoxycarbonyleth yl)-5-methyltrimethylsilylisoxazol (138),

147}

Das 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methyltrimethylsilylisoxazol (118) wurde
durch eine [3 + 2] Cycloaddition aus kiuflichem Propargyltrimethylsilan und
4-Nitrobuttersiuremethylester in Anwesenheit von Phenylisocyanat und NEt3
in trockenem Toluol synthetisiert (Abbildung 66).

\ s
Sk
\ OzN
sC .
. Phenylisocyanat, NEt3, Toluol 1
\ 90°C, 1h N
O
OCH3 o
OCH3
118
Abbildung 66: Synthese des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methyltrimethylsilylisoxazols
{118).

Unter einer Stickstoffatmosphiire wurde der 4-Nitrobuttersduremethylester in
getrocknetem Toluol unter Riihren vorgelegt. Die auf 0°C abgekiihlte Losung
wurde mit Propargyltrimethylsilan , dann mit Phenylisocyanat und schliess-
lich mit getrocknetem Triethyamin versetzt. Die resultierende Losung wurde
zuerst bei RT geriihrt und anschliessend wihrend einer Stunde auf 90°C
erwirmt. Die resultierende gelbe Suspension wurde abfiltriert und eingeengt.
Nach Kugelrohr-Destillation konnte das 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methyl-
trimethylsilylisoxazol (118} mit einer Ausbeute von 63.5% isoliert werden.
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5.2.10 Synthese von 3-(2-Methoxycarhonylethyl}-5-methyl-isoxazol (119), [146]

5211

Die Hydrolyse (Desilylierung) des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methyltri-
methylsilylisoxazols (118) ergibt das 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methyl-
isoxazo! (119) (Abbildung 67).

\ /
S
Q BuNF (auf SI03), THF / Ho0 N
N RT,1h
0
o OCH3
QCH3
118 119

Abbildung 67: Synthese des 3-(2-Methoxycarbanylethyl)-5-methylisoxazols (119).

Das 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methyltrimethylsilylisoxazol (118) wurde
dazu in einem THF/H0 Gemisch in Anwesenheit von Tetrabutylammonium-
fluorid wihrend 1 h bei RT geriihrt. Nach dem Abfiltrieren und Waschen mit
Hz0 wurde dreimal mit CHClj3 extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden einmal mit HyO zurlickgewaschen, getrocknet, filtriert und eingeengt.
Nach Flash-5dulenchromatographie konnte das Produkt 119 mit einer
Ausbeute von 76% isoliert werden.

h Amin X Aure er 144
Die katalytische Hydrierung des 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-methylisoxa-

zols (119) mittels eines Katalysatorengemisches aus Raney-Nickel und PtO,
ergab den 4-Amino-6-oxo-4-heptensiuremethylester (109) (Abbildung 68).
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? (o]
N . \
PtOz / Raney-Ni, 50 bar Hz, MeOH NH2
KT, 40 h
o) (0]
OCH3 OCH3;
119 109

Abbildung 68 Synthese desd- Amino-6-oxo-5-heptensduremethylesters (109).

In einem ersten Schritt wurde das zur Hydrierung benétigte Katalysatoren-
gemisch hergestellt und aktiviert. Dazu wurde die kidufliche Raney-Nickel-
Legierung mittels NaOH-LBsung versetzt und mehrere Male mit H>O und
MeOH gewaschen. Nach der Zugabe des PtO; wurde dem resultierenden
aktivierten Katalysatorengemisch eine methanolische Lgsung des 3-(2-
Methyloxycarbonylethyl)-5-methylisoxazols zugefiigt.

Unter einem Druck von 50 bar Hz wurde wihrend 40 h bei RT hydriert. Das
iiber Celite abfiltrierte und mit Methanol gewaschene Rohprodukt wurde nach
dem Einengen chromatographiert. Der 4-Amino-6-oxo-4-heptensiduremethyl-
ester (109) konnte schlussendlich mit einer Ausbeute von 25 % isoliert werden
{die Nebenprodukte wurden nicht identifiziert).

Bei simtlichen Hydrierungsversuchen, die mit nur einem der beiden
Katalysatoren durchgefiihrt wurden, konnte keine Ringdffnung beobachtet
werden. Nach durchgefiihrter Hydrierung (48-72h, 50°C, RT) wurde jeweils das
Eduktisoxazol 119 zuriickisoliert.

TH - NMR - Untersuchungen zeigten, dass einer der beiden Aminwasserstoffe
des 4-Amino-6-oxo-4-heptenséuremethylesters (109) eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke zur Ketofunktion ausbildet (5 > 7ppm). Daraus folgt, dass
die Doppelbindung des Molekiils (Z) - Konfiguration besitzt (siche auch Kap.
5.2.5).
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von 6-Methox x0-5-heptensiuremethylester 4-Methoxy-6-
heptensiuremethylester 49

Zur Synthese des Enclethergemisches {110, 111) wurde eine methanolische
Losung des 4,6-Dioxoheptansiuremethylesters (23) mit Orthoameisensiure-
trimethylester, in Anwesenheit katalytischer Mengen von p-Toluolsulfonsaure,
bei RT geriihrt (Abbildung 69).

H3CO H3CO

0
p-TsOH/MeOH
0 * HOOCHs)s  — 7y
o)

23
Abbildung 69: Synthese des Enolcthergemisches (110, 111).

Nach erfolgter Reaktion wurde die Reaktionslgsung mit einer NaHCO3-Lo-
sung versetzt und dreimal mit CH;Cl; extrahiert. Nach dem Zurlickwaschen
der organischen Phase mit Wasser, wurde iber MgSO4 getrocknet, abfiltriert
und vorsichtig bei RT eingeengt (beliiften mit vorgetrocknetem N3). Nach
abschliessender Flash-Sdulenchromatografie konnten die beiden Isomeren (110,
111) mit einer Gesamtausbeute von 75% isoliert werden.

Beim Einengen der organischen Phasen wurde jeweils eine partielle Hydrolyse
der isomeren Enolether (110, 111) beobachtet. Zusdtzlich kam es bei
Temperaturen ab ca. 30°C zu deren Isomerisierung. Durch das Zuriickwaschen
der organischen Phasen mit einer NaHCO3-Lésung und anschliessendem
Trocknen {MgSO4) und Einengen bei RT konnten diese Probleme deutlich
reduziert werden. Das gleiche Verfahren wurde beim Koevaporieren mit
CHCI; angewendet. Zusdtzlich wurden simtliche NMR-Lsungsmittel iber
aktiviertes Alox filtriert.

In WMR-Langzeitversuchen zeigte sich jedoch, dass die beiden isomeren
Enolether auch in filtriertem CDCl3 partiell hydrolysieren. Die gemessenen
Werte der Elementaranalysen zeigten ebenfalls eine Abweichung von 0.8 bzw.
4.9% (C) von den theoretisch berechneten. Werten.
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Analog zur Isoxazolbildung der 1,3-Diketonverbindungen findet der Angriff
des Nukleophils an beiden Carbonylfunktionen des 4,6-Dioxoheptanséure-
methylesters (23) statt. Das Verhiiltnis der beiden resultierenden Isomere 110
und 111 von 6 : 1 wurde mittels TH-NMR-Spekiroskopie bestimmt. Die
Strukturzuordnug der einzelnen lsomere erfolgte anhand des HETCOR L.R--
Spektrums. Die Auswertung der NMR-Daten zeigt, dass der Angriff des
Nukleophils zwar nicht setektiv, aber stark bevorzugt am reaktiveren C(6) des
4,6-Dioxoheptansduremethylesters (23) stattfindet.

TH- und 13C- NMR-Untersuchungen zeigen, dass die beiden getrennten
Regioisomere 110 und 111 jeweils als (E) - und (Z}-Diastereoisomerengemisch
vorliegen. Aufgrund des Fehlens eines verbriickenden H-Atoms kénnen sich
die Enolether nicht {iber einen sechsgliedrigen Ring zum (Z)-Diastereo-
isomeren stabilisieren.

5213 these von (E/ Z)-4-Oxo-6-oxytrimethylsilyl-5-heptensiuremethylester -
120), [59}

Die Silylierungsreaktion des 4,6-Dioxoheptansduremethylesters (23) in HMDS
fiihrte in Anwesenheit katalytischer Mengen Imidazol zum (E/Z)-Diastereo-
isosomerengemisch des 4-Oxo-6-oxytrimethylsilyl-5-heptensduremethylesters

(E / Z-120) (Abbildung 70).

H3CO H3CO

0 8}
Imidazol, HMDS
0 tl/21n 0
[#]
0OS5i(CH3)3
23 E/Z-120

Abbildung 70: Synthese des (E/Z)-Silylenolethergemisches E / Z-120.

Das Reaktionsgemisch wurde unter einer Stickstoffatmosphére wihrend 21 h
riickflussiert. Nach direkt anschliessender Kugelrohrdestillation konnte das
Produkt in einer Ausbeute von 95 % iscliert werden.
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Im Gegensatz zur Isoxazol- und Enoletherbildung der 1,3-Diketonver-
bindungen, findet die Silylierung des 4,6-Dioxoheptansduremethylesters (23)
unter den verwendeten Bedingungen ausschliesslich am Carbonylsauerstoff
des C(6) statt.

Das Interesse am 4-Oxo-6-oxytrimethylsilyl-5-heptensdure-methylester (120)
liegt in dessen Verwendung zur Pyrrolsynthese. Das Umsetzen mit
Esterderivaten von ALA (2) kbnnte in organischen aprotischen Lésungsmitteln
durchgefiihrt werden .

hese von (E/Z)-6-Chlor-4-ox0-5-heptensiuremethylester - 14
Zur Synthese des Diasterecisomerengemisches E/ Z-121 wurde eine Ldsung des

4,6-Dioxoheptansiuremethylesters (23} mit Oxalylchlorid in Toluol bei 70°C
geriihrt (Abbildung 71).

H3CO H3CO
0 O
. cn#m _Tolwol
Q 70°C, 3.5h Q
Q
(o]
Cl
23 ' (EZ}121

Abbildung 71: Synthese des (E/Z)-6-Chlor-4-0xo0-5-heptensiiuremethylester (121).

Das Reaktionsgemisch wurde nach 3.5h Reaktionszeit direkt einrotiert und
sdulenchromatografiert. Die beiden getrennten Diastereocisomeren konnten in
einer Gesamtausbeute von 30% isoliert werden.

Die Strukturzuordnung der getrennten Diasterecisomeren erfolgte mittels
NMR-Spekiroskopie (NOESY, HETCOR L.R.).
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Synthese von Pyrrolen

Pyrrolsynthesen aus 1.3 - Diketonen und & - Aminoketonen, [148]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine erweiterte Variante der Knorr’schen
Pyrrolsynthese angewendet. Sie besteht darin, a-Aminoketon-Salze direkt mit
1,3-Diketonen zu Pyrrolen umzusetzten {148]. Es konnten dadurch
verschiedene Modellverbindungen synthetisiert werden.

Die wichtigste Anwendung dieser Methode ist die Kondensationsreaktion
zwischen 5-Aminolavulinsiurehydrochlorid (2) und 4,6-Dioxoheptansiure (11)
in einem 1 M AcOH/NaOAc-Puffer. Die Reaktion ergab ein Gemisch von vier
isomeren Pyrrolen 125 - 128, die aufgrund ihrer Strukturmerkmale von
grossem Interesse fiir die von uns durchgefiihrten Inhibitionsstudien sind
(Abbildung 72).

HO
HO,
8]
(o]
Knorr-Kondensation E
) P
125
Fischer-Fink-Kondensation
HO
[, o5 HO 5
.I"IN CH r"‘rN OH
H o 8] H 5
126 128

Abbildung 72: Isomere Pyrrole 125 - 128.
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Prinzipiell enstehen zwei unterschiedliche Pyrroltypen: a-bzw. p-freie Pyrrole.
Daraus folgt, dass es zwel unterschiedliche Reaktionsmechanismen geben
muss. Die Pyrrole 122 und 124 stellen formal die erwarteten "klassischen”
Knorr'schen Kondensationsprodukte dar. Als Mechanismus wird allgemein der
im Anschluss beschriebene Reaktionsweg angenommen (vergl. Abbildung 73).

Reaktionsmechanismus der ‘sch le (vergl. Abbildu

- Bildung des Imins 122,

- Tautomere Imin-Enamin-Gleichgewichtsbildung in Richtung des leicht
enolisierbaren Diketons 11.

- Intramolekulare Cyclisierung des Enamins 123 und H,O-Abspaltung zu den
pyrrolischen Produkten 125/127.

Die Bildung der Pyrrole 126 und 128 hingegen weichen im Enoliserungsschritt
vom "klassischen” Knorr'schen Pyrrolsynthesemechanismus ab (vergl. Abbil-
dung 73).

Reakti anismus der Fischer-Fink'schen le (vergl, Abbildun :

- Bildung des Imins 122,

- Enolisierung auf der ALA-Seite zum Zwischenprodukt 123 und intramole-
kulare Aldolreaktion.

- H,0-Abspaltung zu den pyrrolischen Produkten 126/128.
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Abbildung 72 Pyrrolbildung nach Knorr und Fischer-Fink (Kleinspehn [149]).

Nach Kleinspehn [149] verliuft die Pyrrolbildung zwischen dem Aminomalon-
saureester (129) und Acetylaceton nach demselben Mechanismus.

Der aus dem entsprechenden N-Oximvorldufer in situ reduzierte (Zn, AcOH)
Aminomalonsdureester (129) wurde mit Acetylaceton in AcOH am Riickfluss

zum Pyrrol 130 umgesetzt (Abbildung (74)).
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Abbildung 74: Pyrrolbildung nach Kleinspehn [149]).
Kieinspehn erhielt das Pyrrol 130 als einziges Produkt (kein Knorrprodukt!).

Im Normalfall stehen aber beide Produkte in direkter Konkurrenz, und je nach
Reaktionsbedingungen kann der eine oder andere Reaktionspfad vorherrschen.
Im allgemeinen zeigen jedoch meso-unsubsiituierte 1,3-Dicarbonyl-
verbindungen gréssere Tendenz zum "normalen” Ringschluss, wihrend
Derivate mit einem Substituenten in der «-Position zu beiden
Carbonylgruppen eher zur Bildung des Fischer-Fink-Produktes neigen ([1] 5.
2106,

Zur Trennung wurden die Pyrrole in deren Butylesterderivate tiberfithrt.

hyl-4-phenyl- i -2-phenyl-
[ - 1 1

Die Synthese dieser beiden Modellverbindungen wurde ausgehend von

Acetylaceton und Phenacylamin-hydrochlorid in verschiedenen L&sungs-
mitteln durchgefiihrt (Abbildung 75).

-76 -



Theoretischer Teil

+HaN
cl-

0
0

N 131

0
. versch. LM X
s i
Tl

0

[\

o
o
132

Abbildung 75: Synthese der Modellpyrrole 131, 132,

Die folgenden Losungsmittel wurden zur Synthese verwendet:

a.) 1 M Essigsdure/Natriumacetat - Puffer
b.) Toluol in Anwesenheit von 1.1 Aeg. NEt3
¢.) AcOEt in Anwesenheit von 1.1 Aeq. NEt3
d.) HMDS

a.) Reaktion in 1 M Essigsdure/Natriumacetat - Puffer:

Die beiden kiuflichen Edukte wurden im Puffer geldst und wihrend 30 min
riickflussiert. Die resultierende Reaktionslsung wurde in den Kiihlschrank
gestellt, wodurch das Produkt in Form eines gelben Niederschlags ausfiel.
Nach dem Abfiltrieren, Waschen und Trocknen am HV konnte das
Produktgemisch mit einer Ausbeute von 75% isoliert werden. Das Verhiltnis
der beiden resultierenden lsomere 131 und 132 von 4 : 1 wurde mittels 1H -
NMR- Spektroskopie bestimmt.

Durch Sédulenchromatografie konnten die beiden isomeren
Modellverbindungen schliesslich getrennt werden.

b.) Reaktion in Toluol:

Phenacylaminhydrochlorid wurde in Toluol vorgelegt und zuerst mit 1.1 Aeq
Triethylamin und anschliessend mit Acetylaceton versetzt. Die anfinglich
weissliche Suspension wurde wihrend 2 h riickflussiert, wodurch sie sich gelb
verfarbte. Nach dem Abkiihlen im Kéhlschrank wurde abfiltriert und mit
Toluol nachgewaschen. Schliesstich wurde das Filtrat eingeengt und wihrend 2
h am HV getrocknet, Dadurch konnte das Produktgemisch mit einer Ausbeute
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von 47 % isoliert werden. Durch die Kontrolle des abfiltrierten Triethyl-
ammoniumchlorids mittels 1H - NMR- Spektroskopie, konnte ein Verlust an
Produkt durch Ausfallen ausgeschlossen werden.

Das Verhiltnis der beiden resultierenden Isomere 131 und 132 von 5 : 1 wurde
mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt,

Im Vergleich zur Reaktion im Essigsdure / Natriumacetat - Puffer ergibt die
Reaktion in Toluol deutlich schlechtere Ausbeuten. Zusitzlich verkleinert sich
auch der relative Anteil des Fischer-Fink-Produktes 132.

¢.) Reaktion in AcOEL:

Phenacylaminhydrochlorid wurde in AcOEt vorgelegt und zuerst mit 1.1 Aeq
Triethylamin und anschliessend mit Acetylaceton versetzt. Die anfinglich
weissliche Suspension wurde wihrend 2 h riickflussiert, wodurch sie sich
orange verfirbte. Nach dem Abkithlen im Kiihischrank wurde abfiltriert und
mit AcOEt nachgewaschen. Schliesslich wurde das Filtrat eingeengt und
wihrend 2 h am HV getrocknet.

Aus NMR-Untersuchungen (13C/1H) des isolierten Zwischenproduktes folgt,
dass die Reaktion in AcOEt nicht zur Pyrrolbildung fithrt, sondern vermutlich
auf der Ketoenamin-Zwischenstufe 133 stehen bleibt (Abbildung 76).

o 0
>>:0 ] AcOEt
+ ————————
°

*HyN
ol T4, 2h H
(o]

133
Abbildung 76: Synthese des Ketoenaminzwischenproduktes 133.

Die Isolierung des Ketoenamins 133 erwies sich als problematisch. Durch
Siulenchromatografie liber Kieselgel resultierte die Zyklisierung zu Pyrrolen.
Umkristallisationsversuche ergaben ebenfalls keine befriedigenden Resullate.
In diversen Gemischen (AcOEt/Hex; CHaCla/CHCly; CHCl3/CCly) bildeten
sich bereits bei leichtem Erwirmen ebenfalls Pyrrole.

Vermutlich verhindert die Anwesenheit des NEt; in der Reaktionslosung die
Pyrrolbildung wihrend der Reaktion. Nach dem Eindampfen und Trocknen
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am HYV liegt das Ketoenamin 133 basenfrei vor und kann somit in Anwesen-
heit kleinster Sduremengen relativ leicht zyklisieren.

d.) Reaktion in HMDS

Die Durchfiihrung der Reaktion in HMDS fithrte nach zweistiindigem
Rickflussieren, anschliessendem Abfiltrieren, Einrotieren und Trocknen am
HV ebenfalls zum Ketoenaminzwischenprodukt 133.

Im Vergleich zur Reaktion in AcOEt, enstehen bei der Verwendung von HMDS
neben dem Ketoenamin 133 eine deutlich gréssere Anzahl an Nebenprodukten
('H-NMR).

Die Verwendung weiterer Losungsmittel (MeOH, EtOH, siehe Kap. 5.3.7) zeigt,
dass die Pyrrolsynthese aus einem 1,3-Diketon mit einem a-Ketoamin bei
weitemn am besten in wissrigen, schwach sauren Lésungen verlduft.

Synthese von 3-Acetyl-4-(2-carboxyethyl)-2-methyl-pyrrol 2-(3-Carboxy-
1-oxopropyl)-3,5-dimethyl-pyrrol (135), [148]

Zur Synthese der beiden isomeren Pyrrole (134, 135) wurde Acetylaceton mit 5
Aminoldvulinsdurehydrochlorid (2} in einem 1 M Essigsdure/Natriumacetat-
Puffer riickflussiert (Abbildung 77).

HO, HO, o
0
o
0 /\
0 . N 1M NaAcQ/ AcOH-Putfer N 134
3 L
0 o T4, 30min .
2
/o
N OH
H
135

Abbildung 77: Synthese der isomeren Pyrrole 134, 135.
Die beiden Edukte wurden im Puffer gelost und wihrend 30 min riickflussiert.
Die resultierende Reaktionslosung wurde in den Kiihlschrank gestellt,
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wodurch das Produkt in Form eines beigen, flockigen Niederschlags ausfiel.
Nach dem Abfiltrieren, Waschen und Trocknen am HV konnte das Produkt-
gemisch mit einer Ausbeute von 86.6% isoliert werden. Das Verhiltnis der
beiden resultierenden 1samere 134 und 135 von 20 : 1 wurde mittels 1H - NMR-
Spekiroskopie bestimmt.

Die Trennung der beiden lsomeren war durch Siulenchromatografie nicht
realisierbar. Hingegen konnten deren n-Butylesterderivate getrennt werden
(Kap. 5.3.4).

Synthese von 3-Acetyl-4-{2-butoxycarbonylethyl)-2-methyl-pyrrol {138), 2-{3-

Bu carbonyi-1-oxopropyl)-3.5-dimethyl- ol 1

Zur Synthese der beiden n-butylierten isomeren Pyrrole (136, 137} wurde das
Pyrrolgemisch 134, 135 in n-Butanol in Anwesenheit katalytischer Mengen von
Siure (H30¥) riickflusstert (Abbildung 78).

Die Strukturen der einzelnen Isomeren sind im experimentellen Teil dargestellt.

Ry Ra Ry Rz
H30*, n-Butanal
A MR TL . 45 min m
4 H 1 Ay H Ry

134,135 136, 137

Abblldung 78: Synthese der isomeren n-Butyl-pyrrole 136, 137.

Ry Rj Ry R4
13 H (CH»);CO-H C(Q)CH3 CHsz
135 | C(O)}CH»COH CHj H CH,
Ry Ry Ry R4'
136 H YCO2(CH7)3CHy|  C(OYCH;3 CHs
137 XCOx(CH»)3CH3 CHj H CH,

X =C(0)(CH2)z: Y = (CH2)2.

Die isomeren Pyrrole (134, 135) wurden in n-Butanol geldst, mit einigen
Tropfen konzentrierter HCl-Losung versetzt und wilhrend 45 min riickflussiert.
Danach wurde die dunkelbraune Reaktionsldsung in AcOEt aufgenommen
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und zur Entfernung der Salzsiure zweimal mit HyO extrahiert. Nach dem
Zuriickextrahieren der wissrigen Phase wurden die organischen Phasen ver-
einigt, getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV
resultierte das Produktgemisch (136, 137) mit einer Ausbeute von 94%,

Nach zweifacher Sdulenchromatografie konnten die beiden getrennten Isomere
3-Acetyl-4-(2-butoxycarbonylethyl)-2-methyl-pyrrol (136) und 2-{3-Butoxy-
carbony!l-1-oxopropyl)-3,5-dimethyl-pyrrol (137) isoliert werden.

Spitere Veresterungsreaktionen wurden in Anwesenheit von katalytischen
Mengen p-Toluolsulfonsiure (statt HCl) durchgefiihrt. Dabei kam es zu einer
deutlich schwicheren Rotfirbung (Pyrrololigomerbildung) der Reaktions-
lésung.

Synthese von_3-(3-Carboxy-1-oxopropyl)-2-methyl-4-phenyl-pyrrol 3-(2-
Carboxyethyl)-5-methyl-2-phenylcarbonyl- | Acetyl-2-(2-Carboxy-
ethyl}-4-phenyl-pyrrol 5-(2-Carboxvethyi)-3-methyl-2-phenyl-carbonyl-

ol 148

Die Reaktion von 4,6- Dioxoheptansiure {11} mit kéduflichem Phenacyiamin-
hydrochlorid in T M Essigsiure/Natriumacetat-Puffer (Rickfluss) flihrte zur
Bildung der vier isomeren Pyrrole (138 - 141) (Abbildung 79).

Die Strukturen der einzelnen Isomeren sind im experimentellen Teil dargesteilt.

OH
O
Ra Ra
0 1M ACOR / AcO * - Putter A
Tl,25h R4 N Ry
+  *HgN H
Ci-
138- 141
1
Abbildung 79: Synthese der 4 isomeren Pyrrole 138 - 141.
R} R; Ra R4
138 H CeHs C(O)}CHs»COH CHj3
139 C(Q)CeHs {(CH2),COzH H CHj
140 H CeHs C(O)CH; {CH3);C0:H
141 C(OYCgHs CHj3 H {CH2)CO2H

-81-



Theoretischer Teil

Die beiden Edukte wurden im Puffer geldst und wihrend 2.5 h riickflussiert.
Die resultierende Reaktionslosung wurde auf RT abgekiihlt und dreimal mit
CHCl3 extrahiert. Nach dem Einengen und Trocknen am HV wurde eine
klebrige Masse in quantitativer Ausbeute erhalten.

Die Auswertung des TH-NMR-Rohspektrums ergab ein Verhiltnis der Knorr-
138, 140 zu den Fischer -Fink-Kondensationsprodukten 139, 141von5: 1.

Die Trennung der vier Isomeren war durch Siulenchromatografie nicht
realisierbar. Hingegen konnten deren n-Butylesterderivate getrennt werden
{Kap. 5.3.6).

Eine Variante zur Bildung der Methyiester bzw. der Zwischenprodukte der
vier Pyrrole 138 - 141 kann ausgehend vom 4,6-Dioxoheptansduremethylester
(23} mit Phenacylaminhydrochlorid in organischen Ldsungsmitteln in
Anwesenheit von NEt; realisiert werden.

a.) Reaktion in Toluol:

Analog zu den in Kap. 5.3.2 gemachten Beobachtungen zeigt sich auch hier,
dass die Reaktion in Toluo! deutlich weniger effizient als im Essigsiure /
Natriumacetat - Puffer verliuft (kleinere Ausbeuten (30 - 50 %), lingere
Reaktionszeit (15 - 20 5td.)).

b.} Reaktion in AcQEt;

Analog zum Kab. 5.3.2 konnte auch hier die Bildung einer Ketoenamin -
Zwischenstufe 142 beobachtet werden (Abbildung 80).

\O
\o o
Q
. 0 NEt3, AcOEt
. - + Isomers
*H3N H N'H o)
cl-
23

142
Abbildung B0: Synthese des Kelocnaminzwischenprodukies 142.
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Die Isolierung des Ketoenamins 142 erwies sich allerdings als problematisch.
Durch Siulenchromatografie liber Kieselgel resultierte die Zyklisierung zu
Pyrrolen. Umkristallisationsversuche ergaben ebenfalls keine befriedigenden
Resultate. In diversen Gemischen (AcOEt/Hex; CH2Cly/CHCl3; CHCl3/CCly)
bildeten sich beim Erwédrmen ebenfalls Pyrrole.

Vermutlich verhindert die Anwesenheit des NEt3 in der Reaktionslosung die
Pyrrolbildung wihrend der Reaktion. Nach dem Eindampfen und Trocknen
am HV legt das Ketoenamin 142 basenfrei vor und kann somit in Anwesen-
heit kleinster Siuremengen relativ leicht zyklisieren.
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Synthese von 3-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-2-methyl-4-phenyl-pyrrol

2-bu -Cal 1 1}-5-m 1-2-phenylcarbonyl- | -
Acetyl-2-(2-butoxy-carbonylethyl)-4-phenyl- ] 2-Bu carbonyl-
ethyl 1-2-phenylcarbonyl- al

Zur Synthese der vier n-butylierten isomeren Pyrrole 143-146 wurde das
Pyrrolgemisch 138-141 in n-Butanol in Anwesenheit katalytischer Mengen von
p-TsOH riickflussiert (Abbildung 81}.

Die Strukturen der einzelnen Isomeren sind im experimentellen Teil dargestellt.

R3 Ra Ry Rz
{Z—g\ p-TsQH, n-Butanal M
] a? TL, 90 min RO N Ry
H H
138 - 141 143 - 146

Abblldung 81: Synthese der isomeren n-Butyl-pyrrole (143-146).

Rj Ry R3 R4
138 H CeHs C({O)(CH»COzH CHy
139 C{O)CHs (CH2)2CO-H H CHj3
140 H CgHs C(O)CH;3 (CHanCOsH
141 C(O)CgHs CHj H (CHz),C0-H
Rs Rg Ry Rg
143 H CgH5 ACOz(CHZ)3CH3 CH3
144 C(OXCgHs Y CO4(CH2)3CH3 H CHj3
148 H CgHs C(O)CH; YCO3(CH2)1CH;3
146 COYCeHs CHy H YCO(CH)CHy

X =C(0)(CH2)2; Y = (CH2)2.

Die isomeren Pyrrole 138-141 wurden in n-Butanal geldst, mit einer
katalytischen Menge von p-TsOH versetzt und wihrend 90 min riickflussiert.
Danach wurde die dunkelbraune Reaktionslésung in CHCl3 aufgenommen
und zur Entfernung der p-TsOH zweimal mit B30 extrahiert. Nach dem
Zuriickextrahieren der wissrigen Phase wurden die arganischen Phasen ver-
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einigt, getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV
resultierte das Produktgemisch 143-146 in quantitativer Ausbeute.

Nach zweifacher Sdulenchromatografie konnten 143 und 146 getrennt mit einer
Mischfraktion von 144 und 145 in einer Gesamtausbeute von 92.6 % isoliert
werden.

h n_4-(2-Carboxyethyl)-3-(3-carboxy-1-oxopropyl)-2-methyl- ol

3-(2-Car hyl)-2-(3-carboxy-1-oxoprepyl)-S-methyl-pyrrol
Al 1-2,4-di(2-car ethyl)-pyrrol S5-{2-Carbox 1)-2-(3-car] -1-
xopropyl)-3-m 1- |

Die Reaktion von 4,6- Dioxoheptansidure (11} mit 5-Aminolivulinsiure-
hydrochlorid (2) in 1 M Essigsdure / Natriumacetat - Puffer (Riickfluss) fiihrte
zur Bildung der vier isomeren Pyrrole 125-128 {Abbildung 82).

Die Strukturen der einzelnen Isomeren sind im experimentellen Teil dargesteilt.

OH HO
o
0 Ry Ro
s 1M AcOH / AcO * - Pufier M
O 11,45 min Re Oy Ay
H
0
1
1

*HaN
ol
2 125.128
Abbildung 82; Synthese der isomeren Pyrrole (125 - 128).

Ry R~ R4 R4
125 H (CH7)COH | C{O)CH2»,COH CH1
126 | C(OXCH»COH | (CH3),COH H CHs
127 H (CH7)2COzH C(0)CH3 (CH2)»COzH
128 | C(ONCHzpCOH CH3 H (CH2),COH

Die beiden Edukte wurden im Puffer gelst und wihrend 45 min riickflussiert.
Die Reaktionslosung wurde anschliessend mittels konz. HCI - Losung auf pH =
1 gestellt und direkt sechsmal mit AcOEt extrahiert. Dabei bildete sich ein
weisser Niederschlag in der wissrigen Phase, der sich wihrend der ganzen
Extraktion nicht mehr aufléste. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, mit
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kaltern Wasser nachgewaschen und anschliessend wihrend 2 Tagen am HV
getrocknet. Es handelte sich dabei um reines 4-(2-Carboxyethyl)-3-(3-carboxy-1-
oxopropyl)-2-methyl-pyrrol (125) in einer Ausbeute von 51.7%.

Die vereinigten Acht - Extrakte wurden iiber MgSQ;y getrocknet, abfiltriert
und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV iiber Nacht konnte das Isomeren-
gemisch 125-128 mit einer Ausbeute von 49.7% iscliert werden.

Der Grund fiir die zu grosse Gesamtausbeute (101.4%) liegt in den hygros-
kopischen Eigenschaften der Produkte.

Diese Methode der Abttennung des 4-(2-Carboxyethyl)-3-(3-carboxy-1-
oxopropyl)-2-methyl-pyrrols (125) bringt zwei Vorteile: Einerseits kann
dadurch das Pyrrol 125 direkt sehr rein erhalten werden, andererseits wird die
Trennung der n - Butylester der {brigen Isomere 126-128 erleichtert (Kap.
5.3.8), da bereits rund S0 % der Reaktionsmasse entfernt worden sind.

Die Tatsache, dass die freien Pyrrolsdurederivate 125-128 chromatographisch
nicht direkt getrennt werden kénnen, sondern dazu in ihre n-Butylester-
derivate liberfiihrt werden miissen, motivierte uns, die Pyrrolsynthese direkt in
Alkoholen (MeQH, EtQOH) durchzufiihren. Leider waren die Resultate sehr
enttiuschend. Auch nach mehreren Stunden am Riickfluss konnten keine
signifikanten Produktmengen festgestellt werden.

Versuche zur Verbesserung der relativen Ausbeuten der Fischer-Fink-Produkte
126,128 in anderen Pufferlésungen (HCOOH/NaCOQ; verschiedene
Phosphatpuffer) scheiterten ebenfalls.

Synthese von 4-(2-Butoxycarbonylethyl)-3-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-2-
methyl-pyrrol -{2-Butoxycarbonylethyl)-2-(3-butoxycarbonyl-1-oxo-
ropyl)-5-methyl- (o) 3-Acetyl-2 4-di(2-butoxycarbonylethyl) 1

S-(2-Butoxycarbonvlethyl)-2-(3-butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-3-methyl-

pyrrol (150)

Zur Synthese der vier n-butylierten isomeren Fyrrole 147-150 wurde das
Pyrrclgemisch 12 -128 in n-Butanol in Anwesenheit katalytischer Mengen von
p-TsOH riickflussiert (Abbildung 83).

Die Strukturen der einzelnen Isomeren sind im experimentellen Teil dargestelit.
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Ri R Ry Rz
Aﬂ p-TsOH, n-Butanal M
Re” N : T4, 45 min RI N Ay
H H
125-128 147 - 150

Abbildung B3: Synthese der isomeren n-Butyl-pyrrole 147-150.

Ry R2 Rsy R4
125 H (CH2),C0H | C(O)CHynCOH CHs
126 | CIOWCH2nCO2H |  (CH2)2CO2H H CHj
127 H (CH2)2C0-H C{O)CH; {CH3);CO2H
128 [ C(O)(CH»COsH CHj3 H {CH2)»COsH
Ry’ Ry Ry' R¢'
147 H YCOz(CHz)3CH3 | XCO2(CH3)3CH3 CHj
148 | XCO(CHz)aCH3 | YCO2(CH2)1CH3 H CH4
149 H YCOxCHa13CH31|  C(Q)CH3 | YCONCH)1CHA
150 | xco.icH,)CH; CH3 H YCO,(CHz)11CH5

X =C(OXMCH3)1: Y = (CHpn.

Die isomeren Pyrrole 125-128 wurden in n-Butanol gelgst, mit einer
katalytischen Menge von p-TsOH versetzt und wihrend 45 min riickflussiert.
Danach wurde die dunkelbraune Reaktionslosung in AcOEt aufgenommen
und zur Entfernung der p-TsOH zweimal mit HpO extrahiert. Nach dem
Zurickextrahieren der wissrigen Phase wurden die organischen Phasen ver-
einigt, getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV
resultierte das Produktgemnisch 147 - 150 in 72% Ausbeute.

Nach zweifacher Siulenchromatografie konnten die vier Isomeren mit einer
Gesamtausbeute von 58.1 % isoliert werden.
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Verseifung der pn-Butylester 147-150

Zur Verseifung der vier n-butylierten isomeren Pyrrole 147-150 wurden die
getrennten Pyrrole (Kap. 5.3.8) in einem NaOH/Dioxan Gemisch bei
Raumtemperatur wihrend 1.5 h geriihrt (Abbildung 84).

Ry Rz Ry Ra
1 MNaOH /Dloxan 1 : 1
M RT,15h ﬂ
Ras u Ay R N A,y
147 -150 125 - 128

Abblldung 84: Verseifung der isomeren n-Butyl-pyrrole (147 - 150).

Ry Ry’ Ry Ry
147 H YCO,(CH3)3CH1 | XCO2(CH)3CH3 CH,
148 | XCO9(CH;3)3CH1 | YCO2(CH2)3CHA H CH3
149 H YCOx(CHp3CH3|  C(O)CH3 | YCONCHCH3
150 | XCO»(CH7)3CH3 CH3 H YCO(CHznCH3

X =C(OXCH)z; Y = (CHa).

Ry R; Ry Ry
125 H (CH2)2COoH | C(OXCH»COoH CHz
126 | C(OYCH2»CO3H (CH2)>CO»H H CHj
127 H {CH2)2CO-H C(0¥CH3 (CH2»COH
128 | C(O)CHLCO.H CH; H (CH3)2CO;H

Die Reaktionen wurden zum Vermeiden einer Photooxidation unter
Lichtausschluss durchgefiihrt. Nach erfolgter Hydrolyse wurde zweimal
Hexan extrahiert und dann mittels konz. HCl-Ldsung auf pH 2 gestellt.
Schliesslich wurde dreimal mit AcOEt extrahiert, iiber MgSOy4 getrocknet,
filtriert und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV iiber Nacht resultierten die
Produkte in quantitativer Ausbeute (> 100 %).

Der Grund fiir die zu grossen Ausbeuten liegt in den hygroskopischen
Eigenschaften der Produkte. Diesselben Beobachtungen wurden von H.
Bertschy im Rahmen seiner Dissertation [102] gemacht.
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5.3.10 Symthese von 3-Ethoxycarbonyl-2-phenylcarbonyl-5-methyl-pyrrol (151) / 3-(2-
Ethoxycarbonyl-methanovl}-2-methyl-4-phenyl- ] 148

Zur Synthese der beiden Pyrrole 151, 152 ausgehend von 2,4-Dioxopentan-
siureethylester (27) und Phenacylaminhydrochlorid wurden verschiedene
Losungsmittel getestet. Die besten Resultate konnten dabei in Toluol in
Anwesenheit von 1 Aeq. HMDS erzielt werden (Abbildung 85).

0
o
/Y
N
_HMDS, Toluol _ H g
151
Tl 3h +
’HaN
No o

o

/N

N
H 152
Abbildung 85: Synthese der Pyrrole 151, 152.

Die folgenden Losungsmittel wurden aufgrund vorangegangener Pyrrol-
synthesen verwendet:

a.) Toluol in Anwesenheit von 1 Aeq. HMDS
b.) 1 M Essigsdure / Natriumacetat - Puffer
c)HMDS

a.) Reaktion in Toluol:

Phenacylaminhydrochlorid wurde in trockenem Toluocl vorgelegt und zuerst
mit HMDS und anschliessend mit einer Losung von 2,4-Dioxopentan-
siureethylester (27) in trockenem Toluol versetzt. Die anfinglich gelbliche
Suspension wurde wihrend 3 h riickflussiert, wodurch sie sich dunkelbraun
verfirbte. Nach dem Abkithlen auf RT wurde direkt eingeengt und
chromatografiert. Dadurch konnte das 3-Ethoxycarbonyl-2-phenylcarbonyl-5-
methyl-pyrrol (151) mit einer Ausbeute von 11.8 % und das 3-(2-Ethoxy-
carbonyl-methanoyl)-2-methyl-4-phenyi-pyrrol (152) mit einer Ausbeute von
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2.8 % isoliert werden. Zusétzlich konnten noch geringe Mengen von 2-N-
Phenacylamino-4-oxo-2,3-pentensiureethylester (153) isoliert werden.

Bemerkung: Auffallend ist, dass bei der Anfirbung der Reaktionsprodukte
mittels Ehrlich-Reagens die Farbreaktion deutlich langsamer verlduft. Sie setzt
nicht sofort ein, sondern nimmt wiihrend mehreren Stunden an Intensitit zu.

b.} Reaktion in T M Essigsdure/Natriumacetat - Puffer:

Die beiden Edukte wurden im Puffer riickflussiert. Die resultierende Losung
verfirbte sich nach wenigen Minuten nach dunkelrot - schwarz. Weil aber
gemiss DC - Untersuchungen noch grosse Mengen an Edukt iibrig waren,
wurde die Reaktionsdauer auf 1 h ausgedehnt.

Nach dem Abkiihlen wurde die Reaktionslosung auf pH = 2 angesduert (HCl
konz.), mit NaCl gesdttigt und dreimal mit AcOEt extrahiert. Nach dem
Trocknen, Abfiltrieren und Eindampfen der Reaktionsldsung resuitierten rund
10 % der erwartaten Masse. IH - NMR - Untersuchungen ergaben, dass davon
rund 20 % 3-Ethoxycarbonyl-2-phenylcarbonyl-5-methyl-pyrrol {151} und 3-(2-
Ethoxy-carbonyl-methanoyl)-2-methyl-4-phenyl-pyrrol (152) waren.

Somit liegen die Ausbeuten deutlich tiefer als diejenigen der Reaktion in
Toluol.
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¢.) Reaktion in HMDS

Die Durchfiihrung der Reaktion in HMDS fihrte nach einstiindigem
Riickflussieren, anschliessendem Abfiltrieren, Einrotieren und Chromato-
grafieren zum 4-N-Phenacylamino-2-oxo-3,4-pentensiureethylester (154) (Ab-
bildung 86).

o- H-
(o] R © HMDS
OH TR
*HaN
o] Cl-
27 ) 154

Abbildung 86: Synthese des Ketoenamins 154.

Uebereinstimmend mit den theoretischen Grundlagen (Kap. 4.2.3}, findet der
Angriff des Nukleophils im basischem Milieu selektiv an der 4 - Position des
2,4-Dioxopentansiureethylesters (27) statt.

Die erhbhte Stabititit (Chromatografierbarkeit} des Ketoenaminzwischenpro-
duktes kommt vermutlich durch die aktivierte Ketonfunktion (verstirkt e~ -
ziehend) zustande.

Simtliche Reaktionen, die in Anwesenheit von NEt3 statt HMDS durchgefiihrt
wurden, fiihrten zu fast vollstindiger Dimerisierung des Edukts 27 (Aldolk-
reaktion).
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Svntl Porhobili
these von (E/Z)- -phthalimido)-4-(trimethylsilyloxy)-pent-3-enséure-

methylester -12) und (E/Z)-5-(N-phthalimido)-4-{trimethylsilylo nt-
nsiurem lester - 103

Hj Hy CHjy
O 0 o)
TMSI (1.4 eq.)
(o] HMDS (1.4 8q.) Si(CHa)a + Si(CHa)y
o z o 20h/RT o ; o ;
155 E/Z-12 EfZ-156
Abbildung 87: Synthese der Silylenolether E/Z-12 und E/Z-156.

Der 5-(N-Phthalimido)-laevulinsauremethylester (155) wurde in trockenem
CHCl3 unter Ny vorgelegt und zur Silylierung zuerst mit 1.4 Aequivalenten
HMDS und anschliessend mit 14 Aequivalenten TMSI versetzt. Nach 20 h
Rithren bei RT wurde die Reaktionslésung am RV unter Ny-Atmosphire
eingeengt und mit trockenem Hexan versetzt. Der gebildete weisse
Niederschlag wurde unter Schutzgas iiber Celite abfiltriert, mit Hexan
gewaschen und das Filtrat erneut am RV eingeengt. Nach dem Trocknen am
HV konnte das Produkt als zihfliissiges Oel in quantitativer Ausbeute isoliert
werden. Dieses wurde ohne zusétzliche Reinigung fir Aldolkopplungen
eingesetzt.

Das 'H-NMR-Spektrum des Rohproduktes (vollstindige Umsetzung) wies
neben Spuren der Reaktanden und des Losungsmittels (HMDS, TMSI, Hexan,
etc.), auch geringste Spuren des unerwiinschten Regioisomerenpaares E/Z-156
auf. Der Silylenolether 12 wurde dabei in einem E/Z-Verhiltnis von 45 : 55
gebildet.
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Synthese des 4-Cyang-4-oxo-hutansiuremethylesters (13}, [103]

'j\/\rocu CueN (12 0a) j\/\(ocu
3 - 3
c CHaCN/35h/ T NC

0 o)

13
Abbildung B8: Synthese des 4-Cyano-4-oxobutansiuremethylesters (13),

Eine Suspension von kiuflichem CuCN in CH3CN wurde bei RT mit
kiuflichem Bemnsteinsiuremonomethylesterchlorid versetzt und wahrend 3.5 h
riickflussiert.

Die eingeengte Reaktionslésung wurde mit CH,Cl, versetzt, worauf sich ein
grauer Niederschlag bildete. Nach dem Abfiltrieren und Nachwaschen mit
CH,Cl, wurde das Filtrat itber Nacht in den Kiihlschrank gestellt. Es bildete
sich erneut ein grauer Niederschlag, der abfiltriert und mit wenig CH,Cl,
gewaschen wurde. Schliesslich wurde das Filtrat am RV eingeengt. Nach HV-
Destillation konnte der 4-Cyano-4-oxobutansiuremethylester (13) mit einer
Ausbeute von 67% isoliert werden,

der ra an TOXY- xycarbonylme -7-(N-phthal-
imi ansiuremethylester -

A. Chaperon konnte im Rahmen seiner Dissertation [103] zeigen, dass die
Verwendung eines stark elektrophilen Acylcyanids (Acylcyanid - Variante nach
Kraus und Shimagaki [151]) zur besten Aldolkopplungsreaktion fiihrte (87 % -
NMR - Ausbeute}. Er verwendete dabei den regioselektiv gebildeten
Silylenolether E/Z-12 und koppeite diesen unter Mukaiyama - Bedingungen mit
dem Acylcyanid 13 (Abb. 89).
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HaC
2 0 H3C H3
o]
HaC
o H
{HaC)aSi TiC|4 (12eq)
+
CHzCIz 122h
0 e -20°C >§
N

E/Z-12 13 rac-14a,b

Abbildung 89: Synthese des Aldolprodukis rac-14a,b unter Mukeiyama-Bedingungen.

Zu Beginn glavubten wir, dass es sich bei der Bildung von rac-14a,b um eine dia-
stereoselektive Aldolreaktion nach Noyori [142] handeln kénnte. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte diese Hypothese widerlegt werden. Es gelang uns, mittels
1H - NMR Spektroskopie das zweite Diastereoisomere rac-14a zu identifizieren
und damit zu zeigen, dass beide Kopplungsprodukte gebildet werden.
Allerdings war dazu die Messung mit einem 400 MHz NMR - Gerit nétig.
Routinespektren zur Reaktionskonirolle wurden von A. Chaperon jeweils mit
einem 200 MHz NMR - Gerit durchgefiihrt. Das gemessene Spektrum zeigte im
Bereich der Phthalimidomethylengruppe bei 4.87 ppm ein Singulett. Da die
beiden Protonen der Phthalimidomethylengruppe diastereotop sind, wurde
vorerst ausgeschlossen, dieses Signal dem 2zweiten mdglichen
Diastereoisomeren rac-14a zuzuordnen. Erst die Messung mit dem 400 MHz -
Geriit erlaubte es, das Signal bei 4.87 ppm als ein leicht aufgespaltenes AB-
System zu identifizieren. Somit liegt die Vermnutung nahe, dass es sich bei der
entsprechenden Verbindung um das zweite Diastercisomere handelt.

Da keiner der von uns angesetzten Kristallisationsversuche flr eine
Strukturbestimmung brauchbare Kristalle lieferte (kieine, farblose
Kristallnester), kénnen wir keine Zuordnung der relativen Konfigurationen der
beiden Diastereoisomeren machen.

Ein Problem stellte die Reproduzierbarkeit dieser Aldolkopplungsreaktion dar.
Wihrend grosse Ansitze teilweise sehr gute Kopplungsausbeuten von {iber
80% lieferten, waren bei kleineren Mengen die Ausbeuten markant tiefer (10 -
40%).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, welche
Faktoren die Reaktion beeinflussen. Dabei wurden die folgenden
Reaktionsparameter untersucht:

a.) Trocknung der Losungsmittel und der Reagenzien
b.) Verunreinigungen der Edukte

¢.) Anzah! Aequivalente TiClg

d.) Reihenfolge und Geschwindigkeit der Zugabe

&.) Temperatur, Losungsmitiel variationen

a.) Das Standardlésungsmittel der Reaktion CH2Cl; wurde tiber CaHy oder
P;0s getrocknet. Dabei erwies sich CaHj als ungeeignet, denn es wurde bei der
Destillation des Losungsmittels mitgerissen und gelangte dadurch in die
Reaktionsldsung. Somit wurde tiber P20s5 getrocknet. Bei spiteren Versuchen
zeigte sich allerdings, dass kiufliches CHzClz direkt verwendet werden kann,
ohne negativen Einfluss auf die Reaktion.

Die direkte Verwendung von kduflichem TiCly ergab hingegen signifikant
schlechtere Umsitze. Wurde das TiCls allerdings zuerst {iber kdufliches
Polyvinylpiridin destilliert, verbesserten sich die Umsitze um rund 20 %. Rein
optisch war eine deutlich geringere Rauchbildung (HCl und TiO2) zu
beobachien.

b.) Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Spuren von TMSI in
Gegenwart von HMDS, wie sie in grossen Ansitzen (25 mmol)} zwangsliufig
nach der Aufarbeitung des Silylenolethers E/Z-12 noch im Produkt vorhanden
sind, die Enolkomponente nicht zerstdren. Wird hingegen zum Reaktions-
gemisch in Abwesenheit einer Base (z.B HMDS) TMSI zugegeben, so tritt
schnelle Zersetzung der Enoletherkomponente auf.

Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass ein Gemisch von TMSI und HMDS (3 ;
1) auch in Abwesenheit des TiCly die Aldolkopplungsreaktion ermdglicht (25 %
Umsatz). Es resultierten dabei allerdings grosse Mengen an iodierten
Nebenprodukten.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass Spuren von TMSI in Gegenwart von
HMDS die Reaktion nicht negativ beeinflussen. Eine zusitzliche Menge an
TMSI in Anwesenheit von HMDS fiihrt allerdings nicht zu erhdéhter
Aldolkopplung, sondern zu vermehrier Nebenprodukthildung.
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c.) Es zeigte sich in einer Reihe von Versuchen, dass die Verwendung von 1.2
bzw. 2.2 Aeq. TiCly keinen signifikanten Einfluss auf den Umsatz der
Aldolreaktion hat. Interessanterweise konnte hingegen festgestellt werden,
dass das Diastereoisomerenverhilinis rac-14a, rac-14b von der Anzahl
zugegebener TiCly - Aequivalente abhdngt. Generell lasst sich sagen, dass bei
geringeren Mengen an TiCl (= 1 - 1.2 Aeq.) bevorzugt das Diastereoisomere
rac-14b, bei grosseren Mengen (~ 2.2 Aeq.) bevorzugt rac-14a gebildet wird
(vergl. Tabelle im experimentellen Teil}.

d.) Die Geschwindigkeit der Zugabe spielt keine grosse Rolle, solange die
Temperatur der Reaktionsidsung tief bleibt (T < - 50 " C).

Die Sequenz der Zugabe scheint hingegen einen Einfluss auf den Umsatz zu
haben. Wird die von A. Chaperon ausgearbeitete Sequenz (1. TiClg, 2.
Silylenoether E/Z-12 3. Acylcyanid 13) teilweise verdndert (1. TiCly, 2.
Acylcyanid 13 3. Silylenoether E/Z-12) ldsst sich ein leicht verbesserter Umsatz
(ca. 10 %) feststellen.

e.) In verschiedenen Ansitzen wurden Temperatur - und Losungsmittel-
variationen (CHCla, 1,2 - Dichlorethan) durchgefiihrt. Als ideale Reaktions-
temperatur erwies sich dabei der Bereich um - 20°C. Der Losungsmitteleinfluss
war sehr gering, deshalb wurde weiterhin CH2Clz verwendet.

Unter Berlicksichtung der Punkte a.} - ¢.} und e.) resultierten die beiden
folgenden allgemeinen Reaktionsvorschriften:

1.} Bevorzugte Bildung des Diastereoisomeren rac-14b (analoges Diasterec-
isomeres der Dissertation von A, Chaperon [103):

Unter mechanischem Riihren wurde unter HaO - Ausschluss eine Lésung von
iiber Polyvinylpyridin destilliertem TiCly (1.2 Aeq.} in CH>Cl; vorgelegt und
wihrend 1 h auf ca. -70°C abgekiihlt. Anschliessend wurde unter Riihren
zuerst eine Losung von (E/Z)-5-(N-phthalimido)-4-(trimethylsilyloxy)-pent-3-
ensduremethylester (E/Z-12) in CH;Cl; und anschliessend eine Losung von 4-
Cyano-4-oxobutansiuremethylester (13} in CH;C lp zugetropft. Die
resultierende orange - gelbliche Suspension wurde wihrend 22 h bei - 20°C
geriihrt und der Reaktionsverlauf 1H - NMR - spektroskopisch (200 MHz)
verfolgt {(Auftreten der H,C(5)-Signale der Aldolprodukte bei 4.87 ppm
(singulettartig, Diastereoisomer rac-14a) und bei 4.94/4.71 (AB-System,
Diasterecisomer rac-14b). Nach 22 h Reaktionszeit konnten rund 55 % NMR -
Umsatz (Verhiltnis rac-14a: rac-14b = 1 : 6) festgestellt werden. Schliesslich
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wurde die Reaktion gestoppt und die kalte Reaktionslésung zu H,O gegeben.
Die Extraktion erfolgte mit CHCl; und die vereinigten organischen Phasen
wurden {iber MgS0, getrocknet, filtriert und am RV zu einem rétlich braunen
Oel eingeengt, welches iiber Nacht im Kiihlschrank erstarrte und direkt weiter
verarbeitet wurde (Acetylierung).

Bevorzugte Bildung des Diastereoisomeren rac-14a:

Unter mechanischem Riihren wurde unter HO - Ausschluss eine Ldsung von
iiber Polyvinylpyridin destilliertem TiCly (2.2 Aeq.) in CH;Ck vorgelegt und
wihrend 1 h auf ca. -70°C abgekiihlt. Anschliessend wurde unter schwachem
Rithren zuerst eine Lésung von (E/Z)-5-(N-phthalimido)-4-(trimethylsilyloxy)-
pent-3-ensiuremethylester (E/2-12) in CH;Cl; und dann in gleicher Weise eine
Lisung von 4-Cyano-4-oxobutansiuremethylester (13) in CHyCl, zugetropft.
Die resultierende orange - gelbliche Suspension wurde wihrend 22 h bei - 20°C
geriihrt und der Reaktonsverlauf 1H-NMR-spektroskopisch (200 MHz)
verfolgt (Auftreten der H,C(5)-Signale der Aldolprodukte bei 4.87 ppm
(singulettartig, Diasterecisomer rac-14a) und bei 4.94/4.71 (AB-System,
Diastereoisomer rac-14b)). Nach 17 bzw. 22 h Reaktionszeit konnten rund 60 %
NMR - Umsatz (Verhiltnis rac-14a: rac-14b = 3 : 2) festgestellt werden.
Schliesslich wurde die Reaktion gestoppt und die kalte Reaktionslésung zu
H,;O gegeben. Die Extraktion erfolgte mit CHCl; und die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, filtriert und am RV zu
einem rétlich braunen Oel eingeengt, welches liber Nacht im Kiihlschrank
erstarrte.

A. Chaperon konnte zeigen, dass die Kristallisation von rac-14b problematisch
und nicht reproduzierbar war. Durch die aufwendige Kristallisation ging rund
die Hilfte der Substanz verloren, Deshalb entschloss er sich, das rac-14b durch
eine Schutzgruppe zu stabilisieren, Die geschiitzte Verbindung sollte
anschliessend chromatographierbar sein. Basische Reaktionsbedingungen
fiihrten zur Elimination von HCN. Deshalb wurde eine saure Variante, die
Transacetylierung {168] mitiels Acetonenolacetat in Gegenwart von p-TsOH
gewihlt. Unter diesen Reaktionsbedingungen konnte das geschiitzte Cyan-
acetat rac-157a,b nach chromatographischer Reinigung iiber Kieselgel isoliert
werden (Kap. 5.4.4).
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Synthese der rac-4-O-Acetyl-4-cyano-5-(methexycarbenylmethyl)-6-oxo-7-(N-
phthalimido)-heptan-siuremethylester {rac-15a.b)

Das Cyanhydrin rac-14a,b wurde zur Stabilisierung (Chromatographierbarkeit)
unter sauren Bedingungen in das acetylierte rac-15a,b tberfiihrt (Abb. 50).

N Acatanenolacetat /
-TsOH (kat.)

1ht it

rac-i4a,b rac-15a,b

Abbildung 90: Einfihren der Acetylschutgruppe zum rac-15a,b.

Dazu wurde unter H,0 - Ausschluss eine Losung von rac-14a,b {ca. 30 % NMR
- Umsatz) in kduflichem Acetonenolacetat vergelegt und mit p-TsOH-H70 als
Katalysator versetzt. Anschliessend wurde wihrend 1 h riickflussiert. Die
Reaktionsldsung wurde nach dem Abkiihlen auf RT zu Wasser gegeben und
dann dreimal mit CHCly extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Mg50, getrocknet, filtriert und am RV zu einem braunen Oel
eingeengt.

Nach zweifachem Chromatographieren konnten die beiden getrennten
Diasterecisomeren rac-15a,b mit einer Ausbeute von ca. 35 % isoliert werden.
Das Diasterecisomerenverhilinis der acetylierten rac-15a,b war identisch mit
denjenigen der Aldelprodukte rac-14a,b.

Beij einem Grossansatz (40 % - NMR - Umsatz)} konnten nach dem identischen
Prozedere rund 50 % der beiden Diastereoisomeren rac-15a,b isoliert werden.
Die relativ tiefen Ausbeuten (40 - 50 %; Dissertation A. Chaperon = 55 %) hingen
vermutlich mit der problematischen Phasentrennung wéhrend der Extraktion
zusammen. Die schlechte Phasentrennung fiihrt vermutlich 2zu einem relativ
grossen Verlust an Produkt. Entweder sollte die Anzahl der Extraktionen
erhdht, oder kontinuierlich extrahiert werden.
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Reduktion des geschiitzten Cyanhydrins rac-15a

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch das zweite
geschiitzte Diastereoisomere rac-152 unter den von A. Chaeperon [103]
optimierten Reduktionsbedingungen ins geschiitzte PBG - Derivat 16 {iberfiihrt
werden konnte (Abbildung 91).

HzC
Raney—Nlckel
Hz {120 atm)
AC MeOH

225h 55°C
21.5h/65°C

o rac-15a

H3C

(40 % - Saulen—
chromategraphie)

Abbildung 91: Hydrierung von rac-15a zum geschiitzten PBG-Derivat 16.
Die Reaktionskontrolle mittels DC bestdtigte die selektive Bildung des
geschiitzten PBG - Derivats 16 (ein einziger Fleck mit Ehriichreagens). Nach

Sdulenchromatographie konnte das gewiinschte Produkt in 40 % Ausbeute
erhalten werden.

Entschiitzungsversuche zum freien Porphobilinogen

Das vollstindige Entschiitzen des PBG - Derivats 16 zum freien PBG (1) wurde
auf zwei unterschiedlichen Wegen versucht:

1.) Gemiss Putochin [5,114] kann die Phthalimidoschutzgruppe rein basisch
entfernt werden. A. Chaperon versuchte deshalb in Langzeitansitzen das
entschiitzte Porphaobilinogen direkt in einer Stufe zu erhalten. Dazu wurde das
geschiitzte Phthalimide-PBG 16 in MeOH vorgelegt und mit 10 eq. NaOH einer
2.5 M NaOH-Stammldsung (MeOH/H;O 17 : 3) versetzt. Dieses
Reaktionsgemisch wurde anschliessend im Dunkeln bei RT geriihrt und der
Verlauf der Reaktion mittels DC-Kontrolle (Ehrlich-Reagens) verfolgt.
Ausgehend vom Phthalimido-PBG 16 wurde nach maximal 30 min
Reaktionsdauer die Phthalimidoschutzgruppe quantitativ halbseitig gedffnet
und dadurch das Phthalamsiurederivat 157 gebildet. Eine 1H-NMR-Probe
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zeigte, dass das entstandene Zwischenprodukt erstaunlich selektiv gebildet
worden war (Abbildung 92).

H:C o HaC HaC
NaOH (10 eg.) °©
MeOH (0]
————
0.5h/ RT H / \
HO Q
H
L
16 157
NaQH (10 eq.)
MeQH
3-4d/ RT
-
H H H H
0 Q
e mbhed
HO (s}
N N
1 L
(PBG) 138

Abbildung 92: Basischer Entschiitzungsversuch von 16 zum Porphobilinogen (1} nach A,
Chaperon.

Viel langsamer verlief hingegen die Verseifung zur freien Disdure 158 (3 - 4
Tage). Es wurde zusdtzlich noch versucht, die basische Entschiitzung am
Riickfluss durchzufiihren. Dabei erwies sich die Phthalimidoschutzgruppe aber
erneut als erstaunlich stabil.

2.) Als zweite interessante Entschiitzungsvariante wurde versucht, die Phthal-
imidoschutzgruppe mittels enzymatischer, basischer Hydrolyse nach M. J.
Zmijewski et al. [118] zu entfernen. Die dazu verwendete Phthalylamidase aus
Streptomyces lividans wurde uns freundlicherweise von M. J. Zmijewski, dem ich
an dieser Stelle herzlich danken michte, zur Verfiigung gestellt.

Die erhaltene Enzymprobe wurde in 8 Aliquote (je 0.2 ml 200 mM
Phosphatpuffer (KH;PO, / KoHPQ4, pH = 8)) unterteilt. Mittels UV - Messung
wurde dann die Aktivitit des Enzyms bestimmt. Dazu wurde die Modell-
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verbindung 4~(2-Carboxy-N-benzoyllamine-2-carboxy-nitrobenzol (79) (siehe
Abbildung 46} mit einer Enzymprobe versetzt und die resultierende Hydrolyse
im UV - Spektrometer bei 390 nm verfolgt. Daraus konnte fiir die spezifische
Aktivitit einen Wert von 5.9 umol/min/mg Protein (5.7 nach M. J. Zmijewski )
bestimmt werden.

Die ersten enzymatischen Hydrolysereaktionen wurden mit der N-(2-
Carboxyberzoyl)-5-amino-4-oxopentansaure (159) (hergestellt nach einer Vor-
schrift von R. Lidnd [142)) durchgefiihrt. Dabei konnte eine sehr langsame
Hydrolyse beobachtet werden (schwach positiver Ninhydrin - Test). Es zeigte
sich aber im weiteren Verlauf der Reaktion, dass auch nach 48 Stunden die
Intesitiit nur sehr schwach zunahm. Dazu kam, dass die in MeOH geldste DC -
Probe des Edukts mit der Zeit ebenfalls einen schwach pasitiveni Ninhydrin -
Test ergab. Das bedeutet, dass eine geringe partielle Hydrolyse auch ohne
Enzym ablaufen kann, *
Anschliessend wurde ebenfalls versucht, das geschiitzte PBG - Derivat 16
enzymatisch zu hydrolisieren. Die Reaktion wurde mittels RP - Dilnnschicht-
chromatographie (ausgearbeitete Bedingungen von M. Adamczyk ef al. [138,139):
MeCN 0.1 %, HCOzH / Hz0 1 : 9} im direkten Vergleich mit freiem PBG (1}
verfolgt.

Leider resultierte auch in diesem Falle nur eine dusserst schwache
Hydrolysereaktion. Auch nach 110 5td. Reaktionszeit konnte mittels
Ehrlichreagens nur ein extrem schwacher produktihnlicher DC-Fleck detektiert
werden.
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RESULTATE UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die 13-Diketone 4,6-Dioxoheptansiure (11) und 24-Dioxcpentansiure (107)
und thre korrespondierenden Methylester 23 und 106 inhibieren die PBGS aus
E. coli auf unkompetitive Weise.

Die Anzahl der Methylengruppen zwischen der Diketon- und der Carboxyl-
funktion hat einen entscheidenden Einfluss auf die Inhibitionswirkung. 11
(enthilt zwei Methylengruppen) inhibiert rund 200mal besser als 107 (enthlt
keine Methylengruppen zwischen der Diketon- und der Carboxylfunktion). In
diesem Zusammenhang wire es interessant zu untersuchen, welchen Einfluss
weitere Variationen der Alkylkettenlinge auf die Inhibition haben.

Die 4,6-Dioxcheptansiure (11) ist der momentan beste unkompetitive Inhibitor
der PBGS (Kj = 1.4 uM). 11 ist im Vergleich zur Livulinsiure ein rund 1500mal
besserer Inhibitor. Zur weiteren Verbesserung der Inhibitionswirkung wire es
interessant, die Carboxylfunktion durch eine Nitrogruppe zu ersetzen, denn
erfahrungsgemiss verbessern sich dadurch die Inhibitionsresultate.

Aufgrund der Keto-Enol-Tautomerie der 1,3-Diketone kénnen wir keine
genaue Aussage Uber die inhibierende Spezies (Diketon oder Enc!) machen. In
diesem Zusammenhang wire es interessant, 1,3-Diketone zu testen, die nicht
tautomerisieren kénnen (Blockierung der mittelstindigen Methylengruppe
durch Fluoratome, sterisch anspruchsvolle Reste etc.).

Der 6-Amino-4-oxo-5-heptensduremethylester (108) reagiert in wissriger
Lésung (pH = 8) rasch mit ALA (2) zum Pyrrol 127. Aufgrund der freien « -
Position von 127 kann keine Aussage tiber die Inhibition gemacht werden,
denn das zur Detektion von PBG (1) verwendete Ehrlich - Reagens reagiert
auch mit dem Inhibitor 127.

Die vier aus 4,6-Dioxcheptansdure (11) und ALA (2) synthetisierten Pyrrole
125-128 konnten bisher noch nicht als potentielle Produktanaloge getestet
werden, weil der von uns verwendete Inhibitonstest nicht nur das PBG (1),
sondern ebenfalls die Pyrrole 125-128 detektiert (Ehrlich - Reagens). Eine neue
Detektionsmethode, die in unserer Gruppe bearbeitet wird, kiénnte dieses
Problem dsen.

Die von A. Chaperon ausgearbeitete neue, kurze PBG-Synthese wurde optimiert.
Entscheidende Verbesserungen brachte die Destillation des TiCly iiber
Polyvinylpyridin. Dadurch konnte die HCl-Menge im Reaktionsgefiss
reduziert und die Zersetzung der Edukte verringert werden.

Die Verwendung unterschiedlich vieler Aequivalente TiCly bei der Mukaiyama -
Aldolreaktion fiihrt zur Bildung der beiden Diasterecisomeren rac-14a,b.
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9. Die enzymatische Hydrolyse des Phthalimido - geschiitzten PBG - Vorldufers
16 mittels einer Phthalylamidase aus Streptomyces lividans verlduft fiir

synthetische Zwecke zu wenig effizient.
10. Shemin's Idee, dass es sich bei der PBGS um eine reine Aldolase handeln
kénnte, wird mit diesen Resultaten unterstitzt.
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ALLGEMEINES

Analytische Methad 1 Gerii
Chromatographie

Herstellung der Losungsmittelgemische: Zuerst das polarere Lisungsmittel ab-
messen und mit dem apolareren auf das gewiinschte Volumen auffiillen.

alytische Diinnschichtchromatographi ;

DC-Alufolien, Kieselgel 60 Fpsq, (Schichtdicke 0.2 mm) mit Fluoreszenzindika-
tor der Firma Merck, D-Darmstadt, oder DC-Alufolien, Kieselgel 60 Fys4,
(Schichtdicke 0.25 mm) mit Fluoreszenzindikator der Firma Macherey-Nagel D-
Diiren. Als Spriihreagentien dienten Lésungen von KMnQy, Vanillin, Nin-
hydrin, Molybdénsidure oder das Ehrlich-Reagens. In Klammer ist die jeweils
beobachtete Farbe des bespriihten Produktes angegeben. Die durchschnittliche
Laufweite der Losungsmittelfront betrug ca. 8 cm.

Die in Klammer stehenden Angaben bedeuten: eingewogene Trockenmasse
Kieselgel 60, Korngrissse 0.040 - 0.063 mm (230 - 400 mesh ASTM) fiir die Flash-
Chromatographie der Firma Merck, D-Darmstadt. Die verwendeten Siulen ent-
sprechen den iiblichen Dimensionen von ca. 10 : 1 (Sdulenhdhe/Durchmesser).
Das Laufmittel ist im benutzten Volumenverhiltnis angefiihrt. Alle
Saulenchromato-graphien wurden bei erhéhtem Druck (p = 0.5 - 0.9 atm)
durchgefiihrt.

PSC-Fertigplatten, Kieselgel 60 Fpgq, 20 x 20 cm Glasplatten der Firma Merck,
D-Darmstadt. Die verwendete Schichtdicke ist jeweils in Klammer angegeben.

- kopi

Die Infrarot-Spektren wurden auf einem Geriit des Typs Perkin Elmer FT-IR
Spektrometer 1720 X aufgenommen. Die Auflésung betrigt 10 cm-! zwischen
4000 und 2000 em-? und 4 emt zwischen 2000 und 600 eavl. Von kristallinen
Substanzen wurden KBr-Pillen hergestellt, von Fliissigkeiten wurden Filme ver-
wendet. Die Absorptionsbanden sind durch die Abkiirzungen vs (sehr stark), s
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(stark), m (mittel), w (schwach), vw (sehr schwach), br (breit) und sh (Schulter)
charakterisiert und in Wellenzahlen (cm-?) angegeben.

NMR-Spektroskopie

Kernresonanz-Messungen (NMR) erfolgten auf einem Varian XL-200-Gemini
(TH (200 MHz) resp. 13C (50MHz)] oder einem Bruker AMX-400 (1H (400 MIHz)
resp. 13C (100 MHz)].

In Klammer stehen jeweils die Messfrequenz, das verwendete Losungsmittel
{meistens CDCl3 99.8% (Deuterierungsgrad) der Firma CIL USA-Andover).
Spezielle Experimente wie COSY, APT, HETCOR usw., falls sie fir eine ein-
deutige Zuweisung von Signalen nétig waren, sind angefiihrt.

Die Angaben der chemischen Verschiebungen erfolgt in ppm beziiglich Tetra-
methylsilan und die Kopplungskonstanten | sind in Hz angegeben. Als interner
Standard diente im 1H-NMR CHClj (7.26 ppm) und im 13C-NMR CDCl; (77.0
ppm). 13C Experimente wurden immer Breitband-entkoppelt. Die Multiplizit4-
ten sind wie folgt abgekiirzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett. q = Quar-
tett, m = Multiplett und br = breit.

Die Resultate von NOE-Experimenten sind in Tabellen aufgelistet. Die Zunah-
me der Signalintensititen entsprechen den Intensititsdifferenzen zwischen ein-
gestrahltem und normalem Spektrum.

Massenspektroskopie (MS)

Zur Messung diente ein Gerit der Marke Nermag RC 30-10 (EL 70 eV; CI:
NH,*) gemessen. In Klammern sind die einzelnen Intensititen angegeben; der
protonierte Molekiilpeak ist zusitzlich mit (M + 1)* resp. [M + 18]* gekenn-
zeichnet. Die Signale werden in m/e und in Prozenten zum Basispeak (100%)
angegeben.

FAB-Spektren (fast atom bombardment} wurden auf einem Gerit der Marke
Vacuum Generators Micromass 7070 E an der Universitit Fribourg gemessen
(6 kV Beschleunigungspannung; Argon (8 kv, 1 mA), Matrix: o-Nitrobenzyl-
alkohol (NBA)).

Elementaranalysen (EA)

Die CHN-Analysen fiihrte in verdankungswerter Weise die Firma Ciba-Geigy
SA (Abteilung Kunststoffe und Additive) in CH-1723 Marly durch.
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Schmelzpunkte (Smp)

Gemessen mit einem Geridt der Marke Gallenkamp MFB-595.

Glasapparaturen, Kiihl- und Heizsysteme

Apparaturen fiir Reaktionen unter N3-Gas oder H;O-Ausschluss wurden im
Ofen iiber Nacht wihrend mehreren Stunden bei mind. 120°C ausgeheizt, heiss
zusammengebaut und im Nz-Gasstrom auf RT abgekiihlt.

Tieftemperaturreaktionen (< - 40°C) wurden in einem Kiihlbad aus Aceton/
CO; (5) durchgefiihrt. Fiir Reaktionstemperaturen > - 40°C wurde ein Kryostat
der Marke HAAKE F3 (Temperaturbereich - 40°C bis + 80°C) verwendet.
Reaktionen bei Temperaturen bis 150°C wurden in einem Qelbad {magneti-
sches Rihrwerk) mit Kontaktthermometer durchgefiihat.

Hockdruckhydrierungen

Hydrierungen unter grossen Drucken erfolgten in einem 100 ml-Stahlauto-
klaven mit zylindrischen Glaseinsitzen. Die Temperatur wurde durch einen
Laborboy mit Mantelheizung und magnetischem Riihrwerk gewdhrleistet. Die
in Klammer stehenden Werte entsprechen den Anfangsbedingungen; die ange-
gebene Temperatur entspricht dem im Innern des Autoklaven gemessenen
physikalischen Wert.

Li ittel
Standardlsungsmittel

Standardlgsungsmittel wurden fiir die Reaktionsaufarbeitung, Extraktionen,
sowie fiir Chromatographien (DC, Siulen oder PSC) verwendet.

Lbsungsmittel im Text Destillation {iber:
Aceton Aceton K2CO3
Chloroform CHCl; CaCls
Dichlormethan CH:Cl; Cally
Diethylether Ether CaCl;
Essigsdureethylester EtOAc K2CO5
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Ethanol EtOH Ca0
Heptan Hept CaCly
Hexan Hex CaCly
Isopropanol Isopropanol CalD
Methanol MeOH Ca0

722  Trockene Lésungsmiltel

Fiir alle Reaktionen unter Schutzgas wurden trockene Lésungsmittel verwen-
det. Ausgehend von Standardldsungsmitteln wurden diese unter Ny-Atmos-

phire iiber das angegebene Trocknungsmittel destilliert.

Losungsmittel im Text: Trocknungsmittel
Acetonitril CH3CN PyOg

Chloroform CHCl; PyOs oder Cally
Dichlormethan CH)Cl; P50Os oder CaHy
Diethylether Ether ' LiAIH,
Dimethylformamid DMF Phthalsdureanhydrid
Heptan Hept Natrium

Hexan Hex Natrium

Methanol MeOH Magnesium
Tetrahydrofuran THF Kalium (Benzophenon)
Toluol Toluol Natrium

7.3 Chemikalien und Gase

Chemikalien Abktirzung | Qualitit
Acetessigsiure-tert.-butylester purum (97%)
Acetylaceton Acac Fluka puriss p.a.
Aktivkohle Merck zur Analyse
Ammoniak NH; Carbagas techn.

Bernsteinsiuremethylesterchlorid .| Fluka purum (~98%}
tert.-Butyldimethylsilylchlorid tBDMSCI | Fluka purum (~97%)

Celite 535 Fluka (10 - 40 pm) Kieselgur

Chloressigsdure Fluka puriss. (~99%}
Dimethylaminopyridin DMAP Fluka purum (~98%)

Dimethylformamid DMF Fluka purum (~99%)
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Fluka purum {-95%)

Dimethaxyethan DME
24-Dioxo-pentansiureethylester Avocado (98%)
2,4-Dioxeo-pentansiuremethylester Avocado (96%)
Essigsdureanhydrid AcO Fluka puriss p.a. ACS/
Merck p.a. (9%)
Essigsdurechlarid AcCl Fluka puriss p.a.
1-Ethylpiperidin Fluka purum (~98%)
Hexamethyldisilazan HMDS | Fluka puriss (~99%)
Hydroxylamin-hydrochlorid Fluka puriss p.a.
Imidazol puriss p.a.
Kaliumphthalimid Fluka purum (~99%)
Laevulinsduremethylester Fluka pract. (~98%)
Magnesium (Spine) Mg° Fluka purum (Spéne)
Magnesiumsulfat (Dihydrat) MgSO, | Siegfried Ph.Helv.VI
Methyliodid CH,l Fluka purum (~99%)
Natriumarnid-Suspension NaNH; | Fluka purum
Natriumcarbonat NaCQ03 | Prochimie techn.
Natriumethylat NaCEt | Fluka pract. (35%)
Natriumhydrid NaH Fluka pract. (55 - 60%)
Natriumhydroxid Plitzchen NaCH Fluka puriss p.a. ACS
Natriumhydrogencarbonat NaHCOQ, | Prochimie Ph Helv.VII
4-Nitro-buttersiure-methylester Fluka tech. (~90%)
Orthoameisensiuretrimethylester Fluka purum
Oxalsdurediethylester Fluka purum
Omalylchlorid Fluka purum; dest. (~98%)
Phenacylamin-hydrochlorid Fluka purum
Phenylisocyanat Fluka puriss p.a.
Platinoxid Hydrat PtOy aq. | Fluka puriss (~81%)
Propargyltrimethylsilan Fluka pract. (~85%)
Raney-Nickel (Ni/Al-Leg. 1:1) Fluka purum (50%)
Rh/C (10%) Fluka puriss
Schwefelsdure H,50, Merck p.a. (konz.; 97%)
Stickstoff N, Carbagas techn.
Tetramethylammoniumfluorid Fluka purum
Titantetrachlorid TiCl, Fluka pract. (~98%)
p-Toluolsulfonsiure Monohydrat | p-TsOH | Fluka puriss (-99%)
Triethylamin TEA Fluka purum (~98%)
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Trifluormethansulfonsiure TOH Fluka purum (~98%)
Trimethylorthoformiat Fluka purum (-98%)
Trimethyliodsilan TMSI Fluka purum (~95%)
Trimethylsilyltriflat TMSOTS | Fluka purum (~98%)
Triphenylphosphin PPh; Fluka puriss (~99%)
Wasser H,0 bidest.

Wasserstoff H, Carbagas techn.
Zinkchlorid ZnClz Fluka purum p.a. (~98%)
Zinn{IDchlorid wasserfrei 5nCl, Fluka purum (-98%)
Zinn(Mtrifluormethansulphonat | 5nOTf; | hergestellt gemiss [120]
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SYNTHESEN

>-(N-Phthalimido)livulinsduremethylester (155

o
MOCHS ——— o s'l o
0°C/2h 5

53
54
‘ 155
CgH KNO, CelgBrO, Cy4H,3NOs
185.22 g/mol 209.03 g/mal 275.26 g/mol

In einen 500 m! Zweihalskolben mit aufgesetztem Argonballon und Septum
wurden nach 3558 g (0.192 mol) Kaliumphthalimid in 270 ml DMF
suspendiert. Die Suspension wurde unter Rithren auf ¢°C abgekiihlt und
anschliessend mittels einer Spritze tropfenweise mit 40.43 g (76 % Reinheit,
0.193 mol, Diplomarbeit A. Nefatti) 5-Bromldvulinsiuremethylester versetzt.
Nach dem Enfernen des Kiltebads wurde die heterogene Reaktion
{Reaktionskontrolle mittels DC) wihrend 2 Stunden geriihrt. Es liess sich dabel
eine Braunfirbung der Losung und die Bildung eines weissen Niederschlags
beobachten.

Durch Filtration wurde das gebildete KBr entfernt. Das Filirat wurde solange
mit Wasser versetzt (100-200 ml), bis ein gelblicher Niederschlag auszufallen
begann. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat nochmals mit
Wasser versetzt, wodurch erneut Produkt ausfiel. Diese Prozedur wurde noch
zwei Mal wiederholt. Anschliessend wurden die vier abfiltrierten
Niederschlige vereinigt und in 100 ml Chloroform gelost. Die Chloroform-
16sung wurde drei Mal mit je 100 ml 0.1 M NaOH-Lésung und danach drei Mal
mit je 100 ml Wasser gewaschen, wobei es zu einer deulichen Entfarbung der
organischen Phase kam. Schliesslich wurde iiber Na S04 getrocknet, abfiltriert
und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV resultierten 33.40 g (0,121 mol, 63
%) hellgelber 5-(N-Phthalimido)ldvulinsduremethylester (155).
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Anmerkung: Diese Variante der 5-(N-Phthalimido)ldvulinsiuremethylester-
1solierung wurde entwickelt, weil es bei der direkten Extraktion der
Reaktionsldsung mit Methylenchlorid jeweils zu einer starken
Emulsionsbildung kam, welche die Phasentrennung erschwerte. Zusitzlich
konnten dadurch auch die Ausbeuten leicht verbessert werden.

Ry (Hep / AcOEt 1: 1): 0.41; R¢ (Hep / AcOEI 3: 2); 0.34 (UV54-aktiv, gelblich-
braun mit KMnQy).
Smp.: 96.0 - 97.0°C.
IR (KBr): 3473vw, 3049vw, 3029vw, 2957w, 1776m, 1741s, 1730vs, 1718ws,
1615w, 1468m, 1447m, 1417s, 1388m, 1354m, 1314s, 1269m, 1200s, 1179m, 1103s,
1056w, 1017m, 993m, 972w, 925w, 906m, 796vw, 746m, 713s, 689vw, 605w.
1H-NMR (200 MHz, CDCl3): 7.90 - 7.86 (m, 2H, HC(53, 5%)); 7.76 - 7.72 (m, 2H,
HC(54, 5%)); 4.56 (s, 2H, HC(5)); 3.69 (s, 3H, HyC(11); 2.86 (triplettoid, 3] = 6.6,
2H, H,C(3)); 2.67 (tripletiaid, 3] = 6.6, 2H, H,C(2)).
I3C-NMR {50 MHz, CDCl3): 200.6 (C(4)); 172.4 (C(1)); 167.4 (C(5, 57)); 134.0
(C(5¢, 5¢)); 131.8 (C(52, 520); 123.3 (C(53, 53); 51.8 (C(11)); 46.3 (C(5)); 34.3
(C(3)); 27.4 (C(2)).
MS (EI): 275 (4, {M 1+), 244 (8, [M - OCH31*), 216 (15), 161 (14), 160 (59), 133
(11), 115 (100, (M - Phth=CH,J*), 104 (17), 87 (17), 77 (35), 76 (32), 59 (14), 55
(28).
C1aH13NOs5 (275.26):  ber: C61.09, H4.76, N5.09;

gef: C60.73, H472, N4.89.
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5-Aminolévulinsdurehydrochlorid (2)

OCH3 s A 3~ 1.OH
a2
o 0 6 MHCI NHa*Cl* O
TL/8h
158 2 -
C4H3NOg CsHyoCINO;
275.26 g/mol 167.59 g/mol

In einem 500 ml Einhalskolben wurden 29.27 g (0.106 mol} 5-(N-
Phthalimidojldvulinsduremethylester (155) in 300 m1 6 M HCI-Lésung wihrend
8 Stunden zum Riickfluss erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels reversed
phase-Diinnschichtichromatographie unter Anfirbung mit Ninhydrin verfolgt.
Die Reaktionsldsung wurde auf Raumteperatur abgekiihit, abfiltriert und das
Filtrat mit zweil Spatelspitzen Aktivkohle versetzt. Die resultierende
Suspension wurde wihrend einer Stunde geriihrt und anschliessend tber
Celite abfiltriert. Das braune Filtrat wurde am Rotationsverdampfer eingeengt,
am HV getrocknet und in 600 ml Ethanol/Ether 1:1 umkristallisiert.

Nach dem Trocknen am HV resultierten 9.86 g (0.059 mol, 56%) weisses 5-
Aminoldvulinséurehydrochlorid (2).

Anmerkung: Das Umkristallisieren wurde statt in einem Methanol /
Isopropancl-Gemisch in einem Ethanol/Ether-Gemisch durchgefiihrt, weil
dadurch die Veresterung von 5-Aminolédvulinsiurehydrochlorid verhindert
werden konnte,

R¢ (RP-18 F2458, Ninhydrin (gelber Fleck), CHaCN / Hz0O 13:1): 0.45

Smp.: 147-148°C.

IR (KBr): 3430m, 3101s, 2988s, 29295, 2884s, 1724s, 1560m, 1494m, 1429m,
1391m, 1353w, 1248w, 1211s, 1185s, 1142m, 1098m, 1056w, 997m, 971w, §52m,
862m, 620w, 488vw.

1H-NMR (200 MHz, dg-DMSO): 8.41 (s (br), 3H, H3N+); 3.93 (s, 2H, HaC(5));
2.75{t, 3] = 6.4, 2H, HyC(3)); 2.48 (t, 3] = 6.4, 2H, H,C(2)).
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1H-NMR (200 MHz, D,0): 4.10 (s, 2H, H;C(5)); 2.87 (triplettoid 2H, H,C(3));
2.68 (m, 2H, H,C(2)).
13C-NMR (50 MHz, dg-DMSO): 202.8 (C(4)); 1734 (C(1)); 46.6 (C(5)); 34.5 C3));
27.4 (C(2).
MS (ESI): 132 (IM - CI'¥), 114 ([M - CI- - HyO}*), 86 ([M - CI- - HyO - COI*).
CsH1gCINO; (167.59): ber.: C35.83, H6.01, N8.36;

gef: C3572, H588, NB822

4,6-Dioxoheptansiure (11)

ci 1.) NalNHy/ NH3 (fl.)
G QR -
1)-33°C/4h o
© 2) 0°C
o
19 1
CS'H 802 C2H2C1Li02 C';H 1 004
100.12 g/mol ~ 100.43 g/mol 158.15 g/mol

a.) Synthese der Lithiumchloressigsdure (19):

In einen 500 ml Dreihalskolben mit aufgesetztem Kihler und Tropfirichter
wurden unter Stickstoffatmosphire 1.98 g (0.25 mol) LiH, welches zuvor
dreimal mit je 50 ml iiber CaHj getrocknetem Hexan gewaschen worden war,
vorgelegt. Anschliessend wurde das LiH in 200 m] tiber Kalium getrocknetem
THF aufsuspendiert. Unter mechanischem Riihren wurden dann 24.57 g (0.260
mol) Chloressigsiure wihrend einer Stunde zugetropft, wodurch eine
weisslich triibe dickfliissige Suspension resultierte. Nach 15 Stunden Riihren
wurde abfiltriert, dreimal mit je 30 ml trockenem Ether gewaschen und am HV
getrocknet. Es konnten 23.89 g (0.238 mol, 95%) Produkt 19 isoliert werden.

b.) Synthese von 4,6-Dioxoheptansdure (11):

In einen 500 ml Sulfierkolben mit aufgesetztem Aceton / Trockeneiskiihler und
Tropftrichter mit CaCly-Rohr wurden unter Argonatmosphédre 20.22 g (0.259
mol) einer 50 %-igen NaNHz-5uspension in Toluol vorgelegt. Das Toluol
wurde vorsichtig mittels einer Pasteurpipette i Argongegenstrom abgezogen.
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Anschliessend wurde die Argonatmosphire (Ballon) durch eine trockene Nz~
Atmosphiire ersetzt (Giberleiten), und es wurden rund 250 ml iber Natrium
vorgetrockneter Ammoniak in den Reaktionskolben kondensiert. Aus dem
Tropftrichter wurden dann wihrend 30 min 10.21 g (0.102 mol) Acetylaceton,
gelést in 15 ml trockenem Ether, unter Rihren (Magnetrihrer) zugegeben.
Nach erfelgter Zugabe wurde das Kiltebad entfernt und die Reaktionslésung
wihrend einer Stunde riickflussiert. Nach erneutem Abkiihlen der
Reaktionsldsung (~ - 50°C) wurde der Tropftrichter durch einen 5pezialtrichter
mit Archimedesschraube flir die Festkérperzugabe ersetzt, aus dem
anschliessend 10.08 g (0.100 mol) Lithiumchloressigsiure wihrend 1 h zur
Reaktionslésung zugegeben wurden. Das Kiltebad wurde erneut entfernt und
die Reaktion wihrend 4 h riickflussiert.

Nach erfolgter Reaktion wurden 200 m! Ether langsam zum Reaktionsgemisch
zugegeben, der Ammoniak bei Raumtemperatur wihrend 2 h abgedampft und
die resuttierende Losung wihrend 5 min riickflussiert. Nach dem Abkiihlen auf
0°C wurde zuerst mit rund 10 g Eis, dann mit einen Gemisch aus 40 g Eis und
30 ml kozentrierter HCl-L&sung, hydrolisiert.

Schliesslich wurde die organische Phase abgetrennt und die wissrige Phase
drei Mal mit je 50 ml Ether extrahiert. Die organischen Phasen wurden
vereinigt, Uber MgSOy4 getrocknet, abfiltriert und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Es konnten 13.46 g (0.085 mol, 85%) gelbliches Rohprodukt isoliert
werden. Nach Umkristallisieren in 50 ml CHCl3 / CCly 1:1 und Trocknen am
HYV iiber Nacht resultierten gesamthaft 11.24 g (0.071 mal, 71%) Produkt 11
unterschiedlicher Reinheit.

R¢ (AcOEt): 0.22; Rf (MeOH / AcOEt 1: 1): 0.31 (UVq54-aktiv, gelblich-braun mit
KMnOy).

Smp.: 62-63°C.

IR {KBr): 3103s, 2937s, 2629m, 1696vs, 1648s, 1600s, 14465, 1428s, 1411s, 13575,
13285, 1279m, 1248s, 1208s, 1139m, 1073m, 1015m, 912s, 809s, 774s, 654m, 623w,
566w, 529w, 509m, 486w,

1H-NMR (400 MHz, COCl3): 9.9-8.9 (s (br), 1H, COOH); 5.51 (s, 1H, HCQ(5));
3.62 (s, 2H, HC(5"); 2.82-2.79 (triplettoid, 2H, H2C(2)); 2.70-2.61 (m, 4H,
HC(2.3) + 2H, HoC(39); 2.23 (s, 3H, Hal{(7)); 2.02 (s, 3H, HaC(7)).

Verhilinis Diketon- : Enolform=1:3.

-114 -



814

Experimenteller Teil

1H-NMR (200 MHz, CDCl,): 5.52 (s, 1H, HC(5)); 3.63 (s, 2H, HyC(5')); 2.85-2.79
(triplettoid, 2H, H2C(2'); 2.71-2.60 {m, 4H, H,C(2,3) + 2H, HxC(3); 2.25 (s, 3H,
H3C(7); 2.64 (s, 3H, HaC({?).
1H-NMR (200 MHz, D;0): 5.52 (s, 1TH, HC(5)); 3.64 (s, 2H, H3C(5); 2.85-2.67
(m, 4H, HyC(2,3) + 4H, HC(2',39); 2.25 (s, 3R, H3C(7)); 2.4 (s, 3H, HaC (7).
Verhiltnis Diketon- : Enolform = 5: 1.
13C-NMR (100 MHz, CD(ly HETCOR S. und L.R,, DEPT): 202.1 (C(4")); 202.0
(C{6")); 194.9 (C(4)); 187.3 (C6)); 178.3 (C(1)); 178.2 (T(1)); 99.7 (C(5)); 57.8
(C(59); 37.7 (C(2 oder 30); 33.3 (C(3 oder 2)); 30.8 (C(7)); 28.6 (C(2 oder 3)); 27.7
(C{3' oder 2); 23.6 {C7)).
13C.NMR (50 MHz, CDCla): 202.3 (C(4); 202.2 (C(6"); 195.0 (C{4)); 187.4
(C(8)); 178.6 (C(1)); 178.5 (C{17); 99.8 (C(5)); 57.8 {C(57); 37.8 (C(2' oder 3)); 33.4
{C(3 oder 2)); 30.9 (C(7)); 28.7 (C(2 oder 3)); 27.8 (C{(3' oder 27); 23.7 (C(7)).
MS {EI): 158 (6, [M]*), 140 (4, [M -H201+), 125 {4), 85 (20), 73 (10}, 70 (21), 61
(21, 45 (23), 43 (100).
C7H3p04 (158.15): ber.. C53.16, H#6.37;

gef: C5323, H6.35;

4,6-Dioxoheptansduremethylester (23)

HaCO
0
CH
o PCEHak 1)EtO 2 HyO*
HiCO, 7 * 1) 11,30 min

Mg o :
HaCQ O 20T
H
0 23
CygHyeMg0s  C5H5CI03 CgHi 1904
244.57 gimol  150.56 g/mol 172.18 g/mol
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a.) Synthese des Magnesiumkomplexes {20):

In einem getrockneten 500 ml Zwethalskolben mit aufgesetztem Kithler und
Septum wurden 8.26 g (0.340 mol) Magnesium unter Argon vorgelegt. Mittels
einer Spritze wurden unter Riihren vorsichtig 25 ml trockener Methano! und
ein paar‘ Tropfen CCly zum Magnesium zugegeben. Es liess sich sofort die
Bildung von Wasserstoffgas beobachten, die durch leichtes Erwirmen mittels
eines Wasserbades noch intensiver wurde. Es wurden nun zusitzlich rund 150
ml trockener Methanol langsam zum Reaktionsgemisch zugetropft, wodurch
sich das Magnesium vollstindig aufldste. Anschliessend wurden mittels einer
Spritze 53.23 g (0.336 mel) Acetessigsdure-tert.-butylester wihrend 10 min zur
Losung zugegeben, wobei sich eine milchige Triibung beobachten liess.
Schliesslich wurde wihrend 1 h riickflussiert, abfiltriert, mit rund 70 ml
trockenem Methanol gewaschen und iiber Nacht am HV getrocknet. Es
konnten 80.71 g {0.330 mol, 98 %) weisses Produkt isoliert werden.

b.) Synthese von 4,6-Dioxoheptansiuremethylester (23):

In einem getrockneten S00 ml Drethalskolben mit mechanischem Rithrer,
aufgesetztemn Kiihler und Tropftrichter wurden unter Nz-Atmosphére 78.23 g
(0.320 mol} Magnesiumkomplex in 150 ml trockenem Ethet aufsuspendiert. Zur
weissen Suspension wurden anschliessend wihrend 45 min 54.82 g (0.364 mol)
Bernsteinsiure-monomethylesterchiorid zugetropft, wodurch ein Eindicken
der Suspension resultierte. Schliesslich wurde wihrend 30 min riickflussiert,
dann mittels eines Eisbades auf 0°C abgekiihlt und vorsichtig mit 100 ml
eisgekiihlter 2 M H>504-Lisung angesiuert. Die resultierende wissrige Phase
wurde abgetrennt und 3 Mal mit je 200 ml Ether extrahiert. Schliesslich wurden
die organischen Phasen vereinigt, drei Mal mit je 100 ml Wasser gewaschen,
tiber MgSOy4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Es konnten 87.97 g ¢ines
schwach gelbliches Oels isoliert werden.

Das isolierte Zwischenprodukt wurde anschliessend mit rund 0.4 g p-
Tolucsulfonsiure versetzt und unter Na-Atmosphire wihrend 30 min zum
Riickfluss erhitzt (T = 150°C). Dabei konnte die Bildung von Isobuten und CO;
beobachtet werden. Nach dem Abkiihlen auf RT wurde das braune Qel in 250
ml Ether aufgenommen und moglichst rasch drei Mal mit eisgekiihlter 2 M
NaOH-Lssung (V = 100ml, 50 ml, 25 ml) extrahiert. Die basischen Extrakte
wurden sofort zu 300 ml eisgekiihlter 1.8 M H35 O4-Lisung gegeben.
Schliesslich wurde drei Mal mit je 200 ml CH2Cl; extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen mit verdiinnter NaHCO3-Losung gewaschen. Nach dem
Trocknen tiber MgS0O, wurde abfiltriert, eingeengt und vakuumdestilliert (65-
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68°C, 9 - 10-2 mbar). Es konnten insgesamt 22.21 g {0.129 mol, 40 % ) Produkt 23
isoliert werden.

R¢ (AcOEt/ Hep 1: 1): 0.36; (UVygg-aktiv, gelblich-braun mit KMnO,).
Sdp.: 65-68°C bei 9 - 10-2 mbar
1R (KBr): 3001vw, 2956w, 2850vw, 173%9vs, 1709m, 1626m, 1439m, 1362m,
1322m, 1212m, 1172m, 1137m, 1095w, 996w, BB2w, 471w.
1H-NMR (200 MHz, CDCla): 5.52 (s, 1H, HC(5)); 3.68 (s, 3H, H3C(11)); 3.67 (s,
IH, H3C{11)); 3.63 (s, 2H, HC(5Y); 2.85-2.77 {triplettoid 2H, H,C(2")); 2.67-2.57
(m, 4H, HxC(2,3) + 2H, HpC(37); 2.24 (s, 3H, H3C(77); 2.02 (s, 3H, HC(7)).
Verhiltnis Diketon- : Enolform =1: 3.
13C-NMR (50 MHz, CDCl3): 202.1 (C{¢)); 201.6 {(C(67)) 194.9 (C{4)); 186.9 (C{6));
172.6 (C(1,1%); 99.4 (C(5)); 57.4 (C(57); 51.4 (C(11,11)); 37.6 (C(2' oder 37); 33.3
(C(3 oder 2); 30.4 (C(7)); 28.3 (C(2 oder 3)); 27.3 (C{3' oder 2)); 23.3 (C{7Y).
MS (EIX: 173 (5, [M + 11+, 172 (29, [M]*), 157 (4, [M - CH3*), 141 (18, (M -
OCH3l*), 140 (23), 125 (17), 115 (20), 99 {41), 85 (100), 70 (15), €9 (19), 61 (17), 59
(22), 55 (39), 45 (11), 43 (100).
CaH1204 (172.18): ber.. C55.81, H7.02;

gef.: C55.73, H7.06;

2.4-Dioxopentansiaur: lester 27)

HO
/lc])\ NaQEt, EtOH 10
—————
' \’O\nio/\ AT, 20 M N
Q (o]

27
C3HeO CgHy004 C7H 904
58.08 g/mol 146.14g/mol 158.15 g/mol

In einem getrockneten 100 ml Sulfierkolben mit mechanischem Riihrer,

aufgesetztem Kiihler und Septum wurde unter Np-Gegenstrom rund 1 g (40

mmol) Natrium portionenweise zu 20 ml absclutem Ethanol unter Rihren

zugegeben. Anschliessend wurde ein Gemisch aus 2,00 g {13.7 mmol)
-117-



Experimenteller Teil

Oxalsiure-diethylester und 0.80 g Aceton (13.7 mmol) mittels einer Spritze
zugetropft, wodurch sich eine dickfliisige Suspension bildete. Die gelbliche
Suspension wurde wihrend 2 h bei Raumtemperatur gerihrt, anschliessend
abfiltriert und mit wenig absolutem Ethano! gewaschen. Nach dem Trocknen
am HV iiber Nacht resultierten 1.56 g (8.7 mmol, 64 %) eines gelblichen
Festkérpers. Zur Hydrolyse wurden die 1.56 g Natriumsalz in 20 ml Eiswasser
gelost und dann unter Riihren mit eisgekiihlter konzentrierter Ha50y-Ldsung
auf pH = 0 (pH-Papier-Kontrolle) angesiuert. Schliesslich wurde drei Mal mit
je 20 mi Ether extrahiert, iiber MgSOy getrocknet, abfiltriert und eingeengt.
Nach Kugelrohr-Destillation (120°C, 30 mbar} konnten 0.87 g (5.5 mmol, 40 %)
Produkt 27 isgliert werden.

R (Hep / AcOEt 3: 1): 0.26; (UVys4-aktiv, gelblich-braun mit KMnOQy).

$dp.: 120°C bei 30 mbar

IR (KBr): 3476vw, 3112w, 2987m, 2942m, 2910w, 2878w, 17475, 1641s, 1600s,
1468m, 1447m, 1422m, 1394m, 1370s, 1266vs, 12115, 11205, 10225, 913m, 863m,
829m, 778s, 578m.

1H-NMR (200 MHz, CDCla): 6.36 (s, 1H, HC(3)); 4.35 (g, 3] = 7.2, 2H, HzC(11);
2.25 (s, 3H, H3C(5)); 1.37 (t, 9 = 7.2, 3H, HyC(12).

Die Integrale der Signale bei 4.35 und 1.37 ppm sind um 15% zu intensiv
(Oxalsiurediethylester?)

BC-NMR (50 MHz, CDCl3): 200.1 (C(4)); 166.9 (C(1 oder 2)); 162.0 (C(2 oder
1)) 102.1 (C(3); 62.4 (C(11)): 27.5 (C(5)) ; 14.0 (C(12)).

Zusitzliche Signale bei 157.8, 63.0, 53.3 und 13.8.

MS (ED): 158 (4, [M]4), 86 (17), 85 (100, [M - COOCHCH3]*), 84 (21), 69 (9}, 51
(9), 49 (28}, 43 (32).
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2,4-Dioxopentansiure (107)

O HO HO
O.. Schweineleber-Esterase, pH = 7.2 1 OH
4 2
5 3
15h, RT 0
106 107

144.13 g/mol 130.10 g/mol

CeHg04 CsHgO4

In einem 50 ml Erlenmeyerkolben wurden mittels einer 100 pl Spritze 50 ul
Schweineleber-Esterase Suspension zu einem Gemisch aus 25 ml H2O und 5 ml
0.2 M Phosphatpuffer pipettiert. Anschliessend wurde unter Riihren eine
Lésung von 0.77 g (5.34 mmol) 2,4-Dioxopentansduremethylester (106), gelost
in einem Gemisch aus 15 ml THF und 5 ml H7O, zur Enzymldsung zugetropft.
Durch pH-Statkontrolle (pH = 7.2) wurde mittels 10 % KOH-Losung wihrend
15 5td hydrolisiert.

Nach vollstindig erfolgter Hydrolyse (DC-Kontrolle} wurde der pH der
Reaktionsldsung mittels einer 1M HCI-Losung auf 1 gestellt. Anschliessend
wurde die Reaktionslésung mit NaCl gesittigt und mittels Ether wihrend 2
Tagen kontinuierlich extrahiert. Schliesslich wurde der Etherextrakt iiber
MgSO getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Nach zweifachem Umbkristallisie-
ren aus 5 ml CHCl3 / CCly 1: 1, Abfiltrieren und Trocknen am HV Gber Nacht,
konnten 0.12 g (0.92 mmol, 17 %) Produkt 107 in Form weisslicher Kristalle
isoliert werden,

Smp.: 79°C

IR {KBr): 3112m, 2925m, 2611m, 1732s, 1640s, 1578s, 1412m, 1370m, 1310m,
1269s, 1227vs, 1125m, 1025m, 999m, 928m, 906m, 863w, 811m, 775m, 714m,
576s, 407m.

IH-NMR (200 MHz, CDCl3): 6.48 (s, 1H, HC(3}); 2.29 (s, 3H, HaC(5).
I3C-NMR (50 MHz, CDCl3): 198.3 (C(4)); 168.9 (C(1 oder 2)); 164.0 (C(2 oder
1)}; 101.3 (C(3)); 26.7 (C(5)).
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817 6-Aminp-4-oxo-5-heptensduremethylester (108)

NH2 . 1"
OCH3 + NHy ——— ” 1_OCH3
785 %3

Q Q
23 108
CgH 1704 H3N CgH3NO;
172.18 g/mol 17.03 g/mol 171.20 g/mol

In einem getrockneten 5 ml Zweihalskolben mit CaCly-Trockenrohr und
Septum mit integriertem feinem Teflonschlauch wurden 0.51 g (3.0 mmol) 4,6-
Dioxoheptansiduremethylester (23) vorgelegt. Bei RT wurde wihrend 90
Minuten Ammoniak durch den Teflonschlauch ins fliissige Edukt eingeleitet.
Dabei verfirbte sich die Reaktionslosung gelb und gleichzeitig bildete sich ein
weisset, flockiger Niederschlag. Schiiesslich wurde das Rohprodukt in 2-3 ml
AcOEt/ Hex 1 : 1 gelést und flash-chromatographiert (20 g 5i02; LM: AcOEt /
Hex 1:1 (200 ml)). Es konnten 0.24 g (1.4 mmol, 47 %) Produkt 108 isoliert
werden.

R¢ (AcOEt/ Hex 1 : 1): 0.30; (UVyg4-aktiv, gelblich-braun mit KMnQ,).
Smp.; 32.5C
IR (KBr): 3413m, 3197m, 2998w, 2953m, 2926w, 2848vw, 1737s, 1621s, 1532vs,
1438m, 1413m, 1355m, 1323m, 1278m, 1227m, 1171m, 1144s, 1023m, 992m,
878m, 846w, 747w
1H-NMR {400 MHz, CDCl3; COSY): 9.55 (s (br), 1H, HaN (verbriickt)); 5.07 (s
(br), 1H, HaN (unverbriickt)); 5.01 (s, 1H, HC(5)); 3.65 (s, 3H, H3C(11)); 2.63-2.55
(m, 4H, HyC(2,3)); 1.89 (s, 3H, H3C(7).
BC-NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR S. und L.R., DEPT): 196.3 (C(4)); 173.9
(C(1)) 161.1 (C(6)); 94.8 (C(5)); 51.6 (C(11)); 36.1 (C(3 oder 2)); 28.9 (C(2 oder 3));
22.2(C(7).
MS (ED: 171 (22, [M]+), 140 (11, {M - OCH3]%), 112 (5, (M - COOCH3]*), 84 (100,
(M - CHzCH2COOCHS;]+), 49 (17).
CaHy3NQO; (17120 ber.. C56.07, H767, NB8.18;

gef: C5598, H7.54, N8l
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8.18 Synthese des Gemisches aus 3-Methyl-5-(2-methoxycarbonylethybisoxazol

(118} / 5-Methyl-3-(2-methoxycarbonylethyllisoxazol (117}

5 3¢
H3CO H3CO H3CO

o] 0 33)=0
32
NHZ0H - HOI 7 3
+ . I +
0 2 To/asmin 2 T— 3
4
0 2N 10 [
3! 5!
23 116 117
CgHy204 H3NO - HCl CgH | |NO,y
172,18 g/mol  69.49 g/mol 169.18 g/mol

In einem 50 mi Zweihalskolben mit aufgesetztem Kiihler und Septum wurden
unter Stickstoffatmosphire 4.23 g (24.57 mmol) 4,6-Dioxcheptansduremethyl-
ester (23) in 20 m] trockenem Methanol {Fluka, iber Molekularsieb) unter
Riihren vorgelegt. Anschliessend wurden 5.30 g (76.27 mmaol, 3.1 eq.)
Hydroxylaminhydrochlorid zugegeben und die resultierende Lsung wurde
wihrend 45 Minuten riickflussiert. Nach dem Einengen am
Rotationsverdampfer resultierte ein Gemisch aus einem blassgelben Oel und
einem weissen Festkdrper (Hydroxylaminhydrochlorid). Zur Entfernung des
Festkdrpers wurde das Gemisch mit 10 ml CHCI3 versetzt, worauf der
unldsliche Festkdrper abfiltriert werden konnte. Nach dem Einengen des
Filtrats konnten 4.04 g (23.88 mmol, 97 %, Verhiltnis 116 : 117 = 4 : 1) eines
blassgelben Qels isoliert werden.

Bemerkung: Die Verbindungen 116, 117 sind mittels Diinnschichtchromato-
graphie nicht detektierbar (nicht UV3s4-aktiv, keine Firbung mit KMnOy)

IR (KBr): 3131w, 3000w, 2955m, 2850w, 1741vs, 1608s, 1488w, 1439s, 14225,
1368m, 1202s, 1168s, 1025w, 1006m, 998m, 893m, 805m, 758m, 701w.

1H-NMR (400 MHz, CDCl5; COSY, (116}): 5.82 (d, 4] = 0.25, 1H, HC(4)); 3.65 (s,
3H, HaC(5%); 2.99 (td, 3] = 7.4, 4 ] = 0.65, 2H, HaC(51); 2.66 {t, 3] = 7.5, 2H,
H>C(52); 2.20 (s, 3H, HC(31)).

-121-



B.19

Experimenteller Teil

1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY, (117)): 5.81 (d, 4] = 0.85, 1H, HC(4)); 3.65 (5,
3H, H3C(39)); 290 (t, 3] = 7.5, 2H, HC(31); 266 (t, 3] = 7.5, 2H, HpC(39); 2.32
(d, 4 =0.85, 3H, H3C(51)).
1C-NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR S. und L.R., (116)) 172.1 (C(53)); 170.9
(C(5)); 159.7 (C(3)); 101.8 (C(4)); 51.7 (C(54)); 31.4 (C{52)); 21.9 (C(51); 11.2
(C(3).
13C-NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR 8. und L.R., (117)): 172.7 (C(33)); 169.2
(C(5)); 162.4 (C(3)); 101.2 (C(4); 51.6 (C(3%9); 31.9 (C(32)); 21.4 (C(3N)); 120
(C(sM)).
MS (ED): 170 (29, pKa (konj. Isoxazol) = 2), 169 (39, [M]+), 138 (36, [M - OCH3)¥),
110 (100, [M - COOCH3]*), 109 (54), 96 (16, [M - CH;COOCH;}*), 82 (57), 69
(12), 68 (28), 59 (27).
CgHyyNO; (169.18):  ber.: C56.79, H655 NB8.30;

gef.: C56.55, H657, NB.26.

Synth des Gemisches aus 3-Methyl-5-(2-carboxyethylisoxazol -

Methyl-3-(2-carboxyethyl)isoxazol (115}

HO
Q
+ NH50H - HCI AcoH
o 20 T4 /90 min
0
11 114 115
CH; 04  H3NO-HCI C;HgNO;
158.15 g/mol  69.49 g/mol 155.15 g/mol

In einem 25 mi Zweihalskolben mit aufgesetztem Kiihler und Septum wurden
unter Stickstoffatmosphire 0.64 g (4.0 mmol) 4,6-Dioxoheptanséure (11) in 10
ml Essigsdure unter Riihren vorgelegt. Anschliessend wurden 0.85 g (12.2
mmol) Hydroxylaminhydrochlorid zugegeben, und die resultierende Lisung
wurde wahrend 90 Minuten riickflussiert. Beim anschliessenden Abkiihlen der
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gelben Reaktionslésung fiel ein hellgelber Niederschlag aus. Der Niederschlag
wurde abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt, wodurch
ein gelbes Qel resultierte. Nach zweifachem Umkristallisieren aus 5-10 ml
CHCl; / Pentan 1: 1, Abfiltrieren und Trocknen am HV iiber Nacht, konnten
042 g (2.7 mmol, 67.5 %, Verhiltnis 114 : 115 = 3 : 1} Produkt in Form
weisslicher Kristalle isoliert werden.

R¢ (MeOH ): 0.15; (nicht UVysq-aktiv, gelblich mit Bromkresolgriin).

IR (KBr): 3404vw, 3134m, 3050m, 2996m, 2932m, 2667w, 2627w, 2545vw,
1695vs, 1603s, 1558w, 1520w, 1492w, 1478w, 14365, 1415s, 1374m, 1359w,
1313m, 1259m, 1231s, 1216m, 1198m, 1177m, 1141w, 1067w, 1024w, 1003m,
936m, 883m, 832m, 782w, 676m, 604w, 528w, 492m.

1H-NMR {200 MHz, CDCl3, (114)): 10.95 (s (br), 1H, COOH) 5.88 (s, 1H,
HC(4)); 3.02 (t, 3] = 74, 2H, HC(5N); 2.74 (t, 3 ] = 7.4, 2H, HC(52); 2.24 (s, 3H,
HC(31)).

1H-NMR (200 MHz, CDCla, {115)): 10.95 (s (br), 1H, COOH) 5.87 (s, 1H,
HC(4)); 2.94 (wiplettoid, 3] = 8.2, 2H, HaC(31)); 2.74 (t, 3] = 7.4, 2H, HC(3));
2.36(d, 4] = 0.9, 3H, HC(51).

13C-NMR (50 MHz, CDCl3, (114)): 177.1 (C(53)); 170.8 (C(5)); 159.9 (C(3)); 102.1
(C(4)); 31.4 (C(5D)); 21.7 (C(51); 11.2{(C(31).

13C-NMR (50 MHz, CDCl3, (115)): 177.8 (C(33)); 169.5 (C(5)); 162.3 (C(3)); 101.4
(C(4)); 32.0 (C(32)); 21.1 (C(31); 12.1 (C(5M).

MS (EI): 156 (17, [M + 1]+), 155 (45, [M]*}, 138 (10, [M - OHJ*), 137 (11, [M -
Hz0J*), 111 (10, [M - CO2)*), 110 (100, [M - COOH}*), 109 (56}, 96 (24), 82 (83),
73 (23}, 70 (16), 69 (12}, 68 (43), 67 (13), 61 (17), 55 (89), 54 (47), 45 (34), 43 (85).
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Synthese des Gemisches aus 5-Methyl-3-ethoxycarbonylisoxazol Methyl-

S-ethoxycarbonylisoxazol (29)

>

Q
O | NHOH-HOI — M
+ .

HO T4/9% min

(8]

27 28 29

CiHigOs  HiNO-HCI C;HgNO3
158.15 g/mol 69,49 g/mol 155.15 g/mol

In einem 250 ml Zweihalskolben mit aufgesetztem Kiihler und Tropftrichter
wurden unter Stickstoffatmosphire 5.01 g (31.7 mmol) 2,4-Dioxo-
pentansiureethylester (27) in 50 ml trockenem Ethanol (Fluka, iiber
Molekularsieb) unter Rihren vorgelegt. Anschliessend wurden 6.60 g (95.0
mmol, 3.0 eq.) Hydroxylaminhydrochlorid geldst in 100 ml trockenem Ethanol
zugegeben, und die resultierende Losung wurde wihrend 90 Minuten
riickflussiert. Die gelbliche Reaktionslésung wurde schliesslich einrotiert und
mit rund 50 ml Wasser versetzt. Anschliessend wurde dreimal mit je 15 ml
Ether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen dreimal mit je 15 ml
gesittigter NaCl-Losung und einmal mit 0.1 M NaHCOs-Lisung
zuriickgewaschen, iiber NaySOy getrocknet und abfiltriert. Nach dem Einengen
am Rotationsverdampfer und Kugelrohrdestillation (T = 40°C, p = 0.2 mbar)
resultierten 3.87 g (24.9 mmol, 78.5 %, Verhilinis 28 : 29 =7 : 1} leicht gelbliches
Oel.

R¢ (Hex / AcOEt 2: 1) 0.37; (UVgy-aktiv, keine Anfarbung mit KMnO,).
IR {KBr): 3143w, 2986m, 2935m, 2876w, 1733s, 1601s, 1459s, 14225, 1391m,
1365m, 1302m, 1271s, 1207s, 1102s, 10235, 1007s, 996m, 920s, 862m, 834m, 780s,
666w, 639w, 627m.
1H-NMR (400 MHz, CDCl; COSY, (X1)): 6.36 (g, 4 ] = 0.9, IH, HC(9)); 4.38(q, 3
=71, 1H, HC{3); 2.45 (d, 4 J = 0.9, 3H, H3C(51); 1.36 (1, 3 ] = 7.1, 2H, HC(3Y)).
'H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY, (X2)%: 6.36 (g, 4] = 0.9, TH, HC(4)); 4.31 (q,3
J=72,1H, HC(52)); 2.33 (s, 3H, H3C(31)); 1.33 (t, 3/ = 7.2, 2H, HC(53)).
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13C-NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR S. und LR., (X1)) 171.2 {C(5)); 160.0
(C(31); 156.4 (C(3)); 102.1 (C(4)); 61.9 (C(3); 14.0(CT(33); 12.2 (C(SM).
13C.NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und LR, (X2)): 157.8 (C(3)); 109.8
(C()); 63.0 (C(5%)); 13.8 (C(53)); 11.3 (C(3L);

MS (E1): 156 (5, [M + 1]*), 155 (43, [M]*), 140 (2, [M - CH3]*), 127 (2, [M -
C2Hgl®), 111 (34), 110 (100, [M - CoH501*), 83 (19), 68 (83) , 43 (45).

hoxycarbonylethyl}-5-methylirimethylsilyli

\/ 02N
Sk~ .
. Phenylisacyanat, NEtz, Tolual
\ 90°C,1h i
o)
OCH3 O
_ 18

CgH 28i CsHgNO4 CyyHgNO4SI
112.25 g/mol  147.13g/mol 241.36 g/mol

In einem trockenen 100 ml Zweihalskolben mit aufgesetztem Kihler und
Septum wurden unter Stickstoffatmosphire 1.82 g (12.4 mmol) 4-Nitro-
buttersduremethylester in 50 ml tiber Na getrocknetemn Toluol unter Riihren
vorgelegt und auf 0°C abgekiihlt. Anschliessend wurden zuerst 2.08 g (18.5
mmol) Propargyltrimethylsilan , dann 4.10 g (34.4 mmol} Phenylisocyanat und
schliesslich 1.87 g (18.5 mmol) liber LiAlH; getrocknetes Triethyamin zur
Ldsung zugetropft. Die resultierende Lisung wurde zuerst wihrend 30
Minuten bei RT geriihrt und anschliessend wihrend einer Stunde auf 90°C
erwirmt. Die resultierende gelbe Suspension wurde anschliessend abfiltriert
und eingeengt. Nach Kugelrohr-Destillation (150°C, 0.01 mbar) konnten 1.90 g
{7.87 mumnol, 63.5 %) Produkt 118 isoliert werden.

1R (KBr): 3127w, 2955m, 2902w, 2849vw, 1741s, 15945, 1555w, 1480m, 1436m,
1368m, 1295m, 1251s, 1200m, 1166m, 1088w, 1026w, 996m, 898m, 851s, 703m.
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 5.63 (s, 1H, HC(4)); 3.68 (s, 1H, HC(39);
2.92 (riplettoid, 3 ] = 7.5, 2H, HyC(3)); 2.69 {triplettoid, 3 = 7.6, 2H, H,C(32);
2.16 (d, ¢ ] = 0.4, 2H, HzC(5Y); 0.05 (s, 9H, HC(52)).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R.): 172.8 (C(3%); 172.3 (C(5));
162.4 (C(3)); 99.0 (C(4)); 51.7 (3%)); 32.2 (C(32)); 21.6 (C(3V); 17.8 (C(51)); -1.8
(C(52.
MS (ED: 241 (5, [M]*), 210 (1, [M - OCH3l*), 182 (8, [M - COOCH3]*), 168 (8, (M
- Si(CHy)3]* oder [M - CH;COOCHS3]*), 137 (11), 73 (100), 55 (14).
C11H1gNO35i (241.36): ber: C 5474, H7.93, N5.80;

gef: C54.59, H7.83, N597.

3-(2-Methoxycarbonylethyl}-5-methylisoxazol (119)

\
s

Q BuNF (auf SIO2), THF / HoO
N RT.1h

o

OCH3

ns 119
Cy3HgNOaSi CgH ) NO;
241.36 g/mol 169.18 g/mol

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 5.50 g (6.05 mmol) Tetrabuty)-
ammoniumfluorid (auf Kieselgel, 1.1 mmol / g Harz) in einem Gemisch aus 60
ml THF und 10 ml H3O unter Riihren vorgelegt. Die resultierende Suspension
wurde anschliessend mit 991 mg (4.11 mmol) 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-5-
methyltrimethylsilylisoxazol (118) versetzt und wihrend 1 b bei RT geriihrt.
Schliesslich wurde abfiltriert, mit 40 ml H»O versetzt und dreimal mit je 50 ml
CHC]; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 50
m! HyO zuriickgewaschen, {iber Mg504 getrocknet, filtriert und eingeengt,
wora f 662 mg (3.91 mmol, 95 %) dliges Rohprodukt resultierten. Nach Flash-
Siwenchromatographie von 229 mg (1.35 mmol) Rohprodukt (15 g SiOy; LM:
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AcOEt / Hep 1 : 2 (100 ml)) konnten 182 mg (1.08 mmol, 76%) weisses Produkt
119 isoliert werden.

R¢ (Hep / AcOEt 2 : 1): nicht UV 54-aktiv, keine Firbung mit KMnO,.
Smp. 47.5- 48.0°C
1R {KBr): 3135m, 2997w, 2956m, 2934m, 2855w, 1961w, 1735vs, 1693m, 1648w,
1610s, 1551m, 1484m, 1443s, 1426s, 1372s, 1315w, 1291s, 12355, 11965, 1170s,
1069m, 1016m, 986s, 8875, 8175, 759m, 698m, 647w, 613w, 486w.
1H-NMR {400 MHz, CDCl); 5.84 (d, 4 | = 0.8, 1H, FIC(4)); 3.70 (s, 3H, H3aC(34));
2.95 (triplettoid, 3] = 7.5, 2H, HC(31)); 2.71 (triplettoid, 3 ] = 7.5, 2H, HC(32));
2.38(d, 4] = 0.8, 3H, HC(5")).
1C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R.): 172.8 (C(33)); 1694 (C(5));
162.5 {C(3)); 101.4 (C(4)); 51.8 {3%)); 32.1 {C(32)); 21.5 (C(31); 12.2 (C(51).
MS (El): 170 (15, [M + 1}* ,pKa (konj. Isoxazol) = 2), 169 {61, [M]*, 138 (87, (M -
OCHa]*), 137 (47), 111 (11), 110 (100, [M - COOCH3]*), 109 (35), 96 (9, (M -
CH2COOCH;]+), 94 (25), 87 (14), 84 (21), 82 (14, [M - CH2CH2COOCH314), 68
(16), 59 (29}, 55 (24), 43 (42).
CgHiiNQO; (169.18): ber.: C56.79, He6.55 NB8.30;

gef. C56.67, H668 NB32
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8113 4-Amino-6-oxo-4-heptensduremethylester (109)

]

PtO; / Raney-Ni, 50 bar Ha, MeOH

AT, 40 h
0
OCHg
119
CgH,jNO; CgH3NO3
169.18 g/mol 171.20 gfmol

45 mg Raney-Nickel-Legierung wurden in einem Hydriereinsatz aus Glas mit
1M NaOH akHviert und zuerst dreimal mit je 5 ml H20, dann dreimal mit je 5
mil MeOH konditioniert. Anschliessend wurden zum aktivierten Katalysator 8
ml MeOH und dann 45 mg PtO2 zugegeben. Unter Riihren folgte die Zugabe
von 342 mg (2.02 mmol) 3-(2-Methyloxycarbonylethyl)-5-methylisoxazel (119)
geldst in 2 ml MeOH.

Unter Rihren (930 U / min} wurde bei RT unter einem Druck von 50 bar
wihrend 40 h hydriert. Anschliessend wurde iiber Celite abfiltriert, mit 10 ml
MeOH gewaschen und eingeengt. Es resultierten 212 mg griinlich-braunes Oel.
Nach flash-S#ulenchromatographie (22 g 5i02; LM: AcOEt / Hep 3: 2 (200 m))
konnten 85 mg (0.50 mmol, 25 %) leicht gelbliches Oel isoliert werden.

Rg (AcOEt/ Hep 3: 2): 0.29; (UV3g4-aktiv, gelblich-braun mit KMnQOy).

IR (KBr): 3358m(br), 3181w, 2999vw, 2954vw, 17365, 1619s, 1530vs, 1438m,
1361m, 1269m, 1200m, 1173m, 1056vw, 1023w, 992w.

TH-NMR (400 MHz, CDCly; COSY): 9.60 (s (br), 1H, HN (verbriickt)); 5.59 (s
(br), TH, HN (unverbriickt)); 4.97 (s, 1H, HC(5)); 3.67 (s, 3H, H3C(11)); 2.57 (t, 3]
=7.1,2H, HaC(2)); 2.39 (t, 3 ] = 7.1, 2H, HyC(3)); 2.00 (s, 3H, HC().

13C-NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR 8. und L.R., DEPT) 197.1 (C{6)); 173.2
(C1; 163.3 (C(4)); 94.6 (C(5)); 51.9 (C(11)); 32.4 (C(2)); 30.8 (C(3)); 29.3 (C(7).
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MS (ED): 171 (6, [M]+), 156 (2, [M - CH3]*) 140 (1, [M - OCH3)*), 124 (5, [M -
OOCH;]*), 112 (8, [M - COOCH3]*), 98 (4, [M - CH;COOCHA3]+), 86 (39), 84 (61,
(M - CHyCH2COOCH3]*), 51 (34), 49(100), 47 (17).
CgHy3NO; (171.20):  ber: C56.12, H7.67, NB8.18

gef. C56.13, H767, NB8.I9.

6-Methoxy-4-oxo-5-heptensiuremethylester 4-Methoxy-6-oxo-4-hepten-
sduremethylester (111)

HyCO
o]
p -TsOH / MeOH 41
+ +
o} HC(OCHa)a RT.15h
O
23 111

CgH 20, CaH g0y CoH 1404
172.18g/mol  106.12 g/mol 186.21 g/mol

In einem 100 m] Zwethalskolben mit aufgesetztem Stickstoffballon und Septum
wurden 4.45 g (25.8 mmol) 4,6-Dioxoheptansiuremethylester {23) in 40 mi
Methanol vorgelegt. Anschliessend wurden zuerst mittels einer Spritze 2.89 g
(27.2 mmol; 1.1 Aeq.) Orthoameisensiuretrimethylester, dann im Stickstoff-
gegenstrom 21 mg p-Toluolsulfonsiure zur Losung zugegeben. Nach 15 h
Stunden Riihren bei RT wurde die Reaktionslosung mit 50 ml 0.1 M NaHCO3
Lésung versetzt und dreimal mit je 20 ml CH,Cl extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden einmal mit 50 ml H;0O zurlickgewaschen, liber
MgSQ4 getrocknet, abfiltriert und vorsichtig bei RT eingeengt (Beliiften mit
vorgetrocknetem N2). Es konnten 4.35 g (23.4 mmol; 91 %, Verhdltnis 110: 111
= 6: 1) eines griinen Oels isoliert werden,

Nach Flash-5iulenchromatografie (200 g 510y LM: AcOEt / Hex 1:3 (11},
AcOEt / Hex 2: 3 (1 1)) konnten 198 g (10.6 mmol, 41 %) 6-Methoxy-4-0x0-5-
heptensiuremethylester und 0.39 g (2.09 mmol, 8 %) 4-Methoxy-6-oxo-5-
heptensiuremethylester isoliert werden. Es resultierten zusitzlich 1.27 g (6.82
mmol, 26 %, Verhiiltnis 110 : 111 = 8: 1) Mischfraktion.
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Anmerkung: Die vereinigten Fraktionen wurden vor dem Einengen jeweils mit
0.1 M NaHCOj3 Losung extrahiert, wodurch einerseits die Essigsdure und
andererseits das Edukt entfernt wurden. Dadurch konnte die Zersetzung beim
Einengen deutlich reduziert werden. Das gleiche Verfahren wurde beim
Koevaporieren mit CHCl3 angewendet. Zusitzlich wurden simitliche NMR-
Ldsungsmittel tiber aktiviertes Alox filtriert.

6-Methoxy-4-oxo-5-heptensiuremethylester (110):

R¢ (AcOEt/ Hex1:2): 0.28 ; (UVgsg4-aktiv, gelblich-braun mit KMnQGy).

IR (KBr): 3631vw, 3458vw, 3358vw, 2953m, 2844w, 1739vs, 1683s, 1589vs,
1439s, 1402s, 1368m, 12635, 12135, 1170s, 11125, 10665, 991w, 892m, 848w, 823m,
49%6vw, 489w.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 5.44 (s, 1H, HC(5)); 3.65 (s, 3H, H3C(11);
3.62 (s, 3H, HaC(61)); 273 (, 3 ] = 6.7, 2H, HaC(3)); 2.57 (t, 3} = 6.7, 2H, HCQ));
2.25(s, 3H, HC(M).

Zusitzliche Signaie bei 3.64 (s); 3.17 (d); 2.80 (t); 2.53 (); 1.33 (s). Vermutlich

handelt es sich dabei um das andere Diastereoisomere.
I3C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R., DEPT): 196.6 (C(4)); 173.6
(CQ1)); 173.0 (C(6)); 98.4 (C(5)); 55.3 (C(61); 51.6 (C(11)); 38.5 (C(3)); 28.2 (C();
19.7 (C(7).
Zusitzliche Signaie bei 206.0; 173.2; 99.7; 51.7; 49.7; 48.3; 28.8; 27.6; 21.5.
MS (ED: 186 (3, [M]*), 155 (4, [M - OCHal*), 115 (12), 99 (89, [M -
CH2CH2COOCH;3]*) , 89 (14), 86 (66), 84 (100), 59 (22), 55 (17), 51 (31), 49 (76).
CoH;404 (186.21): ber: C5805, H7.59;

gef: C53.11, H7.26,

4-Methox x0-4-heptensiuremethylester :

R (AcOEt/ Hex1:2): 0.17 ; (UVos4-aktiv, gelblich-braun mit KMnQOy).

1R (KBr): 2953m, 2844w, 1739s, 16815, 1588vs, 1439s, 1389m, 1358m, 1285m,
1261m, 1156s, 1112m, 1059m, 570m, 933m, 814w, 620m.
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 542 (s, 1H, HC(5)); 3.61 (s, 3H, H3C{11);
3.59 (s, 3H, HaC(41)); 3.01 (¢, 3] = 7.6, 2H, HoC(3)); 248 (t, 3] = 7.6, 2H, H,C(D);
2.12(s, 3H, HC(?).
Zusitzliche Signale bei 3.62 {s); 3.16 (s); 2.80 (1); 2.71 {s); 2.21 (s); 1.32 (s).
BC-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R., DEPT): 1964 (C(6)); 173.6
(C{4)); 173.0 (C(1)); 99.2 (C(9); 55.5 (C(41); 51.5 (C(11)); 31.9 (C(7)); 30.9 (C);
27.9{C{3).
Zusitzliche Signale bei 206.0; 173.1; 99.7; 98.4; 51.6; 48.2; 38.5; 27.6; 21.5.
MS (ED): 186 (2, [M]*}, 171 (1, [M - CHg]*), 155 (1, [M - OCH3]*), 143 (2, [M -
COCH31+), 127 (5, IM - COOCH3)%), 113 (12, (M - CH2COOCH;31#), 111 (10), 99
(11, [M - CH,CHCOOCH;]*), 86 (67), 84 (100), 51 (28).
CgH140, (186.21): ber.: C58.05, H7.59;

gef: C57.21, H7.50.

E o-G-oxytrimethylsilyl-5-heptensduremethylester -

H3CO
o]
Imidazol, HMDS "
9] Tir2in
O
QSi{CH3)3
23 E/Z-120
CgH 04 C;yH30451
172.18 g/mol . 144.36 g/mol

In einem 25 m! Zweihalskolben mit aufgesetztem Kithler und Septum wurden
unter Stickstoffatmosphidre 3.62 g (21.0 mmol} 4,6-Dioxcheptansdure-
methylester (23) in 15 ml HMDS vorgelegt. Anschliessend wurden im
Stickstoffgegenstrom 172 mg Imidazol {2.53 mmol) zur Lésung zugegeben und
unter Riihren wihrend 21 h rlickflussiert. Nach direkter Kugelrohrdestillation
(T = 100°C, p = 4 - 10-2 mbar) resultierten 4.88 g (20.0 mmol, 95 %) leicht
gelbliches Cel.
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IR (KBr): 2958m, 2853vw, 1742vs, 1683m, 1596s, 1438m, 1368m, 1256s, 1212m,
1171m, 1104m, 1034m, 994vw, 958w, 920w, B48s, 75%w.
1H-NMR {400 MHz, CDCly; COSY, (E-1200*: 5.54 (s, 1H, HC(5)); 3.65 (s, 3H,
H3C(11)); 2.68 (triplettoid, 2H, HC(3)); 2.55 (triplettoid, 2H, H2C(2)); 2.23 (s,
3H, HC(7)); 024 (s, 9H, H3C(61).
1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY, (Z-120))*: 5.49 (s, TH, HC(5)); 3.64 (s, 3H,
H3C(11); 3.02 (t, 3 =7.3, 2H, HaC(3)); 245 (1,3 ] = 7.4, 2H, H2C(2); 2.09 (s, 3H,
HC(7)); 0.29 (s, 9H, H3C(61)).
1IC.NMR (106 MHz, CDCl3y; HETCOR S. und L.R., DEPT, {E-120))*: 197.1
(C(); 173.6 (C(1)); 163.5 {C6)); 107.3 (C(5)); 51.6 (C(17)); 38.4 (C(3)); 28.1 (C(D);
21.4 (C(7)); 0.2 (C(6D).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R., DEPT, (Z-120))*: 196.8
(C(40; 173.1 (C(1)); 170.2 (C{6)); 107.2 (C(S)); 51.7 (C(11); 38.4 (C(3)); 31.8 (C(7
oder 2)); 29.0 (C(2 oder 7)); -0.1 (C(61).
* Die Zuordnung der NMR-Daten erfolgte in Analogie zum Isomerengemisch
(E/Z-121},
MS (EI): 319 {14}, 318 (28), 317 (100, [M + Si(CH3)3]*), 246 (11), 245 (58), 244 (16,
[M]*), 229 (38, [M - CH3l*), 213 (21, [M - OCH3}+), 199 (15, [M - 3 CH3]*), 185 (5,
[M - COOCH3*), 171 (13, [M - CH2COOCHS3]* oder [M - 5i(CHz3)3]*), 169 (36),
158 (11}, 157 (79, (M - CH,CH2COOCH;14), 75 (12), 73 (52).
MS (DCI): 317 (100, [M + Si(CHa)a]*), 245 (100), 229 (17, {M - CH3]*), 213 (5, [M
- OCH3}%), 173 (19), 157 (28), 90 (5.
C1:H20045i (244.36)::  ber.: C54.05, H8.27;

gef: C53.88, HB8.48.
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E /Z)-6-Chlor-4-oxo-5-heptensiuremethylester

H1CO
TquoI
cl ~ 70C. a5
cl
E/Z-121
CgH ,204 C4Cl30, CgH 1 CI03
172.18 g/mol 126.95 g/mol 190.63 g/mol

In einem 50 m! Zweihalskolben mit aufgesetztem Kiihler, Stickstoffballon und
Septum wurden unter Riihren 247 g (14.3 mmol) 4,6-Dioxoheptanséure-
methylester (23) in 20 mi iiber Natrium getrocknetem Toluol vorgelegt. Dann
wurde mittels einer Spritze 3.63 g (28.6 mmol; 2 Aeq.} Oxalylchlorid wihrend 5
Minuten zur Lésung zugegeben und wihrend 3.5 h Stunden bei 70°C gerthrt
Nach direktem Einrotieren der hellbraunen Reaktionslésung am RV (T(Bad) =
30°C) und anschliessender zweifacher flash-Sdulenchromatografie (1. 80 g SiOz;
LM: AcOEt / Hex 1:4 (11); 2 10 g SiOz; LM: AcOEt / Hex 1 : 4 (200 mi))
konnten 350 mg (3.8 mmol, 27 %) E-6-Chlor-4-oxo-5-heptensiuremethylester
(E-121) und 71 mg (0.4 mmol, 3 %) Z-6-Chlor-4-oxo-5-heptensiuremethylester
{2-121) isoliert werden.

hlor-4-ox tensiuremethyl -
R¢(AcOEt/ Hex1: 4} 0.37; (UVyg4-aktiv, gelblich-braun mit KMnOy).
IR {KBr): 2998vw, 2955w, 2848vw, 1741s, 1698s, 1610s, 1438m, 1424m, 1376,
1357m, 1309w, 1262m, 1211m, 1171m, 1122m, 1083m, 1055w, 1027vw, 992w,
956vw, B59m, 727w, 660w.
TH-NMR (400 MHz, CDCls; COSY, NOESY): 6.45{q, 4] = 1.1, 1H, HC(5)); 3.65
(s, 3H, H3C(11); 2.75 (¢, 3] = 6.5, 2H, HpC(3)); 2.57 (4, 3 1=65,2H, HC(2)); 252
(d,47=1.1, 3H, HC(7).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR §. und L.R., DEPT): 195.8 (C(4)); 173.0
(C(1)); 152 2 (C(6)); 125.1 (C(5)); 51.7 (C(11)); 38.7 (C(3)); 27.6 (C(2)); 24.1 (C(7).
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MS (EI): 190 (2, [M - H]*), 160 (6, [M - OCHal* oder Isotopensignal [M + 2]+
von 158), 159 {11, [M - CH30H]*), 158 (17), 116 (2, (M - CH3CCICH]+), 106 (2,
Isotopensignal [M + 2]+ von 104}, 105 (30, Isotopensignal [M + 2]+ von 103), 104
(5, [M - CH;CHzCOOCH;*), 103 (100), 70 (11).
MS (DCD): 193 (28, [M + 2]*), 192 (10), 191 (100, [M]*), 161 (7, Isotopensignal (M
+ 21* von 159), 160 (6, [M - OCHaJ* oder Isotopensignal von 158}, 159 (25, [M -
CH30H]*), 158 (21), 105 (9, Isotopensignal [M + 2]*von 103), 104 (13, [M -
CH;CHCOOCH;3)* eder Isotopensignal (M + 2]+ von 102), 103 (31}, 102 (38).
CgH11CiO; (190.63);  ber.: C5040, HS5.83;

gef. C50.54, HS5.66.

Z-6-Chlor-4-oxo-5-heptensiuremethylester (Z-121):
R¢(AcOEt/Hex 1:4): 0.22; (UV,54-aktiv, gelblich-braun mit KMnQO,).

1R (KBr): 2996vw, 2956w, 2850vw, 1740vs, 1703m, 1669w, 1620m, 1440m,
1359m, 1326w, 1266w, 1214m, 1168m, 1129m, 1094w, 1028w, 996w, 853w, 658w.
TH-NMR (400 MHz, CDCly; COSY, NOESY): 6.30 (g, 4] = 1.1, 1H, HC(5)); 3.66
(s, 3H, HaC(11)); 2.92 (t, 3] = 6.6, 2H, HaC(3)); 2.62 (t, 3] = 6.6, 2H, HC(2)); 2.25
(d, ¢ =1.1,3H, HC)).
13C-NMR (100 MHz, CDCly HETCOR 5. und L.R., DEPT); 196.0 (C(4)); 173.1
(C(1)); 143.5 (C(6)); 124.4 (C(5)); 51.7 (C(11)); 38.3 (C(3)); 2B.4 (C(7)); 27.7 (C(2)).
MS (ED: 191 (1, [M])+), 190 (1, [M - H]*), 160 (6, [M - OCH;)* oder Isotopen-
signal (M + 2)* von 158), 159 (13, [M - CH3OH]*), 158 {15), 115 (11), 106 (2,
Isotopensignal [M + 2]+ von 104), 105 {26, Isotopensignal [M + 2]* von 103}, 104
(3, (M - CH2CH2COOCH;]*), 103 (100), 75 (15), 59 (10}, 55 (15).
CgH11C103 (190.63):  ber: C5040, H5.83;

gef. C5033, H584
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Synthese yon Pyrrolen

3-Acetyl-2-methyl-4-phenyl-pyrrol (131} / 3.5-Dimethyl-2-phenylcarbonyl-
pyrrol (132)

(0]
. HaN versch. LM .
3 1
cl- Tl | o4
131,132
CsHgOs CgH1(CINO C3H;aNO
100.12 g/mol 171.63 g/mol 199.25 g/mol

a.) Reaktion in 1 M Essigsdure / Natriumacetat - Puffer:

In einem 50 ml Einhalskolben wurden unter Riihren 1.03 g (10.3 mmol)
Acetylaceton und 1.72 g (10.0 mmol) Phenacylaminhydrochlorid in 20 ml 1 M
Essigsdure / Natriumacetat - Puffer geldst, wobei bereits bei RT die Bildung
eines gelblichen Niederschlags einsetzte. Anschliessend wurde ein Kiihler
aufgesetzt und wihrend 30 min riickflussiert. Nach dem Abkiihlen im
Kiihlschrank wurde der gelbe Niederschlag abfiltriert, mit 1-2 ml Puffer
nachgewaschen und am HV wihrend 2h getrocknet, wodurch 149 g (748
mmol, 75 %, (Verhdltnis 131:132 = 4 : 1)) Rohprodukt resultierten. Nach
Sdulenchromatografie (60 g 5i02, LM: AcOEt / Hep 1: 3 (500 ml)) von 0.75 g
{3.76 mmol) Rohprodukt konnten 0.56 g (2.81 mmol, 74.7 %) 3-Acetyl-2-methyl-
4-phenyl-pyrrol (131) und 0.13 g (0.65 mmol, 17.3 %) 3,5-Dimethyl-2-
phenylcarbonyl-pyrrol (132) isoliert werden.

b.) Reaktion in Toluol:

In einem 25 ml Zweihalskolben wurden unter Rithren 0.86 g (5.01 mmol)
Phenacylaminhydrochlorid in 10 ml Toluol vorgelegt und zuerst mit 0.36 g
{5.53 mmol, 1.1 eq.) Triethylamin und anschliessend mit 0.51 g (5.1 mmol)
Acetylaceton versetzt. Die anfinglich weissliche Suspension wurde wihrend 2
h riickflussiert, wodurch sie sich gelb verfirbte. Nach dem Abkiihlen im
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Kiihischrank wurde abfiltriert und mit 5 ml Toluol nachgewaschen. Schliesslich
wurde das Filtrat eingeengt und wihrend 2 h am HV getrocknet. Es konnten
0.47 g (2.36 mmol, 47 %) braunes Oel (Verhaltnis 131:132 = 5 : 1) isoliert
werden,

3 Acetyl-2-methyl-4-phenyl-pyrrol {131);

Ry {AcOEt/ Hep 1: 3): 0.18 (UV54-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens).

Smp.: 152.5°C

1R (KB1): 3519(br)vw (wahrscheinlich Hz0), 3297s, 3113m, 3072m, 3023m,
2961m, 2925m, 2754w, 2552w, 1968vw, 1954w, 1900vw, 1884vw, 1765vw,
1619vs, 1521s, 1482s, 14675, 1450s, 1438s, 1404s, 1390s, 1355m, 1331m, 1311m,
1293m, 1276m, 1238s, 1176w, 1159m, 1114m, 1105m, 1069m, 1063m, 1043m,
1031m, 1017w, 1001vw, 970s, 9265, 762s, 715m, 701s, 667w, 635m, 615m, 585w,
517s.

TH-NMR (400 MHz, CDCly; CO5Y): 9.12 (s (br) , 1H, HN(1)); 7.39-7.27 (m, 5H,
HC(42,42, 43,43 44); 6.54 (d, 3] = 2.4, 1H, HC(S)); 2.52 (s, 3H, HyC(21); 2.07 (5,
3H, H3C(3%). |

13C-NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR 5. und L.R.,, DEFT): 197.5 (C(31)); 136.4
(C(41)); 1355 (C(2)); 129.4 (C(43, 43)); 128.1 (C(44)*); 126.72 (C(4)); 126.66 (C(42,
42)"); 120.7 (C(3)); 115.5(C(5)); 30.8 (C(39)); 14.2 (C(2).

* Zuordnung nach Pretsch (im Widerspruch mit den becbachteten Intensititen)
MS (E1): 200 (7, [M + 1]+), 199 (39, [M]+), 184 (63, [M - CH3)*), 156 (8, [M -
COCH3]*), 128 (10), 88 (10}, 70 (26), 61 (30), 43 (100).

C13H1aNO (199.25):  ber: C7836, H659, N7.03;
ber. (+ 0.ISMol H20): C7731, H6.64, N6.94;
gef.: C773]1, He664, NGEL

3.5-Dimethyl-2-phenylcarbonyl- ol
R¢ (AcOER/ Hep 1: 3): 0.36 (UVq54-aktiv, orange mit Ehrlich-Reagens).
Smp.: 118.5-119°C l
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IR (KBr): 32705, 3129w, 3063w, 3028vw, 2970vw, 2950w, 2921m, 2862vw, 1594s,
1571s, 1498s, 1487s, 1448s, 1434s, 1381m, 13665, 1295m, 1281s, 1176w, 1159w,
1138w, 1013w, 978w, 937m, 9245, 811m, 794m, 768w, 736s, 7025, 666m, 644w,
633w, 600m, 485w.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 9.63 (s (br) , 1H, HN(1)); 7.65-7.62 (m, 2H,
HC(23, 23)); 7.52-7.42 (m, 3H, HC(25, 24, 24)); 5.87-5.86 (m, 1H, HC(4)); 2.29 (s,
3H, H3C(51); 1.92 (5, 3H, H3C(31).
13C.NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R., DEPT); 185.7 (C(21)); 140.1
(C(22); 136.0 (CG)); 130.8 (C(2 und 25)); 128.2 (C(24, 24)); 128.1; (C(23, 23,
127.7 (C(3)); 112.9 {Cld)}; 14.0 {C(31)); 13.1{C(51}}.
MS (E1): 199 (12, [M]+), 198 (23, [M - H]+), 184 (2, [M - CH3]¥), 122 (5, [M -
CgHs]*), 94 (2, (M - COCgHsl*), 88 (10), 73 (9, 70 (32), 61 (31), 45 (15), 43 (100).
C1aH1aNO (199.25:  ber. C7B36, H659 N7.03;

gef: C7833, H670, Né6.50.

Acetyl-4-(2-carboxyethyl}-2-methyl-pyrrol 2-(3-Carboxy-1-oxopropyi)-
3.5-dimethyl-pyrrol (135)

HO,
8]
0]
° . HAN versch. LM
3 :
o ol 1.1, 30 min
2 134, 135

CngOz CusClNO} C10H13N03
100.12 g/mol 167.59 g/mol . 195.22 g/mol
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a.) Reaktion in 1 M Essigsdure/Natriumacetat - Puffer:

In einem 50 ml Einhalskolben wurden unter Rihren 1.04 g (10.4 mmol)
Acetylaceton und 1.68 g (10.0 mmol) 5-~Aminolévulinsiurehydrochlorid (2} in
20 ml 1 M Essigsdure / Natriumacetat - Puffer gelost, wodurch eine leicht
briunliche Lésung resultierte. Anschliessend wurde ein Kiihler aufgesetzt und
wihrend 30 min riickflussiert. Danach wurde die Reaktionslésung in den
Kiihlschrank gestellt, worauf ein flockiger, beiger Niederschlag ausfiel. Nach
dem Abfiltrieren wurde mit 1-2 ml Puffer nachgewaschen und am HV wihrend
2h getrocknet, wodurch 1.69 g (8.66 mmol, 86.6 %, Verhiltnis 134 : 135 =20: 1))
Rohprodukt resultierten.

b.) Reaktion in AcOEt:

In einem 25 ml Zwejhalskolben wurden unter Riihren 0.42 g (2.51 mmal) 5-
Aminolidvulinsiurehydrochlorid (2) in 9 ml AcOEt vorgelegt und zuerst mit
0.29 g (2.87 mmol, 1.2 eq.) Triethylamin und anschliessend mit 0.25 g (2.5
mmol) Acetylaceton versetzt. Die anfanglich beige Suspension wurde wihrend
3 h riickflussiert, wodurch sie sich braun verfiarbte. Die Reaktionssuspension
wurde dann direkt einrotiert und mit 1.5 mi 1 M Essigsdure/Natriumacetat
Puffer versetzt. Das Rohprodukt wurde schliesslich unter leichtem Erwirmen
im Puffer geldst. Die resultierende Lisung wurde iiber Nacht in den Tiefkiihler
gestellt, wodurch ein violetter Niederschlag ausfiel. Nach dem Abfiltrieren und
Waschen mit wenig Chloroform, konnten nach einstiindigem Trocknen am HV
67 mg (0.34 mmol, 14 %) eines violetten Festkorpers isoliert werden. Es zeigte
sich, dass ausschliesslich das Knorrprodukt 134 gebildet worden war {(1H-
NMR). :

-Acetyl-4-{2-carbo, 1)-2-methyl- ol
R¢ (AcOEt/ MeOH 1: 1) 0.46 (UVj54-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens).
1H-NMR (200 MHz, CD350D): 6.41 {t, 3] = 0.9, 1H, HC(5)); 2.95 (triplettoid, 3 ] =
7.5, 2H, HC{41)); 2.54 (triplettoid, 3/ = 7.8, 2H, HC(42)); 2.48 (s, 3H, HaC(2h);
2.41 (s, 3H, H3C(32)).
13C-NMR {50 MHz, CD;OD): 197.6 {(C(31)); 178.1 (C(43)); 138.0 (C(2)); 125.9
(C(4)); 121.0 (C(3)); 116.2 (C(5)); 36.2 (C(42)); 30.7 (C(32); 24.3 (C(4N); 154 ~
(C21y.
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2-(3-Carbo 1)-3,5-dimethyl-pyrrol
R¢ (AcOEt/ MeOH 1:1): 0.46 (UV,54-aktiv, orange mit Ehrlich-Reagens).

-1-oxopro

1H-NMR (200 MHz, CD30D): 5.81 (5, 1H, HC(4)}; 3.02 {triplettoid, 3] ~ 6.6, 2H,
HC(22)); 2.64 (triplettoid, 3] = 6.9, 2H, HC(23)); 2.33 (s, 3H, H3C(51)); 2.22 (s, 3H,
H3C(31).

13C-NMR (50 MHz, CD30OD): 189.4 (C(21)); 131.1 (C{3}); 113.4 (C{4); 35.3
{C(22)); 29.8 (C(23)); 14.6 (C(5Y); 12.8 (C(3D).

3-Acetyl-4-(2-butoxycarbonylethy!)}-2-methyl- of 2-(3-Butoxycarbonyl-

1-oxopropyl)-3,5-dimethyl- 1
Ra Re Rz Rs
ﬂ\ H30*, n-Butanal M
R N Ry T, 45 min T Rs
H H
134,135 136, 137
CyoH13NOs C14HygNO3
195.22 g/mol 250.32 g/mol
Rj R» R3 Rq4
134 H (CH3);COsH C{O)CH; CHj
135 | C(O)}CHy»COH CHj H CHj
Rs Rg Ry Rg
136 H YCO,(CH2)3CH3| C(O)CH3 CH3
137 XCOr(CH2)3CH3 CHjs H CHy

X =C(O}CH)z; Y = (CH2)z.

In einem 50 ml Zweihatskolben mit aufgesetztem Kiihler und Stickstoffballon
wurden unter Rithren 1.48 g (7.5 mmol) fein 2erriebenes Pyrrol-
Isomerengemisch 134, 135 durch leichtes Erwirmen in 30 ml n-Butanol geldst,
wodurch eine rosarote Lésung resultierte. Anschliessend wurde die Lésung mit
10 Tropfen konzentrierter HCI - Lésung versetzt und wihrend 45 min unter DC
- Kontrolle riickflussiert. Danach wurde die dunkelbraune Reaktionsldsung in
20 ml Essigsdureethylester gelost und zur Entfernung der Salzsiure zweimal
mit je 50 ml H20 extrahiert. Die wissrige Phase wurde einmal mit 20 ml Essig-
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sdureethylester zurlickextrahiert. Schiiesslich wurden die organischen Phasen
vereinigt, liber MgSOy4 getrocknet, abfiltriert und eingeengt. Nach dem
Trocknen am HV {iber Nacht resultierten 1.78 g (7.09 mmol, 94 %) eines
braunen Festkdrpers,

Nach zweifacher Siulenchromatografie (1.) 90 g SiO2;: LM: AcOEt / Hex 1:3
(1.51); 2) 10 g SiOz, LM: AcOEt / Hex 1 : 4 (500 ml)) konnten 1.26 g {5.03
mmol, 71 %) 3-Acetyl4-(2-butoxycarbonylethyl)-2-methyl-pyrrol (136) und 72
mg (0.29 mmol, 4 %) 2-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-3,5-dimethyl-pyrrol
(137) isoliert werden,

J-Acetyl-4-(2-butoxycarbonylethyl)-2-methyl- ol

R (AcOEt/ Hex 1: 3): 0.14 (UVasy-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens).

Smp.: 79.5 - 80.0°C.

1R (KBr1); 3214m, 3150m, 3114m, 3073w, 2961m, 2932m, 2875w, 1732s, 1613vs,
1576m, 1520w, 1473s, 1448s, 14155, 1381m, 1364m, 1333m, 1290m, 1259vw,
1239m, 11775, 1152m, 1136m, 1071m, 1002w, 942m, 791w, 632w, 573w, 434w.
IH-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 9.20 (s (br), TH, HN(1)); 6.37 (d, 3] = 2.4,
1H, HC(5)); 4.03 (t, ¥ = 6.7, 2H, HC{44)); 3.00 (t, 3] = 7.5, 2H, HoC(41); 2.60 (1, 3]
= 7.5, 2H, HC{49)); 2.48 (5, 3H, H3C(21)); 2.41 (5, 3H, H3C(32)); 1.60-1.52 (m, 2H,
H2C(4%)); 1.37-1.28 (tq, 2 x3 | = 7.4, 2H, HaC(49)); 0.89 (t, 3] = 7.4, 3H, H3C(47)).
13C-NMR (106¢ MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R., DEPT): 195.1(C(31)); 173.8
(C(43)); 135.7 (C(2)); 124.5 (C(4)); 1202 (C()); 114.6 (C(S)); 64.1 (C(44)); 34.9
(C(42)); 30.7 (C(32)); 30.6 (C(45)); 22.9 (C(41)); 19.0 (C(46)); 15.4 (C(2N); 136
(C(a?).
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MS (E1): 251 (8, [M]+), 208 (14, [M - COCH3}*), 178 (3, [M - OC4Hpl*), 149 (12),
136 (16), 134 (12}, 108 (8), 88 (11}, 73 (10), 70 (31), 61 (35), 45 (19), 43 {100).
C1aH8nNQO; (251.32):  ber: C66.89, H844 NS5.57

gef. C66.76, HB848 NS3.46.

2-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-3.5-dimethyl- 1

Rz (AcOEt/ Hex 1 : 4): 0.32 (UV,54-aktiv, orange mit Ehrlich-Reagens).

Smp.: 115.5°C.

IR (KBr): 3278s, 3137w, 3093w, 2956w, 2931w, 2871w, 1735s, 1621s, 1569w,
1493m, 1471w, 1443m, 1411w, 1401w, 1379w, 1368m, 1316w, 1299w, 1267m,
1231m, 1212m, 1180w, 1169m, 1076w, 978w, 960w, 945w, 808m.

1H.NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 9.79 (s (br), 1H, HN(1)}; 5.80 (m, 1H,
HC(4)); 4.07 (1, 3] = 6.70, 21, HC(25); 3.03 (t, 3] = 6.8, 2H, H2C(22); 2.72.(t, 3] =
6.8, 28, HC(23)); 2.35 (s, 3H, HyC(31)); 2.24 (5, 3H, HaC(51)); 1.65-1.51 (m, 2H,
HzC(26)); 1.45-1.25 (iq, 2 x3 ] = 7.4, 2H, HaC(27)); 0.90 (t, 3] = 7.4, 3H, HaC(28)).
13C.NMR (100 MHz, CDCly; HETCOR 8. und L.R., DEPT): 186.9 (C(21)); 173.2
(C(2%)); 134.9 (C(5)); 128.6 (C(2 oder 3)); 128.0 (C(3 oder 2)); 112.5 (C(4)); 64.4
(C(25)); 34.1 (C{22)); 30.6 (C(26)); 28.3 (C(23)); 19.0 {C(27)); 14.6 (C(31)); 13.6
(C(28)); 12.8 (C(51).

MS (E1): 251 (2, [M}*), 178 (2, [M - OC4Hgl*]), 150 (3, [M - CO2C4Hg}*), 122 (10,
[M - CH2CH2C02C4Ho)*), 88 {9), 70 (28), 61 (29), 45 (13), 43 (100).

C14H21NO3 (251.32):  ber: C6689, HE844 N557;
gef: C67.05 HB8S51 NG5.45
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824  3-(3-Carboxy-1-oxopropyl)-2-methyl-4-phenyl-pyrrol (138), 3-(2-Carboxyethyl}-

5-methyl-2-phenylcarbonyl-pyrrol (139), 3-Acetyl-2-(2-Carboxyethyl)-4-phenyl-
pyrrot (140), 5-(2-Carboxyethyl)-3-methyl-2-phenylcarbonyl-pyrrol (140,

OH:
)
Ry R:
) 1M ACOM / AcO ~ - Putfer ﬂﬂ
TL,25h R N ;
+ N
1

+HaN
Ci-
138 - 141
CyH,004 CgH,oCINO Cy5H; sNO3
158.15 gfmol 171.63 g/mol 257.29 g/mol
Rj R» R1 Ry
138 H CgHs C(O)(CHa)COsH CH;
139 C(O)CeHs (CH2);COpH H CH;
140 H CsHs C(O)CH3 {CH2),COH
141 C(O)CgHs CH3 H (CH»)>COzH

a.) Reaktion in 1 M Essigsdure / Natriumacetat - Puffer:

In einem 100 ml Einhalskolben wurden unter Rithren 1.46 g (9.23 mmol) 4,6
Dioxoheptansiure (11) und 1.59 g (9.26 mmol) Phenacylaminhydrochlorid in 50
ml 1 M Essigsiure/Natriumacetat-Puffer geldst, wobei bereits bei RT eine
leichte Triibung einsetzte. Anschliessend wurde ein Kihler aufgesetzt und
unter DC - Kontrolle wihrend 2.5 h riickflussiert. Nach dem Abkihlen auf RT
wurde dreimal mit je 30 ml CHCi3 extrahiert, iber MgSOy getrocknet, filtriert
und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV {iber Nacht resultierten 2.52 g (9.79
mmol, 106 %) einer orangen Qels. Das 1H - NMR Rohspektrum zeigte die
Bildung von 4 Pyrrolen (Verhilinis Knorr- (138, 140)/ Fischer-Finkprodukte
(139, 141) = 3 : 1). Zusitzlich konnte die Anwesenheit von H;0 festgestellt
werden.
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825 3-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-2-methyl-4-phenyl-pyrrol (143), 3-(3-butoxy-

carbonylethyl}-S-methyl-2-phenylcarbonyl-pyrrol 3-Acetyl-2-{2-butoxy-
carbonylethyl}-4-phenyl-pyrrol 5-(2-Butoxycarbonylethyl)-3-methyi-2-
phenylcarbonyl-pyrrol (146).
R; Rz 7 Rg
M p-TsOHN, n-Butanol /
R4 N H1 T , 90 min RE N Rs
H
138- 141 143 - 146
Cy5H;sNO3 CygH23NO3
253.25 g/mol 313.40 g/mol
R Rz R3 Ry
138 H CgH s C(0)CH2)CO-H CHjy
139 C(O)CgHs {CH2);COzH H CHj;
140 H Cetls C({O)CH3 (CH)»COpH
141 C(O)CgHs CHs H (CH2)2COoH
Rs Ry Ry Rg
143 H CgHs XCO{CH2)3CH3 CH3
144 ClO)CeHs | YCOxCH)CH H CHj
145 H CgHs C(O)CH3 YCO(CHa»CH3
146 C{O)YCgH s CH3 H YCO,(CHy)3CH3

X = C{O)(CH)z; Y = (CH2h.

In einem 250 ml Einhalskalben mit aufgesetztem Kiihler und Stickstoffballon
wurden unter Riihren 2.02 g (7.85 mmol) fein zerriebenes Pyrrol-
Isomerengemisch 138 - 141 durch leichtes Erwérmen in 90 ml n-Butanol geldst,
wodurch eine hellbraune Lisung resultierte. Anschliessend wurde die Lisung
mit 127 mg (0.67 mmol) p-TsOH versetzt und wihrend 90 min unter DC-
Kontrolle riickflussiert. Die abgekiihite Reaktionslésung wurde in ca. 50 ml
CHCI3 aufgenommen und zur Entfernung der p-TsOH zweimal mit je 50 ml
HoO extrahiert. Die wissrigen Phasen wurden einmal mit 30 ml CHCl3
zuriickextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Mg50;
getrocknet und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV {iber Nacht resultierten
2.48 g (7.91 mmol, 101 %) einer roten klebrigen Masse.
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Nach zweifacher Siulenchromatografie (1.} 100 g SiO2, LM: AcOEt / Hex 1: 4
(11); 2.) 40 g SiO2, LM: Et;0 / Hex 2 : 1 (500 ml}} konnten 1.35 g (4.31 mmol,
54.5 %) (143), 45 mg (0.14 mmol, 1.8 %) (146} und 899 mg (2.87 mmol, 363 %)
Mischfraktion von (144 und 145) isoliert werden.

3-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl}-2-methyl-4-phenvyl- ol

a8

Rs (AcOEI/ Hex 1 : 4): 0.16 (UVs4-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens).

IR (KBr): 3314s, 3114vw, 3075vw, 3060vw, 3028w, 2960m, 2932m, 2873w,
1734wvs, 1639s, 1604m, 1561w, 1526m, 1464s, 14495, 1434vs, 1356m, 1220m, 1167s,
1122m, 1108w, 1071m, 1029w, 957w, 931w, 758m, 702m.

1H-NMR (400 MHz, CDCla): 8.66 (s (br) , TH, HN(1)); 7.38-7.27 (m, 5H, HC(42,
47, 83, 49, 49); 6,50 (d, 3] = 2.4, TH, HC(S)); 4.01 (t, 3] = 6.7, 2H, H2C(35)); 2.65-
2.61 (triplettoid, 3] = 6.5, 2H, HC(32)); 2.52-249 (triplettoid, 3] ~ 7.5, 2H,
HaC(3%)); 2.47 (s, 3H, H3C(21)); 1.58-1.51 {m, 2H, HC(36)); 1.35 {tq, 2 xi [ = 7.4,
2H, H2C(37)); 0.90 (t, 3] = 7.4, 3H, HaC(38)).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR §. und L.R., DEPT): 197.0(C(31)); 173.4
(C(39)); 136.5 (C(41); 135.3 (C(D); 129.5 (C(43, 43)); 128.2 (C(44)™); 126.7 (C(42,

427%); 126.3 (C(D)); 120.0 (C(3)); 1154 (C(5)); 64.3 (C(3%)); 37.1 (C(32)); 306
(C(36); 28.7 (C(3%); 19.0 (C(37); 142 (C(2H); 137 (B)).

* Zuordnung nach Pretsch (im Widerspruch mit den beobachteten Intensitéiten)
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MS (E1): 313 {21, [MJ*), 240 (26, [M - O(CH3)3CH3l*), 239 (18, M -
CH3(CHz)0H]*), 185 (15), 184 (100, [M - (CH}COO(CHZ)3CH3}*), 156 (22, [M
- CO(CH2),COO(CH2)3CH31+), 128 (15), 115 (10), 101 (11), 92 (10).

MS (DC1): 314 (100, [M + 114), 184 (9, [M - (CHZ)2COO(CH,)3CH3)+).

C14H;NO; (31340):  ber.: C7282, H741, N447;
ber. (+ 0.63 Mol Hy0): €7029, H753, N4.31;
get.: C7029, H7.32, N441

5-{2-butoxycarbonylethyl)-3-methyl-2-phenylcarbonyl- 0)|

R {AcOEt/ Hex 1: 4): 0.31 (UV,s4-aktiv, orange mit Ehrlich-Reagens).

IR (KBr): 3439m, 32775, 3087vw, 3052w, 2960m, 2931m, 2870w, 1723s, 1602s,
1574s, 1497m, 1487m, 1469m, 1449m, 1441m, 1416m, 1399m, 1372m, 1337m,
1316m, 1304m, 1276s, 1191vs, 1173s, 1080s, 1059s, 1016m, 981m, 937s, 804s,
735m, 699m, 461m.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3: COSYY: 9.32 (s (br), 1H, HN(1)); 7.65-7.62 (m, 2H,
HC(23, 23); 7.53-7.42 (m, 3H, HC(25, 24, 24)); 589 {m, 1H, HC(4)); 4.11 (t,3] =
6.7, 2H, HzC(54)); 2.92 (t, 3] = 7.0, 2H, HC(51)); 2.66 (1, 3] = 7.0, 2H, H2C(52);
2.00 (s, 3H, H3C(3D); 1.65-1.57 (m, 2H, H2C(59); 1.35 {tq, 2 x3] = 7.5 2H,
HC(56)); 092 (t, 3] = 7.4, 3H, HyC(57)).

13C.NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR 8S. und L.R., DEPT): 185.9 (C(21)); 173.0
(C(5%)); 140.0 (C(23)); 137.8 (C(5)); 130.9 (C(25)); 130.1 (C(2); 128.3 (C(24)); 128.1
(C(230); 127.9 (C(N; 112.1 (CW); 64.8 (C(5Y); 33.6 (C(52)); 30.6 (C(55); 22.8
{C(51); 19.1 (C(55); 13.9 (CGBMY; 13.7 (C(5T).
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MS (ED: 314 (13, (M + 1]%), 313 (48, [M]+), 312 (22), 240 (11, M -
O(CHy)3CH3]*), 238 (36), 213 (25), 212 (100, [M - COO(CH,);:CHal*), 210 (22),
198 (41, (M - CH.COO(CH:CHal*), 196 (20), 184 (8, M -
(CH),COO(CH);CHal*), 134 (10), 120 (16), 106 (11, 105 (56}, 92 (13), 77 (50),
43 (12).

MS (DC1): 314 (32, [M + 1)%), 313 (100, [MI¥), 312 (54), 256 (14), 238 (30), 213
(23), 212 (81), 210 (29), 198 {48, [M - CH,COO(CHy)3CH3}*), 184 (12, (M -
(CH),COO(CHCH3}*), 134 (12), 120 (13), 106 (14), 105 (47), 94 (18), 77 (64),
41 (17).

C1aHnNO; (313.40):  ber.: C7282, H74l, N4.47;
ber. (+ 0.26 Mel H;O): C71.73, H747, N440;
gef.: C7173, H782 N439.

2-butoxy-carbonylethyl)-5-methyl-2-phenylcarbonyl- ol 3-Acetyl-2-

(2-butoxy-carbonylethyl)-4-phenyl-pyrrol (145)

144 145

R {AcOEL / Hex 1: 4): 0.27 (UVyg,-aktiv, orange-violett mit Ehrlich-Reagens).
K¢ (Et20/ Hex 2 : 1): 0.40 (UV g54-aktiv, crange-violett mit Ehrlich-Reagens).
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IR (KBr): 3288m, 3061vw, 3026vw, 2960m, 2934m, 2872m, 2362vw, 1733vs,
16035, 1573m, 1524m, 1495m, 1485m, 14565, 14365, 1375m, 12805, 1239m, 1166m,
1118m, 1066w, 1029w, 999w, 953w, 758w, 739w, 702m.

1H-NMR {400 MHz, CDCls; COSY, (144)): 8.99 (s (br), 1H, HN(1)); 7.65-7.62
(m, 2H, HC(23, 23); 7.53-7.43 (m, 3H, HC(25, 24, 2%)); 5.93 (m, 1H, HC(4)); 4.00
{t,3] = 6.7, 2H, H2C(3%)); 2.72 (triplettoid, 3] = 7.7, 2H, HxC(31)); 2.44 (triplettoid,
3J = 7.6, 2H, HaC(32); 229 (s, 3H, H3C(5")); 1.56-1.50 (m, 2H, H2C(37)); 1.41-
1.23* {m, 2H, H2C(38); 0.90 (1, 3] = 7.4, 3H, HaC((37)).

* Ueberlagerung der Signale von 144 und 145.

H-NMR {400 MHz, CDCl3; COSY, (145)): ca. 9.2 (s (br), 1H, NH); 7.38-7.27 (m,
5H, HC(42, 42, 43, 47, 49); 6.55 (d, 3] = 2.4, 1H, HC(5)); 4.09 (t, 3] = 6.7, 2H,
H2C(24)); 3.18 (triplettoid, 3] = 6.2, 2H, HaC(21)); 2.75 (triplettoid, 3] = 6.2, 2H,
HaC{22)); 2.00 (s, 3H, HaC(39); 1.63-1.57 (m, 2H, HzC (29)); 1.41-1.23* (m, 2H,
HaC(26); 0.92 (t, 3] = 7.4, 3H, H3Cl{27).

* Ueberlagerung der Signale von 144 und 145.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R., DEPT, (144)): 185.5 (C(21));
173.0 (C(33)); 140.0 (C(22); 135.3 (C(5)); 133.8 (C(2)); 131.0 {C(29)); 128.4 {C(2%);
127.9 (C(23)); 127.1 (C(3)); 111.3 (C(4)); 64.2 (C(3%)); 35.0 (C(32)); 30.6 {C(39)); 22.9
(C(31Y; 19.1 (C(36)); 13.7 (C(37)); 13.2 (C(BN).

Zuordnungen der pyrrolischen Signale in Analogie zu 131 und 132.

13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR 5. und L.R,, DEPT, (145)): 197.5 (C(31));
175.0 (C(23)); 137.6 (C(2)); 136.4 (C(41); 129.5 (C(43, 43)); 128.2 (C(4%)*); 126.7
(C(42, 42)%); 126.3 (C{4)); 120.8 (C(3)); 115.7 (C(5)); 64.2 (C{24)); 33.6 (C(2D); 30.9
(C(3%)); 30.6 (C(25)); 22.0 (C(21); 19.1 (C(26)); 13.7 (F)).

* Zuordnung nach Pretsch (im Widerspruch mit den beobachteten Intensititen)
Zuordnungen der pyrrolischen Signale in Analogie zu 131 und 132.

MS {E1): 314 (7, [M + 1]%), 313 (23, [M]*), 270 (38, [M - COCH3]*), 240 (9, [M -
O(CH3)3CH3l), 212 (20, [M - COO(CH)3CH3l*), 211 (22), 210 (19), 208 (12, (M
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- COCgHsl+), 200 (10), 198 (42, [M - CH2COO(CHy2)3CH3}*), 197 (100), 196 (26),
183 (10), 182 (13), 170 (11), 168 (11), 105 (34), 77 (25), 43 (16).

MS (DCI): 315 (18), 314 (100, [M + 1]+), 313 (18, [MI*), 270 (28, [M - COCHa]*),
240 (20, [M - O(CH2)3CH3l*), 212 (19, [M - COO(CH2);CHal*), 211 (17), 210
(16), 208 (12, [M - COCgHsl]*), 198 (26, [M - CH2COO(CH2)3CH3]*), 197 (53),
196 (17), 170(11), 168 (11), 105 (22), 77 (13), 41 (10).

C14H21NO3 (313.40):  ber.; C7282, H74l, N447;
ber.(+0.14 Mol H20): C7224 H742, N443;
gef.: C7224, H711, N4.19.

4-(2-Carboxyethyl)-3-(3-carboxy-1-oxopropyl)-2-methyl-pyrrol (125},  3-2-
Carboxyethyl)-2-(3-carboxy-1-oxopropyl)-5-methyl-pyrrol (126), 3-Acetyl-2.4-
dif2-carboxyethyl)-pyrrol (127}, 5-(2-Carboxyethyl)-2-(3-carboxy-1-oxopro
J-methyl-pyrrol (128).

OH HO
0
0 Rj Rz
. 1M AcOH / AcO - - Pufer m,,
o T4, 45 min R .
H
0 *H3N
Cl-

1 2 125-128
CH,00, CsH,(CINO3 C12H;sNOs
158.15 g/mol 167.59 g/mol 253.25 g/mol

Ry Ra Rjy R4
125 H (CHCOMH | C(OXCH»COH CHj
126 | C(O)(CH»CO-H |  (CH3)2CO;H H CH;
127 H {CH»),CO-H C(0)CH3 {CH7),CO7H
128 | C(O)(CH;)CO-H CHj H (CH2)2,COH

In einem 100 ml Einhalskolben wurden unter Riihren 2.61 g (16.5 mmol) 4,6~
Dioxoheptansdure (11) und 2.82 g {16.8 mmol) 5-Aminoldvulinsdure-
hydrochlorid (2) in 50 ml 1 M Essigsdure / Natriumacetat-Puffer geldst,
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wodurch eine leicht gelbliche Losung resultierte. Anschliessend wurde ein
Kiihler aufgesetzt und unter DC - Kontrolle wihrend 45 min riickflussiert.

Die Reaktionslosung wurde anschliessend mittels konz. HCI - Lésung auf pH =
1 gestellt und direkt sechsmal mit je 100 mi AcOEt extrahiert. Dabei bildete sich
ein weisser Niederschiag in der wissrigen Phase, der sich wilhrend der ganzen
Extraktion nicht mehr aufldste. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, mit
wenig kaltem Wasser nachgewaschen und anschliessend wihrend 2 Tagen am
HV getrocknet. Es konnten 2.16 g (8.53 munol, 51.7 %) Produkt isoliert werden.
1H - NMR Untersuchungen zeigten, dass es sich dabei um reines 4-(2-Carboxy-
ethyl)-3-(3-carboxy-1-oxopropyl)-2-methyl-pyrrol (125) handelte.

Die vereinigten AcOEt - Extrakte wurden iiber MgSOy getrocknet, abfiltriert
und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV iiber Nacht konnten 2.08 g (8.21
mmol, 49.7 % Isomerengemisch (125 - 128) isoliert werden.

Der Grund fiir die zu grosse Gesamtausbeute (101.4 %) liegt in den hygros-
kopischen Eigenschaften der Produkite,

4-{2-Butoxycarbonylethyl}-3-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-2-methyl-pyrro]

(147). 3-(2-Butoxy-carbonylethyl)-2-(3-butoxycarbonyl-1-oxopropyl}-5-methy]-
rrol 3-Acetyl-2,4-di(2-butoxycarbonylethyl}-pyrrol 5-(2-

Butoxycarbouylethyl)-2-(3-butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-3-methyl-pyrrol (150).

R3 Ra Rz Ra
- TsOH, n-Butanol
M - 1!, 45 mi M
R N7 Ry + 43 min RE N7 SRs
H H
125-128 147 - 150
CyH ) sNOs CypH31NOs
253.25 g/mol 365.47 g/mol
R; R; R3 Ry
125 H (CH2)2CO-H | C(O)}CH2»COH CH3
126 | C(O)}(CHzhCOH (CH2)»CO-H H CHy
127 H (CHa)CO.H C(O)CH3 (CH2),CO-H
128 | C(O}CH2),COsH CH3 H (CH2),COsH
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Rs __Rg R1 Rg
147 H YCO,(CH2)7CH4 | XCO5(CHo)3CH3 CHa
W48 | XCOx(CHz)3CHy | YCO(CHy)3CH3 H CHa
149 H YOON(CHp)aCH3|  C(O)CH3 | YCOy(CH3)3CH3
150 | XCOp(CH»)3CH3 CH3 H YCO(CH)CHs

X =C(OXCHz)2; Y = (CH2n.

In einem 100 m] Zweihalskolben mit aufgesetztem Kiihler und Stickstoftballon
wurden unter Riihren 2.08 g (8.21 mmol) fein zerriebenes Pyrrol-
Isomerengemisch 125-128 durch leichtes Erwdrmen in 60 ml n-Butanol geldst,
wodurch eine hellbraune Losung resultierte. Anschliessend wurde die Losung
mit 120 mg (mmol} p-Toluoisulfonsdure versetzt und wihrend 45 min unter
DC - Kontrolle riickflussiert. Die Reaktionslésung wurde nach dem Abkiihlen
auf RT mit ca. 100 ml AcOEt versetzt. Zur Entfernung der p-Toluolsulfonsiure
wurde nun zweimal mit je 50 ml Ha0 extrahiert. Die wissrige
Extraktionsldsung wurde anschliessend zweimal mit je ca. 50 ml AcOEt
zuriickextrahiert. Schliesslich wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber
MgSQy4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV {iber
Nacht resultierten 2.15 g (5.88 mmol, 72 %) eines rotbraunen Oels.

Nach zweifacher Sdulenchromatographie {1.) 110 g 5i02, LM: AcOFt / Hex 1:3
(500 ml); 2.) ca. 10 g SiO2, LM: Et30 / Hex 1: 3 (200 mb)) konnten 137 mg (0.37
mmol, 6.3 %) 147, 420 mg (1.15 mmol, 19.6 %) 149, 128 mg (0.35 mmol, 6.0 %)
148 und 59 mg (0.16 mmol, 2.7 %) 150 isoliert werden. Zusitzlich resultierten
gesamthaft 506 mg (1.38 mmol, 23.5 %} Mischfraktionen, hauptsichlich
Gemische aus 147 und 149.
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4-(2-Butoxycarbonylethyl)-3-(3-Butoxycarbonyl-1-oxopropyl)}-2-methyl- ol
(147)

R¢ (AcOEt/Hex 1: 3): 0.13 (UVas4-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens).

IR (KBr): 3364s, 3316s, 3057vw, 3237w, 3122w, 29595, 2935m, 2873m, 2847w,
1735vs, 17135, 1638s, 1629vs, 1570w, 1518m, 1481m, 1466s, 1447s, 1417s, 1395m,
1363s, 1339m, 1324m, 1306m, 1284m, 1266m, 1251m, 1214s, 1175s, 1091w,
1070m, 1024w, 984m, 942m, 811m, 742m, 620m.

1H-NMR (400 MHz, CDCly; COSY}): 8.55 (s (br), 1H, HN(1)); 6.35 (m, 1H,
HC{(5)); 4.08 {t, 3] = 6.7, 2H, H2C(35 oder 44)); 4.03 (t, 3] = 6.7, 2H, HaC(3° oder
44)); 3.01 (t, %) = 6.6, 2H, HaC(32)); 3.02-2.99 (triplettoid, 3] = 7.6, 2H, H2C(41);
2.69 (t, 3 = 6.6, 2H, HC(3%); 2.59 (t, 3} = 7.5, 2H, H2C(42)); 2.48 (s, 3H, H:C(21);
1.64-1.53 (m, 4H, HaC (36, 45)); 1.41-1.28 (m, 4H, H2C(37, 46); 0.91 (%] = 7.4, 3H,
H3C(38 oder 4M); 0.90 (+.3] = 7.4, 3H, H3C(38 oder 47).

13C-NMR (100 MHz, CDCI3; HETCOR S. und L.R., DEPT): 194.6 (C(31)); 173.8
(C(43)); 173.6 (C(3%HY; 135.0 (C(2)); 124.6 (C(4)); 119.8 (CT(3)); 114.5 (C(5)); 64.4
(C(35 oder 4%); 64.1 (C(35 oder 44)); 36.8 (C(32)); 34.8 (C(42)); 30.6 (C(36 und 43));
28.4 (C(33); 23.0 (C(41)); 19.1 (C(37 und 48)); 15.7 (C(21)); 13.7 (38 und 47)).
Zuordnung analog 134.

MS (ED): 366 (12, [M + 11+), 365 (41, (M ]*), 292 (30, (M - O(CH2)1CH3]¥), 291
(24, [M - CH3(CH2)30H]1+), 236 (13, [M - (CH2)2COO{CH2)3CH3l%), 209 (30),
208 (100, [M - CO(CH2)2COOQ(CH2)3CH3]+), 194 (213, 190 (24), 189 {14), 166 (11),
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162 (22), 157 (11}, 148 (22}, 138 (63}, 136 (43}, 135 (21), 134 (47), 120 (20), 108 (20},
106 (15), 101 {56), 94 (11).

CaoHaiNOs (36547);  ber.: C 6573, HB855 N3I83;
ber. {+ 0.16 Mol H2O): Cé5.23, HBS57, N3.80;
gef.: C65.23, HB8.86 N4.03.

3-(2-Butoxy-carbonylethyl}-2-(3-butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-5-methyl- 1

(148)

Ri (AcOEt / Hex 1 : 3): 0.28 (UVy54-aktiv, orange mit Ehrlich-Reagens).

IR (KBr): 3441(br)w, 3272s, 3135vw, 3096vw, 2957m, 2931m, 2874w, 2863w,
1745s, 1733vs, 1625vs, 1567w, 1538vw, 1490m, 1467m, 1455m, 1438m, 1418w,
1411w, 1397m, 1373m, 1362m, 1319w, 1287m, 1267m, 1237m, 1212m, 1173m,
1157s, 1117w, 1078w, 1013w, 973w, 935w, 809m.

TH-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 9.50 (s (br), 1H, HN(1)); 5.84 (d, 3f = 2.5,
1H, HC(4)); 4.08 (t, 3] = 6.7, 2H, HzC(34 oder 25)); 4.07 (t, 3] = 6.7, 2H, HaC(34
oder 25)); 3.08 (t, 3] = 7.7, 2H, HaC(31)); 3.06 (t, 3] = 6.6, 2H, H2C(22)); 2.71 (¢, 3] =
6.6, 2H, HaC(23)); 2.65 (triplettoid, 3] = 7.7, 2H, HaC(32); 2.24 (s, 3H, H3C(S1));
1.62-1.55 (m, 4H, HpC (3% und 26)); 1.40-1.30 (m, 4H, H2C(3% und 27); 0.91 (t,3} =
7.4, 3H, H3C(37 und 26)); 0.90 (t,3] = 7.4, 3H, H3C((37 und 28)).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S, und L.R., DEPT): 186.9 (C(21); 173.1
(C(29); 173.0 (C(33)); 134.6 {C(5)); 131.3 (C(2 oder 3)); 127.4 (C(3 oder 2)); 110.4
(C(4)); 64.4 (C(3¢ oder 25)); 64.3 (C(34 oder 29)); 34.8 (C(39)); 34.0 (C(22)); 30.6
(C(35 und 26)); 28.2 (C(23)); 23.3 (C(31)); 19.1 (C(36 und 27)); 13.6 (C(37 und 28));
13.0(51).
MS (EI): 366 (11, [M + 1]%), 365 (32, [M ]+), 292 (21, [M - O(CH)3CH3)*), 291 (9,
{M - CH3(CH2)30H1), 236 (5, [M - (CH2)2CO0(CH2)3CH3l*), 209 (21}, 208
(100, [M - CO(CHZ),COQ(CH2)3CH31*), 190 (28), 166 (13), 162 (15), 148 (14), 138
(19), 136 (26), 134 (31, 120 (23), 108 (14), 106 (11), 101 (31), 94 (11}, 43 (22).
C2pH31NO5 (365.47):  ber.: C65.73, HB8.55 N3.83;

gef: C6545, HB845 N376.

I-A 1-2 4-di(2-butoxycarbonylethyl)-pyrrol

R¢ (AcOEt/ Hex 1: 3% 0.21 (UV3s4-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens).

IR (KBt): 3443w, 3367m, 3278m, 3115w, 2958s, 2933m, 2872m, 1732vs, 1641m,
16215, 1568m, 1515vw, 14655, 1422s, 1400m, 1376s, 1336m, 1305m, 1277m,
1260m, 1216m, 1176s, 1084w, 1076w, 1050w, 1032w, 1017w, 1002w, 963w, 942m,
794w, 615w.

TH-NMR (400 MHz, CDCl53): 9.00 (s {br), 1H, HN(1)); 6.38 (m, IH, HC(S)); 4.06
{t, 3] = 6.7, 2H, HaC(24 oder 44)); 4.05 (t, 3] = 6.7, 2H, H2C(24 oder 44)); 3.16
{triplettoid, 3] = 6.4, 2H, H,C(21)); 3.00 (t, 3] = 7.7, 2H, H2C(41)); 2.66 (triplettoid,
3] w 6.4, 2H, H2C(22)); 2.60 (triplettoid, 3] ~ 7.6, 2H, H;C@2)); 2.43 (s, 3H,
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H3C(32); 1.62-1.53 (m, 4H, HyC (25, 45)); 1.39-1.28 (m, 4H, HyC(26, 46); 0.90 (2 -
t3] = 7.4, 3H, H3C(27 oder 47)).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R.): 195.2 (C(31)); 174.3
(C(23)); 173.3 (C(43)); 138.3 (C(2)); 123.2 (C4)); 120.1 (C(3)); 114.7 (C(5)); 64.7
(C(24 oder 49)); 64.2 (C(24 oder 49); 34.8 (C(42); 33.4 (C(22)); 30.9 (C(32); 306
(C(5 ader 43)); 30.5 (C(25 oder 49)); 23.0 (C@1); 22.7 (C(21)); 19.1 (C(25 oder 45));
19.0 (C(256 oder 49)); 13.6 (7 und 47)).
MS (ED): 366 (6, [M + 1]%), 365 (21, {M ]%), 323 (20), 322 (100, [M - COCH3)*), 292
(3, [M - O(CHy)3CH3)%), 250 (15), 148 (18), 134 (11).
CapH3iNO;5 {365.47):  ber: C6573, HB8S55 N 3.83;

gef. C6543, H863 Nisgs

5-(2-Butoxycarbonylethyl}-2-{3-butoxycarbonyl-1-oxopropyl)-3-methyl- ol

asm

Rf (AcOEt/ Hex 1 :3): 0.32 (UV354-aktiv, orange mit Ehrlich-Reagens).

IR (KBr): 3354w, 3279w, 2958m, 2934m, 2872w, 1733s, 1634m, 1569w, 1495m,
1471m, 1455w, 1435w, 1420m, 1395m, 1374m, 1330m, 1310w, 1271m, 1239m,
1225m, 1190s, 1167s, 1087w, 1072w, 1014w, 1000vw, 977w, 947w, 803m, 725w.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 9.28 (s (br), 1H, HN(1)); 5.84 (d, 3] = 2.9, 1H,
HC(4)); 4.10 (t, 3] = 6.7, 2H, HoC(25 oder 54)); 4.09 (t, 3] = 6.7, 2H, HoC(25 oder
54)); 3.02 (1, 3 = 6.8, 2H, HoCQ2); 2.87 (¢, 3] = 7.1, 2H, HoC(S1); 272 (4, 3] = 6.8,
2H, H2C(23)); 2.61 Gtriplettoid, 3] = 7.1, 2H, HyC(52)); 2.36 (s, 3H, H3C(31)); 1.65-
1.56 (m, 4H, HyC (26 und 5%)); 1.42-1.24 (m, 4H, H2C(27 und 56)); 0.92 (2 - 3] =
7.4, 3H, H3C(28 und 57)).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R.): 187.2 (C(21)); 173.2
(C21); 172.9 (C(53); 136.8 (C(5)); 128.3 (C(); 127.8 {C(2)); 111.8 (C(4)); 64.7
(C(25 oder 54)); 64.5 (C(25 oder 59); 34.3 (C(22)); 33.6 (C(52); 30.6 (C(26 und 55));
28.2 (C(2%)); 22.7 (C(51)); 19.1 (C((27 und F)); 145 (31); 13.7 (C((28 und 57)).

MS (EI): 366 (8, [M + 1]*), 365 (28, [M ]*), 292 (16, [M - O(CHp)3CH3]*), 291 (9,
{M - CH3{(CH3)30H]*), 264 (10, [M - COO(CH)3CH3]*), 236 (20, [M -
(CH2COO(CHpaCH3 M), 209 (11), 208 (65, [M - CO(CH2):COO{CH)3CH3 ),
190 (38), 176 (10), 162 (37), 148 (12), 134 (16), 120 (10}, 106 (10), 101 (16), 88 (11),
86 (613, 84 (94), 49 (100).

C20H31NOs (36547):  ber.: C6573, H8S5, N383;
ber. (+0.16 Mol H,0): C6522, HR57, N380;
gef: C6522, HBS7, N372

Verseifung der n - Butylester 147 - 150

Ry Rg R Ra

1 MNaOH / Dioxan 1 : 1
M AT, 1.5h " ,Zj\
Rsg °N Rs R4 N Ry
H H
147 - 150 125-128
CagH3,NOs CyoH sNOs
365.47 g/mol 253.25 g/mol
Rs Rg R Ry
147 H Y CO2(CH2)3CH3 ] XCO«CH7)3CH3 CH3
148 | XC0Oy(CH3)3CH; | YCO4(CH2)3CH H CHj
149 H YCO2(CH;)3CH3 C(O)CH3 YCO2(CH:)1CH3
150 | XCO»(CHy»3CH4 CHj H YCO2(CH213CH,

X =C{O){CHy)3; Y ={(CHn.

Ry Rz Ry Ry
125 H (CH2nCO2H | C(ONCHz»CO2H CHz
126 | C(O)CHznCOzH [ (CH3)2C0O2H H CH3
127 H (CH,)»COzH C(O)CH3 {CH2)2COzH
128 | C(O)CHy»CO2H CH, H {CH2),COsH
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allgemeine Verseifungsvorschrift.

In einem 25 ml Einhalskolben wurden unter Riihren 81 mg (0.22 mmol) Pyrrol-
n-butylester (hier 149) in 10 m! eines 1 M NaOH/Dioxan 1: 1 Gemisches geldst.
Anschliessend wurde unter Lichtausschluss wihrend 1.5 h bei RT geriihrt.
Danach wurde die Reaktions!ésung zuerst zweimal mit je 10 ml Hexan
extrahiert und dann mittels konz. HCl-Ldsung auf pH 2 gestellt. Schliesslich
wurde dreimal mit je 10 ml AcOEt extrahiert, iiber MgSO4 getrocknet, filtriert
und eingeengt. Nach dem Trocknen am HV liber Nacht resultierten 58 mg (0.23
mmol, 104.5 %) Produkt (127).

Eth arbonyl-2-phenylcarbonyl-5-methyl- 0 3-(2-Ethoxy-
arbonyl-methanoyl)-2-methyl-4-phenyl- 1

0 0 HMDS, Tolual
+ —————
OH 1. 3h
*H3N
cr-
27 151,152
C7H 004 CgHpCINO CysH sNO3
158.15 g/mol 171.63 g/mal 257.29 g/mol

In einem 50 ml Zweihalskolben mit Septum, Kiihler und Stickstoffballon
wurden unter Riihren 1.64 g (9. 55 mmol) Phenacylaminhydrochlorid in 15 ml
iiber Na/K getrocknetem Toluol vorgelegt und zuerst mit 2.0 ml (9.5 mmol)
HMDS5 und anschliessend mit einer L.gsung von 1.51 g (9.55mmol) 2,4-Dioxo-
pentansiureethylester (27) in 5 ml trockenem Toluol versetzt. Die anfinglich
gelbliche Suspension wurde wihrend 3 h riickflussiert, wodurch sie sich
dunkelbraun verfirbte. Nach dem Abkiihlen auf RT wurde direkt am
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Rotationsverdampfer eingeengt. Es kannten 3.12 g (12.13 mmol, 127 %) eines
schwarzer Festkdrpers isoliert werden.

Nach direkt folgender Flash-Siulenchromatographie (95 g SiOg; LM: AcOQEk /
Hex 1 : 4 (700 ml)} konnten 292 mg (1.13 mmol, 11.8 %) 3-Ethoxycarbonyl-2-
phenylcarbonyl-5-methyl-pyrrol (151) und 69 mg {0.27 mmol, 2.8 %) 3-(2-
Ethoxycarbonyl-methanoyl)-2-methyl-4-phenyl-pyrrol (152} isoliert werden.
Zusdtzlich konnten noch 51 mg 2-N-Phenacylamino-4-oxo-2,3-penten-
siureethylester (153} iscliert werden.

Zur Reinigung wurde das 3-Ethoxycarbonyl-2-phenylcarbonyl-5-methyl-pyrrol
(151) in 10 ml CHCl3 / CCly (2 : 1) umkristallisiert. Nach dem Abfiltrieren und
Trocknen am HV Uber Nacht resultierten 145 mg (0.56 mmal, 5.89 %)
blassgelbes Produkt.

Versuche, das 3-(2-Ethoxycarbonyl-methanoyl}-2-methyl-4-phenyl-pyrrol (152)
gbenfalls durch Umkristallieren (CHCl3 / CCly; EtzO / Hex; AcOEt / Hex) zu
reinigen, scheiterten. Das Pyrrol 152 wurde schliesslich sdulenchromato-
graphisch (EtzO / Hex 2 : 3) aufgereinigt, wodurch 66 mg (0.26 mmol, 2.7 %)
eines braunen Oels isoliert werden konnten.

Bemerkung: Auffallend ist, dass bei der Anfirbung der Reaktionsprodukte

mittels Ehrlich-Reagens die Farbreaktion deutlich langsamer verlduft. Sie setzt
nicht sofort ein, sondern nimmt wihrend mehreren Stunden an Intensitit zu.

3-Ethoxycarbonyl-2-phenylcarbonyl-5-methyl-pyrrol (151)

Rs (AcOEt / Hex 1: 4): 0.28 (UVys4-aktiv, rot mit Ehrlich-Reagens (nach ca. 10
Std.)).

IR (KBr); 3239m, 3141m, 3105m, 3067m, 3056w, 2992m, 2964w, 2944w, 2902w,
1687s, 1619s, 1598m, 1575m, 1489s, 14725, 1447s, 1432s, 1365m, 1345s, 1279,
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1268m, 1235vs, 1158w, 1115m, 1098m, 1079m, 1027w, 1015m, 1002w, 929m,
868w, 770m, 729s, 698m, 6£51m.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY, NOESY): 10.48 (s (br), 1H, HN(1)); 7.78-
7.75 (m, 2H, HC(23, 23)); 7.54-7.50 (m, 1H, HC(2%); 7.44-7.40 (m, 2H, HC(24,
24)); 6.44-6.43 (m, TH, HC(4); 3.71 (q, 3] = 7.2, 2H, HaC(32); 2.36 (s, 3H,
H3C{(51);0.76 (t, 3] =7.2, 3H, H3C(33)).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3y; HETCOR S. und L.R., DEPT): 187.1 (C(21}); 164.9
(C(31); 139.5 (C(22)); 134.2 (C(5)); 132.1 (C(25)); 129.1 (C(2 oder 3 und 23, 23));
128.1 (C(24, 247); 122.7 (C(3 oder 2)); 111.9 (C(4)); 60.4 (C(32)); 13.4 (C(33)); 12.8
(C5M.
MS (ED): 258 (15, [M + 1)*), 257 (28, [M]*), 212 (40, [M - OCH,CH;l*}, 211 (53,
[M - CH3CH,0H)*), 210 (43), 184 (9, [M - COOCH,CH3)*), 183 (15), 182 (11),
155 (13), 154 (11), 134 (22), 105 (35), 78 (24), 77 (100), 44 (11}, 43 (11).
CisHysNOj3 (257.29):  ber: C70.02, HG588 N5.44;

gef: C6976, H6.02 NS534.

2-Ethoxycarbonyl-methanoyl}-2-methyl-4-phenyl- )|

Ry (AcOEt / Hex 1 : 4): 0.09 (UVys4-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens (nach ca.
10 Std.)).

R¢ {Et20 / Hex 3 : 2): 0.18 (UV354-aktiv, violett mit Ehrlich-Reagens (nach ca. 10
Std.n.)

IR (KBr): 3424s, 3313m, 3134w, 2979w, 2935w, 17375, 1627vs, 1604m, 1576w,
1563m, 1528m, 1491w, 1468m, 1441m, 1425m, 1388w, 1371m, 12935, 1259m,
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1223s, 1176vw, 1157vw, 1118w, 1103m, 1073w, 1027m, 970m, 948w, 750m,
705m.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY, NOESY): 8.86 (s (br), 1H, HN(1)); 7.35-7.25
(m, 5H, HC(42, 42, 43, 4%, 49); 6.60 (d,3] = 2.4, 1H, HC(5)); 3.65 (q, 3] = 7.2, 2H,
H2C(33); 2.56 (s, 3H, H3C(21); 1.02 (£, 3] =7.2, 3H, H3C(34)).
13C-NMR (100 MHz, CDCly HETCOR S. und L.R., DEPT): 183.8 (C(31)); 164.9
(C(32)); 139.5 (C(2)); 134.8 (C(41)); 129.0 (C@43, 43)); 128.1 (C(4%*); 127.6 (C(4
oder 3)); 126.8 (C(42, 42)*); 115.6 (C(5)); 115.6 (C(3 oder 4)); 61.5 (C(3%)); 14.0
(C21); 13.5 (C(3%).
* Zuordnung nach Pretsch (im Widerspruch mit den beobachteten Intensititen)
MS (E1): 257 (9, [M]*), 184 (98, [M - COOCH.CH3l*), 156 (10, [M -
COCOOCH;CH3l+, 128 (13), 127 (12), 89 (10), 77 (15), 70 (9), 46 (13), 44 (100), 43
(10).
C1sHisNO;3 (257.29):  ber.: C70.02, HS588 N544;

gef: C69.72, H6.00 NS5.30.

2-N-Phenacylamino-4-0x0-2 3-penten-siureethylester

Rg (AcQEt / Hex 1: 4): 0.17 (UVy54-aktiv, griin mit Ehrlich-Reagens (nach ca. 10
Std.)).

IH-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY}): 10.54 (5 {br), 1H, HN von C(2)); 7.94-7.91
(m, 2H, HC(24, 24)); 7.61-7.56 (m, 1H, HC(26)); 7.49-7.44 (m, 2H, HC(23, %));
5.82 (s, 1H, HC(3)); 5.01 (d, 3] = 5.6, 2H, HaC(21); 4.24 (q, 3] = 7.1, 2H, HC(1));

2.18 (s, 3H, H3C(5); 1.30 (t, 3f = 2.1, 3H, HaC(12)).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3; HETCOR S. und L.R,, DEPT); 198.6 (C(4)); 194.0
(C(22)); 163.8 (C(1)); 149.1 (C(2)); 134.5 (C(23)); 133.7 (C(28)); 128.8 (C(25, 25));
127.7 (C(24, 247); 98.0 (C(3)); 61.9 (C(11)); 50.8 (C(21)); 29.9 (C(S)); 13.9 (C(12)).

Die Strukturzuordnung erfolgte durch den Vergleich der Spekiren des
Isomeren 154,

4-N-Phenacylamino-2-oxo-3.4-pentensiureethylester

¢

0 . ° HMDS 0

OH T 72

+HaN o}
o o 1
. 12
27 154

C7H 1004 CSH mClN Q Cl 5H 17NO4
158.15 g/mol 171.63 g/mol 275.30 g/mol

In einem 50 ml Zweihalskolben mit Septum, Kiihler und Stickstoffballon
wurden unter Riihren 1.71 g (9.96 mmol) Phenacylaminhydrochlorid in 20 ml
HMDS vorgelegt undmit 1.57 g {9.92 mmol) 2,4-Dioxopentansidureethylester
(27) versetzt. Die anfinglich gelbliche Suspension wurde wihrend 3 h
riickflussiert, wodurch sie sich dunkelbraun verfirbte. Nach dem Abkiihden auf
RT wurde direkt am Rotationsverdampfer eingeengt. Es konnten 3.57 g (12.97
mmol, 130 %) eines schwarzer Festkdrpers isoliert werden.

Nach direkt folgender Flash-Sdulenchromatographie {120 g SiO2; LM: Et;O (600
mi)) konnten 660 mg (2.40 mmol, 24 %) Produkt (154) isoliert werden.

Bemerkung: Auffallend ist, dass bei der Anfirbung der Reaktionsprodukte

mittels Ehrlich-Reagens die Farbreaktion deutlich langsamer verlduft. Sie setzt
nicht sofort ein, sondern nimmt wihrend mehreren Stunden an Intensitédt zu.
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4-N-Phenacylamino-2-ox0-3 4-pentensiureethylester

1

L]

1

R¢ (Etz0): 0.18 (UIVyg4-aktiv, viclett mit Ehrlich-Reagens (nach ca. 10 5td.)).
IR (KBr): 3400(br)w, 3425(br)w, 3174w, 3062w, 3027w, 3001w, 2986w, 2936w,
2904w, 1730s, 1715m, 1689s, 1610s, 1583vs, 1525m, 1493w, 1466w, 1449m,
1425m, 139w, 1371w, 1352m, 1341m, 1300m, 12555, 1220vs, 1185w, 1143m,
1130m, 1115m, 1079w, 1017m, 1000m, 981m, 914w, 855w, 812w, 770m, 755m,
692m, 533w,
1H-NMR (400 MHz, CDCl3; COSY): 11.70 (s (br), 1H, HN ven C4)); 7.97-7.94
(m, 2H, HC(44, 44)); 7.66-7.61 (mn, 1H, HC(46)); 7.53-7.49 (m, 2H, HC(45, 45));
5.95 (s, 1H, HC(3)); 4.83 (d, 3] = 54, 2H, H2C(4); 4.29 (q, 3] = 7.1, 2H, HC(1Y);
2.09 (s, 3H, H3C(5)); 1.35 (t, 3] = 7.1, 3H, H3C(13).
13C-NMR (100 MHz, CDCly HETCOR S. und L.R., DEPT): 191.6 (C(42)); 176.8
(C2)); 167.6 (C(4)); 164.1 (C(1)); 134.2 (C(43 und 49)); 129.0 (C(45, 4%)); 127.9
(C(44, 4%)); 94.4 (C(3)); 61.6 (C(11)); 49.7 (C(41)); 19.8 (C(5)); 14.1 (C(12)).
MS (DCI1): 277 (16, [M + 2]4), 276 (100, [M + 11+), 230 (8, [M - OCH2CHa}*+), 202
(21, IM - COOCHzCHz]+), 158 (12), 105 (10), 96 (10).
CtsHiyNQ4 (275.30); ber.. C65.44, RH622 NS5.09;

gef: C6487, H6.04 NB53L

Die Strukturzuordnung erfolgte durch den Vergleich der Spekiren des
Isomeren 153.
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E/Z)-5-(N-phthalimido)-4-(trimethylsilyloxy)-pent-3-ensiuremethylester -
und (E/Z)-5-(N-phthalimido)-4-(trimethvlsilyl -pent-4-ensiuremethyl-
ester =

H3CO
‘o) o)
TMSI (1.4 eq.) 3 4! 3 4!
0 HMDS (1.4 eq.) 4 OSI{CHa)a + 4 QSi(CH3)3
_— - 5 5
o o 200/RT 5! o 5!
52 52
53 53
54 54
IS5 E/Z-12 E/7-156
C14H|3NO5 Ct7H2 1 NOsSi
275.25 g/mol 347.44 g/mol

Unter Ny wurde in einem vorgetrockneten 250 ml Zweihalskolben eine Lésung
von 9.94 g (36.1 mmol) 5-(N-Phthalimido)lidvulinsiuremethylester (155) in
100 ml trockenem CHCI3 vorgelegt. Per Spritze wurde unter kriftigem Rithren
bei RT 8.17 g (50.6 mmol, 1.4 eq.) HMDS und anschliessend langsam 10.1 g
TMSI (50.5 mmol, 1.4 eq.) zugegeben. Nach 20 h Riihren bei RT wurde die
Reaktionsldsung am RV unter Nj-Atmosphire auf etwa 30 ml eingeengt und
mit 100 m! trockenem Hexan versetzt. Der gebildete weisse Niederschlag
wurde unter Schutzgas tiber Celite abfiltriert, mit 2 x 20 ml Hexan gewaschen
und das Filtrat emeut am RV eingeengt. Trocknen am HV wihrend 2 h ergab
13.37 g (107% theor. Gewicht) eines hellbraunen, zihfliissigen Qels. Dieses
wurde ohne zusitzliche Reinigung fiir Aldolkopplungen eingesetzt.

Das 1H-NMR-Spektrum des Rohproduktes zeigte neben Signalen der
Reaktanden und des Lésungsmittels (HMDS, TMS51, Hexan, etc.), auch kleinste
Signale des unerwiinschten Regicisomerenpaares (E/Z-156). Der Silylenolether
(E/Z-12) wurde dabei in einem E/Z-Verhiltnis von 45 : 55 gebildet. Die
vollstindige Charakterisierung wurde in der Dissertation von A. Chaperon.
beschreiben [103).
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R¢ (Hex / AcOEt 1: 1} 0.65 (UVj54-aktiv; heligelb - reagiert augenblicklich beim
Bespriihen mit KMnOj - zersetzt sich mehrheitlich auf 5i0,).

1H-NMR (200 MHz, CDCl;}: E-lsomer: 7.87 - 7.79 (m, 2H, HC(53, 53)); 7.75 -
7.68 (m, 2H, HC(54, 5%)); 4.96 (t, 3] =7.3, 1H, HC(3)); 4.28 (5, 2H, HyC(5)); 3.70(s,
IH, HaQ(11)); 3.29 (d, 3] = 7.7, 2H, HyC(2)); 0.08 (s, 9H, HyC(41). Z-Isomer: 7.87
- 7.79 (m, 2H, HC(33, 53)); 7.75 - 7.68 (m, 2H, HC(5¢4, 5¢)); 4.89 (t, 3] = 7.2, 1H,
HC(3); 420 (d, 3 = 1.1, 2H, H,C(5)); 3.63 (5, 3H, HyC(11)); 3.04 (d, 3]=7.4, 2H,
H,C(2)); 0.23 (s, 9H, H3C(41).

8.2.12 4-Cyano-4-oxobutansiuremethylester (13)

CuCN (1.2 eq. 1
cnj\/\rOCHa L NéMOCHS
! CHsCN/35h/ Tl 4 7 2

o
13
CsH,CI0; CeHyNO3
150.56 g/mol 141.12 g/mal

In einern 1000 ml trockenen 2-Halskolben mit aufgesetztem Kiihler und Septum
wurden unter N7 - Atmosphire 32.24 g (360 mmol, 1.2 eq.) CuCN in 700 ml
CH;CN vorgelegt. Zur entstandenen Suspension wurde unter starkem Riihren
bei RT 45.17 g (300 mmol) Bernsteinsiuremonomethylesterchlorid zugetropft.
Anschliessend wurde das Reaktionsgemisch wihrend 3.5 b riickflussiert
(Oelbadtemperatur: 110°C).

Danach wurde die Reaktionsiésung am RV auf ca. 50 ml eingeengt und mit 200
mi CHCl; versetzt, worauf sich ein grauer Niederschlag bildete. Nach dem
Abfiltrieren und Nachwaschen mit 50 ml CH,Cl; wurde das Filtrat iiber Nacht
in den Kiihischrank gestellt. Es bildete sich erneut ein grauer Niederschlag, der
abfiltriert und mit wenig CH,Cl; gewaschen wurde. Schliesslich wurde das
Filtrat am RV eingeengt. Nach HV-Destillation (55°C/ 2-10-2 mbar) konnten
insgesamt 28.19 g (200 mmol, 67%) reiner 4-Cyano-4-oxcbutanséure-
methylester (13} isoliert werden.

Die vollstindige Charakterisierung wurde in der Dissertation von A. Chaperon.
beschreiben [103).
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1H-NMR (200 MHz, CDCl3)%: 3.72 (s, 3H, HaC(11)); 3.07 (, 3] = 6.3, 2H, H,C(3));
2.74 (t, 3] = 6.4, 2H, HzC(2)).

1BC-NMR (50 MHz, CDCly): 175.4 (C{4)); 171.4 (C(1)); 113.1 (C(5)); 52.4 (C(11));
39.8 (C(3)); 27.1 (C().

ra h carbon -7-(IN- alimi X
._ep_ma_rgmthﬂﬁtsz_ ﬂﬂa.hl
H3CO
H3CO
{(H3C)3Si0 TiClg (1 2eq.)
CHzCIz {122h
-20°C
CN ' A
£
E/Z-12 13 rac-14a,b
Ci7HuNOsSi  CgHINOs CaoH20N208
34744 g/mol  141.12 g/mol 416.38 g/mol

Bevorzugte Bildung des Diastereoisomeren rac-14b (analoges Diastereo-
isomeres der Dissertation von A. Chaperon [103]:

In einem trockenen 200 ml Sulfierkolben mit mechanischem Riihrer, Septum
und N2-Ballon wurde unter H,O-Ausschluss eine Losung von 2 ml (3.46 g, 18.2
mmol, 1.2 eq.) lber Polyvinylpyridin destilliertes TiCly in 30 ml CH;Cl; (Fluka)
vorgelegt und wihrand 1 h auf ca. -70°C abgekiihlt. Anschliessend wurde
wihrend 20 min unter Riithren zuerst eine Losung von 5.25 g (15.1 mmol)
(E/ Z)-5-(N-phthatimido)-4-{trimethylsilyloxy)-pent-3-ensiuremethylester (E/Z-
12) in 20 ml CH,Cl; und dann wihrend 10 min eine Lisung von 2.53 g (17.9
mmol, 1.2 eq.} 4-Cyano-4-oxo-butansidure-methylester {13) in 10 ml CH,Cl,
zugetropft. Die resultierende orange - gelbliche Suspension wurde wihrend 22
h bei - 20°C geriihrt und der Reaktionsverlauf 1H-NMR-spekiroskopisch (200
MHz) verfolgt (Auftreten der HyC(5)-Signale der Aldolprodukte bei 4.87 ppm
(singulettartig, Diastereoisomer rac-14a) und bei 4.94/4.71 (AB-System,
Diasterecisomer rac-14b). Nach 22 h Reaktionszeit konnten rund 55 % NMR -
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Umsatz (Verhiltnis rac-14a : rac-14b = 1 : 6) festgestellt werden. Schliesslich
wurde die Reaktion gestoppt und die kalte Reaktionsldsung zu 50 ml H;O
gegeben. Die Extraktion erfolgte mit 3 x 50 mi CHCl;. Die vereinigten
organischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet, filtriert und am RV zu
einem rétlich braunen QOel eingeengt, welches liber Nacht im Kiihlschrank
erstarrte und direkt weiter verarbeitet wurde (Acetylierung).

Bevorzugte Bildung des Diasterecisomeren rac-14a:

In einem trockenen 300 ml Sulfierkolben mit mechanischem Riihrer, Septum
und Na-Ballon wurde unter HyO-Ausschluss eine Lisung von 6 ml (104 g, 54.7
mmol, 2.2 eq.) iiber Polyvinylpyridin destilliertes TiCly in 50 ml CH5Cl; (Fluka)
vorgelegt und wihrend 1h auf ca. -70°C abgekiihlt. Anschliessend wurde unter
schwachem Riihren wihrend 30 min zuerst eine Lésung von 8.50 g (24.5 mmal)
(E/Z)-5+(N-phthalimido}-4-(trimethylsilyloxy)-pent-3-enséuremethylester (E/Z-
12} in 10 ml CHCl; und dann in gleicher Weise eine Losung von 4.14 g (29.34
mmol, 1.2 eq.) 4-Cyano-4-oxo-butansiure-methylester (13} in 10 ml CH,Cl,
zugetropft. Die resultierende orange - gelbliche Suspension wurde wihrend 22
h bei - 20°C gerithrt und der Reaktionsverlauf IH-NMR-spektroskopisch (200
Mz} verfolgt (Auftreten der HyC(5)-Signale der Aldolprodukte bei 4.87 ppm
(singulettartig, Diasterecisomer rac-14a) und bei 4.94/4.71 (AB-System,
Diastercoisomer rac-14b}). Nach 17 bzw. 22 h Reaktionszeit konnten rund 60 %
NMR - Umsatz (Verhilinis rac-14a :rac-14b = 3 : 2) festgestellt werden.
Schliesslich wurde die Reaktion gestoppt und die kalte Reaktionslisung zu 100
ml H;0 gegeben. Die Extraktion erfolgte mit 3 x 50 mi CHCl3. Die vereinigten
organischen Phasen wurden {iber MgSO, getrocknet, filtriert und am RV zu
einem rétlich braunen Oel (11.26 g) eingeengt, welches lber Nacht im
Kiihlschrank erstarrte.

5chlusfelgerung:

Die Verwendung von 1.2 bzw. 2.2 Aeq. TiCly scheint keinen signifikanten
Einfluss auf die Ausbeute der Aldolreaktion zu haben. Allerdings scheint das
Diasterecisomerenverhiltnis abhingig von der zugegebenen Menge TiCly zu
sein.

Diastereoisomer rag-14b:

Charakterisierung einer von A. Chaperean umkristallisierten Probe.
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R ¢ zersetzt sich auf $iOp unter HCN —Abspaltung

Smp.: 124.8- 126.5°C.

IR (KBr): 3363m, 2945w, 1775s, 1738s (sh), 1723vs, 1698vs, 1616vw, 1471w,
1438s (sh), 14225, 1399s, 1375m, 1360m, 1338w, 1313m, 1307m (sh), 1287w,
1271w, 1217m, 1196s, 1177m, 1130m, 1090s, 1074w, 1052w (br), 1018vw, 994w,
975m, 959vw, 942m, 903w, 891w, 862vw, 791w, 727m, 717w, 703vw, 623w.
TH-NMR (400 MHz, CDCI/HETCOR 8. und L.R.): 7.88 - 7.86 {m, 2H, HC(53,
53)); 7.75 - 7.73 {m, 2H, HC{5%, 54)); 5.63 (s, 1TH, HOC{3M)); 494 und 4.71 (2 x d,
2] =181, je 1K, H, resp. H,C(5)); 3.744 (s, 3H, HyC(3%)); 3.737 (s, 3H, HyC(11);
3.47(dd, 3] = 11.3, 2.9, 1H, HC{3)); 3.16 {dd, J= 174, 11.3, 1H, H,C(2)); 2.86 (dt,/
= 17.6, 7.6, 1H, H,C(3?)); 2.76 (dd, ] = 17.4, 2.9, 1H, H,C(2)); 2.73 (m, 1H,
Hy,C(32)); 2.20 (t, 3] = 6.9, 1H, H,CB33).

13C-NMR {100 MHz, CDCl,/HETCOR S. und L.R.): 202.6 (s, C{4)); 174.8 (s,
C(3%)); 171.8 (s, C(1)); 168.4 (s, C(51, 517); 135.0 (d, C(54, 547); 1326 (5, C(52, 52));
124.3 (d, C(53, 53)); 118.5 (s, C(35)); 72.9 (s, C(3N)); 53.2 (g, C1M); 53.1 (q,
C(35); 53.1 (d, C(3)); 49.5 {t, C(5)); 34.1 (¢, C(33)); 33.7 (, C(D)); 29.9 (t, C(32)).
MS (E1): 229 (28), 197 (35), 169 (15), 160 (63), 115 (100, [P-Seitenkette]*), 104 (29),
87 (26), 77 (32), 59 (24), 55 (48).

MS (DCI): 408 {100, [M + 18- CNJ*), 391 (28, [M + 1 - CN]*), 246 (48), 229 (72),
214 (18), 197 (38), 160 (19), 115 (60), 100 (71).

MS (FAB): 439 (47, [M + Nal*), 417 (100, [M + 1]+), 412 (13), 399 (15), 390 (42, (M
+1- CNI¥), 385 (37), 367 (11), 358 (47), 353 (30), 326 (32), 298 (11), 244 (18), 216
(28).
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4-0-Acetyl-4-cyano-5-(methoxycarbon ylmeth yl)-6-oxo-7-(N-phthalimido)-
heptan-siuremethylester (rac-15a,b)

H;CO H3aCO
0 0
CN Acentonhanolacetat /
OH p-TsOH (kal.)
N O 1h/lt
o]
rac-14a,b rac-15a,b
C20H20N0g CaaH72N»09
416.38 g/mol 458.42 g/mal

In einem 25 ml Einhalskolben mit Riickflusskiihler und N2-Ballon wurde unter
H,0-Ausschluss eine Lésung von 0.77 g Edukt (31 % Gehalt an Cyanhydrin, ca.
0.24 g, 0.58 mmol) in 5 m] Acetonenalacetat (4.60 g, 45.9 muncl, 79 eq.) vorgelegt
und mit 25 mg p-TsOH-H,0 {0.13 mmol, ca. 0.22 eq.) als Katalysator versetzt .
Anschliessend wurde wihrend 1 h riickflussiert (langsame Verfirbung der
Reaktionslésung nach dunkelbraungrau). Die Reaktionslésung wurde nach
dem Abkiihlen auf RT zu 50 ml Wasser gegeben und dann dreimal mit je 50 ml
CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber MgSO,
getrocknet, filtriert und am RV zu einem braunen Oel (0.81 g} eingeengt.

FC (100 g SiOy; LM: AcOEt/Hept 1 : 1 (700 ml)) ergab einerseits 228 mg eines
Gemisches aus 5-(N-Phthalimido)livulinsduremethylester (155) und
Diastereoisomer rac-15a im Verhiltnis 2 : 1, andererseits 52 mg des
Diastereoisomeren rac-15b (0.11 mmol, 20.1 % ). Zusitzlich konnten Spuren
weiterer, nicht charakterisierter Nebenprodukte isoliert werden. Eine zweite FC
(40 g SiO;; LM: AcOEt/Hept 2 : 3 (400 m)) der 228 mg des Gemisches aus 5-(N-
Phthalimidojlivulinséuremethylester und Diastereoisomer rac-15a ergab 42 mg
(0.09 mmol, 16.5 %) reines Diastereoisomer rac-15a.

Bei einem Grossansatz (40 % - NMR - Umsatz) wurden 9.32 g (22.4 mmol)
Rohprodukt in 35 ml Acetonenolacetat mit 225 mg p-Toluolsulfonsdure versetzt
und wihrend einer Stunde unter einer Stickstoffatmosphahre riickflussiert. Die
Reaktionsidsung wurde nach dem Abkiihien auf RT zu 50 m! Wasser gegeben
und dann dreimal mit je 50 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
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Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet, filtriert und am RV zu einem braunen
Oel (6.86 g, 15.0 mmol, 67%) eingeengt.

FC (400 g SiOy; LM: AcOEt/Hept 2 : 3 (2 1)) ergab 1.78g {6.47 mmol, 43 %) 5-(N-
Phthalimido)livulinsduremethylester (155), 1.15g (2.51 mmol, 17%) rac-15a und
0.62g (1.35 mmagl, 9%} rac-15b. Zusitzlich konnten noch 0.69 g Mischfraktionen
von rac-15a mit 5-(N-Phthalimido)ldvulinsduremethylester (155), bzw. von rac-
15b mit einem Nebenprodukt {(Elimination von HCN)} isoliert werden. Vom
Eliminatiosprodukt (<HCN) konnten 0.58 g (1.34 mmol, $%) isoliert werden.

Bemerkung: Dje problematische Phasentrennung wihrend der Extraktion fiihrt
vermutlich zu einem relativ grossen Verlust an Produkt. Entweder sollte die
Extraktion mehr als nur dreimal oder sogar kontinuierlich durchgefiihrt
werden,

Diasterecisomer rac-15a;
R¢ (AcOEt / Heptan 2 : 3): 0.26 (braun, KMnOy).

TR (KBr): 3451w (br), 2960w, 2934w, 17375, 1724vs, 1469w, 1440m, 1417m,
1389m, 1372m, 1312m, 1211m, 1120w, 1089w, 1047w, 1020w, 990w, 963w, 938w,
910w, 898w, 735w, 714m.

1H-NMR (400 MHz, CDCl;/ HETCOR S, und L.R.): 7.86 - 7.83 (m, 2H, HC(53,
53)); 7.76 - 7.72 (m, 2H, HC(54, 54)); 492 und 4.41 (2 x d, 2] = 18.5, je 1H, H,
resp. H,C(5)); 4.33 (dd, 3} = 11.8, 2.8, 1H, HC(3)); 3.75 (s, 3H, H3C(11); 3.68 (s,
3H, H3C(3%)); 3.03 (dd, ] = 17.0, 11.8, 1H, H,C(2)); 2.80 (dd , ] = 17.0, 2.8, 1H,
H,C(2)); 2.60 - .53 (m, 2H, H2C(32)); 2.53 - 2.45 (m, 1H, H,C(33)); 2.32 (s, 3H,
H3C(38)); 2.26 - 2.20 (m, 1H, H,C(33)).

13C-NMR (100 MHz, COCly / HETCOR S. und L.R.): 1999 (C(4)); 171.7 (C(3%);
170.4 (C(1)); 169.3 (C(37)); 167.3 (C(5), 51)); 134.2 (C(54, 54)); 131.9 (C(52, 52));
123.5 (C(53, 53)); 115.4 (C(E)); 74.7 (C(31)); 52.6 (C(11); 52.0 (C(35)); 48.8 (C(S));
47.0 (C(3)); 33.5 (C(2)); 29.1 (C(32)); 28.9 (C(33)); 21.0 (C(38)).

MS (DC1): 477 (28), 476 {100, [M + 18]*), 459 {23, [M + 1]*), 418 (25), 417 (12),
416 (23), 402 (20), 401 (57), 400 (29), 399 (95, [M - CH3COO*), 367 (9), 276 (10),
254 (9), 160 (5).
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CaaH9yN,Og (458.42): ber.: C57.64, H4.85 N&é6.11;
gef: C56.91, H522, N5.37.

Diasteregisomer rac-15b;

Die Beschreibung dieser Verbindung stammt aus der Dissertation von A.
Chaperon [103). i

Ry (AcOEt / Heptan 2 : 1): 0.32; R¢ (Hep / AcOEt 1 1): 0.18 (UV35,-aktiv, braun
mit KMnOy).

IR (KBx): 3615w (sh), 3550w (sh), 3480w, 3005w, 2957m, 1778s (sh}, 1735vs (sh},
1719vs, 1615w, 1469m, 1439s 1417s, 1391s, 1371s, 1312m, 1266m, 1211s, 1179s
{sh), 1132m, 1086m, 1049m, 1016m, 990w, 940m, 898w, 795vw, 724m (sh}, 716s,
618vw.

1H-NMR (400 MHz, CDCl; / HETCOR 5. und L.R.): 7.82 - 7.79 (m, 2H, HC(S3,
537); 7.73 - 7.68 (m, 2H, HC(54, 5%)); 4.89 und 4.75 (2 x d, 2] = 183, je 1H, H,
resp. H,C(5)); 3.87 (dd, 3] = 11.3, 3.2, 1H, HC(3)}; 3.71 (s, 3H, HyC(11); 3.67 (s,
3H, HyC(35)); 3.10 (dd, | = 17.3, 11.3, 1H, H,C(2)); 265 {dd , ] = 17.3, 3.1, 1H,
H,C(2)); 2.62 (m, TH, H,C(32)); 2.55 (triplettoid, J = 7.3, 2H, HyC(33); 2.33 (m,
1H, H,C(39); 2.22 (s, 3H, H3C(43).

BC-NMR {100 MHz, CDCl, / HETCOR S. und L.R.): 200.4 (s, C(4)); 172.4 (s,
C(34); 171.2 (s, C(1)); 168.9 (s, C(37)); 167.9 (s, C(5}, 51)); 134.8 (d, C(54, 54
1326 (s, C(52, 52Y); 124.1 (d, C(53, 53)); 115.6 (s, C(38)); 74.7 (s, C(31)); 53.2 {q,
C(1h); 52.7 (g, C(35)); 49.5 (t, C(5)); 48.1 (d, C(3)); 33.0 (t, C(2)); 30.5 (t, C(3A));
289 (, C(33)); 21.4 (q, C(38)).

MS (DCI): 477 (18), 476 (100, [M + 18]*), 459 (10, [M + 11%), 417 (17), 416 (43),
400 (21), 399 (68), 367 (12), 255 (17), 238 (13), 83 (16).
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