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Theoretische Grundlagen

1 Theoretische Grundlagen

Die Reaktion von Pflanzen auf Licht fasziniert die Wissenschaft schon weit Gber
100 Jahre. Die Kontrolle der Lichtqualitat und -quantitat ist fur die Pflanzen von
essentieller Bedeutung, da sie Licht fiir die Photosynthese benétigen!". Dies driickt
sich u.a. in verstarktem Langenwachstum und somit zum Antizipieren des Schattens
bei Veranderungen in der Lichtqualitat durch benachbarte Pflanzen aus!'%. Daneben
gibt es im Leben der Pflanzen von der Samenkeimung Uber Wachstum und das
Ergriinen bis zur Bliitenbildung zahlreiche lichtgesteuerte Prozesse!'?. Die unter-
schiedlichen Aufgaben beanspruchen ebenso viele sensorische Steuereinheiten, die
man bei Lichtdetektion als Photorezeptoren bezeichnet. Photorezeptoren sind
Proteine, die in Verbindung mit niedermolekularen organischen Verbindungen, so
genannten Chromophoren (altgriechisch: Farbtrager), Licht einer bestimmten
Wellenlange absorbieren und damit eine Signalkette auslosen, die letztendlich eine

physiologische Reaktion induziert'" (sieche Abb. 1).

. | =
][y e

Abb. 1: Schematische Darstellung einer durch Belichtung iniziierten Signaltransduktion.

Die ersten vier Teilschritte zeigen die durch Belichtung hervorgerufene konformelle
Anderung zunéchst im Chromophor (blau) und anschlieBend im Protein (die zwei
umgebenden schwarzen Vierecke). Im letzten Schritt ist die Anbindung eines
weiteren zelluldaren Proteins (pink) zu sehen, welches nach Komplexbildung
seinerseits eine Anderung erfahrt (hier beispielsweise ebenfalls eine konformelle

Anderung)®.
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1.1 Photorezeptoren

Photorezeptoren sind bei nahezu alle Lebewesen nachgewiesen worden. Sie agieren
als optische Schalter, die durch Belichtung von einem inaktiven Zustand in einen
aktiven, signalgebenden Zustand Ubergehen. Sie werden nach der Stoffklasse und
Photochemie der Chromophore in bisher sechs verschiedene Kategorien

eingeteilt":

¢ Rhodopsine
sind Membranproteine, deren Lichtdetektion (Absorption je nach Protein von 350
bis > 600 nm) mit Hilfe von Retinal (Vitamin-A Aldehyd) als Chromophor, welcher
kovalent an ein Lysin gebunden ist, erreicht wird. Einer der am besten
charakterisierten Photorezeptoren ist das Bacteriorhodopsin, das allerdings, trotz
gleicher Funktionsweise wie die sensorischen Rhodopsine, als lichtgetriebene
Protonenpumpe fungiert: Nach Grunlichtabsorption verandert sich die
Konfiguration des Chromophors, indem er eine all-trans — 13-cis Isomerisierung

eingeht”].

hv
® —
\ \ \ \N pd Lys \ \ \ \
H
\ﬁ _Lys
H

Abb. 2: Isomerisierung des Retinals"'

¢ Xanthopsine
Das ,Photoactive Yellow Protein“ (PYP) ist ein kleiner, cytoplasmatischer
Photorezeptor mit 4-Hydroxyzimtsaure als Chromophor, welcher kovalent Uber
eine Thioesterbindung an ein Cystein gebunden ist. Nach Absorption von Blaulicht

(400-450 nm) findet eine trans — cis Isomerisierung statt.

(0] (0] (6]
hv
\
B

S—Cys (0]
S—Cys

Abb. 3: Isomerisierung der 4-Hydroxyzimtsaure!” '
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¢ Phytochrome
nutzen offenkettige Tetrapyrrole als Chromophore, die Uber eine Thioetherbindung

mit einem Cystein verknUpft sind. Beispielsweise ist in PhyA nach Rotlicht-

absorption (665 nm) eine Z — E Isomerisierung der Methinbriicke zwischen den

Ringen C und D zu beobachten.

Abb. 4: Isomerisierung von Phytochromobilin (3) """

¢ Cryptochrome
sind Flavoproteine, die zwei nicht-kovalent gebundene Chromophore, das Flavin-

Adenin-Dinukleotid (FAD) und das Methenyltetrahydrofolat (MTHF), enthalten.
Blaulichtabsorption (380-440 nm) flhrt bei Crytochromen zum Elektronentransfer.

R R
' b R o
N N ®
/YO 28 H hv \(
— |
B ——
= NH NH
N N
H
o]

Abb. 5: Elektronentransfer des FADs!""®

¢ ,Light-Oxygen-Voltage“-Sensoren (LOVs)
Die bekanntesten Vertreter der LOVs sind Phototropine, welche Flavin-Mono-

nukleotid (FMN) als Chromophor binden. Durch Blaulichtabsorption (450 nm) geht

ein konserviertes Cystein eine transiente kovalente Bindung mit FMN ein!"!.

| |
N N O N N (0]
=z Y hv z \(
—_—
Z NH = NH
N N
SH H/S
cys” o Cys o)

Abb. 6: Photozyklus der LOVs!""
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¢ blue-light utilizing FAD"-Sensoren (BLUF).
benutzen ebenfalls FAD als Chromophor. Im Gegensatz zu LOVs ist in BLUFs
nach Blaulichtabsorption (380-440 nm) ein Elektronentransfer, eine
Rearrangierung der Wasserstoffbrucken-Umgebung und eine Konformations-

anderung zu sehen.

) )

N N (0] hv N N (0]
at— Y

-
Z NH = NH
N N
OH .

H 0 o)
<H,N . OH. ;
j o
Tyr Gin 'j/
Tyr Gin

Abb. 7: Elektronentransfer der BLUFs!""*!

1.2 Phytochrome
In dieser Arbeit werden ausschliellich die Phytochrome untersucht: 1959 vergab
Warren L. Butler einem Rotlicht-Photorezeptor den Namen ,Phytochrom® (Phyton

)[1,15,19]

griechisch: Pflanze; Chromos griechisch: Farbe . In den folgenden Jahren

konnte der Rezeptor isoliert und seine optischen Eigenschaften sowie die Kinetik der

nl20-24]

lichtinduzierten Veranderungen vermessen werde . Genomsequenzierungen

nt?>28l: Neben dem

ermoglichten den Bereich der Rotlichtrezeptoren zu erweiter
Vorkommen in hdheren Pflanzen (pflanzliche Phytochrome, z.B. PhyA), wurden
Phytochrom-ahnliche Rezeptoren in Bakterien (bakteriellen Phytochrome, BphPs)?"],
Cyanobakterien (cyanobakterielle Phytochrome, CphPs)?®?°l Moosen und Pilzen

(Fphs)®% nachgewiesen.

1.2.1 Aufbau der Phytochrome

Allen Phytochromen gemeinsam ist der Aufbau in Domanen (Bereiche, die eine
spezifische Faltung der Proteinkette besitzen und durch unspezifische gefaltete
Abschnitte miteinander verbunden sind) und das Vorliegen als Dimer in der Zelle.
Das Dimer ist aus zwei gleichen Untereinheiten aufgebaut, wobei jede Untereinheit
aus einer N-terminalen photosensorischen Region und einer C-terminalen

regulatorischen Region besteht. Die photosensorische Region besteht aus drei

_4-
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wichtigen Domanen (siehe Abb. 8): Einer GAF-Domane (cGMP spezifische
Phosphodiesterase), gefolgt von einer PAS-Domane (PER ARNT SIM: period clock
protein, aromatic hydrocarbon receptor nuclear translocator, single minded), gefolgt
von einer Phytochrom spezifischen PHY-Domane. AnschlieBend an die
PHY-Domane befindet sich in der regulatorischen Region eine Histidinkinase oder

eine Histidinkinase-ahnliche, signaliibertragende Domanel'"".

Photosensorisch Regulatorisch
‘.— - “4 -
Phy SIT o o HKD
i
BphP c QD! Hro
il i /.

Abb. 8:Aufbau der Phytochromregionen (pflanzliche: Phy, bakterielle: BphP, cyano-
bakterielle: CphPs, Fungi: Fphs). Die drei wichtigsten Domanen sind farblich hervor-
gehoben: GAF in griin, PAS in gelb und PHY in rot. Die Chromophorbindungsstelle ist

mit C gekennzeichnet. S/T = Serin- oder Threonin reiche Region; HKD = Histidin-

Kinase-Domane; RR = Response-Regulator-Doméne!'>""!

Aulerdem befindet sich in dieser photosensorischen Region die Bindungsstelle des
Chromophors. In pflanzlichen Phytochromen und Cyanobakterien befindet sich das
bindungsbildende Cystein in der GAF-Domane, wahrend es in bakteriellen und
Fungi-Phytochromen in der PAS-Domane lokalisiert ist. Flr die verschiedenen
Phytochromgruppen dienen jeweils unterschiedliche Tetrapyrrole als Chromophor
(siehe Abb. 9). In pflanzlichen Phytochromen (z.B. PhyA) dient das Phytochromobilin
(P®B) (3) als Chromophor, wahrend in Cyanobakterien (z.B. Cph1) das Phycocyano-
bilin (PCB) (1) und in bakteriellen und Pilz-artigen Phytochromen (BphPs, Fphs) das
Biliverdin IXo (BV) (2) zu finden ist!">""].
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(1) bzw. (3) 2)

Abb. 9: Chromophore der Phytochrome. Die Nummerierung ist in blauen Ziffern ange-
geben. Die strukturellen Unterschiede, die Bindungsstelle von Position C3 zum
Cystein und die Position C18 im D-Ring sind rot markiert. Links: Phycocyanobilin (1)
[bei R = Ethyl] bzw. Phytochromobilin (3) [bei R = Vinyl]. Rechts: Biliverdin IXa (2)

1.2.2 Photochemie des Phytochroms
Die lichtinduzierte physiologische Funktion des Phytochroms beruht auf der
Absorption eines Lichtquants im Wellenldngenbereich um 650-670 nm'®. Phytochrom
kann daher in zwei thermisch stabilen Zustanden vorliegen: Der physiologisch
inaktive Grundzustand P, (r = red-absorbing form) mit einem Absorptionsmaximum
von 665 nm (PhyA) und ein physiologisch aktiver Zustand Ps (fr = far-red-absorbing
form) mit einem Absorptionsmaximum von 730 nm!":12.15]

1,0

0,8
0,6
0,4

0,2

A Absorption

0,0 =

-0,2

-0,4 T T T T T T T T T T T
500 550 600 650 700 750 800

Wellenlange [nm]

Abb. 10: Absorptionsspektrum von Phytochrom mit P®B (3) in der P,-Form (rot) und Pg-Form

(griin), sowie das resultierende Differenzspektrum (blau)®'>'®
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Durch Einstrahlung von Licht einer geeigneten Wellenlange lassen sich beide
Formen ineinander Uberfuhren: Sattigende Bestrahlung der P.-Form mit hellrotem
Licht fuhrt zu ~ 85 % Px-Form, wahrend sattigende Bestrahlung der Pg-Form mit
dunkelrotem Licht ~ 99 % der P,-Form bildet!'?. Die Quantenausbeute fiir beide

Reaktionen betragt etwa ® = 0.15!">3°]

1.2.2.1 Die P,-Form

Die Kristallstruktur einer vollstandigen photosensorischen Phytochromregion
(bestehend aus PAS-, GAF-, PHY-Domane mit Phycocyanobilin (1) als gebundenem
Chromophor) eines Cyanobakteriums (Cph1) ermdglichte einen genaueren Blick auf
die P,-Form™*>'® |n Cph1 liegt die Chromophorbindungsstelle in der GAF-Domane,
genauer eine Thioesterbindung verkniipft das C3' des A-Rings mit dem Schwefel
des Cystein-259. Die Thioetherbindung wird durch Tyrosin-458, Leucin-469 und
Prolin-471 vom umgebenden Lo&sungsmittel isoliert (siehe Abb. 12). Der A- und
B-Ring des Chromophors wird u.a. durch Leucin-15, Leucin-18 und Isoleucin-20
hydrophob abgeschirmt. Die Cph1 Struktur zeigt einwandfrei, dass der gebundene
Chromophor in seiner Bindungstasche in einer ZZZssa Konformation vorliegt (siehe
Abb. 11)+>18]

Abb. 11: Proteingebundenes Phycocyanobilin (1) in der ZZZssa (P,-Form) und ZZEssa (Pg-
Form) Konformation. Die Z/E-lsomerisierung ist durch einen gelb-schwarzen Pfeil

markiert. Grin eingefarbte Bindungen bestimmen die syn- und anti-Konformation,

pink unterlegte Bindungen bestimmen die Z- und E-Konformation!".,

Arginin-472 bildet in dem freien Raum zwischen A- und D-Ring eine Salzbriicke zu
Asparaginsaure-207 aus. Histidin-260 und ein Wassermolekul konservieren die

NH-Bindungen der ersten drei Ringe. Die Propionsauren des B-und C-Rings sind

-7 -
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durch Wasserstoffbrickenbindungen mit Arginin-254 und einem Wassermolekil
verknupft. Um den D-Ring schlielen Tyrosin-176, Valin-186, Tyrosin-203, Prolin-204
und Tyrosin-263 eine kleinere hydrophobe Tasche, wobei der D-Ring Wasserstoff-
brickenbindungen Uber seine Carbonylgruppe am C19 zum Histidin-290, sowie von
der Methylgruppe C17" zum Tyrosin-263 ausbildet (siche Abb. 12). Die Tasche des
D-Rings ist jedoch grol3 genug fur die Rotation in der Z—E Isomerisierung, dem

photochemischen Hauptereignis beim Ubergang der P,-Form in die Ps-Form*>8l,

Abb. 12: Kristallstruktur von Cph1. In der Mitte befindet sich der gebundene Chromophor,
Phycocyanobilin (1), blau eingefarbt. Die umgebenden Aminosauren sind
entsprechend ihrer Domane farblich markiert: N-Terminus (grtin), PHY (rot) und
GAF (ocker). Wassermolekile sind als schwarze Kugeln, Wasserstoffbriicken-

bindungen als schwarze gestrichelte Linien dargestellt"®.

1.2.2.2 Der Photozyklus des Phytochroms
Die Absorption eines Lichtquants initiiert die Isomerisierung der C15-C16-
Doppelbindung als ersten Schritt der Konversion zwischen den beiden stabilen

Formen P, und P; (photochemische Schalter)?®**2°]

. Diese Photoisomerisierung
findet in beiden Reaktionswegen (,vorwarts“ und ,rickwarts) statt. Der photo-
induzierte Zyklus (siehe Abb. 13) beinhaltet mehrere kurzlebige Intermediate, die

-8-
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innerhalb von ps bis ms in einander uUbergehen, wobei sich die jeweiligen
Endprodukte, P, und Py, innerhalb mehrerer Hundert ms ausbilden. Bei tiefen
Temperaturen kann der Reaktionsweg in Teilabschnitte zerlegt und die
eingefrorenen, stabilen Intermediate untersucht werden. Die Bildung des ersten
Intermediates (P,—Lumi-R, Ps—Lumi-F) wird mit der Chromophor-Isomerisierung in
Verbindung gebracht und zeigt ein bathochromes (P, Reaktionsweg) bzw.
hypsochromes (P; Reaktionsweg) Absorptionsspektrum. Allerdings weist auch das
von der Py Form ausgehende, extrem kurzlebige erste Intermediat ein rot-
verschobenes Absorptionsmaximum auf®. Auf die Photochemie des Chromophors
folgen strukturelle Relaxationsprozesse der Chromophorbindungstasche des
Proteins die zur Bildung des Intermediates Meta-R, fuhren. Durch Chromophor-
Protein-Protonentransfer wird das Intermediat Meta-R; gebildet, welches dann durch
Protein-Chromophor-Protonenricktransfer und Veranderungen der Proteinstruktur in
die aktive Ps-Form Ubergeht. Die Veranderungen innerhalb der Proteinstruktur fihren
wahrscheinlich zur Signallbertragung des Photorezeptors. Ein fast gleichartiger,
allerdings uber andere Zwischenprodukte verlaufender Reaktionsweg kann auch fir

die Ps Form nachgewiesen werden!®®1%,

~710 nm

Abb. 13: Photozyklus von Cph1. Die photochemisch aktivierten Reaktionen sind durch einen

gelben Pfeil markiert®® ',
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1.2.2.3 Die Py-Form

Die Anwendung von MELODI-HETCOR NMR Spektroskopie fur das Phytochrom
Cph1 konnte eine Reihe struktureller Veranderungen der P-Form gegenuber der P-
Form, sowie die Photoisomerisierung der C-D-Methinbriicke nachweisen!®. Zunachst
wurden die NH-Kontakte in den Focus geruckt: Der Erhalt der Kontakte zwischen
HN?® des A-Rings und den Kohlenstoffatomen C6 und C9 des B-Rings konnte
eindeutig beweisen, dass die A-B-Methinbriucke unbeteiligt an der P,—Ps Photo-
konversion ist. In der P,-Form korreliert HY?® des D-Rings mit den Kohlenstoffatomen
C-13, C13', C14 des C-Rings. Das Verschwinden dieser Kontakte in der Ps-Form ist

auf die Rotation des D-Rings, in welcher H"??

von den Kohlenstoffatomen wegklappt
und damit die Messreichweite von 3.5 A Uberschreitet, zurlickzufiihren. AuRerdem
zeigt die Photokonversion zu der Pg-Form, dass die meisten intramolekularen
'H-Kontakte der Ringe A,B und C erhalten bleiben, wihrend die Kohlenstoffatome

C17" und C19 des D-Rings deutliche Veranderungen aufweisen® ",

Der Ubergang von P,—Ps unterbricht die Wechselwirkung der Carbonylgruppe am
C19 des D-Rings zum Histidin-290 sowie die Salzbricke zwischen Arginin-472 und
Asparaginsaure-207. Im Ps; kommt es nun zu einer Wasserstoffbrickenbindung der
Carbonylgruppe C19 zu Tyrosin-263 und dem Stickstoff des D-Rings mit
Asparaginsaure-207. Die Photokonversion fuhrt auch zu einem Partnerwechsel der
Propionate des B- und C-Rings von Arginin-254 zu Arginin-222. Sowohl der Bruch
der Salzbricke zwischen Arginin-472 und Asparaginsaure-207 als auch die
Veranderung der Seitenkette von Arginin-222 ist moglicherweise entscheidend in der

Signalweitergabel®'",

-10 -
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1.3 Tetrapyrrole

Die Chromophore der Phytochrome gehdren in die Substanzklasse der offenkettigen
Tetrapyrrole. Tetrapyrrole sind weit verbreitete Molekule, die eine wichtige Rolle in
vielen biologischen Prozessen haben. Wichtige Vertreter der cyclischen Tetrapyrrole
sind Chlorophylle, Cytochrome der Atmungskette und die Hamgruppe im Hamoglobin
(siehe Abb. 14). In der Photosynthese sind Chlorophylle (derivatisierter Porphyrin-
Ring mit Mg?* als Zentralion) als Antennen fiir die Lichtabsorption organisiert.
Die meisten aktiven Komponenten des Photosyntheseapparates sind ebenfalls
Tetrapyrrolverbindungen. Hamoglobine sind eisenhaltige sauerstofftransportierende
Proteine. Die Bindung des Sauerstoffs erfolgt Uber die eingebundene Hamgruppe

(Porphyrinring mit Fe* als Zentralion)[36].

In der Galle (engl.: bile) wird das
Hamoglobin durch oxidative Spaltung einer Methinbriicke abgebaut und ein grin-
gelbliches Produkt, das Biliverdin 1Xa (2) gebildet. Biliverdin [Xa (2) wurde zum
Namensgeber der offenkettigen Tetrapyrrole, den Bilinen!™. Durch oxidativen Abbau
mit Chromsaure gelang der Nachweis einer offenkettigen Tetrapyrrolstruktur auch im
Phytochrom!'?, allerdings wird Biliverdin IXa (2) fast nur in bakteriellen, nicht-
photosynthetisch aktiven Bakterien als Chromophor gefunden, wahrend Cyano-
bakterien und Pflanzen noch weiter reduzierte Derivate des Biliverdins 1Xa (2)

Phycocyanobilin (1) oder Phytochromobilin (3) verwenden.

Abb. 14: Cyclische Tetrapyrrole

-11 -
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1.3.1 Biosynthese

Die Biosynthese von Tetrapyrrolen ist ein vielstufiger Prozess, der zunachst fur alle
Derivate (Chlorophyll, Ham, Biliverdin, Phycocyanobilin) Uber eine gemeinsame
Syntheseroute erfolgt (siehe Abb. 15). Enzymatisch wird aus Glutamat zuerst
d-Aminolavulinat erzeugt, welches dann von der Porphobilinogen-Synthase zu
Porphobilinogen, dem Grundbaustein der Tetrapyrrole, kondensiert wird. Die
Porphobilinogen-Desaminase bildet aus vier Porphobilinogenmolekilen das
Protoporphyrin 1X, die letzte gemeinsame Vorstufe der biorelevanten Tetrapyrrole.
Nach Einbau eines Mgz+-lons entstehen nach mehreren Reaktionsschritten die
Chlorophylle, wohingegen der Einbau eines Fe*-lons zum Protoham IX und nach
weiterer Umsetzung zum Ham oder durch enzymkatalysierte Oxidation zum Biliverdin
IXa (2) fuhrt. Das Biliverdin IXa (2) kann jetzt entweder durch P®B-Synthase und
P®B-lsomerase zu Phytochromobilin (3) oder durch Reduktase zunachst zu
Phycoerythrin (PEB) und dann durch Isomerisierung und elektronische Umlagerung
zu Phycocyanobilin (1) umgesetzt werden Die Anlagerung des Chromophors an das

Apoprotein erfolgt ohne weitere enzymatische Aktivierung!'>¢.

0 o 0 eQ
&2 OH
o) O T T 7 HN o) = o
) e ® e
NH, 0
Glutamat Aminolavulinat / \
= N
/ H3Ne H
Porphobilinogen
Fe?* Mg?*
| HO o o OH
Ha <—— Protoha - i
rotoham Protoporphyrin IX Mg-Protoporphyrin

e

Phycocyanobilin (1) I Phytochromobilin (3)'

Abb. 15: Uberblick der Tetrapyrrolbiosynthese
-12-
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1.3.2 Chemische Totalsynthese

Das komplexe Substitutionsmuster der Tetrapyrrole ist eine echte Herausforderung
fr den Synthesechemiker. Wegbereiter in der Totalsynthese offenkettiger Tetra-
pyrrole war vor allen die Gruppe von Gossauer®”, die in mehrstufigen Reaktionen
zunachst die einzelnen Pyrrolringe (A-D), durch Kupplung dann die Dipyrrolhalften
(AB, CD) wund durch erneute zentrale Kupplung das Tetrapyrrol (ABCD)
synthetisierten (siehe Abb. 16).

Abb. 16: Klassische Tetrapyrrolsynthese nach Gossauer (R = Ethyliden oder Vinyl;
R" = tert-Butylester)!'*>*"]

Diese konvergente Synthese erlaubt zahlreiche Variationen des Tetrapyrrols und
wurde 1981 auch die Grundlage fir die Arbeiten der Gruppe von Inomata, deren in
der Furan-synthese gewonnen Erfahrungen auf die Pyrrole Ubertragen wurden (siehe
Abb. 17) B8, Hierbei konnten zahlreiche Substituenten verandert werden, u.a. wurden

photoaktive Schutzgruppen eingeflihrt, sowie C-D verbriickte Biliverdine dargestellt.

- 13-
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Im Jahre 1984 bereicherte die Gruppe von Jacobi die Tetrapyrrolsynthese um
sigmatrope Umlagerungen und Sonogashira-Kupplungen (modifizierte Darstellung
der AB-Halfte)*%4%,

R R
® | - HO(CH,),0OH
Hol -TsH
R R
R R
-« MS\
|
R
R Ms
R R

Abb. 17: Synthese von symmetrisch substituierten Porphyrinen nach Inomata et al. analog

der Darstellung der Furan-Derivate

- 14 -
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2 Ziele der Arbeit

Obwohl die Phytochromforschung in den letzten Jahrzehnten viele Puzzleteile an
ihren richtigen Platz ricken und manchmal sogar miteinander verknlipfen konnte, so
weist das Gesamtbild immer noch viele freie Stellen auf. Die Frage nach dem
Mechanismus, wie der Chromophor die durch Rotlichtabsorption erhaltene
Information an das Protein Ubertragt, ist bislang nur ansatzweise geklart.
Ausschlaggebend sollten die in der P und Pg-Form unterschiedlichen Wechsel-
wirkungen des Chromophors mit den umgebenden Aminosauren sein. Jedoch ist die
Analyse dieser Chromophor-Protein-Wechselwirkungen aufgrund der geringen
Grolle des Chromophors zum Protein problematisch. Die Verwendung von
isotopenmarkierten Chromophoren sind wertvolle Hilfen bei spektroskopischen
Untersuchungen (FTIR- oder Raman-Spektroskopie, unterstitzt durch die QM/MM
Hybrid-methode, oder die Festkorper-NMR). In diesen spektroskopischen Methoden
erlaubt dann der Vergleich der Spektren des mit markiertem assemblierten Proteins

mit seinem nicht-markierten Pendant die Zuordnung selektiver Signale.

Auch die gezielte Einfuhrung von Isotopen basiert prinzipiell auf der konvergenten
Synthese nach Gossauer®’. Allerdings muss, da isotopenmarkierte Edukte sehr
kostenintensiv sind und nicht immer in der direkt verwendbaren chemischen Struktur
bereitstehen, haufig die Syntheseroute modifiziert werden, so dass sowohl die

Anzahl der Synthesestufen als auch deren Umsatz optimiert werden mussen.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von unterschiedlich markierten bzw. strukturell
modifizierten Phycocyanobilinen (1) und Biliverdinen IX (2). Die Darstellung von
markierten  (15-'*C)-Phycocyanobilin  (69), sowie (5-'°C)-Biliverdin (76) und
(15-'3C)-Biliverdin (77) soll die genaue Zuordnung der Briickensignale ermdglichen.
Aulerdem soll zur Zuordnung der einzelnen Stickstoffsignale markiertes
(22-"°N)-Phycocyanobilin  (71) dargestellt werden. Als strukturell modifiziertes
Phycocyanobilin-Derivat sollte das (13H)-Phycocyanobilin (74) erzeugt werden, da
die Methylgruppe an dieser Position des C-Rings mdglichweise einen inhibierenden
Einfluss auf die Interaktionen zwischen Chromophor und Protein hat. Durch
Austausch der relativ groRen Methylgruppe gegen ein Wasserstoffatom soll die

Photoisomerisierung genauer untersucht werden.
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3 Syntheseplanung

3.1 Allgemeine Syntheseroute fiur Phycocyanobilin (1)

Neben der Extraktion aus dem Cyanobakterium Spirulina platensis kann
Phycocyanobilin (1) durch chemische Totalsynthese gewonnen werden. In dem
allgemeinen Synthesekonzept der chemischen Totalsynthese nach Gossauert®’
werden zunachst die einzelnen Pyrrolringe synthetisiert, bevor die Kupplung

zunachst zum Di- und dann zum Tetrapyrrol erfolgt.

3.1.1 Synthese des A-Rings (7)

Nach Inomata et al.['>'8384143] wird der A-Ring (7) ausgehend von Citraconsaure-
anhydrid synthesiert (siehe Abb. 18). Zunachst wird durch Reaktion mit 4-Methoxy-
benzylamin der Anhydridsauerstoff ausgetauscht und in einer Michael-Addition mit
Nitroethan die Ethylidengruppe eingefuhrt. Die Schutzgruppe am Stickstoff wird
oxidativ mittels Ammoniumcer(lV)-nitrat (CAN) entfernt und der bereits fertige
Pyrrolring wird in einer Reaktion mit Lawesson-Reagenz nachbarstandig zur

Ethylidenfunktion durch Umwandlung in das Thioketon aktiviert.

4-Methoxy-
benzylamin
_—
(6]

(0]

o

n Nitroethan ﬂ
4>
CAN
Hydrazinhydrat

Lawessons Reagenz ﬂ
O S O N O
H

N
H

(7

Abb. 18: Synthesekonzept des A-Rings (7)
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3.1.2 Synthese der B/C-Ringvorstufe (19)

Aufgrund der Spiegelbildisomerie konnen Vorstufen des B- und C-Rings des
Phycocyanobilins (1) Uber eine gemeinsame Route synthetisiert werden. Ausgehend
von zwei separat dargestellten Molekulhalften (Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9)
und 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester (16)) wird die B/C-Ringvorstufe (19)
nach Barton et al. synthetisiert (siche Abb. 19)'>'67% Die Synthese der ersten
Molekulhalfte erfolgt durch nucleophile Substitution von Formamid und Chloressig-
saure-tert-butylester; anschlieende Dehydratisierung liefert den Isocyanoessig-
saure-tert-butylester (9). Die Synthese der zweiten Molekullhalfte startet mit einer
Michael-Addition von Acrylsduremethylester mit Nitromethan, gefolgt von einer
abgewandelten Nef-Reaktion. Nach Acetalhydrolyse wird der Aldehyd (15) in einer
Henry-Reaktion zum 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester (16) umgesetzt.
Abschlielend reagieren beide Molekllhadlften basenkatalysiert zum a-unsub-

stituierten Pyrrolderivat, der B/C-gemeinsamen Ringvorstufe (19).

o

_DvAP

EtNo2

(15) Ac,0
[ (1 6)

HCI/ H,O [e)
Aceton N
<
™G C
\O J

\o)\/\n/ -
(14)

o} Ipom3
NEts
o)
NaOMe
[sto‘t H)kN/\]/O
H
OzN/\/\”/O\ (8) (@)
v | K

T (1 9) T NaOMe
Nitromethan

0
O\ )k + CI/\’/
/\”/ H NH
0
Abb. 19: Synthesekonzept der B/C-Ringvorstufe (19)
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3.1.3 Synthese des B-Rings (25)

Die freie a-Position der B/C-Ringvorstufe (19) muss zur weiteren Synthese
funktionalisiert werden, um im nachsten Schritt mit dem A-Ring (7) zur AB-Halfte
umgesetzt zu werden. Das dazu bendtigte Ylid wird nach Bishop et al. dargestellt
(siehe Abb. 20). Durch Veresterung von D-(-)-Weinsaure und anschlieRende
Spaltung mit Perjodsaure wird der Glyoxylsaurebenzylester (23) als bendtigte
Schutzgruppe erhalten. In einer elektrophilen aromatischen Substitution reagiert die
B/C-Ring-vorstufe (19) mit der Schutzgruppe zunachst zum Hydroxid (24), welches
dann mit Triphenylphosphin in das gewiinschte Ylid (25) tiberfiihrt wird!'>'®l,

(0] OH
OH Benzylalkohol
HO
OH (0]

(22)

I Hs10g

H (0]
o N\ e .ﬂ_I
N \ °(23) 0/\©
Z [ o\, (9
PPh3l 0

—0

PhsP, / \ O\K
N
H (0]
oL

Abb. 20: Synthesekonzept des B-Rings (25)
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3.1.4 Synthese des C-Rings (26)

In einer Vilsmeier-Reaktion an der freien a-Position wird die B/C-Ringsvorstufe (19)
nach dem Konzept von Gossauer et al.">%*"43 funktionalisiert (siehe Abb. 21).

O o}

O_
%/0 / O\ _owe %/0 /\ H
POCI,
N N
° (19 © 26) °

Abb. 21: Synthesekonzept des C-Rings (26)

3.1.5 Synthese der AB-Halfte (57)
Durch Kupplung des A-Rings (7) mit dem B-Ring (25) in einer Thio-Wittig-Reaktion
und anschlielfender Entfernung der Benzyl-Schutzgruppe durch Hydrierung wird die

AB-Halfte (57) dargestellt (siehe Abb. 22). Diese ist zunachst noch funktionalisiert
und tragt an Position 5 noch einen Carboxylatrest!'®1%42,

™ —3Q

Abb. 22: Synthesekonzept der AB-Halfte (57)
-19-
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3.1.6 Synthese der CD-Halfte (60)
Die Verknupfung des C-Ring (26) mit dem kommerziell erhaltlichen D-Ring (58)

erfolgt in einer basenkatalysierten Knoevenagel-Reaktion (siehe Abb. 23). Nach

Weller und Gossauer wird die erhaltene CD-Halfte (59) fur die weitere Synthese des
Tetrapyrrols nach Abspaltung des tert-Butylesters formyliert!'>16:42441,

O 5 O o (59) N ©
TFA
TMOF
O_
- (o]
N O
H
(58)

Abb. 23: Synthesekonzept der CD-Halfte (60)
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3.1.7 Synthese des Phycocyanobilin (1)
Eine saurekatalysierte Abspaltung des tert-Butylrestes der AB-Halfte (57), gefolgt von

der Decarboxylierung, ermoglicht die Kondensation mit der Formylgruppe der
CD-Halfte (60) zum gewinschten Phycocyanobilindimethylesters (75). AnschlieRend

werden die Esterschutzgruppen an saurem lonenaustauscher abgespalten und das
Phycocyanobilin (1) gewonnen (siehe Abb. 24)!>16:42:44]

—0 o—

saurer lonenaustauscher
TFA

Abb. 24: Synthese des Phycocyanobilins (1)
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3.2 Syntheseroute der verschiedenen Phycocyanobilinderivate

3.2.1 Synthese von (15-*C)-Phycocyanobilin (69)

Die Funktionalisierung der B/C-Ringsvorstufe (19) zum C-Ring (26) wird zur
EinfUhrung der 3C-markierten Methinbriicke an der spateren Position 15 genutzt.
Die Formylierungs-Reaktion wurde von Dr. S. Ringsdorf mit '*C-markierten
N,N-Dimethylformamid durchgefiihrt und so der '*C-markierte C-Ring (27) gewonnen
(siche Abb. 25)"l. Die folgenden Syntheseschritte entsprechen der allgemeinen

Syntheseroute flr Phycocyanobilin (1).

(19) @n °©

Abb. 25: Synthese des '*C-markierten C-Rings (27)

3.2.2 Synthese von (22-"°N)-Phycocyanobilin (72)

Da das "°N-markierte Formamid im Uberschuss eingesetzt werden miisste, wird die
allgemeine Syntheseroute abgeandert. Die neue Syntheseroute startet mit
®N-markierten Glycin!"™. Nach der Veresterung wird die Aminogruppe formyliert,
bevor anschlieRend durch Dehydratisierung der N-Isocyanoessigsdaurmethylester
(12) gewonnen wird. Die folgende basenkatalysierte Reaktion mit 4-Acetoxy-5-
nitrohexansauremethylester (16) bildet die modifizierte B/C-Ringvorstufe (20), die
dann abschlieRend zum ®N-markierten C-Ring (28) formyliert wird (sieche Abb. 26).
Der "N-markierten C-Ring (28) wurde von Dr. S. Ringsdorf synthetisiert.
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0
H OH socl, o Natriumformiat
—. N — 0
H 0
H o H o)
(10) (11)
POCI5
o oO— NEts
o) o o
L ™~
c
(12) °
DMF T™MG
0 H <——_-O -
- POCl, ~ j])\
0 ! o o H o
(28) (20) — o<
No, (16) ©

Abb. 26: Synthese des '°N-markierte C-Rings (28)

Der "N-markierte C-Ring (28) wird dann mit dem D-Ring (58) verkniipft. Die "N-
markierte CD-Halfte (63) wird zunachst zur Disaure (64) verseift und dann formyliert
(siehe Abb. 27). Die folgenden Syntheseschritte entsprechen der allgemeinen

Syntheseroute flr Phycocyanobilin (1).

O___
o O
_ DBU
o : & o
@)
N
O O H
H (58)
(28)
\
N ¢}
o) L (65 H

Abb. 27: Synthese der "°N-markierten CD-Halfte (65)
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3.2.3 Synthese von (13H)-Phycocyanobilin (74)

Da die Umsetzung von 4-Oxobutansauremethylester (15) mit Nitromethan zu
4-Acetoxy-5-nitropentansauremethylester in der folgenden Ringschlussreaktion nicht
die bendtigten Ausbeuten liefert, wird eine neuartige alternative Syntheseroute
ausgearbeitet. In einer Jones-Oxidation wird 4-Pentin-1-ol oxidiert und anschlieRend
verestert. Der 4-Pentinsauremethylester (18) wird in einer kupferkatalysierten
Reaktion mit dem Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9) zu der modifizierten
B/C-Ringvorstufe (21) umgesetzt (siche Abb. 28)*¢*"l Die folgende Formylierungs-
reaktion, sowie die folgenden Syntheseschritte entsprechen der allgemeinen

Syntheseroute fur Phycocyanobilin (1).

“MeOH o
4 TS0, (18)

(17)

Abb. 28: Synthese des modifizierten C-Rings (29)
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3.3 Syntheseplanung der verschiedenen Biliverdinderivate

3.3.1 Synthese von (5-'°C)-Biliverdin (76)

Die gewahlte Syntheseroute geht von einer modifizierten B/C-Ringvorstufe aus:
Der Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9) wird durch das kommerziell erhaltliche
3-Tolylsulfonylmethylisocyanat ersetzt. Anstelle des 4-Acetoxy-5-nitrohexansaure-
methylester (16) wird 3-Acetoxy-2-nitro-5-tosylpentan (51) synthetisiert. Die aus
diesen Molekllen zusammengesetzte, modifizierte B/C-Ringvorstufe (52) wird in
einer von Inomata et al.*®*® entwickelten Methode zum A-Ring (55) umgesetzt (siehe
Abb. 29). Die *C-Markierung der Methinbriicke wird analog zum (15-'3C)-
Phycocyanobilin (69) Uber den C-Ring in die Halfte eingefuhrt.

0
)J\/ NaTs /U\/\ DMAP
y G EtNO, e

(50) oN  (51)
PR
o /éN Ts
A TFA, H,0 A PhMe3NBr3 g
(54) (52)
oﬁ,\j Ts = SO,-CgHa-CH3
H
(55)

Abb. 29: Synthese des Biliverdin A-Rings (55)
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3.3.2 Synthese von (15-'*C)-Biliverdin (77)

In drei verschiedenen Syntheserouten wird versucht den D-Ring (34) bzw. ein
D-Ring-Derivat (41) und (49) zu gewinnen. Die *C-Markierung der Methinbriicke soll
dann in den ersten beiden Syntheserouten Uber den C-Ring (27) eingeflhrt werden.
Bei der dritten Syntheseroute soll ein abgewandeltes Synthesekonzept des B-Rings

nach Makhynya et al? zur Isotopeneinflihrung genutzt werden.

Die erste Syntheseroute nach Lugtenburg et al.!***! beginnt mit einer Knoevenagel-
Kondensation von 1,1-Dimethoxyaceton mit 2-Cyanoacetamid. Nach Reduktion wird
der Pyrrolring (32) in einer saurekatalysierten Ringschlussreaktion gebildet. Durch
partielle Reduktion wird die Nitrilgruppe mit DiBAI-H zunachst zum Aldehyd (33)
umgesetzt®*>>* bevor in einer Wittig-Reaktion der Biliverdin D-Ring (34) erhalten
wird (siehe Abb. 30).

/ w)‘\
| HeOCOOH _ ‘2_31 _NeBH, _ 42—;

o} 0 H2N o HoN
J\/CN ] (30) (31)
HoN
H3CCOOH
& H3CPPhyBr & DIBAI-H &
(34) (33) (32)

Abb. 30: Synthese des Biliverdin D-Rings (34)

Die zweite Syntheseroute folgt dem Konzept von Jacobi et al, das auf einer

Selanylschutzgruppe basiert (siche Abb. 31)P%4%

Nach einer Ringdoffnenden
Reaktion von y-Butyrolacton mit Bis(4-chlorphenyl)-diselenid und anschlielRender
Aminierung wird in einer intramolekularen Aldolkondensation der modifizierte

Biliverdin D-Ring (41) gebildet.
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© o}
A0 _HCI/HO cl ®
Y 3N

(36) (37)

lTMOF
O\ (OHC Bk M
o O B, NaBH, \><

(35) (38)

‘ | cocl,
R Et3N

— LertBuok C4H9 -OCO),
~ owap
N o

LA LA

(41) (40)

R= Se-CGH4-CI
Abb. 31: Synthese des modifizierten D-Rings (41)

Danach wird der modifizierte D-Ring (41) mit dem C-Ring (26) gekuppelt, die
erhaltene CD-Halfte (42) formyliert und abschlielend die Selanylschutzgruppe
abgespalten (siehe Abb. 32).

N
H

0 (43)
(42) /<
O m-Chlorperbenzoesaure l

N (0]
H

R = Se-CgH,-Cl

Abb. 32: Synthese der Biliverdin CD-Halfte (44)
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Die dritte Syntheseroute ist eine neuartige Variante zur gleichzeitigen Darstellung
des Biliverdin A-/D-Rings (siehe Abb. 33). Die ersten zwei Schritten gleichen denen
des nach Inomata et al. synthetisierten A-Rings, allerdings dient hier 3,4-Dimethyl-
maleinsaureanhydrid als Edukt. Eine der beiden aquivalenten Methylgruppen wird
photochemisch mit N-Bromsuccinimid selektiv bromiert®", mit Triphenylphosphin
zum Ylid (48) umgesetzt und abschlie®end wird in einer Wittig-Reaktion das D-Ring-
Derivat (49) gebildet. Mit Lawessons-Reagenz kommt es abschlielend zum

Sauerstoff-Schwefel-Austausch!**4"4!

. Die gebildeten Isomere entsprechen dann
dem A- und D-Ring des Biliverdins und kénnen zur Synthese von (5-°C)- bzw.

(15-'3C)-Biliverdin verwendet werden.

4-Methoxy-
benzylamin
—_— —_—
Hydrazin-
hydrat N
H
(46)
(45) NBS, AIBN
200 W Lampe
o ’
S}
—— Br ®
PPhy
n-BuLi PPhg
HCHO
O N (0] o o o
H N
49 )
(49) (48) (47)

Abb. 33: Synthese des modifizierten A/D-Rings (49)
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese der Phycocyanobiline

4.1.1 Synthese des A-Rings (7)

Die Synthese des A-Rings (7) erfolgt Uber vier Synthesestufen. Ausgehend von
Citraconsaureanhydrid wird der Anhydrid-Sauerstoff gegen Stickstoff in einem
Additions-Eliminierungs-Mechanismus (siehe Abb. 34) ausgetauscht. Das
4-Methoxybenzylamin greift nucleophil eine der beiden &quivalenten Carbonyl-
gruppen des Citraconsaureanhydrids unter Ringoffnung an. Durch erneuten
nucleophilen Angriff des 4-Methoxybenzylamins kommt es zum Ringschluss unter
Wasserabspaltung. Das Produkt, (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion (4)

konnte mit einer sehr guten Ausbeute von 90 % gewonnen werden (Lit. 100 %!">"°).

— — (\e — _
(0] ry @/O\‘
ono ob( OIFO
o ) o NH ‘(90\NH HoW N °
NH, -
O/
A 9
L o —
/O H
ono
4
(4) o

Abb. 34: Additions-Eliminierungs-Mechanismus

In einer Michael-Addition wird diese Verbindung (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-
2,5-dion (4), mit Nitroethan umgesetzt (siehe Abb. 35). Nachdem das Nitroethan

durch Einwirken von DBU an der a-Position deprotoniert wird, greift das freie
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Elektronenpaar nucleophil an die unsubstituierte C4 Position des a,B-ungesattigten
(4-Methoxy-benzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion (4) an. Nach Abspaltung von salpetriger
Saure und Ausbildung der Doppelbindung wird als Rohprodukt ein E/Z-Isomeren-
gemisch erhalten. Allerdings ist nur das E-Isomer flr die weitere Synthese von PCB
(1) geeignet und wird deswegen mittels MPLC vom Z-lsomer getrennt. Das Produkt
wird als gelbliches, hoch viskoses Ol mit einer gegeniiber der Literatur (20 %!")

erhohten Ausbeute von 31 % gewonnen.

DBU
~ /
S /\ '
© © ;3L\ o o o
N NO, TM» N
(4) o o (5) o

Abb. 35: Mechanismus der Michael-Addition

Nachdem durch die EinfiUhrung der Ethylidengruppe das Substitutionsmuster des
A-Rings vollstandig vorhanden ist, wird im nachsten Schritt die Schutzgruppe des
Stickstoffs durch Oxidation mit Ammoniumcer(lV)-nitrat entfernt (siche Abb. 36).
Unter Reduktion der Ce**-lonen zu Ce®*" wird zunachst Wasser an die Methylen-
gruppe angelagert, wodurch sich ein Alkohol bildet, der dann nach Weiterreaktion als
4-Methoxybenzaldehyd, unter gleichzeitiger Protonierung des Stickstoffes,
abgespalten wird. Die Ausbeute konnte gegenuber der Literatur durch Optimierung
der MPLC-Chromatographie auf 68 % verbessert werden (Lit. 41 %!"}).

/ ce** ce?* /
(0] (e} / > 0 o
N - Methoxy- N
benzaldehyd H
(6)
5
(5) P

Abb. 36: Mechanismus der Oxidation
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Fur die Weiterreaktion mit dem B-Ring (25) muss selektiv eine der beiden aqui-
valenten Carbonylgruppen aktiviert werden. Dies gelingt durch die Uberfiihrung der
Carbonylgruppe an C2 in das Thioderivat. Der in der Literatur fur die Einwirkung von
Lawessons-Reagenz bekannte regioselektive Angriff, der sich einerseits durch den
geringeren sterischen Anspruch der Ethylidengruppe gegenuber der Methylgruppe
und anderseits durch die zusatzliche Stabilisierung des Alkoholations durch die
Konjugation der Ethyliden-Doppelbindung erklart, wird in dieser Reaktion genutzt.
Lawessons-Reagenz liegt in Losung in einem thermischen Gleichgewicht mit zwei
hoch reaktiven Dithiophosphin-Yliden vor. Der Phosphor des Ylids greift dann
elektrophil den Carbonylsauerstoff an C2 an, bevor in einer Wittig-analogen Reaktion
unter Ausbildung einer cyclischen Zwischenstufe das Thioketon (7) gebildet wird
(siehe Abb. 37). Die hdhere Bindungsaffinitdt des Phosphors zu Sauerstoff ist die
Triebkraft des Sauerstoff-Schwefel-Austauschs. Nach HPLC-Aufreinigung konnte der
A-Ring (7) in einer Ausbeute von 19 % isoliert werden (Lit. 22 %!").

S S S
o) . P o) o) RL - o P,
N \ \ \

S

o N o)
H
(6)
0] N> 0 ¢
- NN - N ) 0
o s s 0 H s—p=s |
N ONpZ | oS—P=s3
(7)
0
~N
O\ O\

Abb. 37: Mechanismus der Thionylierung der Carbonylfunktion

Der A-Ring (7) kann nun aufgrund der héheren Reaktivitat der Thiocarbonylgruppe
regioselektiv in einer Thio-Wittig-Reaktion mit dem B-Ring (25) verknupft werden.
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Das '"H-NMR-Spektrum des A-Rings (7) (siehe Abb.80) zeigt die charakteristischen
Signale der Ethylidengruppe bei 1.90 und 6.85 ppm, sowie das Signal des
pyrrolischen Stickstoff bei 8.14 ppm.

4.1.2. Synthese der B/C-Ringvorstufen

Der B- und C-Ring konnen, wie in der Syntheseplanung in Abschnitt 3.1.2
beschrieben, aufgrund ihrer Spiegelbildisomerie bis zu einer gemeinsamen Vorstufe
synthetisiert werden. Die B/C-Ringvorstufe (19) wird aus zwei Molekllhalften, dem
Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9) und dem 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethyl-

ester (16), zusammengesetzt.

41.21 Isocyanoessigsaure-tert-butylesters (9)

Der Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9) wird in zwei Stufen synthetisiert: Zuvor
hergestelltes Natriummethanolat deprotoniert zugegebenes Formamid, bevor der
Stickstoff das a-Kohlenstoffatom des Chloressigsaure-tert-butylesters nucleophil
angreift (siehe Abb. 38). Nach Destillation wird der N-Formylglycin-tert-butylester (8)

mit einer guten Ausbeute von 64 % (Lit. 61 %!") erhalten.

7
@® ©

H N -MeOH H
H

Abb. 38: Mechanismus der Synthese von N-Formylglycin-tert-butylester (8)

Die Carbonylgruppe des N-Formylglycin-tert-butylester (8) greift im nachsten Schritt
das Phosphoratom des Phosphorylchlorids nucleophil an. Die entstehende Salzsaure
wird durch das zugesetzte Triethylamin abgefangen. Nach Abspaltung von HPO,Cl,

wird das Isonitril (9) mit einer guten Ausbeute von 78 % (Lit. 80 %!") gewonnen.
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Abb. 39: Mechanismus der Isonitrilsynthese

41.2.2 (*N)-Isocyanoessigsduremethylesters (12)

Fir die Einfiihrung des '°N-Isotops muss die Synthese des Isonitrils modifiziert
werden, da das einzusetzende '°N-markierte Formamid nicht nur als Reagenz,
sondern auch als Solvens dient und somit in groRem Uberschuss einzusetzen ware,
was sich aus Preisgrinden verbietet. Die neue Synthese startet mit kommerziell
erhaltlichem 'N-markiertem Glycin!". S&urekatalytisch wird das Glycin durch
Sulfurylchlorid und Methanol verestert (siehe Abb. 40). Nachdem die Aminogruppe
durch Reaktion mit Natriumformiat und Ameisensaure formyliert ist, erfolgt die
Umsetzung zum ('°N)-Isocyanoessigsduremethylesters (12) analog der Darstellung

zum Isocyanoessigsaure-tert-butylesters (9).

(@) @ H OH |@
H\('\P/\H/ Ho H OH [ \ieon H O
f ( - @ ' H
H (@) H @OH H OH

H HO OH

@
-H

H 0 ® H ® O H 0O @H 0
~N N
H O H OH H HO OH, wOH

(10)

Abb. 40: Mechanismus der Glycinveresterung

41.2.3 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylesters (16)
Die Synthese des 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylesters (16) verlauft Gber vier
Stufen. Zunachst wird Nitromethan durch eine Base deprotoniert. In einer Michael-

Reaktion (siehe Abb. 41) greift das entstandene Carbanion den a,B-ungesattigen
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Acrylsauremethylester nucleophil an. Nach Protonierung wird der 4-Nitrobutansaure-
methylester (13) mit einer der Literatur entsprechenden Ausbeute von 33 %
erhalten™!.

J/\[(\ SN @

[S) H

o, —— (0]
OzN/\/\ﬂ/ A OzN/\/\n/ ~
(0]

(13) ©

><

Abb. 41: Mechanismus der Synthese von 4-Nitrobutansduremethylester (13)

In einer abgewandelten Nef-Reaktion wird der 4-Nitrobutansauremethylester (13)
zum Acetal (14) umgesetzt (siehe Abb. 42). Das a-Kohlenstoffatom wird zunachst
durch Natriummethanolat deprotoniert. Nachdem das Nitronat an beiden Sauerstoff-
atomen protoniert ist, kann Methanol nucleophil das a-Kohlenstoffatom angreifen,
wodurch sich ein Halbacetal bildet. Anschliel3end wird nach Abspaltung von Wasser
und Nitrosowasserstoff das mesomeriestabilisierte Carbeniumion erneut von
Methanol nucleophil angegriffen. Nach Deprotonierung wird der 4,4-Dimethoxy-

butansduremethylester (14) mit einer Ausbeute von 46 % (Lit. 46 %!") isoliert.
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Abb. 42: Mechanismus der abgewandelten Nef-Reaktion

In Folge wird das Acetal (14) durch saure Hydrolyse in den Aldehyd (15) Uberfihrt
(siehe Abb. 43). Hierbei wird zunachst der Sauerstoff einer Methoxygruppe
protoniert, woraufhin sich nach Abspaltung von Methanol Wasser anlagert. Nach
Umlagerung wird ein zweites Methanolmolekil abgespalten und nach
Deprotonierung der 4-Oxobutansaure-methylester (15) in sehr guter Ausbeute von
97 % erhalten. Hierbei ist die Konzentration der Salzsaure entscheidend, da bei einer

zu geringen Konzentration nur ~ 20 % Ausbeute!™ isoliert werden kénnen.
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Abb. 43: Mechanismus der Acetalhydrolyse

Der erhaltene Aldehyd (15) wird in einer Henry-Reaktion um einen C2-Baustein
verlangert und gleichzeitig fur den abschlieRenden Ringschluss aktiviert (siehe Abb.
44). Dazu wird Nitroethan an der a-Position durch DMAP deprotoniert. Die Carbonyl-
funktion des Aldehyds (15) wird dann von dem Mesomerie-stabilisierten Carbanion
nucleophil angegriffen. Durch Zugabe von Essigsaureanhydrid kann der negativ
geladene Sauerstoff nucleophil eine der beiden Carbonylfunktionen des Essigsaure-
anhydrids angreifen. Nach Abspaltung von Essigsaure wird das 4-Acetoxy-5-
nitrohexansauremethylester (16) in guter Ausbeute von 56 % (Lit. 56 %!'®)
gewonnen.

H
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OZN/\
AcOH

(16)

Abb. 44: Mechanismus der Henry-Reaktion
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41.2.4 4-Pentinsauremethylesters (18)

Fir die Synthese der 2,3-disubstituierten B/C-Ringvorstufe (21) wird in zwei
Syntheseschritten der 4-Pentinsauremethylester (18) dargestellt (siehe Abb. 45).
In einer Jones Oxidation wird 4-Pentin-1-ol durch Chrom(VI)-oxid zur 4-Pentinsaure
(17) mit einer Ausbeute von 57 % (Lit. 66 %!*®") umgesetzt. Der Mechanismus der
Jones Oxidation ist noch nicht vollstandig geklart, denkbar ist ein nucleophiler Angriff
des Alkohols an das Chromatom. Nach Deprotonierung kommt es zur a-Eliminierung
der Chromverbindung und zur Bildung des Carbonyls. AnschlieBend wird die
4-Pentinsaure (17) saurekatalytisch verestert (Ausbeute 63 %; Lit. 38 %!%).

SN . @(OH
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/\/\OH - /\)J\OH - OH
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O
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OH

I\\)

|
(0]
/\)\ e No/
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Abb. 45: Mechanismus der Synthese von 4-Pentinsduremethylester (18)

41.2.5 B/C-Ringvorstufe (19)

Nach erfolgreicher Synthese der beiden Molekulhalften, die die B/C-Ringvorstufe
ergeben, kann der Ringschluss erfolgen (siehe Abb. 46). Das a-Kohlenstoffatom der
Nitrogruppe des 4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester (16) wird durch TMG
deprotoniert, wodurch sich nach Abspaltung der Acetoxygruppe ein Nitroolefin bildet.
Die Methylengruppe des Isocyanoessigsaure-tert-butylesters (9) wird ebenfalls durch
TMG deprotoniert. Das mesomeriestabilisierte Carbanion greift jetzt das zur Nitro-
gruppe B-standige, olefinische Kohlenstoffatom des Nitroolefins nucleophil an.
Durch einen weiteren nucleophilen Angriff des so entstandenen Carbanions an die
Isonitrilgruppe kommt es anschlieBend zum Ringschluss. Nach Protonierung und
Abspaltung der Nitrogruppe Uber einen postulierten E1cB-Mechanismus fuhrt eine

finale [1,3]-sigmatrope Umlagerung des Protons am C3 zum Stickstoff zum
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3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester ~ (19).
Die Ausbeute dieser Reaktion beluft sich auf 58 % (Lit. 56 %!").

N
H

° (19

Abb. 46: Mechanismus des Ringschluss der B/C-Ringvorstufe (19)

Die B/C-Ringvorstufe (19) kann jetzt zum B- oder C-Ring funktionalisiert werden.
Das 'H-NMR-Spektrum der B/C-Ringvorstufe (19) (siche Abb. 92) zeigt neben den
Signalen der beiden Ester, der Methylgruppe und den beiden Tripletts der beiden
CH»-Gruppen des Propionsaurerestes folgende charakteristische Signale: Das
Proton am pyrrolischen Stickstoff gibt ein breites Signal bei 8.90 ppm. Durch die
®J-Kopplung mit diesem Proton ist fiir das Proton am C5 ein Duplett bei 6.57 ppm zu

sehen.
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4.1.2.6 ("°N)-markierten B/C-Ringvorstufe (20)

Der Ringschluss des "°N-Isocyanoessigsauremethylesters (12) mit dem 4-Acetoxy-5-
nitrohexansauremethylester (16) zur '>N-markierten B/C-Ringvorstufe (20) erfolgt
nach dem in Abschnitt 4.1.2.5 beschriebenen Mechanismus. Im 1H-NMR-Spektrum
ist aufgrund der "°N-Markierung des Pyrrolstickstoffs, der die Spinquantenzahl S = ¥
besitzt, das Signal des pyrrolischen Stickstoffs zum Duplett und das Signal des
aromatischen Protons am C5 zum Triplett aufgespalten. Da in dieser Synthese der
tert-Butylester gegen einen Methylester ausgetauscht ist, gibt es dementsprechend

kein Signal bei 1.51 ppm, sondern es erscheint ein Singulett bei 3.75 ppm.

41.2.7 (4H)-B/C-Ringvorstufe (21)

Die Bildung des 2,3-disubstituierten Pyrrols in der Kupfer-katalysierten Reaktion
zwischen dem Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9) und dem inaktivierten
terminalen Acetylen 4-Pentinsauremethylester (18) kann nach de Meijere*”! wie folgt
erklart werden (siehe Abb. 47): Nach Deprotonierung und Kupferanlagerung an beide
Molekile kommt es zu einer Carbometallierung unter Insertion eines Kupferatoms.
Durch nucleophilen Angriff der Isonitrilgruppe und Umlagerung eines Kupferatoms
erfolgt der Ringschluss. Nach einer [1,5]-sigmatropen Umlagerung und Protonierung
wird die (4H)-B/C-Ringvorstufe (21) mit 41 % Ausbeute (Lit. 38 %) gewonnen.

O CuBr

/ /\)k
(18) [Cu]
[CU]
Cubr [cul [cul :

AGE )\’(7< —
(9 © o}

/ \ o\f 6
H

N

@) °

Abb. 47: Mechanismus der Ringschlussreaktion der (4H)-B/C-Ringvorstufe (21)
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Das 'H-NMR-Spektrum der (4H)-B/C-Ringvorstufe (21) (sieche Abb. 94) zeigt neben
den typischen Signalen der B/C-Ringvorstufe fur die beiden aromatischen Protonen

an C4 und C5 jeweils ein zum Triplett aufgespaltenes Signal bei 6.08 und 6.77 ppm.

4.1.3 Synthese des B-Rings (25)

Die B/C-Ringvorstufe (19) ergibt zusammen mit der Schutzgruppe (23) nach
Funktionalisierung den B-Ring (25). Zur Synthese der Schutzgruppe wird D-(-)-Wein-
saure mit einer Ausbeute von 98 % verestert. Analog einer 1,2-Diol-Spaltung wird der
entstandene Weinsauredibenzylester (22) durch Periodsaure gespalten. Nach
Wasserabspaltung bildet sich als Zwischenprodukt ein Funfring zwischen der
Periodsaure und den Hydroxygruppen aus, der dann in lodsaure und zwei Molekule
des Glyoxylsaurebenzylester (23) zerfallt (siehe Abb. 48). Die Schutzgruppe wird

nach Destillation mit einer Ausbeute von 75 % (Lit. 70 %!") gewonnen.

Om oH OH A~ HO oOH OH T
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e No N -2H,0 P o ~
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OH O [ OHH20g OH |
(22)
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_ " _
O%I /<o
\ Q)
oY) 7o H
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H 7| 4 H
—_— 2
° o - HIO;
P o

(23)

Abb. 48: Mechanismus der Synthese von Glyoxylsaurebenzylester (23)
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Durch Anlagerung von Zinkchlorid an den Sauerstoff der Aldehydgruppe wird die
Schutzgruppe aktiviert (siehe Abb. 49). Das entstandene Carbeniumion kann jetzt
elektrophil an das C5 des aromatischen Pyrrolrings (19) angreifen. Nach Abspaltung
von Zinkchlorid wird durch Deprotonierung das aromatische Ringsystem wieder-
hergestellt und die B-Ringvorstufe (24) mit einer Ausbeute von 56 % erhalten.
Im "H-NMR-Spektrum sind, verglichen mit dem Ausgangsprodukt (19), mehrere
signifikante Veranderungen zu beobachten: Bei 5.07 ppm ftritt fiir das Proton am C5'
ein Singulett auf, wogegen das Duplett der unsubstituierten o-Position der
B/C-Ringvorstufe (19) bei 6.57 ppm und das Singulett des Aldehyds der
Schutzgruppe (23) bei 9.40 ppm fehlen.

—o0
0
S
nClz
o
NN Va § W2
I ZnCl, (19) H o
P o o P N0
(23)
—o0
0
HO ]\ o
N -
Ph—\\ H 0
0N, (24)

Abb. 49: Mechanismus der elektrophilen aromatischen Substitution

Die B-Ringvorstufe (24) wird in das Ylid (25) umgewandelt (siehe Abb. 50). Nachdem
N-Chlorsuccinimid mit Dimethylsufid einen Komplex gebildet hat, kann das jetzt
positiv polarisierte Schwefelatom von den T-Elektronen des Hydroxids unter
Abspaltung von Succinimid angegriffen werden. Unter Abspaltung von Dimethyl-
sulfoxid wird die C5' Position nucleophil von dem Chloridion angegriffen.
Das instabile Zwischenprodukt wird nicht isoliert, sondern in einer ,Ein-Topf‘
Reaktion durch nucleophile Substitution mit Triphenylphosphin zum B-Ring (25) mit
einer Ausbeute von 39 % umgesetzt.
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CI’\
NaHCO; PhyP
Ph3P = “NaCl
-H,0
Ph/\ -CO, Ph/\

o (25)

Abb. 50: Mechanismus der Synthese des B-Rings (25)

Im "H-NMR Spektrum des B-Rings (25) finden sich im Bereich von 7.24-7.68 ppm die

Signale der drei Phenylringe. Das Singulett des Protons am C5’ ist verschwunden
(siehe Abb. 98).

_4) -



Ergebnisse und Diskussion

4.1.4 Synthese der C-Ringe

Die B/C-Ringvorstufe (19) wird in einer Vilsmeier-Formylierungsreaktion in den
C-Ring (26) Uberfuhrt (siehe Abb. 51), welcher dann flr die Verkniupfung mit dem
D-Ring (58) zur Verfligung steht. Zunachst erzeugt man das Formylierungsreagenz
durch Reaktion von Dimethylformamid mit Phosphorylchlorid. In Folge kann dann in
einer elektrophilen, aromatischen Substitution das mesomeriestabilisierte Carben-
iumion die unsubstituierte a-Position der B/C-Ringvorstufe (19) angreifen. Nach
Wiederherstellung der Aromatizitat wird durch Hydrolyse der Aldehyd (26) mit einer

Ausbeute von 88 % (Lit. 86 %!"®!) gewonnen.

OH

ok A
J\/Cl/CICIH /)\/WH)\Q/‘—’)\
oy _%zriv %:Q

(19)

H,0.
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O .
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o H oy Y H -

(6] (26) o

I\o

Abb. 51: Mechanismus der Vilsmeier-Formylierungsreaktion
Das "H-NMR-Spektrum des C-Rings (26) zeigt neben den typischen Signalen fiir die

neue Aldehydgruppe ein Singulett bei 9.74 ppm. Das Duplett des C5-Protons der
B/C-Ringvorstufe (19) bei 6.57 ppm fehlt (siehe Abb. 99).
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41.41 (5-'°C)-C-Ring (27)

Die Vilsmeier-Formylierungs-Reaktion erfolgt mit '*C-markiertem N,N-Dimethyl-
formamid nach dem in Abschnitt 4.1.4 beschriebenen Mechanismus. Im "H-NMR-
Spektrum des (5-"°C)-C-Ring (27) ist aufgrund der *C-Markierung der Aldehyd-
gruppe (Spinquantenzahl S =7%) das Signal des Aldehydprotons zum Duplett
aufgespalten. Im 3C-NMR-Spektrum ist ein intensives Signal bei 179.09 ppm zu

sehen.

41.4.2 ("N)-markierter C-Ring (28)

Die "N-markierte B/C-Vorstufe (20) wird nach dem in Abschnitt 4.1.4 beschriebenen
Mechanismus formyliert. Im 'H-NMR-Spektrum des ('°N)-C-Rings (28) bleibt die
Aufspaltung des "°N-markierten Pyrrolstickstoffs erhalten. Das Signal des C5-Protons
der B/C-Ringvorstufe (20) ist durch das Singulett des Aldehydprotons bei 9.70 ppm

ersetzt.

41.4.3 (4H)-C-Ring (29)

Die (4H)-B/C-Ringvorstufe (21) ist im Gegensatz zur normalen B/C-Ringvorstufe (19)
nur 2,3 disubstituiert und besitzt zusatzlich zur freien Position an C5 eine weitere
freie Position an C4. In der folgenden Vilsmeier-Reaktion (Mechanismus siehe
Abschnitt 4.1.4) ist eine Formylierung daher sowohl an C4 als auch an C5 denkbar.
Die Betrachtung der moéglichen Resonanzstrukturen fur die elektrophile Substitution
am C4 und C5 des 2,3-disubstituierten Pyrrols (21) zeigt eine Bevorzugung des
Angriffs am C5 (siehe Abb. 52). Der (4H)-C-Ring (29) wird mit einer Ausbeute von
54 % (Lit. 48 %) gewonnen. Im "H-NMR-Spektrum (siehe Abb. 101) bleibt das
Signal des Protons am C4 bei 6.77 ppm erhalten. Das Signal des C5-Protons ist

verschwunden und durch das Signal des Aldehydprotons bei 9.56 ppm ersetzt.
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Abb. 52: Resonanzstrukturen flr die elektrophile Substitution am C2 und C3
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4.1.5 Synthese der AB-Halfte (57)

Der A-Ring (7) wird in einer Thio-Wittig-Reaktion mit dem B-Ring (25) verknupft
(siehe Abb. 53). Das negativ geladene Kohlenstoffatom des Ylids (25) greift nucleo-
phil an das positiv polarisierte Kohlenstoffatom des Thiocarbonyls an unter Aus-
bildung eines Thio-Betain-Intermediats. Das durch Weiterreaktion entstehende
cyclische Thiophosphetan zerfallt aufgrund der Ausbildung der starken Phosphor-
Schwefel-Bindung in Triphenylphosphinsulfid und das Olefin (56). Die geschutzte
AB-Halfte (56) wird mit einer Ausbeute von 25 % erhalten. Durch Hydrierung an
Palladium wird die Benzylschutzgruppe selektiv abgespalten und die fertige
AB-Halfte, Carboxy-substitutiert an der C5 Position, mit einer Ausbeute von 43 %
(Lit. 30%!") gewonnen.

Ho, Pd/CJ - PhCH;,

—O0

o
(57)

Abb. 53: Mechanismus der Thio-Wittig-Reaktion
-45 -



Ergebnisse und Diskussion

Das 'H-NMR-Spektrum der AB-Halfte (57) zeigt zwei breite Signale fiir die beiden
Protonen der pyrrolischen Stickstoffe bei 8.45 und 10.74 ppm, sowie die
charakteristischen Signale der beiden Ringe (siehe Abb. 103).

4.1.6 Synthese der CD-Halften

In einer basenkatalysierten Knoevenagel-Reaktion wird der C-Ring (26) mit dem
D-Ring (58) verknlpft (siehe Abb. 54). Zunachst wird die Methylengruppe an C5 des
D-Rings (58) durch DBU deprotoniert, so dass die Carbonylfunktion des Aldehyds
durch das entstandene Carbanion nucleophil angegriffen werden kann. Unter
Wasserabspaltung wird die CD-Hélfte mit einer Ausbeute von 23 % (Lit. 31 %!™)
isoliert. Das 'H-NMR-Spektrum der CD-Halfte (59) zeigt das neue Signal der
Methinbricke als Singulett bei 5.91 ppm.

oO—

o—

ﬁ/ ©
N N
" 59 "

O

Abb. 54: Mechanismus der Knoevenagel-Reaktion

Die CD-Halfte (59) muss fur die Kupplung funktionalisiert werden, woflr die

ungeeignete tert-Butoxycarbonyl-Gruppe gegen eine Aldehyd-Gruppe ausgetauscht

wird (siehe Abb. 55). Saurekatalytisch wird die tert-Butyl-Gruppe als Isopropen von

der Carboxygruppe am C9 abgespalten. Nachdem sich durch saurekatalytische

Methanolabspaltung aus Trimethylorthoformiat ein Carbeniumion gebildet hat, greift
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dieses in einer elektrophilen aromatischen Substitution den Pyrrolring am C9 an.
Nach Decarboxylierung und Wiederherstellung der Aromatizitat des Pyrrolrings wird
die CD-Halfte (60) in einer sauren Acetalhydrolyse mit einer Ausbeute von 22 %
(Lit. 36 %!") gewonnen. Im "H-NMR-Spektrum der CD-Halfte (60) ist das Singulett
des Aldehyds bei 9.96 ppm zu sehen, wogegen das Signal der tert-Butyl-Gruppe
verschwunden ist (siehe Abb. 105). Als Nebenprodukt der Formylierungsreaktion
entsteht aus der formylierten CD-Halfte (60) und dem entschutzten Edukt ein tief-
blaues Tetrapyrrol (Kondensation zweier ,rechter Halften“: DCCD), welches durch

HPLC-Aufreinigung entfernt wird.
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Abb. 55: Mechanismus der Formylierung zur CD-Halfte (60)
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41.6.1 (5-'°C)-CD-Hilfte (62)

Die Verknupfung des 3C-markierten C-Rings (27) mit dem D-Ring (58) und
anschlieRende Formylierung erfolgt nach dem in Abschnitt 4.1.6 beschriebenen
Mechanismus mit einer Ausbeute von 27 %. Im 'H-NMR-Spektrum der (5-'>C)-CD-
Halfte (62) (siehe Abb. 107) ist das Singulett der Methinbricke aufgrund der
3C-Markierung zum Duplett aufgespalten ('J = 158 Hz). Das Aldehydproton befindet
sich 9.96 ppm. Das Aquivalent im 13C—NMR—Spektrum ist ein intensives Signal bei
97.39 ppm.

4.1.6.2 (10-""N)-markierte CD-Hilfte (65)

Der (®N)-C-Ring wird in der Knoevenagel-Reaktion nach dem in Abschnitt 4.1.6
beschriebenen Mechanismus mit dem D-Ring (58) verknupft. Aufgrund der
Estermodifikation an C9 wird der hier vorliegende Methylester zunachst zur Saure
verseift (siehe Abb. 56). In einem Additions-Eliminierungs-Mechanismus greift das
Hydroxidion die Carbonylgruppe nucleophil an. Nach Abspaltung des Alkoholations
bildet sich dann die Carbonsaure. Als Nebeneffekt wird auch der Propionsaure-

methylesterrest am C8 entschitzt und so die Disaure (64) erhalten.

Ll (es) o H (64)

Abb. 56: Mechanismus der basenkatalysierten Entschitzung der CD-Halfte (63)

Die Disaure (64) wird dann nach dem in Abschnitt 4.1.6 beschriebenen Mechanismus
formyliert und mit einer Ausbeute von 22 % isoliert. Im 'H-NMR-Spektrum der
CD-Halfte (65) ist das Protonensignal des '°N-markierten Pyrrolstickstoffs bei

12.46-12.70 ppm (1J = 95.8 Hz), sowie das Signal der Methinbrticke bei 6.10 ppm
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(*J =3.3 Hz) und das Aldehydsignal bei 10.07 ppm (3J = 2.3 Hz) zum Duplett
aufgespalten (siehe Abb. 110).

41.6.3 (7H)-CD-Halfte (67)

Die beiden Reaktionen zur finalen (7H)-CD-Halfte (67) erfolgen nach dem in
Abschnitt 4.1.6 beschriebenen Mechanismus. Da die CD-Halfte (66) nach
Entschitzung eine unsubstituierte Position an C7 besitzt, ist eine Formylierung auch
an C7 denkbar. Aufgrund der Resonanzstrukturen ist allerdings die Position C9
bevorzugt (siehe Abb. 52). Zudem ist die Position an C7 durch die benachbarte
Propionsaure-Estergruppe und die Methylgruppe des D-Rings sterisch sehr schwer
zuganglich. Das 'H-NMR Spektrum des Kupplungsprodukts zeigt fur das Proton der
Methinbricke (an C5) bei 6.21 ppm, fir das aromatische Proton am C7 bei 7.06 ppm
und flr das Aldehydproton bei 10.04 ppm jeweils ein Singulett (siehe Abb. 57,
ganzes Spektrum siehe Abb. 112). Zur vollstandigen Charakterisierung werden noch
fur die drei Signale NOE-Spektren angefertigt: Die Methinbricke ,sieht” in ihrer
Umgebung die Protonensignale von C3', C7 und beider NH-Gruppen. Das
aromatische Proton am C7 sieht die Protonensignale von C5, c8' €82 und beiden
NH-Gruppen. Das Aldehydproton hingegen kann nur die Protonensignale von C8',
C82 und NH in seiner Nachbarschaft wahrnehmen. Durch die gegenseitig bestatigte
Nachbarschaft der Protonen von C5 und C7 und durch das Fehlen des Signals des
Aldehydprotons zur Methinbriicke C5 konnte die (7H)-CD-Halfte (67) einwandfrei
verifiziert werden. Die (7H)-CD-Halfte (67) wird mit einer Ausbeute von 22 %

gewonnen.
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13.1 13.0 129 10.8 10.7 10.6 10.5 10.4 10.3 10.2 10.1 10.0 9.9 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
ppm

Abb. 57: Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum von (7H)-CD-Halfte (67). Griin markiert ist

das Signal der unsubstituierten C7 Position.
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4.1.7 Synthese der Tetrapyrrole

Nach der erfolgreichen Synthese der AB-Halfte (57) und der CD-Halfte (60) werden
beide Halften zum Tetrapyrrol verknlpft. Durch Protonierung mit Trifluoressigsaure
wird in einer ,Ein-Topf‘-Reaktion zuerst der tert-Butyl-Rest als Isopren abgespalten
(siehe Abb. 58). Die nach Decarboxylierung am C5 und C9 als Zwischenprodukt
vorliegende entschutzte AB-Halfte wird nicht isoliert, sondern durch Zugabe der

CD-Halfte direkt umgesetzt.

Abb. 58: Mechanismus der saurekatalysierten Entschutzung der AB-Halfte (57)

Die Protonierung der Formylgruppe ermdglicht einen nucleophilen Angriff der jetzt
unsubstituierten a-Position des B-Rings. Nach Wiederherstellung der Aromatizitat
des B-Rings ergibt die Wasserabspaltung an der mittleren Methinbricke nach
Neuorganisation der t-Elektronen das vollstandig konjugierte 1-Elektronensystem
des Tetrapyrrols (siehe Abb. 59). Der Farbumschlag der gelb-griinlichen Reaktions-
mischung zum charakteristischen Blau des Tetrapyrrols wird allerdings erst nach
Methanolzugabe beobachtet. Die Herabsetzung der Protonenkonzentration der
Reaktionsmischung durch Methanolzugabe konnte die Abspaltung des Protons am
C9 des B-Rings erleichtern. Im "H-NMR-Spektrum des Phycocyanobilindimethyl-
esters (75) sind, neben dem Signal der beiden Estergruppen bei 3.61 ppm, die drei
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Signale der Methinbricken bei 5.85 ppm (C5), 6.07 ppm (C15) und 7.24 ppm (C10)

besonders charakteristisch.

Abb. 59: Mechanismus der saurekatalysierten Kondensation zum Tetrapyrroldimethylester
(75)
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In der finalen Synthese wird der Phycocyanobilindiester (75) durch die Einwirkung
eines sauren lonenaustauschers in einem Losungsmittelgemisch aus Trifluoressig-
saure und Wasser zu freien Disaure, dem Phycocyanobilin (1), umgesetzt (siehe
Abb. 60). Das Carbonylkohlenstoffatom der Esterfunktion wird nucleophil von der
Hydroxygruppe der Trifluoressigsaure angegriffen und gleichzeitig protoniert. Danach
greift die Methoxygruppe das Carbonylkohlenstoffatom der Trifluoressigsaure intra-

molekular an. Die Abspaltung von Trifluoressigsauremethylester fuhrt zur Freisetzung

der Disaure (1).

l- 2 F3C-COOCH5

Abb. 60: Mechanismus der Acidolyse

Im 'H-NMR-Spektrum des Phycocyanobilins (1) fehlt das Signal der Estergruppen
(bei 3.6 ppm), die drei charakteristischen Signale der Methinbriicken bei 5.85 ppm
(C5), 6.07 ppm (C15) und 7.24 ppm (C10) bleiben erhalten (siehe Abb. 61).
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Abb. 61: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von Phycocyanobilin (1)

41.71  (15-"*C)-Phycocyanobilin (69)

Die Verkniipfung der *C-markierten CD-Halfte (62) und anschlieBende Entschiitzung
erfolgt ebenfalls nach dem in Abschnitt 4.1.7 beschriebenen Mechanismus.
Das (15-"°C)-Phycocyanobilin (69) wird mit einer Ausbeute von 23 % isoliert. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt fiir die Methinbriicken Signale bei 5.86 ppm (C5) und
7.12 ppm (C10). Das signifikante, durch die '*C-Markierung zum Duplett aufge-
spaltene, Signal der *C15 Methinbriicke liegt bei 5.88 und 6.28 ppm ('J = 158 Hz).
Die Abwesenheit des normalen C15 Signals bei 6.07 ppm beweist die vollstandige
Isotopenmarkierung des Produkts (siehe Abb. 62, ganzes Spektrum siehe Abb. 114).
Im "3C-NMR-Spektrum ist ein intensives Signal bei 96.08 ppm zu sehen.
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Abb. 62: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von (15-"°C)-Phycocyanobilin (69).
Rot markiert ist das durch die 'C-Markierung aufgespaltene Signal der
Methinbrucke.
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41.7.2 (22-""N)-Phycocyanobilin (72)

Die "N-markierte CD-Halfte (65) wird nach dem in Abschnitt 4.1.7 beschriebenen
Mechanismus mit der AB-Halfte (57) zum Tetrapyrrol verknupft und anschlie3end
entschitzt. Da die CD-Halfte (65) als Saure vorliegt, wird als Produkt der Monoester
(71) erwartet. Jedoch wird der Monoester (71) nur als Nebenprodukt und der Diester
(70) als Hauptprodukt gewonnen. Es ist daher zu vermuten, dass durch die Zugabe
des Methanols die freie Sauregruppe zum grolleren Teil verestert wird. Das
(**N)-Phycocyanobilin (72) wird mit einer Ausbeute von 36 % isoliert. Im "H-NMR-
Spektrum sieht man aufgrund des schnellen NH-Austausches des C-Rings das
Signal des 'N-markierten Pyrrolstickstoffs leider nicht. Aber durch die
"®N-Markierung sind die beiden Signale der benachbarten Methinbriicken C15 bei
6.08 ppm (*J = 3.9 Hz) und C10 bei 7.27 (*J = 4.3 Hz) zum Duplett aufgespalten
(siche Abb. 63, ganzes Spektrum siehe Abb. 117), so dass das (*°N)-Phycocyano-

bilin (72) einwandfrei verifiziert werden kann.

Abb. 63: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von (22-"°N)-Phycocyanobilin (72).
Pink markiert ist das durch die '°N-Markierung aufgespaltene Signal der beiden

benachbarten Methinbricken.
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41.7.3 (13H)-Phycocyanobilin (74)

Die Verknupfung der neuartigen (7H)-CD-Halfte (67) und die anschlielende
Entschiutzung erfolgt nach dem in Abschnitt 4.1.7 beschriebenen Mechanismus. Das
(13H)-Phycocyanobilin (74) wird mit einer Ausbeute von 37 % isoliert. Im "H-NMR-
Spektrum ergibt die freie C13 Position ein Singulett bei 7.13 ppm (siehe Abb. 64,
ganzes Spektrum siehe Abb. 119). Die Signale der drei Methinbricken liegen bei
6.03 ppm (C5), 6.65 ppm (C15) und 7.15 ppm (C10).

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
725 720 7.5 7.10 7.05 7.00 695 690 6.85 680 675 670 665 660 655 650 645 640 6.35 630 625 620 615 610 6.05 6.00
ppm

Abb. 64: Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von (13H)-Phycocyanobilin (74).

Grin markiert ist das Signal der unsubstituierten C13 Position.
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4.2 Synthese der Biliverdine

4.2.1 Synthese des A-Rings

Zur Einflhrung von zwei Tosylschutzgruppen wird die Ringsynthese der B/C-Ring-
vorstufe (19) modifiziert (siehe Abb. 65). Ausgehend von Acrolein und Natriumtosylat
wird der modifizierte Aldehyd (50) dargestellt. AnschlieBend wird dieser in einer
Henry-Reaktion um einen C2-Baustein verlangert und gleichzeitig fur den
abschlielRenden Ringschluss aktiviert. Das durch DMAP deprotonierte Nitroethan
greift dann die Carbonylfunktion des Aldehyds (50) nucleophil an. Durch Zugabe von
Essigsaure-anhydrid wird unter Abspaltung von Essigsaure das 3-Acetoxy-2-nitro-5-
tosylpentan (51) mit einer Ausbeute von 32 % gewonnen. Durch das Einfuhren der
Tosylschutzgruppe ist eine Verringerung der Ausbeute im Vergleich zum 4-Acetoxy-
5-nitrohexan-sauremethylester (16) (Ausbeute 56 %) zu beobachten. Der folgende
Ringschluss verlauft nach dem in Abschnitt 4.1.2.5 beschriebenen Mechanismus mit
einer Ausbeute von 22 %. Auch bei der Ringschlussreaktion wird eine geringe
Ausbeute erzielt, was vermutlich auf die sterisch anspruchsvollen Tosylgruppen

zurickzufihren ist.
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Abb. 65: Synthese des Toysl-geschiitzen Bausteins (51)

Die modifizierte B/C-Ringvorstufe (52) soll in den nachsten beiden Syntheseschritten
dem Substitutionsmuster des D-Rings angepasst werden (siehe Abb. 66). Zuerst

erfolgt eine von Inomata et al. entwickelte Bromierung mit Trimethyphenyl-
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ammoniumtribromid. Das partiell positiv geladene aullere Bromatom kann unter
Zerfall des Tribromids elektrophil an das Pyrrolringsystem angreifen. Unter Ab-
spaltung von Bromwasserstoff und Wiederherstellung der Aromatizitat wird der
bromierte Pyrrolring (53) mit einer Ausbeute von 81 % erhalten. Die in der Literatur
angegebene quantitative Umsetzung konnte nicht erreicht werden. Die folgende
regioselektive Hydrolyse beginnt aufgrund des starken induktiven Effektes der
Tosylgruppe mit der selektiven Protonierung am C5, gefolgt von dem nucleophilen
Angriff eines Wassermolekils am C2. Unter Abspaltung von Bromwasserstoff wird
die Ketofunktion am C2 hergestellt und der geschitzte D-Ring (54) mit einer
Ausbeute von 50 % gewonnen.

Ts

/ Br 8 Phe N(CH3)3 ﬁ \
Ts
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H o H

- Ph-N( CH3)3 o o N
(52) Br

(]
Ii«—- — S AT
Br Br N Ts
H

< H Ts Ts
o - (53)

H—O0X —
e )

(54)

Abb. 66: Mechanismus zur Darstellung des geschitzten D-Rings (54)

Nach erfolgreicher Synthese des geschitzten D-Rings (54) muss im letzten Schritt
die Tosylgruppe am C3? unter Ausbildung der Vinylgruppe und gleichzeitiger
Abspaltung der Tosylgruppe am C2 erfolgen. Diverse Versuche nach Jacobi et al.**!
mit m-Chlorperbenzoesaure, sowie nach Inomata et al.*®*® mit Kalium-tert-butylat
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fuhrten nicht zum gewlnschten Ergebnis, so dass diese Syntheseroute nicht weiter

verfolgt wird.

4.2.2 Synthese des D-Rings

4221 Variante A

In einer Knoevenagel-Kondensation wird 1,1-Dimethoxyaceton mit 2-Cyanoacetamid
verknupft (siehe Abb. 67). Zuerst wird das 2-Cyanoacetamid deprotoniert, dann greift
das entstandene Carbanion das Carbonyl-Kohlenstoffatom des 1,1-Dimethoxy-
aceton nucleophil an. Nach Wasserabspaltung wird das ungesattigte Produkt (30)
erhalten. AnschlieRend wird die Doppelbindung mit Natriumborhydrid reduziert.
Die Ausbeute betrégt bei beiden Schritten 81% (Lit. 87 % und 78 % ).

o
o
m Ci—%/ ~N e CN CN
o HO
H O o ®
-HB O O—>o0 H =0
H2N H2N / /O H2N / 6] H2N
CN CN HO CN
S L
NaBH ©
o) o ~— 5 0 =455 O ‘\\ '/E)
-2
/ O H,N / O HoN / O H,N
(31) (30)

Abb. 67: Mechansimus der Knoevenagel-Kondensation

Die folgende saurekatalysierte Reaktion fuhrt zum Ringschluss (siehe Abb. 68).
Durch Protonierung wird eine Methoxygruppe entfernt, so dass das intermediar
gebildete Carbeniumion von dem freien Elektronenpaar der Amidfunktion unter
Ausbildung einer neuen C-N-Bindung und Entstehen eines Funfrings angegriffen
werden kann. Nach Entfernung der zweiten Methoxygruppe fuhrt eine finale
[1,3]-sigmatrope Umlagerung des Protons am C3 zum C5 zur D-Ring-Vorstufe (32).
Die Ausbeute dieser Reaktion belduft sich auf 80 %(Lit. 78 % “9)).
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Abb. 68: Saurekatalysierter Pyrrolringschluss

Nach erfolgreicher Synthese des Pyrrolrings (32) soll die Nitrilgruppe durch partielle
Reduktion mit DiBAI-H zum Aldehyd funktionalisiert werden. Diverse Versuche, in
denen die Reaktionsbedingungen (Reaktionsdauer, Temperatur, Molaritat, Losungs-
mittel) modifiziert wurden, fihrten zu keinem positiven Ergebnis. Da die Umsetzung
eines B/C-Ringstufenderivat (3-Cyano-4-methyl-1H-pyrrol) mit DiBAI-H zum
gewlinschten Aldehyd in der Arbeitsgruppe von Lugtenburg et al. erfolgreich war®®,
ist moglicherweise die zur Nitrilgruppe benachbarte Ketogruppe, die eine starke

elektronenziehende Wirkung besitzt, der Grund fur das nicht Gelingen der Synthese.

4.2.2.2 Variante B

Nach Jacobi et al. soll in vier Syntheseschritten der modifizierte D-Ring (41)
dargestellt werden (sieche Abb. 69)P%. Ausgehend von y-Butyrolacton wird in einer
nucleophilen, ringéffnenden Substitution die 4-(4-Chlorphenylselanyl)butansaure (35)
mit einer Ausbeute von 54 % synthetisiert. Die Ausbeute der Literatur (79 %)
konnte nicht erreicht werden. Die Saure (35) wird mit Oxalylchlorid zum Saurechlorid
aktiviert. Nach Veresterung protoniert der gebildete Chlorwasserstoff die Carbonyl-
gruppe und das Chloridion addiert an das Carbonyl-Kohlenstoffatom. Durch
Deprotonierung zerfallt die Zwischenstufe in das Saurechlorid und Kohlenstoffdioxid.
AnschlieRend wird in einer ,Ein-Topf‘-Reaktion das 1-Amino-2,2-dimethoxypropan
(38) acyliert und gleichzeitig das Acetal hydrolysiert. Dazu greift das freie Elektronen-
paar der Amingruppe zunachst die Carbonylfunktion des Saurechlorids nucleophil
an. Bei der Acetalhydrolyse wird zunachst der Sauerstoff einer Methoxygruppe

protoniert. Nach Abspaltung von Methanol kann sich Wasser anlagern.
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Durch erneute Protonierung der verbliebenen Methoxygruppe wird ein zweites
Methanolmolekul abgespalten und [4-(4-Chlorphenylselanyl)butylamino]-propan-2-on
(39) erhalten (Mechanismus der Acetalhydrolyse siehe Abb. 43). Die Amingruppe
wird im folgenden Schritt mit einer Boc-Schutzgruppe versehen. Die Ausbeute der
beiden Syntheseschritte betragen 85 % und 89 % und entsprechen in etwa den

Literaturangaben (80 % und 94 %"9).
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Abb. 69: Mechanismen der Route B

Die abschlielende intramolekulare Aldolkondensation fuhrt leider nicht zum
modifizierten D-Ring (41). Eventuell lasst die sterisch anspruchsvolle Selanyl-

schutzgruppe einen Ringschluss nicht zu.
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4.2.2.3 Variante C

Diese innovative Variante zur gleichzeitigen Darstellung des Biliverdin A-/D-Rings
basiert in den ersten zwei Synthesestufen auf dem Synthesekonzept des
Phycocyanobilin A-Rings (7). Ausgehend von 3,4-Dimethylmaleinsaureanhydrid wird
das (4-Methoxybenzyl)-3,4-dimethylpyrrol-2,5-dion (45) nach dem in Abschnitt 4.1.1
beschriebenen Mechanismus mit einer Ausbeute von 83 % erhalten. Im nachsten
Schritt wird die Schutzgruppe des Stickstoffs durch Oxidation mit Ammoniumcer(I1V)-
nitrat entfernt und das 3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion (46) mit einer Ausbeute von 60 %
gewonnen. Die Ausbeuten liegen im Bereich der Werte, die fur den A-Ring (7)
erhalten wurden (90% und 68 %). Es folgt eine photochemische Bromierung von
einer der beiden Methylgruppen mit einer Ausbeute von 20 % (siehe Abb. 70).

Die Ausbeute des entsprechenden Furanderivats liegt nach Literatur bei 60 %",

é | <5 |

Methoxy
benzaldehyd

(47) (46)

(45) o

Abb. 70: Synthese der bromierten Vorstufe (47)

Nach einer nucleophilen Substitution mit Triphenylphosphin und Deprotonierung mit
n-Butyllithium wird das fir die folgende Wittig-Reaktion bendétigte Ylid dargestellt.
Das negativ geladene Kohlenstoffatom des Ylids greift nucleophil an die
Carbonylfunktion des Formaldehyds unter Ausbildung eines Betain-Intermediats an.

Das durch Weiterreaktion entstandene cyclische Oxaphosphetan zerfallt aufgrund
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der Ausbildung der starken Phosphor-Sauerstoff-Bindung in Triphenylphosphinoxid
und dem Olefin (49) (siehe Abb. 71). Das D-Ring-Derivat (49) konnte erfolgreich
verifiziert werden, allerdings konnte die Funktionalisierung mit Lawessons-Reagenz
zum Biliverdin A-/D-Ring aufgrund der zu geringen Ausbeute nicht durchgefuhrt
werden. Der schwierige Umgang mit dem flr die Reaktion bendtigten, gasférmigen
Formaldehyd konnte der Hauptgrund der zu niedrigen Ausbeute sein. Die Ausbeute
konnte auch nach einigen Variationen in der Durchfihrung nicht verbessert werden,

so dass diese vielversprechende Syntheseroute .eingefroren® wird.
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BuH

- LiBr

(47) (48) ( Q
|AH

H
H o)
\ by \
PPhg SPPhs
- -
o 0 -OPPh; o o} o) o}
N N
H H

N
H
(49)

Abb. 71: Synthese der A-/D-Ringvorstufe (49)
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4.3 Assemblierung der Phycocyanobilin-Chromophore in das

Protein 1393 GAF 3 des Cyanobakteriums Synechocystis

Die Assemblierung der Chromophore in das Protein beruht auf der Ausbildung einer
Thioetherbriicke, die das Kohlenstoffatom C3' des Chromophors mit dem Schwefel-
atom einer Cysteinseitenkette des Proteins verknupft (siehe Abb. 72). Dieses flhrt zu
einem Verlust der Ethyliden-Doppelbindung des A-Rings, wodurch eine Verkurzung
des konjugierten -Systems und eine Anderung der absorptionsspektroskopischen
Eigenschaften resultieren. Nach Falk®" wird bei der Assemblierungsreaktion zuerst
die Methinbricke C5 protoniert. Die Stabilisierung erfolgt durch das freie
Elektronenpaar des Stickstoffatoms, wodurch der A-Ring in eine Acyliminium-Form
uberfuhrt wird. Es folgt ein nucleophiler Angriff der Thiolfunktion eines Cysteins unter
Ausbildung der kovalenten Chromophor-Protein-Bindung. Durch Protonierung der
Position C3 erlangt der A-Ring wieder seine Acyliminium-Form. Abschlielende

Deprotonierung am C5 fiihrt zur Wiederherstellung der Doppelbindung!'®".

. “\”%@

:

H

A ® r
© N kY o 7 Ky
H H
Abb. 72: Mechanismus der Ausbildung einer Thioetherbindung zwischen dem A-Ring des

Chromophors und einem Protein Cystein.
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Die separate Assemblierung von (15-"3C)-Phycocyanobilin (69) und (22-'°N)-Phyco-
cyanobilin (72) in das Protein 1393 GAF 3 des Cyanobakteriums Synechocystis
konnte erfolgreich durchgefuhrt werden. Zuerst wird das Protein 1393 GAF 3 ohne
Chromophor (schwarz) und der markierte Chromophor (rot) vermessen.
Die Chromophore zeigen im ungebundenen Zustand ein fur Phycocyanobiline
typische Absorptionsspektren mit einem Maximum bei etwa 610 nm. Die erfolgreiche
Assemblierung des Chromophors zeigt im Protein-gebundenen Zustand eine
Verschiebung des Maximuns (blau). In Abb. 73 sind die Abssorptionsspektren flr das
(15-"3C)-PCB (69) und in Abb. 74 die Absorptionsspektren fiir das (22-'°N)-PCB (72)

dargestellt.
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Abb. 73: Absorptionsspektren der Assemblierung: Protein 1393 GAF 3 ohne Chromophor
(schwarz), (15-"°C)-PCB (69) (rot), ins Protein 1393 GAF 3 assemblierter

Chromophor nach 24 h (blau).

- 64 -



Ergebnisse und Diskussion

Absorption
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Abb. 74: Absorptionsspektren der Assemblierung: Protein 1393 GAF 3 ohne Chromophor
(schwarz), (22-"N)-PCB (72) (rot), ins Protein 1393 GAF 3 assemblierter

Chromophor nach 24 h (blau).
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5 Ausblick

Nach erfolgreicher Synthese des (15-"*C)- und (22-"°N)- Phycocyanobilins und deren
separater Assemblierung in das Protein 1393 GAF-3 (aus dem Cyanobakterium
Synechocystis) sollen durch spektroskopische Untersuchungen (FTIR, Raman,
Festkorper-NMR) das C15-Bruckensignal und das Signal des C-Ring Stickstoffs N22
einwandfrei zugeordnet sowie ihre Wechselwirkungen mit den umgebenden

Aminosauren analysiert werden.

Das (13H)-Phycocyanobilin konnte erstmals erfolgreich synthetisiert werden.
Der Austausch der relativ grolRen Methylgruppe gegen ein Wasserstoffatom soll
Einblicke in die Funktion des Substituenten am C13 wahrend der Photo-
isomerisierung im Protein-gebundenen Zustand geben. Die Assemblierung wird
demnachst erfolgen, so dass vergleichende Untersuchungen mit dem nativen

Chromophor durchgefiihrt werden kdénnen.

Die Synthese der beiden markierten Biliverdine 1Xa (5-'°C und 15-">C) konnte
aufgrund der Syntheseschwierigkeiten des A-/ D-Rings nicht abgeschlossen werden.
Jedoch wurde eine innovative Variante zur gleichzeitigen Darstellung des A-/D-Rings
entwickelt. Diese konnte nach Optimierung der Grundstein fur eine einfachere

Synthese von Biliverdin IX sein.
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6 Zusammenfassung

Phytochrome sind Rotlicht-Photorezeptoren, die offenkettige Tetrapyrrole (Phyco-
cyanobilin (1), Biliverdin IXa (2), Phytochromobilin) als Chromophore nutzen und als
photochemische Steuereinheit in hdéheren Pflanzen, Bakterien, Cyanobakterien,
Moosen und Pilzen fungieren. Sie existieren in zwei thermisch stabilen Zustanden,
dem inaktiven Grundzustand P, (r = red-absorbing form) und dem physiologisch
aktiven Zustand Py (fr = far-red-absorbing form). Die Absorption eines Lichtquants
(~660 nm) initiiert die Z/E-lsomerisierung des Chromophors an der Methinbricke
zwischen den Ringen C und D als ersten Schritt der gegenseitigen Konversion
zwischen den beiden stabilen Formen. Es liegt eine Vielzahl spektroskopischer
Daten zur Phytochrom-Photochemie vor. Allerdings konnten erst kirzlich durch
Anwendung von MELODI-HETCOR NMR Spektroskopie flr das Phytochrom Cph1
aus dem Cyanobakterium Synechocystis, fir das eine dreidimensionale Protein-
struktur vorliegt, detaillierte strukturelle Veranderungen des Chromophors und des
Proteins beim Ubergang von der P-Form in die Ps-Form dokumentiert werden.
Die sich verandernden Wechselwirkungen in der P,- und Pg-Form des Chromophors
mit den umgebenden Aminosauren bilden offensichtlich die Grundlage der Signal-

weitergabe.

Abb. 75: Chromophore der Phytochrome: Phycocyanobilin (1) und Biliverdin IXa (2).
Die strukturellen Unterschiede und die Substituenten im A-Ring, die an der
Bindung an das Cystein des Proteins beteiligt sind (Ethyliden bzw. Vinyl) sind rot

markiert.
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In der vorliegenden Arbeit wurden ™C- und 'N-markierte sowie strukturell
modifizierte Tetrapyrrole fur spektroskopischen Untersuchungen (FTIR, Raman,
Festkorper-NMR) synthetisiert. Die Darstellung von offenkettigen Tetrapyrrolen und
hier im speziellen die gezielte Einfuhrung von Isotopen folgt prinzipiell der
konvergenten Synthese nach Gossauer, durch die zunachst die einzelnen Pyrrol-
ringe (A-D), durch Kupplung dann die Dipyrrolhalften (AB, CD) und durch erneute
Kupplung das Tetrapyrrol (ABCD) dargestellt werden. Da Isotopen-markierte Edukte
sehr kostenintensiv sind, konnten diese nur in sehr geringen Mengen eingesetzt
werden. Entsprechend musste bei vielen Stufen die Syntheseroute modifiziert
werden, um sowohl die Anzahl der Synthesestufen zu reduzieren als auch deren

Umsatz zu optimieren.

Es wurden zwei markierte Phycocyanobiline (15-*C und 22-""N) erfolgreich
dargestellt und separat in das Bilin-bindende Protein 1393 GAF 3 (aus dem
Cyanobakterium Synechocystis) assembliert. Ziel ist es, das C15-Brickensignal und
das Signal des C-Ring Stickstoffs N22 einwandfrei zuzuordnen, sowie ihre Wechsel-
wirkungen mit den umgebenden Aminosauren zu untersuchen (die Messungen
stehen noch aus). AuBerdem konnte erstmals das strukturell modifizierte (13H)-
Phycocyanobilin erfolgreich synthetisiert werden. Der Austausch der relativ groRen
Methylgruppe gegen ein Wasserstoffatom soll Einblicke in die Funktion des
Substituenten am C13 wahrend der Photoisomerisierung im Protein-gebundenen

Zustand geben.

Die Synthese von zwei markierten Biliverdinen 1Xo (5-°C und 15-C) konnte
aufgrund von Syntheseschwierigkeiten bei der Darstellung der A- bzw. D-Ringe nicht
abgeschlossen werden. Jedoch wurde eine neue Variante zur Darstellung des

D-Rings, die allerdings noch optimiert werden muss, gefunden.
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7 Summary

Phytochromes are red light sensitive photoreceptors, which use open-chain
tetrapyrroles (phycocyanobiline (1), biliverdine IXa (2), phytochromobiline) as
chromophores and serve as a photochemical switch in higher plants, bacteria,
cyanobacteria, mosses and fungi. They occur in two thermally stable states, the
inactive ground state P, (r = red-absorbing form) and the physiological active state P
(fr = far-red-absorbing form). The absorption of red light induces the Z/E
isomerization of the chromophore as first step of the conversion between the two
stable states. Beside other investigations, it was only recently possible by the
application of MELODI-HETCOR NMR spectroscopy for the phytochrome Cph1 to
detect structural changes between P, and Ps and to prove the photoisomerization of
the C-D-methine-bridge. Changes in interactions between the chromophore and
nearby amino acids in the P- and Py-state apparently are the basis for the signal

transduction.

Abb. 76: Chromophores of the phytochromes: phycocyanobilin (1) and biliverdin IXa (2).
The structural differences and the substituents in ring A that are employed for the

covalent linkage to the cysteine are marked in red.

In the present work several C- and "N-labeled and structurally modified
tetrapyrroles have been synthesized for spectroscopic analysis (FTIR, Raman, solid-
state-NMR). The total synthesis of open-chain tetrapyrroles and the site-/position-
specific insertion of isotopes follows the classical route by Gossauer, in which each
pyrrole ring is synthesized separately (A-D), then coupled to yield the right and left
half (AB, CD), and finally both halves being condensed to form the tetrapyrrole
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(ABCD). Due to the high price of several of the isotope-labeled reactants, the
synthesis had to be modified in order to reduce the number of synthesis steps and to

optimize the yields.

Two labeled phycocyanobilines (15-"*C and 22-'°N) were successfully synthesized
and separately assembled into the protein 1393 GAF 3 (of the cyanobacteria
Synechocystis). Destination is to locate the C15 methin-brigde signal and also the
signal of the nitrogen N22 in the C-ring in the protein-bound state and to analyze the
interactions with the nearby amino acids (analysis in progress). Besides isotope-
labelling reactions, for first time ever the structural modified (13H)-phycocyanobilin
was synthesized. The substitution of the bulky methyl group against a hydrogen atom
can provide an insight into the function of the group at C13 in the photoisomerization

in protein-bound state.
The synthesis of two labeled biliverdines IXo (5-'°C and 15-'°C) could not be

completed because of difficulties in synthesis of the A-/ D-rings. However a new

synthesis route for the D-ring could be discovered (not optimized).
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8 Experimentalteil

8.1 Gerate, Materialien und Methoden

8.1.1 NMR-Spektroskopie

Folgende Gerate der Firma Bruker wurden zur Aufnahme der in dieser Arbeit
aufgefiihrten NMR-Spektren verwendet: DRX 500 (500 MHz fiir '"H-NMR, 126 MHz
fiir ®*C-NMR), DRX 400 (400 MHz fir "H-NMR, 101 MHz fir *C-NMR), ARX 250
(250 MHz fiir '"H-NMR, 63 MHz fiir >°C-NMR). Die Datensoftware der Firma Bruker ist
.1opSpin 1.3% fur die Auswertung und Bearbeitung der NMR-Spektren wurde
.MestReNova“ der Firma Mestrelab Research verwendet. Die Multiplizitat der Signale
wird durch die Abklrzungen s (Singulett), d (Duplett), t (Triplett), g (Quartett), quin
(Quintett) und m (Multiplett) angegeben. Die Peakhdhe wird wegen Abbildungs-
problemen des Moleklls in manchen Spektren durch zwei diagonale Linien

unterbrochen.

8.1.2 Massenspektroskopie

Die Aufnahme von Elektronenstol3-Methode (El) wurden auf Spektrometern der
Firma Finnigan (MAT 8200, MAT 8400, MAT SSQ 7000) mit einer lonisierungs-
energie von 70 eV durchgefuhrt. Die Massenspektren der Elektronenspray-Methode
(ESI) wurden entweder mit einem Esquire 3000 Spektrometer der Firma Bruker oder
einem Quadrupol Spektrometer der Firma Hewlett Packard aufgenommen. In den
Spektren sind die Massenzahlen in m/z und die relativen Intensitaten der Peaks in %
angegeben. Die hochaufgeldosten Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT

95 Spektrometer gemessen.

8.1.3 UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS-Spektren wurden auf einem Spektrometer der Firma Shimadzu (UV-2401
PC) aufgenommen. Die Datenverarbeitung wurden mit der UVPC-Software 3.9 von
Shimadzu durchgefiihrt. Bei den Kivetten handelte es sich um Quarzglas Kivetten
(Suprasil®) der Firma Hellma mit einer Schichtdicke von 1 cm. Die verwendeten

Lésungsmittel hatten Uvasol® Reinheit.
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8.1.4 Saulenchromatographie

Saulenchromatographische Trennungen erfolgten unter Normaldruck mit Kieselgel
60 der Firma Merck. Trennungen per Flash-Chromatographie (MPLC) wurden bei
maximal 3.0 bar iber RediSep®-Kieselgel-Kartuschen der Firma Teledyne Isco auf
einem CombiFlash® Companion® Chromatographiesystem durchgefiihrt. Analytische
oder praparative Dunnschichtchromatogramme wurden entweder auf Kieselgel 60
oder Aluminimoxid 60 F254 DC-Aluminiumfolien bzw. —fertigplatten (Schichtdicke
0.2 mm) angefertigt. Die Detektion erfolgte unter UV-Licht (A = 254 nm).

8.1.5 HPLC

Die praparativen HPLC-Trennungen wurden auf einem Chromatographiesystem
bestehend aus zwei gekoppelten Gradientenpumpen des Typs 305 und 306 der
Firma Gilson, einem Detektor SPD-10AV der Firma Shimadzu sowie einem
Fraktionssammler des Typs 206 der Firma Gilson durchgefiihrt. Analytische Mengen
wurden auf einem Chromatographiesystem der Firma Shimadzu bestehend aus
einem Controller des Typs SCL-10A VP, zwei gekoppelten Gradientenpumpen des
Typs LC-10AV VP und einem Detektor des Typs SPD-M10 VP durchgefuhrt. Fir
beide Systeme wurden Saulen des Typs Cromasil RP-C18 ODS-5-100 (RP-C18,
KorngréRe 5 ym) und Nucleosil 7-100 (Silica, KorngroRe 7 um) verwendet. Fur die
praparative Trennung wurden Saulen der Grof3e 250 - 21 mm und fur die analytische

Trennung Saulen der GroRe 125 - 4.6 mm eingesetzt.

_72 -



Experimentalteil

8.2 Losungsmittel und Reagentien

Acetonitril Acros, z.A.
Acrylsauremethylester Merck, z.S.
Ameisensaure Merck, z.A.
Ammoniumcer-(IV)-nitrat Merck, z.A.
Azo-bis-isobutyronitril (AIBN) Acros, z.A.
Benzol Roth, z.A.

Benzylalkohol Merck, z.A.

Bilirubin
Bis(4-chlorphenyl)-diselenid

Alfa Aesar, 97 %
Sigma-Aldrich, z.S.

N-Bromsuccinimid Merck, z.S.
n-Butyllithium Acros, z.A.
y-Butyrolacton Fluka, z.A.

Casiumcarbonat
Chloressigsaure-tert-butylester
Chloroform

Sigma-Aldrich, z.S.

Acros, z.A.
Merck, z.A.

Chloroform-d1
N-Chlorsuccinimid
Chrom(VI)oxid

Deutero GmbH, 99.9 %
Sigma-Aldrich, z.S.
Sigma-Aldrich, z.A.

Citraconsaureanhydrid Acros, z.A.
2-Cyanoacetamid Merck, z.S.
1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en (DBU) Acros, z.A.

Dichlor-5,6-dicyan-para-benzochinon (DDQ)

1,1-Dimethoxyaceton Acros, z.A.
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) Acros, z.A.
N,N-Dimethylformamid Merck, z.S.
3,4-Dimethylmaleinsaureanhydrid Acros, z.A.
Dimethylsulfid Merck, z.S.
Dimethylsulfoxid Merck, z.S.
Dimethylsulfoxid-d6 Deutero GmbH, 99.9 %
1,4-Dioxan Merck, z.A.
Essigsaure Merck, z.A.
Essigsaureanhydrid Merck, z.A.
Formamid Merck, z.A.
Glycin Serra, z.A.
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Hydrazinhydrat
lonenaustauscher
Isocyanotoysimethan
Isooctan

Isopropanol
Kaliumcarbonat
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kaliumphosphat
Kupferbromid
Lawesson-Reagenz
4-Methoxybenzylamin
Natrium
Natriumborhydrid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdisulfid
Natriumformiat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumsulfat
Natriumthiosulfat
Natriumtosylat

Nitroethan

Nitromethan
Oxalylchlorid

Palladium 10 % auf Aktivkohle
Paraformaldehyd
4-Pentin-1-ol

Perjodsaure
Phosphorylchlorid
2-Propanol

Pyridin

Pyridin-d5
Pyrokohlensauredi-tert-butylester
Salzsaure

Schwefelsaure
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Sigma-Aldrich, z.A.
Sigma-Aldrich, z.A.
Acros, z.A.

Merck, z.A.

Merck, z.A.

Merck, z.A.

Merck, z.A.

Merck, reinst
Merck, z.A.
Sigma-Aldrich, z.A.
Sigma-Aldrich, z.A.
Acros, z.A.

Merck, Stangen
Acros, z.A.

Merck, z.A.

Merck, z.A.

Merck, z.A.

Fluka, z.A.

Acros, z.A.

Merck, reinst, wasserfrei
Acros, z.A.

Acros, z.A.

Acros, z.A.

Merck, z.S.

Fluka, z.A.

Merck, z.A.

Merck, z.S.

Acros, z.A.

Acros, z.A.

Merck, z.S.

Merck, z.A.

Merck, z.A.
Deutero GmbH, 99.9 %
Sigma-Aldrich, z.A.
Merck, z.A.

Merck, z.A.
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N,N,N’,N"-Tetramethylguanidin (TMG) Acros, z.A.
Thionylchlorid Fluka, z.A.
Toluol Merck, z.A.
Toluolsulfonsaure Monohydrat Sigma-Aldrich, z.A.
Triethylamin Merck, z.S.
Trifluoressigsaure Sigma-Aldrich, z.A.
Trifluortoluol Sigma-Aldrich, z.A.
Trimethylorthoformiat Merck, z.S.
Trimethylphenylammoniumtribromid Acros, z.A.
Triphenylphosphin Sigma-Aldrich, z.A.
(2S)-(3S)-(-)-Weinsaure Merck, z.S.
Zinkchlorid Acros, z.A.
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8.3 Synthese der Phycocyanobilinderivate

8.3.1 Synthese des A-Rings (7)

8.3.11 Darstellung von (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion (4) ['>1¢41]

et

N

4
(4) o

Unter Inertgasatmosphare werden 18.0 ml (196 mmol) Citraconsaureanhydrid in
600 ml Toluol vorgelegt und unter Eiskihlung (~ 0 °C) mit 26.0 ml (179 mmol)
4-Methoxybenzylamin versetzt. Die Reaktionsmischung wird 19 h am Ruckfluss
erhitzt. Nach dem Abkdhlen auf Raumtemperatur wird das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der gelbliche Rickstand wird in 100 ml Ethylacetat
aufgenommen und flinfmal mit je 100 ml destillietem Wasser und anschlieRend
zweimal mit je 100 ml gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische
Phase wird dann Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum
entfernt. Es werden 37.40 g (161.7 mmol; 90 %) des gelblich, kristallenen Produkts
(C13H13NO3; M = 231.25 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.03 (d, 3H, *J = 1.8 Hz, H-3"), 3.75 (s, 3H, OMe), 4.56 (s, 2H, H-1"), 6.27
(d, 1H, *J = 1.8 Hz, H-4), 6.80 (m, 2H, H-1%), 7.26 (m, 2H, H-13).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 10.89 (C-3"), 40.94 (C-1"), 55.21 (OMe), 113.94 (C-1%), 127.35 (C-4),
128.73 (C-1%), 129.90 (C-1?), 145.70 (C-3), 159.16 (C-1°), 170.50 (C-2), 171.51
(C-5).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 231 (100, [M]"), 203 (6), 188 (32), 174 (5), 160 (5), 134 (21), 121 (20), 108

(42), 77 (11).
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Abb. 77: "H-NMR-Spektrum von (4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion (4)

8.3.1.2  Darstellung von (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-

pyrrolidin-2,5-dion (5) 151641

/

Unter Inertgasatmosphare werden 12 ml (80 mmol) DBU in 200 ml (2.80 mol)
Nitroethan vorgelegt. Die Losung wird auf 0 °C abgekuhlt und 16.4 g (71.0 mmol)
(4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion (4) werden portionsweise zugegeben.
Die Reaktionsmischung wird 1 h bei 0 °C geruhrt, anschlieend wird mit 800 ml
Ethylacetat versetzt und viermal mit je 500 ml destilliertem Wasser sowie zweimal mit
je 500 ml einer gesattigten Natriumchloridldsung gewaschen. Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt.
Die Trennung der Enantiomere erfolgt mittels Flashchromatographie mit n-Pentan
und Ethylacetat. Nach Entfernen des Losungsmittels werden 5.7 g (22 mmol; 31 %)
des Produkts (C15H17NO3; M = 259.3 g/mol) als gelbliches Ol erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.35 (d, 3H, °J = 7.4 Hz, H-4"), 1.86 (d, 3H, °J = 7.3 Hz, H-3%), 3.25 (q, 1H,
) = 7.3 Hz, H-4), 3.73 (s, 3H, OMe), 4.60 (d, 2H, °J = 3.5 Hz, H-1"), 6.79 (d, 2H,
%) = 8.2 Hz, H-1%), 6.83 (m, 1H, H-3"), 7.29 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz, H-1°).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 14. 63 (C-3?), 15.80 (C-4"), 37.27 (C-4), 41.42 (C-1"), 55.14 (OMe), 113.94
(C-1%), 128.37 (C-1?), 130.35 (C-1°), 131.97 (C-3), 134.04 (C-31), 159.13 (C-1°),
169.13 (C-2), 177.77 (C-5).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 259 (100, [M]"), 230 (8), 216 (25), 202 (10), 134 (15), 121 (80), 68 (17).

Abb. 78: 'H-NMR-Spektrum von (E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-
2,5-dion (5)
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8.3.1.3  Darstellung von (E)-3-Ethyliden-4-methylpyrroliden-2,5-dion (6)!'%164

/

Unter Inertgasatmosphare werden 3.30 g (12.7 mmol) (E)-3-Ethyliden-1-(4-
methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dion (5) in einem Gemisch aus 130 ml
Acetonitril und 46 ml Wasser vorgelegt und 18.0 g (32.9 mmol) Ammoniumcer-(IV)-
nitrat zugefligt. Nach 3 h Rihren bei Raumtemperatur wird die Loésung mit 200 ml
Ethylacetat extrahiert, sowie anschliel3end die wassrige Phase danach dreimal mit je
50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit
je 200 ml einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlosung und dreimal mit je
200 ml einer gesattigten Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Der Ruckstand wird in 50 ml Methanol gelost, mit 0.26 ml (0.72 mmol) Hydrazin-
hydrat versetzt und 5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird das Losungsmittel
entfernt und der Rickstand in 100 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische
Phase wird dreimal mit je 100 ml destilliertem Wasser gewaschen, danach wird die
wassrige Phase noch dreimal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden dann dreimal mit je 100 ml einer gesattigten
Natriumchloridlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch tber Kieselgel (Merck
60) mit Dichlormethan und Ethylacetat (6:1) aufgereinigt. Die gereinigten Fraktionen
werden vereinigt und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden 1.20 g
(8.60 mmol; 68 %) des orangefarbenen Produkts (C;HgNOz; M =139.15 g/mol)

erhalten.
'H-NMR (CDCls, 500MHz):

5 (ppm) = 1.35 (d, 3H, °J = 7.3 Hz, H-4"), 1.83 (d, 3H, °J = 7.5 Hz, H-3%), 3.27 (q, 1H,
%) = 7.3 Hz, H-4), 6.77 (q, 1H, %J = 7.3 Hz, H-3"), 9.39 (s, NH).
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3C-NMR (CDCls, 125 MHz):
5 (ppm) = 14.70 (C-3%), 15.05 (C-4"), 38.43 (C-4), 132.79 (C-3), 135.04 (C-3"),
171.13 (C-2), 178.28 (C-5).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 139 (17, [M]"), 96 (100), 67 (65), 53 (33), 39 (20).

Iz
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Abb. 79: "H-NMR-Spektrum von (E)-3-Ethyliden-4-methylpyrroliden-2,5-dion (6)

8.3.1.4 Darstellung von (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (7) ['>%4"]

N
H
@

Unter Inertgasatmosphare werden 2.96 g (7.32 mmol) Lawesson-Reagenz in 25 ml
1,4-Dioxan gelost und zum Sieden erhitzt. 1.2 g (8.6 mmol) (E)-3-Ethyliden-4-
methylpyrroliden-2,5-dion (6) werden in 10 ml 1,4-Dioxan geldst und zu der
siedenden Losung zugegeben. Nach 20 Minuten Erhitzen wird die rote Ldsung
mittels Eisbad abgekulhlt. Der feine Niederschlag wird tber eine dinne Schicht Celite
abfiltriert und das Filtrat zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird mittels HPLC

mit n-Hexan und Ethylacetat (3:1) aufgereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels
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werden 253 mg (1.63 mmol; 19 %) des gelb-orangen Produkts (C7HgNOS;
M = 155.22 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400MHz):
5 (ppm) = 1.43 (d, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-4"), 1.90 (d, 3H, 3J = 7.3 Hz, H-3%), 3.34 (q, 1H,
%) = 7.4 Hz, H-4), 6.85 (q, 1H, °J = 7.3 Hz, H-3"), 8.14 (s, NH).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):

5 (ppm) = 15.44 (C-3%), 15.47 (C-4"), 38.37 (C-4), 137.65 (C-3"), 139.93 (C-3),
178.37 (C-5), 200.79 (C-2).

Massenspektrum (EI):

miz (%) = 155 (100 [M]+), 140 (20), 126 (12), 112 (11), 94 (19), 67 (19), 39 (15).

Abb. 80: "H-NMR-Spektrum von (E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (7)
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8.3.2 Synthese der B/C-Ringvorstufe (19)

8.3.2.1  Darstellung von N-Formylglycin-tert-butylester (8) ['>16:421

Unter Inertgasatmosphare werden 8.90 g (387 mmol) Natrium in 160 ml Methanol
gelést und das entstandene Natriummethanolat langsam mit 115 ml (2.90 mol)
Formamid versetzt. Uberschiissiges Methanol wird am Rotationsverdampfer entfernt,
bevor zur verbleibenden Losung 50 ml (350 mmol) Chloressigsaure-tert-butylester
zugegeben werden. Die Lésung wird anschliefiend 2 h bei 60 °C unter Ruickfluss
erhitzt. Die Reaktionsmischung wird auf 500 ml Eiswasser gegossen und funfmal mit
je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel unter Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wird im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert (67-73 °C,
2.3x10% mbar) und 35.60 g (223.6 mmol; 64 %) N-Formylglycin-tert-butylester (8)
(C7H13NO3; M =158.18 g/mol) als farblose FlUssigkeit erhalten.

'H-NMR (CDCls, 250 MHz):
5 (ppm) = 1.32 (s, 9H, tert-Butyl), 3.81 (d, 2H, 3J = 5.5 Hz, H-2), 6.85 (s, 1H, NH),
8.08 (s, 1H, H-3).

BC-NMR (CDCls, 63 MHz):
5 (ppm) = 27.52 (tert-Butyl), 40.22 (C-2), 81.86 (tert-Butyl), 161.28 (C-1), 168.37

(C-3).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 86 (29), 59 (38), 57 (100), 41 (39), 29 (20).
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Abb. 81: 'TH-NMR-Spektrum von N-Formylglycin-tert-butylester (8)

8.3.2.2 Darstellung von Isocyanoessigsiure-tert-butylester (9) !'51642]

Unter Inertgasatmosphare wird eine Loésung aus 24.01 g (150.9 mmol)
N-Formylglycin-tert-butylester (8), 59.0 ml (432 mmol) Triethylamin und 310 ml
Dichlormethan auf -20 °C gekuhlt und innerhalb von 2 h mit 16.5 ml (177 mmol)
frisch destilliertem Phosphorylchlorid versetzt, so dass die Innentemperatur nicht
Uber -5 °C steigt. Nachdem die Lésung 2 h bei -5 bis 0 °C gerthrt hat, werden 31.4 g
(296 mmol) Natriumcarbonat in 150 ml destilliertem Wasser zugegeben und noch
weitere 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Es werden weitere 200 ml destilliertes
Wasser zugefugt, und die Losung wird anschlieBend sechsmal mit je 100 ml
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird im
Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert (37-42 °C, 7.6x102 mbar), wobei 16.69 g
(118.2mmol; 78 %) Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9) (C7H41NOy;
M = 141.17 g/mol) erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 250 MHz):
0 (ppm) = 1.45 (s, 9H, tert-Butyl), 4.07 (s, 2H, H-2).

3C-NMR (CDCl3, 63 MHz):
5 (ppm) = 27.78 (tert-Butyl), 44.19 (C-2), 84.01 (tert-Butyl), 160.56 (CN), 162.78
(C-1).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 68 (81), 59 (52), 57 (100), 41 (37), 40 (13), 29 (23).

Abb. 82: "TH-NMR-Spektrum von Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9)

[15,57]

8.3.2.3 Darstellung von Glycinmethylesterhydrochlorid (10)

HCI o
HzN/ﬁ( N

(10) ©

Unter Inertgasatmosphare werden 5.00 g (66.6 mmol) Glycin in 100 ml Methanol
geldst. Die Losung wird auf -10 °C abgekuhlt und mit 7.80 ml (107 mmol) Thionyl-
chlorid versetzt, so dass die Innentemperatur 0 °C nicht Ubersteigt. Nachdem die
Lésung 30 Minuten gerGhrt hat, wird das Ldésungsmittel entfernt und 8.25 g
(65.7 mmol; 99 %) des Produkts (C3sHgNO,CI; M = 125.55 g/mol) erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 3.36 (s, 3H, OMe), 3.71 (s, 2H, H-2), 8.54 (s, 1H, NH).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):
5 (ppm) = 39.88 (C-2), 52.48 (OMe), 167.98 (C-1).

Abb. 83: 'H-NMR-Spektrum von Glycinmethylesterhydrochlorid (10)

8.3.2.4 Darstellung von N-Formylglycinmethylester (11) ['®

(11) ©

Unter Inertgasatmosphare werden 4.18 g (33.3 mmol) Glycinmethylesterhydrochlorid
(10) in 2 ml Ameisensaure aufgeschlammt und mit 2.25 g (33.8 mmol) Natriumformiat
in 3 ml Ameisensaure versetzt. Nachdem die Reaktionsmischung 1 h bei Raum-
temperatur geruhrt hat, werden 10.0 ml (106 mmol) Essigsaureanhydrid zugegeben
und 1 h zum Riickfluss erhitzt. Das Lésungsmittel wird im Olpumpenvakuum entfernt
und der Ruckstand in 50 ml Aceton aufgenommen. Das ausgefallene Natriumchlorid
wird abfiltriert und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden 3.61 g
(30.8 mmol; 93 %) N-Formylglycinmethylester (11) (C4H7NO3; M = 117.10 g/mol)
erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 3.59 (s, 3H, OMe), 3.89 (d, 2H, 3J = 5.7 Hz, H-2), 7.22 (s, 1H, NH), 8.07 (s,
1H, H-3).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):
5 (ppm) = 39.43 (C-2), 51.87 (OMe), 162.64 (C-3), 169.88 (C-1).

Abb. 84: "H-NMR-Spektrum von N-Formylglycinmethylester (11)

8.3.2.5 Darstellung von Isocyanoessigsiauremethylester (12) ['>1

o
N ™~
C///ﬁ(

(12) °

Unter Inertgasatmosphare werden 3.61 g (30.8 mmol) N-Formylglycinmethylester
(11) in 100 ml Dichlormethan geloést und mit 8.4 ml (61 mmol) Triethylamin versetzt.
Die Losung wird auf -20 °C abgekuhlt und es werden 2.5 ml (27 mmol)
Phosphorylchlorid so zugetropft, dass die Innentemperatur 0 °C nicht Ubersteigt.
Nachdem die Reaktionsmischung 2 h bei -10 °C gerlhrt hat, werden 6.00 g
(56.6 mmol) Natriumcarbonat (gelést in 200 ml Wasser) zugegeben und das
Gemisch wird weitere 30 Minuten geruhrt. Die Losung wird dreimal mit 100 ml
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird dreimal mit einer gesattigten
Natriumchloridldsung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das
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Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird im Olpumpenvakuum
fraktioniert destilliert (29 °C, 1.8x10" mbar) und 1.58 g (16.0 mmol; 52 %)
Isocyanoessigsauremethylester (12) (C4HsNO;2; M = 99.09 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 3.64 (s, 3H, OMe), 4.15 (s, 2H, H-2).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):
5 (ppm) = 43.16 (C-2), 53.25 (OMe), 161.36 (CN), 164.32 (C-1).

Abb. 85: "H-NMR-Spektrum von Isocyanoessigsauremethylester (12)

8.3.2.6  Darstellung von 4-Nitrobutansduremethylester (13) !>

o)
OZN/\/\”/ ~

(13) o
Unter Inertgasatmosphare wird eine Lésung aus 270 ml (5.04 mol) Nitromethan,
150 ml (1.66 mol) Acrylsauremethylester und 300 ml Diethylether auf -10 °C gekuhlt
und eine Kaliumhydroxidldsung [45.50 g (810.9 mmol) in 300 ml destilliertem
Wasser] langsam hinzugetropft, so dass die Innentemperatur nicht Gber 0 °C steigt.
Nach vollstandiger Zugabe wird die Reaktionsmischung Uber Nacht bei

Raumtemperatur gertuhrt. Nach Phasentrennung wird die wassrige Phase sechsmal
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mit je 100 ml Diethylether extrahiert. Die organischen Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird im
Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert (68-75 °C, 1.2x10™ mbar). Es werden 80.36 g
(0.546 mol; 33 %) des gewunschten Produkts (CsHgNO4; M = 147.13 g/mol) als

leuchtend gelbe Flussigkeit erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.13 (m, 2H, H-3), 2.31 (t, 2H, 3J = 7.1 Hz, H-2), 3.52 (s, 3H, OMe), 4.33 (t,
2H, 3J = 6.8 Hz, H-4).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 21.97 (C-3), 29.80 (C-2), 51.33 (OMe), 73.98 (C-4), 171.99 (C-1).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 116 (21), 100 (7), 88 (8), 69 (9), 59 (100), 55 (8), 42 (23), 41 (34), 29 (14).

Abb. 86: 'H-NMR-Spektrum von 4-Nitrobutansiuremethylester (13)
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8.3.2.7 Darstellung von 4,4-Dimethoxybutansduremethylester (14) ['>*

\O/K/WO\

(14 o

Unter Inertgasatmosphare werden 15.22 g (661.7 mmol) Natrium in 230 ml Methanol
gelost. Hierzu wird eine Losung aus 81.50 g (553.9 mmol) 4-Nitrobutansaure-
methylester (13) in 250 ml Methanol zligig zugetropft. AnschlieRend wird die Lésung
noch 30 min bei Raumtemperatur geruhrt (Lésung 7).

In einer zweiten Apparatur werden unter Inertgasatmosphare 388 ml Methanol auf
-50 °C gekuhlt und 179 ml (3.22 mol) Schwefelsaure zugetropft. Danach wird die
Lésung 1 so hinzugefugt, dass die Innentemperatur nicht Gber -30 °C steigt. Nach
vollstandiger Zugabe lasst man die Lésung langsam tber Nacht auf Raumtemperatur
erwarmen. Die Reaktionsmischung wird in 1.3 | Eiswasser geschuttet, sechsmal mit
je 100 ml Dichlormethan extrahiert und mit gesattigter Natriumhydroxidlésung
gewaschen. Nach Trocknen Uber Natriumsulfat, wird das Ldsungsmittel entfernt.
Es werden 40.80 g (0.252 mol; 46 %) des Produkts (C7H1404; M = 162.18 g/mol) als

farblose FlUssigkeit erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.82 (td, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-3), 2.28 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2), 3.23 (s, 6H,
2x OMe), 3.59 (s, 3H, OMe), 4.30 (t, 1H, 3J = 5.6 Hz, H-4).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
5 (ppm) = 27.58 (C-2), 28.75 (C-3), 51.21 (OMe), 52.80 (2x OMe), 103.38 (C-4),
173.31 (C-1).

Massenspektrum (El):

miz (%) = 131 (47), 115 (9), 99 (19), 75 (100), 72 (6), 71 (86), 59 (20), 55 (7), 47
(14), 41 (19), 31 (8), 29 (13), 27 (6).

-89 -



Experimentalteil

Abb. 87: "H-NMR-Spektrum von 4,4-Dimethoxybutansauremethylester (14)

8.3.2.8  Darstellung von 4-Oxobutansiuremethylester (15) >

o
HM‘/\

(15 o

Unter Inertgasatmosphare werden 40.80 g (0.252 mmol) 4,4-Dimethoxybutan-
sauremethylester (14) in 300 ml Aceton gel6ést und unter Eisbadkihlung mit 22 mi
Salzsaure in 200 ml destilliertem Wasser versetzt. Nach vollstandiger Zugabe wird
die Losung 3 h bei RT gerlhrt, anschlieBend wird sie einmal mit 120 ml
Dichlormethan und dreimal mit je 120 ml Aceton-Dichlormethan-Gemisch (1:1)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden 28.22 g (0.243 mol; 97 %)
4-Oxobutansauremethylester (15) (CsHsO3; M = 116.12 g/mol) als farblose Flussig-

keit erhalten.
'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 2.48 (t, 2H, 3J = 6.7 Hz, H-3), 2.65 (t, 2H, ®J = 6.5 Hz, H-2), 3.54 (s, 3H,
OMe), 9.65 (s, 1H, H-4).
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3C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 26.01 (C-2), 38.16 (C-3), 51.520 (OMe), 172.43 (C-1), 199.93 (C-4).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 88 (79), 85 (82), 59 (35), 57 (61), 55 (29), 45 (14), 31 (10), 29 (100).

Abb. 88: "H-NMR-Spektrum von 4-Oxobutansauremethylester (15)

8.3.2.9  Darstellung von 4-Acetoxy-5-nitrohexansiuremethylester (16) ['>*2

A

NO, (16) O

Unter Inertgasatmosphare werden 28.22 g (0.243 mol) 4-Oxobutansauremethylester
(15) in 150 ml Dichlormethan geldst und 9.38 g (76.8 mmol) 4-Dimethylaminopyridin
zugegeben. Die Losung wird auf 0 °C gekuhlt und 93.66 ml (1.310 mol) Nitroethan
hinzugetropft werden. Nachdem die Losung etwa 48 h bei RT geruhrt hat, werden
67.40 ml (723.6 mmol) Essigsdureanhydrid in 100 ml Dichlormethan zugegeben und
die Lésung fir 6 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es werden 60 ml Methanol, gefolgt
von Kaliumcarbonatlésung (15 g Kaliumcarbonat gelost in 200 ml dest. Wasser)
zugegeben. Nach Phasentrennung wird die wassrige Phase viermal mit je 100 ml
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Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch tber Kieselgel (Merck 60) mit einem
Gemisch aus n-Pentan und Ethylacetat (5:1) aufgereinigt und 31.99 g (137.2 mmol;
56 %) des turkis-farbigen Produkts (CoH1sNOg; M = 233.22 g/mol) erhalten.

"H-NMR (CDCls, 250 MHz):

5 (ppm) = 1.33 (d, 3H, % = 6.8 Hz, H-6), 1.59-1.75 (m, 2H, H-3), 1.80 (s, 3H,
Acetoxy), 2.12-2.20 (m, 2H, H-2), 3.43 (s, 3H, OMe), 4.47-4.58 (m, 1H, H-5), 5.06-
5.16 (m, 1H, H-4).

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz):
& (ppm) = 17.56 (C-6), 20.20 (Acetoxy), 25.38 (C-3), 29.55 (C-2), 51.49 (OMe), 72.23
(C-4), 84.24 (C-5), 169.53 (Acetoxy), 172.06 (C-1).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 160 (5), 145 (7), 113 (20), 85 (16), 57 (6), 55 (8), 43 (100), 41 (7).

H\ U

Abb. 89: "H-NMR-Spektrum von 4-Acetoxy-5-nitrohexansiuremethylester (16)
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8.3.2.10 Darstellung von 4-Pentinsiure (17) [4®!

1

OH

Z

(17)

Unter Inertgasatmosphare werden 6.0 g (60 mmol) Chrom(Vl)oxid in 72 ml 10 M
Schwefelsaure geldst, die Losung wird auf O °C abgekuhlt und es werden 1.90 g
(22.6 mmol) 4-Pentin-1-ol in 100 ml Aceton zugetropft. Nachdem die Reaktions-
mischung 3 h bei Raumtemperatur gerihrt hat, werden 300 ml Diethylether zugeftigt.
Die organische Phase wird dann zweimal mit je 300 ml Wasser und abschliel3end
einmal mit 300 ml einer gesattigten Natriumchloridlosung gewaschen. Nach
Trocknen uber Natriumsulfat wird das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt.
Es werden1.27 g (12.9 mmol; 57 %) des Produkts (CsHsO2; M = 98.10 g/mol) als

gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.97 (s, 1H, H-5), 2.47-2.52 (m, 2H, H-3), 2.58-2.62 (m, 2H, H-2).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 14.09 (C-3), 33.03 (C-2), 69.23 (C-5), 82.08 (C-4), 177. 12 (C-1).

Massenspektrum (El):

miz (%) = 97 (49), 81 (5), 70 (100), 69 (35), 55 (35), 53 (72), 45 (11), 42 (36), 39
(35), 27 (51).
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Abb. 90: "H-NMR-Spektrum von 4-Pentinséure (17)

8.3.2.11 Darstellung von 4-Pentinsduremethylester (18) [*¢!

(0]
/\)‘\O/

(18)

Unter Inertgasatmosphare werden 1.27 g (12.9 mmol) 4-Pentinsaure (17) in 34 ml
Methanol geldst, mit 0.5 ml (9.4 mmol) konzentrierter Schwefelsaure versetzt und
17 h unter Ruckfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wird in 200 ml Diethylether
aufgenommen und nacheinander mit je 200 ml destillierten Wasser und einer
gesattigten Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden
865 mg (7.71 mmol; 63 %) des gelben Produkts (CeHgO2; M = 112.13 g/mol)

erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.92 (s, 1H, H-5), 2.41-2.45 (m, 2H, H-3), 2.45-2.51 (m, 2H, H-2), 3.64 (s,
3H, OMe).

*C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
5 (ppm) = 14.22 (C-3), 33.04 (C-2), 51.66 (OMe), 68.92 (C-5), 82.33 (C-4), 172.07

(C-1).
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Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 111 (23), 97 (10), 84 (20), 83 (18), 82 (20), 81 (49), 69 (8), 59 (16), 54
(14), 53 (100), 52 (16), 51 (17), 45 (21), 43 (51), 39 (14), 29 (12), 27 (35).

Abb. 91: 'TH-NMR-Spektrum von 4-Pentinsduremethylester (18)

8.3.2.12 Darstellung von 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-

carbonsiure-tert-butylester (19) ['>'®

(19)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 9.74 g (41.8 mmol)
4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester (16) in 70 ml einer Mischung aus
2-Propanol und Tetrahydrofuran (1:1) vorgelegt und sehr langsam mit einer
Mischung aus 15.0 ml (119 mmol) N,N,N’,N’-Tetramethylguanidin , 6.46 g
(64.6 mmol) Isocyanoessigsaure-tert-butylester (9), geldst in 30 ml einer Mischung
aus 2-Propanol und Tetrahydrofuran (1:1), versetzt. Nachdem die Reaktions-

mischung Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt hat, wird das Ldsungsmittel
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entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch tber Kieselgel (Merck 60)
mit einem Gemisch aus Dichlormethan und Diethylether (9:1) aufgereinigt und
6.46 g (24.2 mmol; 58 %) des gelblichen Produkts (C14H21NO4; M = 267.32 g/mol)

erhalten.

'H-NMR (CDCls, 500 MHz):

5 (ppm) = 1.51 (s, 9H, tert-Butyl), 1.98 (s, 3H, H-4"), 2.49 (t, 2H, 3J = 8.0 Hz, H-3?),
2.95 (t, 2H, J = 8.0 Hz, H-3"), 3.62 (s, 3H, OMe), 6.57 (d, 1H, 3J = 2.3 Hz, H-5), 8.90
(s, TH, NH).

*C-NMR (CDCls, 125 MHz):

5 (ppm) = 9.72 (C-4"), 20.58 (C-3"), 28.38 (tert-Butyl), 35.02 (C-3?), 51.37 (OMe),
80.72 (tert-Butyl), 119.84 (C-5), 120.43 (C-4), 121.18 (C-3), 127.95 (C-2), 161.00 (C-
2", 173.69 (C-3°).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 267 (23, [M]*), 211 (31), 194 (7), 180 (21), 167 (49), 151 (100), 133 (27),
120 (27), 108 (17), 94 (32), 57 (17), 41 (9).

Abb. 92: "H-NMR-Spektrum von 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-
saure-tert-butylester (19)
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8.3.2.13 Darstellung von 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-

carbonsiuremethylester (20) >
o—

—0 / \

N
H

(20)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 1.73 g (7.40 mmol)
4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester (16) in 20 ml einer Mischung aus
2-Propanol und Tetrahydrofuran (1:1) vorgelegt und sehr langsam mit einer
Mischung aus 2.5 ml (20 mmol) N,N,N’,N’-Tetramethylguanidin [TMG], 1.00 g
(10.1 mmol) Isocyanoessigsauremethylester (12), geldst in 10 ml einer Mischung aus
2-Propanol und Tetrahydrofuran (1:1), versetzt. Nachdem die Reaktionsmischung
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt hat, wird das Ldsungsmittel entfernt.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch Uber Kieselgel (Merck 60) mit einem
Gemisch aus Dichlormethan und Diethylether (9:1) aufgereinigt und 818 mg
(3.63 mmol; 49 %) des Produkts (C11H15NOg4; M = 225.24 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.96 (s, 3H, H-4"), 2.48 (t, 2H, °J = 7.6 Hz, H-3%), 2.98 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz,
H-3"), 3.59 (s, 3H, OMe), 3.75 (s, 3H, OMe), 6.59 (d, 1H, 3J = 2.8 Hz, H-5), 9.25 (s,
1H, NH).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.47 (C-4"), 20.25 (C-3"), 34.57 (C-3?), 50.83 und 51.22 (2x OMe), 118.57
(C-5), 119.78 (C-4), 120.70 (C-3), 129.10 (C-2), 161.46 (C-2"), 173.63 (C-3°).
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Abb. 93: "H-NMR-Spektrum von 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbon-

sauremethylester (20)

8.3.2.14 Darstellung von 3-(2-Methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-carbon-

siure-tert-butylester (21) 1471

Y,
° (:1)

Unter Inertgasatmosphare werden 1.535 g (10.67 mmol) Kupferbromid und 3.479 g
(10.67 mmol) Casiumcarbonat in 30 ml Dimethylformamid gelést und 10 Minuten bei
Raumtemperatur gerihrt. Dann werden 998 mg (8.90 mmol) 4-Pentinsaure-
methylester (18) in 13 ml Dimethylformamid zugetropft und die Mischung auf 120 °C
erhitzt. Nach 15 Minuten bei 120 °C werden 2.531 g (17.93 mmol) Isocyanoessig-
saure-tert-butylester (9) zugetropft und die Mischung 3 h bei 120 °C erhitzt.
Nach AbklUhlen auf Raumtemperatur wird die Mischung in 300 ml Diethylether
aufgenommen und nacheinander zweimal mit jeweils 300 ml destilliertem Wasser,
einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung und einer gesattigten Natrium-

chloridldsung gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet
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und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch uber Kieselgel (Merck 60) mit n-Pentan und Ethylacetat (5:1) aufgereinigt
und 923 mg (3.64 mmol; 41 %) des Produkts (C43H1gNO4; M = 253.29 g/mol) als

gelblicher Feststoff erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.55 (s, 9H, tert-Butyl), 2.60 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-3%), 3.06 (t, 2H,
%) = 7.6 Hz, H-3"), 3.65 (s, 3H, OMe), 6.08 (t, 1H, 3J = 2.7 Hz, H-5), 6.77 (t, 1H,
3) = 2.8 Hz, H-4), 8.88 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 22.71 (C-3"), 28.45 (tert-Butyl), 35.25 (C-3%), 51.45 (OMe), 80.92
(tert-Butyl), 111.38 (C-5), 120.89 (C-4), 129.71 (C-2), 132.20 (C-3), 160.23 (C-2"),
173.69 (C-3°).

Massenspektrum (El):

m/z (%) = 253 (15, [M]), 197 (36), 180 (8), 166 (21), 165 (12), 153 (31), 151 (19), 137
(100), 124 (14), 120 (16), 119 (20), 106 (16), 94 (9), 93 (9), 80 (11), 65 (7), 57 (13),
41 (12), 29 (11).

Abb. 94: "H-NMR-Spektrum von 3-(2-Methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-carbonséure-tert-

butylester (21) Griin markiert ist die unsubstituierte Position 7.
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8.3.3 Synthese des B-Rings (25)

8.3.3.1  Darstellung von D-(-)-Weinsiuredibenzylester (22) !>

A

(22)

Unter Inertgasatmosphare werden 15.85 g (105.6 mmol) (2S)-(3S)-(-)-Weinsaure und
3.61 g (21.1 mmol) Toluolsulfonsdure-Monohydrat in 75 ml Benzol geldst, mit 35.0 ml
(337 mmol) Benzylalkohol versetzt und zum Ruckfluss erhitzt, bis sich kein Wasser
mehr abscheidet. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur werden 50 ml Isooctan
zugegeben und die Reaktionsmischung Uber Nacht auf 4 °C gehalten. Der aus-
gefallene Feststoff wird in 200 ml Ethylacetat aufgenommen, zweimal mit je 100 ml
gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung und danach zweimal mit je 100 ml
gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden
34.25 g (103.7 mmol; 98 %) eines weillen Feststoffs (C1gH1s0s; M = 330.33 g/mol)

erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 4.56 (2 x s, 2H, H-2 und H-3), 5.25 und 5.26 (2 x s, 4H, H-1" und H-4"),
7.34 (s, 10H, Phenyl).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
5 (ppm) = 68.04 (C-1", C-4"), 72.13 (C-2, C-3), 128.56 (C-13, C-4°), 128.67 (C-1%,

C-15, C-4%, C-4%), 134.84 (C-1%, C-4%), 171.37 (C-1, C-4).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 330 (0.02, [M]"), 239 (3), 166 (3), 107 (21), 91 (100).
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Abb. 95: "H-NMR-Spektrum von D-(-)-Weinsauredibenzylester (22)

8.3.3.2 Darstellung von Glyoxylsiurebenzylester (23) ['>1%
(0] H

(j‘l’
(23)

Unter Inertgasatmosphare werden 17.52 g (53.03 mmol) D-(-)-Weinsauredibenzyl-
ester (22) in 150 ml Diethylether gelést und 14.60 g (64.05 mmol) Perjodsaure
zugegeben. Nachdem die Reaktionsmischung 1.5 h bei Raumtemperatur geruhrt hat,
wird der ausgefallene Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wird mit 50 ml gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung und 50 ml gesattigter Natriumchloridlosung
gewaschen. Nach dem Trocknen Uber Natriumsulfat wird das Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Das gelbliche Rohprodukt wird im Olpumpenvakuum fraktioniert
destilliert (85-90 °C, 5.5x10™" mbar) und 13.15 g (80.10 mmol; 75 %) Glyoxylsdure-
benzylester (23) (CoHgO3; M = 164.16 g/mol) als farblose, viskose Flussigkeit
erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
0 (ppm) = 5.32 (s, 2H, H-11), 7.25-7.42 (m, 5H, Phenyl), 9.40 (s, 1H, H-2).
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3C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 68.29 (C-1"), 128.39 (C-1%), 128.55 (C-1°), 128.62 (C-1%), 134.79 (C-1?),
169.25 (C-1), 183.46 (C-2).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) =91 (100), 77 (7), 65 (11), 51 (5), 39 (7).

J JAA& LA_ML |
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Abb. 96: "H-NMR-Spektrum von Glyoxylsdurebenzylester (23)

8.3.3.3 Darstellung von 3-(5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxy-

carbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl)-propionsauremethylester (24) ['>"°l
—o0

HO / \ 0
N
o)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 2.00 g (7.48 mmol) 3-(2-
Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (19) in 30 mi
Dichlormethan vorgelegt und mit 4.00 g (24.4 mmol) Glyoxylsaurebenzylester (23) in

-102 -



Experimentalteil

10 ml Dichlormethan versetzt. Dann werden 580 mg (4.26 mmol) Zinkchlorid
zugegeben und die Losung wird 6 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktions-
mischung wird mit 100 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung, dann zweimal
mit je 100 ml zehnprozentiger Natriumhydrogensulfitidsung (hergestellt aus Na;S,05)
und abschlieBend zweimal mit je 100 ml destillierten Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch Uber
Kieselgel (Merck 60) mit Dichlormethan und Diethylether (4:1) gereinigt. Es werden
1.82 g (4.22 mmol; 56 %) des Produkts (C3H29NO7; M = 431.48 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 250 MHz):

5 (ppm) = 1.53 (s, 9H, tert-Butyl), 1.87 (s, 3H, H-4"), 2.46 (t, 2H, 3J = 8.0 Hz, H-3?),
2.93 (m, 2H, H-3"), 3.63 (s, 3H, OMe), 5.07 (s, 1H, H-2"), 5.15 (s, 1H, H-2°), 7.23-
7.35 (m, 5H, Phenyl), 9.05 (s, 1H, NH).

BC-NMR (CDCls, 63 MHz):

5 (ppm) = 8.48 (C-4"), 20.69 (C-3"), 28.35 (tert-Butyl), 34.93 (C-3?), 51.37 (OMe),
67.69 (C-2"), 72.07 (C-2°), 80.90 (tert-Butyl), 117.66 (C-4), 119.93 (C-3), 127.32
(C-5), 127.91 (C-2°), 128.54 (C-2'), 128.59 (C-2°), 128.87 (C-2), 134.83 (C-2%),
160.50 (C-5"), 170.06 (C-2?), 173.56 (C-4°).

Massenspektrum (El):

miz (%) = 431 (38), 375 (15), 344 (13), 316 (8), 296 (20), 240 (82), 222 (18), 208
(100), 180 (38), 166 (61), 162 (9), 148 (17), 91 (65), 65 (7), 57 (9).
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Abb. 97: "H-NMR-Spektrum  von  3-(5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxy-
carbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl)-propionsauremethylester (24)

8.3.3.4 Darstellung von Benzyloxycarbonyl-(5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-
methoxycarbonylethyl)-3-methylpyrrol-2-yl)-(triphenylphosphonid)-
methanid (25) ['*1°]

PhsP / \ o
N
(@]
O/\ " No (29)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 1.37 g (10.2 mmol)
N-Chlorsuccinimid in 30 ml Dichlormethan gelést und 1.33 ml (18.3 mmol)
Dimethylsulfid zugefiigt. Die Suspension wird mittels Trockeneis-Aceton-Bad auf
-50 °C abgekuhlt und es werden 1.33 g (3.08 mmol) 3-(5-((Benzylcarbonyl)-
hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-methylpyrrol-3-yl)-propionsduremethylester
(24) zugetropft. Die Reaktionsmischung wird unter langsamen Erwarmen 5.5 h
geruhrt, danach mit 5.85 g (22.3 mmol) Triphenylphosphin in 40 ml Dichlormethan

versetzt und weitere 21.5 h bei Raumtemperatur geriuhrt. Die organische Phase wird
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dann viermal mit je 50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung, danach
abwechselnd mit je 50 ml destilliertem Wasser und gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, bis die wassrige Phase einen pH-Wert von 7 hat. Nach dem Trocknen
Uber Natriumsulfat wird das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wird mittels HPLC mit n-Hexan und Ethylacetat (3:1) aufgereinigt. Es werden 814 mg
(1.21 mmol; 39 %) des Produkts (C41H42NOgP; M = 675.75 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 250 MHz):

5 (ppm) = 1.47 (s, 9H, tert-Butyl), 1.57 (s, 2H, H-3"), 2.26 (t, 2H, 3J = 8.0 Hz, H-4?),
2.80 (m, 2H, H-4"), 3.61 (s, 3H, OMe), 4.80 und 5.06 (s, 2H, H-2°), 7.24-7.68 (m,
20H, Phenyl).

3C-NMR (CDCls, 63 MHz):

5 (ppm) = 9.61 (C-3"), 21.15 (C-4"), 28.45 (tert-Butyl), 34.98 (C-4?), 51.33 (OMe),
64.15 (C-2°), 80.10 (tert-Butyl), 117.70 (C-2), 121.83 (C-3), 127.91-135.65 (C-4, C-5,
C-2°, C-25 C-27), 137.40 (C-2%), 139.21 (PPhs), 160.85 (C-5"), 168.88 (C-22), 171.10
(C-2"), 173.56 (C-4°).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 675 (41, [M]"), 619 (32), 440 (11), 358 (9), 262 (100), 183 (58), 108 (21),
91 (30), 57 (8).

Abb. 98: "H-NMR-Spektrum von Benzyloxycarbonyl-(5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-

methoxycarbonylethyl)-3-methylpyrrol-2-yl)-(triphenylphosphonid)-methanid (25)
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8.3.4 Synthese des C-Rings (26)

8.3.4.1 Darstellung von 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-

pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (26) ['>'°

(26)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 2.70 ml (35.1 mmol)
Dimethylformamid auf 0 °C abgekihlt und langsam mit 0.47 ml (3.33 mmol)
Phosphorylchlorid versetzt und anschlieBend 30 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. In einer 2zweiten Apparatur werden unter Lichtausschluss und
Inertgasatmosphare 1.00 g (3.74 mmol) 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-
pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (19) in 0.3 ml Dimethylformamid angeldst und
auf 0 °C abgekuhlt. Dann wird die zuvor vorbereitete Losung aus Dimethylformamid
und Phosphorylchlorid zugegeben und die Reaktionsmischung fur 15 Minuten auf
65 °C erwarmt. Nach dem AbkuUhlen auf Raumtemperatur werden 65 ml einer
10%igen Natriumacetatldésung zugegeben und die Reaktionsmischung wird Uber
Nacht bei 4 °C gehalten. Die gelbe wassrige Phase wird abpipettiert und mit 70 ml
Chloroform extrahiert, die zurlckbleibende dlige, orange-farbene organische Phase
wird in 50 ml Chloroform aufgenommen und dreimal mit je 50 ml destilliertem Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird an
der Hochvakuumpumpe getrocknet. Es ergeben sich 974 mg (3.30 mmol; 88 %) des
Produkts (C15H21NOs. M = 295.33 g/mol).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.56 (s, 9H, tert-Butyl), 2.30 (s, 3H, H-4"), 2.52 (t, 2H, 3J = 7.9 Hz, H-3?),
2.99 (t, 2H, 3J = 8.0 Hz, H-3"), 3.65 (s, 3H, OMe), 9.39 (s, 1H, NH), 9.74 (s, 1H,
H-5").
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3C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 8.33 (C-4"), 19.88 (C-3"), 28.26 (tert-Butyl), 34.57 (C-3°), 51.54 (OMe),
82.57 (tert-Butyl), 125.80 (C-2), 128.30-130.12 (C-3, C-5, C-4), 162.57 (C-2"), 173.29
(C-3%), 179.00 (C-5").

Massenspektrum (El):

miz (%) = 295 (10, [M]+), 239 (45), 208 (17), 207 (15), 195 (22), 179 (100), 166 (17),
148 (16), 122 (11).

|
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Abb. 99: "H-NMR-Spektrum von 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-
carbonsaure-tert-butylester (26)
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8.3.4.2 Darstellung von 5-Formyl-3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-

pyrrol-2-carbonsiuremethylester (28) ['>®!
o__

N
H

(29)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 2.2 ml (28 mmol)
Dimethylformamid auf 0 °C abgekunhlt: hierzu werden langsam 0.38 ml (2.66 mmol)
Phosphorylchlorid zugegeben und anschliefend wird die Lésung 30 Minuten bei
Raumtemperatur geruhrt. In einer zweiten Apparatur werden unter Lichtausschluss
und Inertgasatmosphare 800 g (3.55 mmol) 3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-
pyrrol-2-carbonsauremethylester (20) in 0.3 ml Dimethylformamid angeldst und auf
0 °C abgekuhlt. Dann wird die zuvor vorbereitete Losung aus Dimethylformamid und
Phosphorylchlorid zugegeben und die Reaktionsmischung wird fir 15 Minuten auf
65 °C erwarmt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur werden 60 ml einer
10%igen Natriumacetatlosung zugegeben und die Reaktionsmischung wird Uber
Nacht bei 4 °C gehalten. Die gelbe wassrige Phase wird abpipettiert und mit 50 ml
Chloroform extrahiert, die zurlickbleibende 6lige, orange-farbene organische Phase
wird in 50 ml Chloroform aufgenommen und dreimal mit je 50 ml destilliertem Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden dber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel wird unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird
an der Hochvakuumpumpe getrocknet: es werden 781 mg (3.09 mmol; 87 %) des
Produkts (C12H15NOs; M = 253.25 g/mol).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.28 (s, 3H, H-4"), 2.50 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-3%), 2.98 (t, 2H, J = 7.5 Hz,
H-3"), 3.61 (s, 3H, OMe), 3.85 (s, 3H, OMe), 9.70 (s, 1H, H-5"), 10.01 (s, 1H, NH).
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3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):

5 (ppm) = 8.25 (C-4"), 19.61 (C-3"), 34.23 (C-3%), 51.42 und 51.79 (2x OMe), 129.62
(C-2), 129.66 (3), 130.08 (C-5), 130.21 (C-4), 162.73 (C-2"), 173.17 (C-3°), 179.38
(C-5").

b
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Abb. 100: "H-NMR-Spektrum von 5-Formyl-3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-

carbonsauremethylester (28)

8.3.4.3 Darstellung von 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-

carbonsiure-tert-butylester (29) 1'>164°1

(29)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 0.18 ml (1.97 mmol)
Phosphorylchlorid in 9 ml Dimethylformamid gelést, 368 mg (1.45 mmol) 3-(2-
Methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester (21) in 4 ml Dimethyl-
formamid unter Eisklhlung zugetropft und anschlieliend wird das Gemisch 2 h bei
65 °C erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird die Reaktionsmischung in

100 ml Dichlormethan aufgenommen und nacheinander zweimal mit je 100 ml
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destilliertem Wasser, einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung und einer
gesattigten Natriumchlorid-losung gewaschen. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Roh-
produkt wird an der Hochvakuumpumpe getrocknet. Es werden 221. 4 mg
(0.787 mmol; 54 %) eines gelb-braunen Ols (C14H19NOs; M = 281.30 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.57 (s, 9H, tert-Butyl), 2.61 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, H-3%), 3.07 (t, 2H, 3J =
7.5 Hz, H-3"), 3.66 (s, 3H, OMe), 6.77 (d, 1H, *J = 2.8 Hz, H-4), 9.56 (s, 1H, H-5").

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 22.27 (C-3"), 28.29 (tert-Butyl), 34.66 (C-3%), 51.59 (OMe), 82.68
(tert-Butyl), 120.40 (C-4), 126.05 (C-5), 130.40 (C-2), 132.16 (C-3), 159.80 (C-2"),
173.26 (C-3°%), 180.15 (C-5").

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 281 (5, [M]), 225 (29), 194 (12), 179 (10), 165 (100), 148 (10), 134 (14),
121 (8), 108 (7), 65 (8), 57 (22), 41 (14).

"
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Abb. 101: 'H-NMR-Spektrum von 5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-

carbonsaure-tert-butylester (29). Grin markiert ist die unsubstituierte Position 7.
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8.3.5 Synthese der AB-Halfte (57)

8.3.5.1 Darstellung von 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-
dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propion-

sauremethylester (56) ['>'°!

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 0.350 g (0.518 mmol)
Benzyloxycarbonyl-(5-tert-butoxycarbonyl-4-(2-methoxycarbonylethyl)-3-methyl-
pyrrol-2-yl)-(triphenylphosphonid)-methanid (25) und 0.100 g (0.520 mmol) (E)-3-
Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid (7) in 100 ml Toluol gelést und 26 h unter
Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels HPLC mit n-Pentan und Ethylacetat
(8:1) gereinigt und 70.0 mg (0.13 mmol) des Produkts (CzoH3sN207;
M = 536.62 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.33 (d, 3H, 3J = 7.4 Hz, H-2"), 1.54 (s, 9H, tert-Butyl), 1.65 (d, 3H,
3) = 7.1 Hz, H-3%), 1.77 (s, 3H, H-7"), 2.51 (t, 2H, 3J = 7.7 Hz, H-8?), 3.01 (m, 2H,
H-8"), 3.09 (q, 1H, 3J = 7.0 Hz, H-2), 3.63 (s, 3H, OMe), 5.13 (m, 3H, H-3" und H-5%),
7.16-7.27 (m, 4H, H-5*. H-5° H-5°), 8.66 (s, 1H, NH), 10.74 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.10 (C-7"), 15.88 (C-3%), 16.60 (C-2"), 21.01 (C-8"), 28.43 (tert-Butyl),
35.26 (C-82), 37.89 (C-2), 51.38 (OMe), 66.03 (C-52), 80.90 (tert-Butyl), 119.12 (C-3),
119.89 (C-4), 125.52 (C-6), 127.28 (C-7), 127.89 (C-3', C-5°), 128.41 (C-5°), 132.16
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(C-8), 134.58 (C-9), 136.17 (C-5°), 153.25 (C-5), 161.10 (C-9"), 168.31 (C-5"),
173.48 (C-8%), 177.81 (C-1).

Massenspektrum (EI):

miz (%) = 536 (80, [M]*), 480 (60), 465 (12), 435 (8), 389 (24), 345 (100), 330 (10),
91 (51),

|
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Abb. 102: "H-NMR-Spektrum von 3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-

dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsauremethyl-
ester (56)
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8.3.5.2 Darstellung von 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-
ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbon-

saure (57) ">

—O0
O
/
o N / \ 0\6
O
HO O
(57)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 70.0 mg (0.13 mmol) 3-(5-
Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-
dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsauremethylester (56) in 10 ml Tetrahydrofuran
vorgelegt und 80.0 mg Palladium 10 % auf Aktivkohle (8 mg, 0.075 mmol Palladium)
zugegeben. Die Apparatur wird mittels Wasserstrahlpumpe evakuiert und danach mit
Wasserstoff gespult. Dieser Vorgang wird dreimal wiederholt, beim letzten Mal wird
die Apparatur mit Wasserstoff geflutet und anschlielRend wird die Lésung 3 h geruhrt.
Die Apparatur wird evakuiert und bellftet, die Aktivkohle abfiltriert und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels praparativer
Schichtchromatographie uber Silicagel mit n-Pentan und Ethylacetat (1:2) getrennt.
Die Banden werden von der Platte entfernt und mit Pyridin eluiert. Das Losungsmittel
wird unter Vakuum entfernt. Es werden 25.00 mg (0.056 mmol; 43 %) des Produkts
(Ca3H30N207; M = 446.49 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.34 (d, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 1.55 (s, 9H, tert-Butyl), 1.66 (d, 3H,
%) = 7.3 Hz, H-3%), 1.77 (s, 3H, H-7"), 2.51 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-8%), 3.01 (m, 2H, H-
8", 3.11 (q, 1H, J = 7.8 Hz, H-2), 5.15 (m, 1H, H-3"), 8.45 (s, 1H, NH), 10.74 (s, 1H,
NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.14 (C-7"), 15.70 (C-3?), 16.40 (C-2"), 21.05 (C-8"), 28.43 (tert-Butyl),

35.26 (C-8%), 37.89 (C-2), 51.30 (OMe), 80.90 (tert-Butyl), 119.12 (C-3), 119.89
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(C-4), 125.52 (C-6), 133.28 (C-7), 133.89 (C-3"), 134.16 (C-8), 134.58 (C-9), 153.25
(C-5), 160.80 (C-9"), 168.31 (C-5"), 170.60 (C-8%), 180.10 (C-1).

Massenspektrum (EI):

miz (%) = 446 (8, [M]*), 402 (24), 390 (12), 346 (100), 313 (51), 271 (18), 224 (7).

/
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Abb. 103: "H-NMR-Spektrum von 9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyl-
iden-8-(2-methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure (57)

8.3.6 Synthese der CD-Halfte (60)

8.3.6.1 Darstellung von 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxy-

carbonyl-ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (59) !>

ﬂzﬁﬁ«&

(59) M

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 600 mg (2.03 mmol)
5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-
butylester (26) und 285 mg (2.28 mmol) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-pyrrol (58) in 5 ml
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Tetrahydrofuran gelést und mit 2.02 ml (13.6 mmol) Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en
in 2 ml Tetrahydrofuran versetzt. Zu der Reaktionsmischung werden 2-3 Spatel
Molekularsieb (3A) zugegeben und 19 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wird das Losungsmittel abdekantiert und das Molekularsieb finfmal
mit je 50 ml Chloroform gewaschen. Die organische Phase wird dann dreimal mit
einer 2 molaren Natriumcarbonatlosung, dreimal mit einer gesattigten Kaliumdi-
hydrogenphosphatlosung und dreimal mit einer gesattigten Natriumhydrogen-
carbonatlésung gewaschen. Nach dem Trocknen uber Natriumsulfat wird das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch uber Kieselgel (Merck 60) mit Dichlormethan und Ethylacetat (49:1)
aufgereinigt und 190 mg (0.47 mmol; 23 %) des Produkts (Cz2H30N20s;
M = 402.48 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.08 (t, 3H, °J = 7.6 Hz, H-2%), 1.54 (s, 9H, tert-Butyl), 2.06 (s, 3H, H-7"),
2.09 (s, 3H, H-3"), 2.40 (q, 2H, J = 7.6 Hz, H-2"), 2.51 (t, 2H, 3J = 7.7 Hz, H-8%), 2.99
(t, 2H, 3J = 7.7 Hz, H-8"), 3.66 (s, 3H, OMe), 5.91 (s, 1H, H-5), 8.75 (s, 1H, NH), 9.27
(s, 1H, NH).

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.70 (C-7"), 12.80 (C-2?), 17.26 (C-2"), 20.50 (C-3"), 28.38 (tert-Butyl),
31.20 (C-8"), 34.90 (C-8%), 51.50 (OMe), 81.38 (tert-Butyl), 95.88 (C-5), 123.15 (C-8),
125.54 (C-2), 126.50 (C-6), 128.60 (C-7), 129.02 (C-9), 145.89 (C-3), 146.90 (C-4),
161.33 (C-9"), 170.15 (C-1), 173.70 (C-8°).

Massenspektrum (El):

miz (%) = 403 (15, [M]*), 347 (100), 316 (8), 303 (12), 287 (22), 274 (8), 244 (8), 230
(6), 135 (6).
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Abb. 104: 'H-NMR-Spektrum  von  2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxy-
carbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (59)

8.3.6.2 Darstellung von 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-

dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (60) ">

O_
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(60)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 15.0 ml (137 mmol)
Trimethylorthoformiat in 10 ml Trifluoressigsaure vorgelegt und mit 190 mg
(0.47 mmol) 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (59) in 5 ml Trifluoressigsaure versetzt. Die Losung
wird 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt, in 500 ml Dichlormethan aufge-
nommen und zweimal mit je 400 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird mittels HPLC mit Dichlormethan und Ethylacetat (3:1)
aufgereinigt und es werden 0.035 g (0.106 mmol; 22 %) des Produkts (C1gsH22N204;
M = 330.38 g/mol) erhalten.
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'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.11 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-2?), 2.02 (s, 3H, H-3"), 2.13 (s, 3H, H-7"), 2.39
(q, 2H, 3J = 7.4 Hz, H-2"), 2.72 (t, 2H, ®J = 7.6 Hz, H-8%), 3.19 (, 2H, ®J = 7.5 Hz,
H-8"), 3.59 (s, 3H, OMe), 6.10 (s, 1H, H-5), 9.96 (s, 1H, H-9"), 11.22 (s, 1H, NH),
12.67 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 8.98 (C-7"), 12.61 (C-2?), 12.75 (C-2"), 17.40 (C-3"), 19.15 (C-8"), 35.20
(C-8%), 51.74 (OMe), 95.05 (C-5), 123.33 (C-8), 129.89 (C-2), 130.60 (C-6), 130.88
(C-7), 132.12 (C-9), 146.60 (C-3), 148.55 (C-4), 170.10 (C-1), 172.82 (C-8%), 178.54
(C-9".
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Abb. 105: '"H-NMR-Spektrum von 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycabonyl-ethyl)-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1H-pyrrol (60)
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8.3.6.3  Darstellung von (5-'°C)-2-Ethyl-9-carbonsiure-tert-butylester-8-(2-
methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (61) ['*>*®!

H N
(0] (61) H

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 450 mg (1.52 mmol) (5-"°C)-
5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-
butylester (27) und 213 mg (1.70 mmol) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-pyrrol (58) in 5 ml
Tetrahydrofuran gelést. Die Reaktionsmischung wird mit 1.52 ml (10.2 mmol)
Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en in 2 ml Tetrahydrofuran, 2-3 Spatel Molekularsieb
(SA) versetzt und 19 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur
wird das Losungsmittel abdekantiert und das Molekularsieb finfmal mit je 50 ml
Dichlormethan gewaschen. Die organische Phase wird dann dreimal mit einer zwei
molaren Natriumcarbonatlésung, dreimal mit einer gesattigten Kaliumdihydrogen-
phosphatlosung und dreimal mit einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen. Nach dem Trocknen Uber Natriumsulfat wird das Lésungsmittel unter
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch Uber Kieselgel
(Merck 60) mit Dichlormethan und Ethylacetat (49:1) aufgereinigt. Es werden 205 mg
(0.51 mmol; 34 %) des Produkts (C2oH29N20s5; M = 402.48 g/mol).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.08 (t, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-22), 1.54 (s, 9H, tert-Butyl), 2.06 (s, 3H, H-7"),
2.09 (s, 3H, H-3"), 2.40 (q, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 2.52 (t, 2H, 3J = 7.7 Hz, H-8%), 2.99
(t, 2H, 3J = 7.7 Hz, H-8"), 3.66 (s, 3H, OMe), 5.72 und 6.12 (2x s, 1H, H-5), 8.82 (s,
1H, NH), 9.28 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 97.39 (°C-5).
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Abb. 106: "H-NMR-Spektrum von (5-'C)-2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxy-
carbonyl-ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (61). Rot markiert ist das durch

die *C-Markierung aufgespaltene Signal der Methinbriicke.

8.3.6.4  Darstellung von (5-'°C)-2-Ethyl-9-formyl -8-(2-methoxycarbonyl-

ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (62) [>°

o—

Y-V
N

4 H (62) H (@)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 7.5 ml (69 mmol)
Trimethylorthoformiat in 10 ml Trifluoressigsaure vorgelegt und mit 100 mg
(0.25 mmol) (5-3C)-2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (61) in 5 ml Trifluoressigsaure versetzt.
Die Losung wird 30 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt, in 400 ml Dichlormethan
aufgenommen und zweimal mit je 400 ml destilietem Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel
unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch Uber
Kieselgel (Merck 60) mit Dichlormethan und Ethylacetat (2:1) aufgereinigt.
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Es ergeben sich 0.022 g (0.067 mmol; 27 %) des Produkts (C1gH22N20y4;
M = 330.38 g/mol).

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.12 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-2?), 2.02 (s, 3H, H-3"), 2.13 (s, 3H, H-7"), 2.41
(9, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 2.72 (t, 2H, ®J = 7.6 Hz, H-8%), 3.19 (t, 2H, ®J = 7.5 Hz,
H-8"), 3.59 (s, 3H, OMe), 5.90 und 6.30 (2x s, 1H, H-5), 9.96 (s, 1H, H-9"), 11.20 (s,
1H, NH), 12.63 (s, 1H, NH).

3C-NMR (Pyridin-ds, 100 MHz):
5 (ppm) = 97.39 (°C-5).
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Abb. 107: "H-NMR-Spektrum von (5-'°C)-2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol  (62). Rot markiert ist das durch die

*C-Markierung aufgespaltene Signal der Methinbriicke.
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8.3.6.5 Darstellung von (°N)-2-Ethyl-9-carbonsiuremethylester-8-(2-methoxy-
)[15,16,42]

carbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (63
O_

—0 N

N 0]
H

H  (63)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 783 mg (3.08 mmol)
(15N)-5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1 H-pyrrol-2-carbonsauremethyl-
ester (28) und 401 mg (3.20 mmol) 3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-pyrrol (58) in 5 ml
Tetrahydrofuran gelést und mit 0.9 ml (6.03 mmol) Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en in
2 ml Tetrahydrofuran versetzt. Zu der Reaktionsmischung werden 2-3 Spatel
Molekularsieb (SA) zugegeben und 19 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wird das Losungsmittel abdekantiert und das Molekularsieb finfmal
mit je 50 ml Chloroform gewaschen. Die organische Phase wird dann dreimal mit
einer zwei molaren Natriumcarbonatldsung, dreimal mit einer gesattigten Kaliumdi-
hydrogenphosphatlésung und dreimal mit einer gesattigten Natriumhydrogen-
carbonatldsung gewaschen. Nach dem Trocknen uber Natriumsulfat wird das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch uber Kieselgel (Merck 60) mit Dichlormethan und Ethylacetat (49:1)
aufgereinigt. Es werden 466 mg (1.23 mmol; 42 %) des Produkts (C4gH24N20s;
M = 361.40 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.09 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-2?), 2.07 (s, 3H, H-3"), 2.10 (s, 3H, H-7"), 2.38
(q, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 2.53 (t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-8%), 3.03 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz,
H-8"), 3.65 (s, 3H, OMe), 3.83 (s, 3H, OMe), 5.92 (d, 1H, °J = 3.8 Hz, H-5), 8.40 (s,
1H, NH), 9.01 und 9.25 (2x s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.17 (C-7"), 13.28 (C-2?), 16.84 (C-2"), 20.48 (C-3"), 31.15 (C-8"), 34.55

(C-82), 51.38 und 51.54 (2x OMe), 97.24 (C-5), 121.59 und 121.65 (C-9), 123.25 und
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123.40 (C-7), 128.24 und 128.39 (C-6), 130.75 und 130.90 (C-8), 133.82 (C-4),
136.32 (C-2), 141.59 (C-3), 160.97 (C-9"), 173.20 (C-1), 173.56 (C-8°).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 361 (76, [M]*), 330 (8), 301 (8), 287 (100), 269 (9), 227 (14), 212 (7).

Abb. 108: 'H-NMR-Spektrum von ('°N)-2-Ethyl-9-carbonsauremethylester-8-(2-methoxy-
carbonylethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (63). Pink markiert ist das

durch die "°N-Markierung aufgespaltene Protonensignal des Stickstoffs.

8.3.6.6  Darstellung von (*°N)-2-Ethyl-9-carbonsiure-8-propionsiure-3,7-

dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (64)
OH

HO,

A

N
H

H (64)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphéare werden 100 mg (0.28 mmol) (*°N)-2-
Ethyl-9-carbonsauremethylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-dimethyl-pyrro-
methen-1H-pyrrol (63) in 5 ml Methanol gelést und mit 0.5 g (8.9 mmol)

Kaliumhydroxid in 4 ml destillietem Wasser versetzt. Die Reaktionsmischung wird
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3 h bei 100 °C zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der gelbe Ruckstand wird in 50 ml Diethylether
aufgenommen und dreimal mit je 50 ml destillietem Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel
unter Vakuum entfernt. Es werden 84.0 mg (0.25 mmol; 90 %) ('°N)-2-Ethyl-9-
carbonsaure-8-propionsaure-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol  (64) (C47H20N20s5;
M = 333.35 g/mol) erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.12 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2%), 2.02 (s, 3H, H-3"), 2.27 (s, 3H, H-7"), 2.42
(0, 2H, %J = 7.5 Hz, H-2"), 3.09 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-8%), 3.64 (t, 2H, °J = 7.5 Hz,
H-8"), 6.16 (d, 1H, 3J = 3.2 Hz, H-5), 11.16 (s, 1H, NH), 11.69 und 11.93 (2x s, 1H,
NH).

3C-NMR (Pyridin-ds, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.34 (C-7"), 13.54 (C-2?), 17.23 (C-2"), 21.62 (C-3"), 29.91 (C-8"), 36.02
(C-8%), 97.49 (C-5), 121.65 und 121.69 (C-9), 122.43 und 123.57 (C-7), 128.67 und
128.82 (C-6), 130.68 und 130.72 (C-8), 133.77 (C-4), 138.16 (C-2), 141.06 (C-3),
163.76 (C-9"), 173.25 (C-1), 175.88 (C-8°).
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Abb. 109: 'H-NMR-Spektrum von ("°N)-2-Ethyl-9-carbonsaure-8-propionséure-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1H-pyrrol (64). Pink markiert ist das durch die '’N-Markierung

aufgespaltene Protonensignal des Stickstoffs.
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8.3.6.7  Darstellung von (*°N)-2-Ethyl-9-formyl-8-propionsiure-3,7-dimethyl-

pyrromethen-1H-pyrrol (65) ['>'°]
OH

X

H (65)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 80.0 mg (0.24 mmol) ("°N)-
2-Ethyl-9-carbonsaure-8-propionsaure-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol  (64) in
5 ml Trifluoressigsaure vorgelegt. Zu der Loésung werden langsam 8.4 ml (77 mmol)
Trimethylorthoformiat in 4 ml Trifluoressigsaure zugetropft. Anschlieliend wird die
Losung 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt, in 100 ml Dichlormethan
aufgenommen und zweimal mit je 100 ml destillietem Wasser gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel
unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels HPLC mit Dichlormethan und
Ethylacetat (3:1) aufgereinigt. Es ergeben sich 0.017 g (0.054 mmol; 22 %) des
Produkts (C17H20N204; M = 317.35 g/mol).

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.12 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2?), 2.02 (s, 3H, H-3"), 2.18 (s, 3H, H-7"), 2.40
(0, 2H, %J = 7.5 Hz, H-2"), 2.89 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-8%), 3.33 (t, 2H, °J = 7.5 Hz,
H-8"), 6.10 (d, 1H, 3J = 3.3 Hz, H-5), 10.07 (d, 1H, °J = 3.2 Hz, H-9"), 11.23 (s, 1H,
NH), 12.46 und 12.70 (2x s, 1H, NH).
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Abb. 110: "H-NMR-Spektrum von ('°N)-2-Ethyl-9-formyl-8-propionsaure-3,7-dimethyl-pyrro-
methen-1H-pyrrol (65). Pink markiert ist das durch die N-Markierung aufge-

spaltene Protonensignal des Stickstoffs.

8.3.6.8  Darstellung von 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxy-

carbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrromethen-1H-pyrrol (66) ['>°]

(66)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 358 mg (1.27 mmol)
5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester  (29)
und 191 mg (1.53 mmol) 3-Ethyl-4-methyl-3-pyrrolin-2-on in 15 ml Tetrahydrofuran
vorgelegt. Es werden 0.47 ml (3.18 mmol) Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en in 4 ml
Tetrahydrofuran und 2-3 Spatel Molekularsieb (SA) zugegeben und 20 h unter
Ruckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das Losungsmittel
abdekantiert und das Molekularsieb funfmal mit je 50 ml Chloroform gewaschen.
Die organische Phase wird dann dreimal mit einer zwei molaren Natriumcarbonat-

I6sung, dreimal mit einer gesattigten Kaliumdihydrogenphosphatlésung und dreimal
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mit einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Nach dem
Trocknen uber Natriumsulfat wird das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch Uber Kieselgel (Merck 60) mit
Dichlormethan und Ethylacetat (49:1) aufgereinigt, woraus sich 125 mg (0.32 mmol,
25 %) des Produkts (C21H2sN205; M = 388.46 g/mol) ergeben.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.10 (t, 3H, 3J = 7.6 Hz, H-2%), 1.56 (s, 9H, tert-Butyl), 2.05 (s, 3H, H-3"),
2.37 (q, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-2"), 2.61 (t, 2H, 3J = 7.8 Hz, H-8%), 3.04 (t, 2H, 3J = 7.8 Hz,
H-8"), 3.66 (s, 3H, OMe), 5.81 (s, 1H, H-5), 6.21 (d, 1H, *J = 2.8 Hz, H-7), 7.68 (s,
1H, NH), 8.86 (s, 1H, NH).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 13.05 (C-2%), 16.59 (C-2"), 22.27 (C-3"), 28.28 (tert-Butyl), 30.32 (C-8"),
34.66 (C-82), 51.58 (OMe), 82.67 (tert-Butyl), 95.90 (C-5), 120.37 (C-7), 125.50
(C-8), 126.05 (C-2), 130.38 (C-6), 132.17 (C-9), 145.90 (C-3), 146.90 (C-4), 159.81
(C-9"), 173.26 (C-1), 175.57 (C-8°).

Massenspektrum (El):

miz (%) = 389 (15 [M]*), 347 (100), 316 (9), 303 (13), 287 (22), 274 (8), 244 (8), 230
(7), 135 (B).
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Abb. 111: "H-NMR-Spektrum  von  2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxy-
carbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrromethen-1H-pyrrol (66). Grin markiert ist die un-
substituierte Position 7.

8.3.6.9 Darstellung von 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-

methyl-pyrromethen-1H-pyrrol (67) ['>®

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 5.0 ml (46 mmol)
Trimethylorthoformiat in 5 ml Trifluoressigsaure vorgelegt und mit 57.0 mg
(0.18 mmol) 2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (66) in 2.5 ml Trifluoressigsaure versetzt. Die Losung
wird 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt, in 200 ml Dichlormethan aufge-
nommen und zweimal mit je 400 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird mittels HPLC mit Dichlormethan und Ethylacetat (3:1)
aufgereinigt und es werden 12.5 mg (39.5 uymol; 22 %) des Produkts (C47H20N204;
M = 316.35 g/mol) erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.01 (t, 3H, 3J = 7.6 Hz, H-22), 1.93 (s, 3H, H-3"), 2.41 (m, 2H, H-2"), 2.72
(t, 2H, 3J = 7.6 Hz, H-8%), 3.25 (t, 2H, %J = 7.5 Hz, H-8"), 3.56 (s, 3H, OMe), 6.21 (s,
1H, H-5), 7.05 (s, 1H, H-7), 10.04 (s, 1H, H-9"), 10.74 (s, 1H, NH), 13.10 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.81 (C-3"), 13.03 (C-22), 17.31 (C-2"), 23.56 (C-8"), 35.69 (C-8?), 51.43
(OMe), 97.27 (C-5), 112.33 (C-7), 123.33 (C-8), 129.89 (C-2), 130.60 (C-6), 132.12
(C-9), 146.60 (C-3), 148.55 (C-4), 172.99 (C-1), 173.12 (C-8%), 177.71 (C-9").

NOE bei fir H-5 bei 6.208 ppm (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.93 (s, H-3"), 7.06 (s, H-7), 10.75 (s, NH), 13.11 (s, NH).

NOE bei firr H-7 bei 7.06 ppm (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.71 (t, H-82), 3.25 (t, H-8"), 6.21 (s, H-5), 10.75 (s, NH), 13.11 (s, NH).

NOE bei 6.208 ppm (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.72 (t, H-8%), 3.27 (t, H-8"), 13.11 (s, NH).

N
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Abb. 112: 'H-NMR-Spektrum von 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-

pyrromethen-1H-pyrrol (67). Griin markiert ist die unsubstituierte Position 7.
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8.3.7 Synthese der Phycocyanobilin-Tetrapyrrole

8.3.7.1  Darstellung von (15-'3C)-Phycocyanobilindimethylester (68) ['>'¢!

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 29.70 mg (0.067 mmol)
9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-
ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure (57) in 3 ml Trifluoressigsaure geldst und
30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Nachdem die Lésung auf -10 °C abgekihlt
ist, werden 22.00 mg (0.067 mmol) (5-'*C)-2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-
ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (62) in 3 ml Trifluoressigsaure zugetropft
und die Reaktionsmischung wird 8 h bei -10 °C geriuhrt. Es werden 3 ml Methanol
zugeflgt und die Reaktionsmischung wird weitere 30 Minuten unter Erwarmen auf
Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im Argonstrom
vertrieben, der Ruckstand in 50 ml Dichlormethan aufgenommen, dreimal mit je
200 ml einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen und uber
Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter Vakuum entfernt und das
Rohprodukt mittels praparativer Schichtchromatographie Uber Silicagel (Merck 60)
mit Dichlormethan und Ethylacetat (1:1) gereinigt. Die dunkelblaue Bande wird von
der Platte entfernt und mit Pyridin eluiert. Nachdem das Silicagel abfiltriert und das
Lésungsmittel entfernt ist, werden 16.6 mg (27.0 pmol; 40 %) des Produkts
(C35H42N4Og; M = 615.73 g/mol) erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.25 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, H-2?), 1.48 (d, 3H, °J = 7.4 Hz, H-2"), 1.71 (d, 3H,
%) = 7.2 Hz, H-3%), 1.94 (s, 3H, H-7"), 2.09 (s, 3H, H-13"), 2.10 (s, 3H, H-17"), 2.49 (q,
2H, 3J = 7.5 Hz, H-18"), 2.68 (m, 4H, H-8% + H-12?), 2.98 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-8"),
3.06 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, H-12"), 3.36 (q, 1H, 3J = 7.4 Hz, H-2), 3.61 (2x s, 6H, 2x
OMe), 5.87 (s, 1H, H-5), 5.88 und 6.27 (2x s, 1H, H-15), 6.33 (dq, 1H, Jg = 2.0 Hz,

3Jq = 7.1 Hz, H-3"), 7.02 (s, 1H, H-10), 11.10 (s, 1H, NH), 12.59 (s, 1H, NH).
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3C-NMR (Pyridin-ds, 100 MHz):
5 (ppm) = 96.08 (*C-15).
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Abb. 113: "H-NMR-Spektrum von (15-">C)-Phycocyanobilindimethylester (68). Rot markiert

ist das durch die "*C-Markierung aufgespaltene Signal der Methinbriicke.

8.3.7.2  Darstellung von (15-"3C)-Phycocyanobilin (69) ['*>'®!

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphdre werden 16.6 mg (27.0 pmol)
(15-"3C)-Phycocyanobilindimethylester (68) in 30 ml einer Mischung aus
Trifluoressigsaure und destilliertem Wasser (1:1) gelost, mit 13 g saurem lonen-
austauscher versetzt und 40 h bei Raumtemperatur gerihrt. Der lonenaustauscher
wird Uber eine Fritte (Pore 4) abfiltriert und funfmal abwechselnd mit 50 ml
destilliertem Wasser und 50 ml eines Gemisches aus Dichlormethan und Methanol
(49:1) gewaschen. Die organische Phase wird mit gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, bis die wassrige Phase einen pH-Wert von etwa 6 hat. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter Vakuum
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entfernt. Das Rohprodukt wird mittels praparativer Schichtchromatographie Uber
Silicagel (Merck 60) mit einem Losungsmittelgemisch aus Dichlormethan, Methanol,
n-Hexan (10:2:2) gereinigt. Die dunkelblaue Bande wird von der Platte entfernt und
mit Pyridin eluiert. Nachdem das Silicagel abfiltriert und das Lésungsmittel entfernt
ist, werden 3.60 mg (6.13 uymol; 23 %) des Produkts (C33H37N4Os; M = 586.67 g/mol)

erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.15 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2?), 1.48 (d, 3H, 3J = 7.4 Hz, H-2"), 1.71 (d, 3H,
%) = 7.2 Hz, H-3%), 2.02 (s, 3H, H-7"), 2.09 (s, 3H, H-13"), 2.14 (s, 3H, H-17"), 2.49 (q,
2H, 3J = 7.5 Hz, H-18"), 2.87 (m, 4H, H-8% + H-12?), 3.12 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-8"),
3.20 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, H-12"), 3.36 (q, 1H, 3J = 7.4 Hz, H-2), 5.86 (s, 1H, H-5), 5.88
und 6.28 (2x s, 1H, H-15), 6.32 (dq, 1H, Jg = 2.0 Hz, 3J, =7.1 Hz, H-3"), 7.12 (s, 1H,
H-10), 11.10 (s, 1H, NH), 12.59 (s, 1H, NH).

BC-NMR (Pyridin-ds, 100 MHz):
5 (ppm) = 96.08 (*C-15).
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Abb. 114: 'H-NMR-Spektrum von (15-"*C)-Phycocyanobilin (69). Rot markiert ist das durch

die "*C-Markierung aufgespaltene Signal der Methinbriicke.
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8.3.7.3  Darstellung von (22-'°N)-Phycocyanobilindimethylester (70) und
(22-*N)-Phycocyanobilinmethylester (71) ">

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 30.90 mg (0.069 mmol)
9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-
ethyldipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure (57) in 3 ml Trifluoressigsaure geldést und
30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Nachdem die Lésung auf -10 °C abgekihlt
ist, werden 25.10 mg (0.069 mmol) (*°N)-2-Ethyl-9-formyl-8-propionsaure-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol (65) in 3 ml Trifluoressigsaure zugetropft und 8 h bei
-10 °C geruhrt. Es werden 3 ml Methanol zur Reaktionsmischung hinzugeflgt und
die Lésung wird weitere 30 Minuten unter Erwarmen auf Raumtemperatur geruhrt.
Anschlielend wird das Lésungsmittel im Argonstrom vertrieben, der Rickstand in
50 ml Dichlormethan aufgenommen, dreimal mit je 200 ml einer gesattigten Natrium-
hydrogencarbonatlésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wird unter Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels praparativer
Schichtchromatographie Gber Silicagel (Merck 60) mit Dichlormethan und Ethylacetat
(1:1) gereinigt. Die beiden dunkelblauen Banden werden von der Platte entfernt und
mit Pyridin eluiert. Nachdem das Silicagel abfiltriert und das Losungsmittel entfernt
ist, werden 14.3 mg (23.2 umol; 33 %) (22-"°N)-Phycocyanobilindimethylester (70)
(C3sH42N4O6; M = 615.73 g/mol) und 7.10 mg (11.8 pmol; 17 %) (22-'°N)-Phyco-
cyanobilinmethylester (71) (C34H40N4Og; M = 601.70 g/mol) erhalten.
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'H-NMR fiir (70) (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.15 (m, 2H, H-2%), 1.48 (d, 3H, ®J = 7.5 Hz, H-2"), 1.70 (d, 3H, °J = 6.5 Hz,
H-3%), 1.98 (s, 3H, H-7"), 2.09 (s, 3H, H-13"), 2.10 (s, 3H, H-17"), 2.50 (q, 2H, 3J =
7.5 Hz, H-18"), 2.68 (m, 4H, H-8% + H-122), 2.98 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-8"), 3.06 (t, 2H,
%) = 7.4 Hz, H-12"), 3.36 (q, 1H, 3J = 7.4 Hz, H-2), 3.60 (2x s, 6H, 2x OMe), 5.87 (s,
1H, H-5), 6.07 (d, 1H, 3J = 3.9 Hz, H-15), 6.33 (m, 1H, H-3"), 7.02 (d, 1H, 3J = 4.3 Hz,
H-10), 11.12 (s, 1H, NH).

Massenspektrum (ESI, positive lonen, in Dichlormethan und Methanol):

Experimentell bestimmte Masse (m/z) = 638 g/mol [M+Na]"

quu .JLM A ‘A.J J/J
5

70 65 60 55
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Abb. 115: 'H-NMR-Spektrum von (22-'°N)-Phycocyanobilindimethylester (70). Pink markiert
ist das durch die "°N-Markierung aufgespaltene Signal der beiden benachbarten

Methinbrtcken.

'H-NMR fiir (71) (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.15 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2?), 1.48 (d, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 1.71 (d, 3H,
%) = 6.6 Hz, H-3%), 1.97 (s, 3H, H-7"), 2.09 (s, 3H, H-13"), 2.15 (s, 3H, H-17"), 2.50
(m, 2H, H-18"), 2.68 (t, 4H, 3J = 7.6 Hz, H-8%), 2.85 (t, 2H, °J = 7.3 Hz, H-12%), 2.97 (t,
2H, 3J = 7.5 Hz, H-8"), 3.19 (t, 2H, °J = 7.2 Hz, H-12"), 3.35 (m, 1H, H-2), 3.61 (s, 6H,
OMe), 5.86 (s, 1H, H-5), 6.08 (d, 1H, *J = 3.8 Hz, H-15), 6.33 (m, 1H, H-3"), 7.15 (d,
1H, 3J = 4.3 Hz, H-10), 11.13 (s, 1H, NH).
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Massenspektrum (ESI, positive lonen, in Dichlormethan und Methanol):

Experimentell bestimmte Masse (m/z) = 624 g/mol [M+Na]"
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Abb. 116: 'H-NMR-Spektrum von (22-'°N)-Phycocyanobilinmethylester (71). Pink markiert
ist das durch die "°N-Markierung aufgespaltene Signal der beiden benachbarten

Methinbrtcken.

8.3.7.4  Darstellung von (22-'°N)-Phycocyanobilin (72) ['*>®!

(72) H

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 7.3 mg (11.8 pmol)
(*®N)-Phycocyanobilindimethylester (70) in 15 ml einer Mischung aus Trifluoressig-
saure und destilliertem Wasser (1:1) gel6ést, mit 22 g saurem lonenaustauscher
versetzt und 48 h bei Raumtemperatur geruhrt. Der lonenaustauscher wird Uber eine
Fritte (Pore 4) abfiltriert und finfmal abwechselnd mit 50 ml destilliertem Wasser und
50 ml eines Gemisches aus Dichlormethan und Methanol (49:1) gewaschen.
Die organische Phase wird mit gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen, bis die
wassrige Phase einen pH-Wert von etwa 6 hat. Die organische Phase wird uber
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Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Roh-
produkt wird mittels praparativer Schichtchromatographie Uber Silicagel (Merck 60)
mit einem LOsungsmittelgemisch aus Dichlormethan, Methanol, n-Hexan (10:2:2)
gereinigt. Die dunkelblaue Bande wird von der Platte entfernt und mit Pyridin eluiert.
Nachdem das Silicagel abfiltriert und das Lésungsmittel entfernt ist, werden 2.50 mg
(4.25 pmol; 36 %) des Produkts (C33H3sN4Og; M = 587.68 g/mol) erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.15 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2%), 1.49 (d, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 1.70 (d, 3H,
%) = 7.4 Hz, H-3%), 2.03 (s, 3H, H-7"), 2.09 (s, 3H, H-13"), 2.15 (s, 3H, H-17"), 2.51 (q,
2H, %) = 7.4 Hz, H-18"), 2.88 (m, 4H, H-8% + H-12?), 3.12 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, H-8"),
3.19 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, H-12"), 3.36 (g, 1H, 3J = 7.1 Hz, H-2), 5.87 (s, 1H, H-5), 6.08
(d, 1H, ®J = 3.9 Hz, H-15), 6.33 (dq, 1H, Jg = 2.0 Hz, 3J,=7.1 Hz, H-3"), 7.27 (d, 1H,
%) = 4.3 Hz, H-10), 11.14 (s, 1H, NH).

Massenspektrum (ESI, positive lonen, in Dichlormethan und Methanol):

Experimentell bestimmte Masse (m/z) = 586.3 g/mol [M-H]

L/MJ»JJ~ W‘A\m

w L,JU‘A

T T T
4.5 4.0 3.5
ppm

Abb. 117: "H-NMR-Spektrum von (22-"°N)-Phycocyanobilin (72). Pink markiert ist das durch
die '°N-Markierung aufgespaltene Signal der beiden benachbarten
Methinbrucken.
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8.3.7.5  Darstellung von (13H)-Phycocyanobilindimethylester (73) ">

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 20.10 mg (0.045 mmol)
9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-methoxycarbonyl)-
ethyldipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure (57) in 3 ml Trifluoressigsaure gelést und
30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Nachdem die Lésung auf -10 °C abgekihlt
ist, werden 14.20 mg (0.045 mmol) 2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-
methyl-pyrromethen-1H-pyrrol  (67) in 3 ml Trifluoressigsaure zugetropft.
Anschliefend wird die Losung weitere 8 h bei -10 °C gerthrt. Es werden 3 ml
Methanol zur Reaktionsmischung hinzugefigt und weitere 30 Minuten unter
Erwarmen auf Raumtemperatur gerlhrt. Anschlielend wird das Losungsmittel im
Argonstrom vertrieben, der Riuckstand wird in 50 ml Dichlormethan aufgenommen,
dreimal mit je 200 ml einer gesattigten Natrium-hydrogencarbonatldsung gewaschen
und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird unter Vakuum entfernt
und das Rohprodukt mittels praparativer Schichtchromatographie Uber Silicagel
(Merck 60) mit Dichlormethan und Ethylacetat (1:1) gereinigt. Die dunkelblaue Bande
wird von der Platte entfernt und mit Pyridin eluiert. Nachdem das Silicagel abfiltriert
und das Losungsmittel entfernt ist, werden 7.3 mg (12.2 ymol; 27 %) 13H-Phyco-
cyanobilindimethylester (73) (C34H40N4Og; M = 600.70 g/mol) erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.14 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-2%), 1.41 (d, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 1.72 (d, 3H,
3J) = 7.2 Hz, H-3%), 2.08 (s, 3H, H-7"), 2.34 (s, 3H, H-17"), 2.43 (q, 2H, 3J = 7.5 Hz,
H-18"), 2.69 (m, 4H, H-82 + H-122), 3.05 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-8"), 3.14 (t, 2H,
%) = 7.5 Hz, H-12"), 3.30 (q, 1H, 3J = 7.1 Hz, H-2), 3.55 und 3.60 (2x s, 6H, 2x OMe),
6.03 (s, 1H, H-5), 6.36 (m, 1H, H-3"), 6.65 (s, 1H, H-15), 7.12 (s, 1H, H-13), 7.12 (s,
1H, H-10), 10.65 (s, 1H, NH).
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Massenspektrum (ESI, positive lonen, in Dichlormethan und Methanol):

Experimentell bestimmte Masse (m/z) = 623.5 g/mol [M+Na]"
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Abb. 118: 'H-NMR-Spektrum von (13H)-Phycocyanobilindimethylester (73). Griin markiert

ist die unsubstituierte Position 7.

8.3.7.6  Darstellung von (13H)-Phycocyanobilin (74) ['>¢]

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 7.3 mg (12.2 pmol)
13H-Phycocyanobilindimethylester (73) in 15 ml einer Mischung aus Trifluoressig-
saure und destilliertem Wasser (1:1) gelést, mit 5.5 g saurem lonenaustauscher
versetzt und 48 h bei Raumtemperatur geruhrt. Der lonenaustauscher wird Uber eine
Fritte (Pore 4) abfiltriert und finfmal abwechselnd mit 50 ml destilliertem Wasser und
50 ml eines Gemisches aus Dichlormethan und Methanol (49:1) gewaschen.
Die organische Phase wird mit gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen, bis die
wassrige Phase einen pH-Wert von etwa 6 hat. Die organische Phase wird uUber
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Roh-
produkt mittels praparativer Schichtchromatographie uber Silicagel (Merck 60) mit
-137 -



Experimentalteil

einem Losungsmittelgemisch aus Dichlormethan, Methanol, n-Hexan (10:2:2)
gereinigt. Die dunkelblaue Bande wird von der Platte entfernt und mit Pyridin eluiert.
Nachdem das Silicagel abfiltriert und das Losungsmittel entfernt ist, werden 2.6 mg
(4.54 ymol; 37 %) des Produkts (C32H3sN4Og; M = 572.65 g/mol) erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.14 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, H-2?), 1.41 (d, 3H, °J = 7.5 Hz, H-2"), 1.71 (d, 3H,
3) = 7.2 Hz, H-3%), 2.12 (s, 3H, H-7"), 2.34 (s, 3H, H-17"), 2.43 (m, 2H, H-18"), 2.86
(m, 4H, H-8% + H-122), 3.19 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, H-8"), 3.27 (t, 2H, 3J = 7.5 Hz, H-12"),
3.39 (m, 1H, H-2), 6.03 (s, 1H, H-5), 6.34 (m, 1H, H-3"), 6.65 (s, 1H, H-15), 7.13 (s,
1H, H-13), 7.15 (s, 1H, H-10), 10.66 (s, 1H, NH).

Massenspektrum (ESI, positive lonen, in Dichlormethan und Methanol):

Experimentell bestimmte Masse (m/z) = 571.1 g/mol [M-H]
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Abb. 119: "H-NMR-Spektrum von (13H)-Phycocyanobilin (74). Griin markiert ist die

unsubstituierte Position 7.
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8.3.7.7  Isolierung von Phycocyanobilin (1) aus Spirulina platensis '

200 g gefriergetrocknete Cyanobakterien (Spirulina platensis) werden in 900 ml
Methanol aufgeschlammt, 10 Minuten im Ultraschallbad gewaschen und abfiltriert.
Dieser Arbeitsschritt wird solange wiederholt, bis das Filtrat nahezu farblos ist.
Der Rickstand wird in 1500 ml Methanol aufgenommen, 8.00 g (45.4 mmol)
Ascorbinsaure hinzugefligt und unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare 16 h
bei 50 °C geruhrt. Die Cyanobakterien werden abfiltriert, in 900 ml Methanol
aufgeschlammt, 10 Minuten im Ultraschallbad gewaschen und erneut abfiltriert.
Dieser Arbeitsschritt wird solange wiederholt, bis das Filtrat nahezu farblos ist.
Die Filtrate werden vereinigt und das Loésungsmittel unter Vakuum entfernt.
Der Ruckstand wird in wenig 0.2 M Kaliumphosphatpuffer (pH = 8, K;HPO4/KH,PO4
(94:6)) geldst und saulenchromatographisch Uber RP-C18-Material (Merck
LiChroprep RP-18) mit 0.2 M Kaliumphosphatpuffer und Acetonitril (7:3) aufgereinigt:
Das Saulenmaterial wird zunachst mit Isopropanol aufgegeben. Die Saule wird zum
Entfernen des Isopropanols mit 1 | destilliertem Wasser gespult und anschliel3end mit
0.5 M Kaliumphosphatpuffer konditioniert. Erst dann wird das Rohprodukt
aufgetragen. Nachdem noch vorhandenes Chlorophyll mit 0.2 M Kaliumphosphat-
puffer entfernt wurde, wird mit dem obigen Ldsungsmittelgemisch das Phyco-
cyanobilin (1) eluiert. Das Losungsmittel wird durch Gefriertrocknung Uber Nacht
entfernt. Der Ruckstand wird in 200 ml destilliertem Wasser aufgenommen, eine
Spatelspitze Kaliumhydrogenphosphat zugegeben und mit Dichlormethan extrahiert
(bis die wassrige Phase nahezu farblos ist). Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden
3374 mg (0.575 mmol) Phycocyanobilin (1) (Cs3H3sN4sOs; M = 586.68 g/mol)

erhalten.
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'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.24 (t, 2H, H-22), 1.47 (d, 3H, 3J = 7.5 Hz, H-2"), 1.70 (d, 3H, °J = 7.1 Hz,
H-3%), 2.02 (s, 3H, H-7"), 2.09 (s, 3H, H-13"), 2.13 (s, 3H, H-17"), 2.48 (q, 2H,
3) = 7.5 Hz, H-18"), 2.83 (m, 4H, H-82 + H-12?), 3.10 (t, 2H, 3J = 7.4 Hz, H-8"), 3.18
(t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H-12"), 3.34 (q, 1H, 3J = 7.4 Hz, H-2), 5.85 (s, 1H, H-5), 6.07 (s,
1H, H-15), 6.32 (dq, 1H, Jg = 2.0 Hz, 3J,=7.1 Hz, H-3"), 7.24 (s, 1H, H-10), 11.10 (s,
1H, NH).

3C-NMR (Pyridin-ds, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.25 (C-17"), 9.58 (C-13"), 9.66 (C-7"), 13.31 (C-18?), 14.73 (C-2"), 15.87
(C-3%), 17.48 (C-18"), 20.39 (C-8"), 20.57 (C-12"), 36.28 (C-8?), 36.42 (C-12?), 38.26
(C-2), 87.62 (C-5), 96.10 (C-15), 112.53 (C-10), 122.58 (C-3"), 129.93, 130.02,
131.69, 132.37, 133.91, 135.07 (C-4, C-6, C-7, C-9, C-11, C-16, C-17), 136.76
(C-18), 139.08 (C-13), 141.48 (C-8), 142.55 (C-12), 145.95 (C-3), 148.90 (C-14),
174.87 (C-19), 175.29 (C-8%), 178.00 (C-1).

l
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Abb. 120: 'H-NMR-Spektrum von Phycocyanobilin (1)
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8.3.8 Assemblierung der Chromophore

Die experimentelle DurchfiUhrung der Assemblierung wurde unabhangig vom
eingesetzten Chromophor in jeweils gleicher Weise durchgefihrt. Der bei -80 °C
zwischengelagerte Chromophor wird auf Raumtemperatur erwarmt. Unter Grinlicht
werden 2 mg des Chromophors in 100 pl Dimethylsulfoxid (UVASOL®) angeldst.
Zunachst wird die Absorption des a) Chromophors (2 ul) mit 400 ul Aufreinigungs-
puffer und b) 3 mg aufkonzentriertes 1393 GAF 3 Protein mit 400 ul Aufreinigungs-
puffer vermessen. Nachdem die Eduktspektren vorliegen, kann die Assemblierung
starten: Zu 3 mg aufkonzentriertem 1393 GAF 3 Protein in 400 ul Aufreinigungspuffer
werden zunachst 7 pl des Chromophors zugegeben. Der Einbau ist sofort im
Absorptionsspektrum zu beobachten. Die Probe wird auf Eis gelagert und nach 6 h
erneut vermessen (gegebenenfalls wird noch etwas Chromophor hinzugeftgt). Nach
24 h unter Eiskihlung wird die Abschlussmessung durchgefiihrt, bevor die Proben

dann fur weitere Untersuchungen bereitgestellt werden.

8.4 Synthese der Biliverdinderivate
8.4.1 Synthese des A-Rings (55)

8.4.1.1 Darstellung von 3-Tolylsulfonylpropanal (50) %

Unter Inertgasatmosphare werden 49.0 g (275 mmol) Natriumtosylat in einer
Mischung aus 275 ml destilliertem Wasser und 140 ml Tetrahydrofuran vorgelegt und
auf -5 °C gekuhlt. Es werden 16.0 ml (280 mmol) Essigsaure und danach 16.5 ml
(250 mmol) Acrolein in 70 ml Tetrahydrofuran so zugetropft, dass die Innen-
temperatur 0 °C nicht Ubersteigt. Nachdem die Reaktionsmischung 24 h bei
Raumtemperatur gertuhrt hat, werden 500 ml destilliertes Wasser hinzugefugt und
dreimal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird zweimal
mit je 100 ml einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung, zweimal mit je

100 ml einer gesattigten Natriumchloridlésung gewaschen und uber Natriumsulfat
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getrocknet. Nachdem das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt ist, werden 31.17 g
(146.8 mmol; 59 %) des Produkts (C1oH1203S; M = 212.27 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.32 (s, 3H, H-4), 2.79 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, H-2), 3.28 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz,
H-3), 7.25 und 7.65 (Phenyl), 9.58 (s, 1H, H-1).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):
5 (ppm) = 21.23 (C-4), 36.28 (C-2), 48.88 (C-3), 127.67, 129.74, 135.29, 144.80
(Phenyl), 197.05 (C-1).

T T T T T T T T T T T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 4
ppm

Abb. 121: "H-NMR-Spektrum von 3-Tolylsulfonylpropanal (50)

8.4.1.2 Darstellung von 3-Acetoxy-2-nitro-5-tosylpentan (51) ['>°]

(o]

(1)

Unter Inertgasatmosphare werden 10.0 g (47.1 mmol) 3-Tolylsulfonylpropanal (50) in
40 ml Dichlormethan gelést und 1.37 g (11.2 mmol) Dimethylaminopyridin
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hinzugefligt. Die Mischung wird auf -10 °C gekuhlt und 18.0 ml (251 mmol)
Nitroethan zugetropft. Nach 48 h Ruhren bei Raumtemperatur werden 18.0 ml (190
mmol) Essigsaure-anhydrid zugetropft und es wird weitere 6 h geruhrt. Es werden
zunachst 150 ml Methanol und dann 150 ml Wasser zugefligt. Die Phasen werden
getrennt, die organische Phase wird dreimal mit je 100 ml einer gesattigten
Natriumchloridldsung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen
des Losungsmittels werden 4.94 g (15.1 mmol; 32 %) des Produkts (C14H19NOgS;
M = 329.37 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

o (ppm) = 1.49 (m, 3H, H-1), 2.01 (s, 3H, Acetoxy), 2.09 (m, 2H, H-5), 2.26 (s, 3H,
H-6), 3.07 (m, 2H, H-4), 4.65 (m, 1H, H-2), 5.30 (m, 1H, H-3), 7.33 und 7.73 (2x m,
4H, Phenyl).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
& (ppm) = 15.92 (C-1), 20.49 (Acetoxy), 23.89 (C-4), 24.15 (C-5), 71.43 (C-3), 86.06
(C-2), 169.63 (Acetoxy).

Abb. 122: "H-NMR-Spektrum von 3-Acetoxy-2-nitro-5-tosylpentan (51)
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8.4.1.3  Darstellung von 4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol (52) ['>1]

!
! (g/@\
(52)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 0.71 g (3.64 mmol)
3-Tolylsulfonylmethylisocyanat und 0.47 g (3.04 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]-
undec-7-en in 7 ml Acetonitril vorgelegt und auf -10 °C gekuhlt. Es werden 1.00 g
(3.04 mmol) 3-Acetoxy-2-nitro-5-tosylpentan (51) in 5 ml Acetonitril zugetropft und
1 h bei -10 °C geruhrt. Die Reaktionsmischung wird mit 30 ml einer gesattigten
Ammoniumchlorid-ldsung hydrolysiert. Die Phasen werden getrennt und das
Losungsmittel entfernt. Der Ruckstand wird in 50 ml Ethylacetat aufgenommen,
zweimal mit je 50 ml destilliertem Wasser und zweimal mit je 50 ml einer gesattigten
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet, das Losungs-mittel unter Vakuum entfernt und 277 mg (0.66 mmol; 22 %)
des Produkts (C21H23NO4S,; M = 417.54 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.83 (s, 3H, H-4"), 2.31 (s, 3H, H-2"), 2.43 (s, 3H, H-3%), 2.82 (m, 2H,
H-3%), 3.12 (m, 2H, H-3"), 6.62 (d, 1H, 3J = 2.8 Hz, H-5), 7.13 und 7.36 (2x m, 4H,
Phenyl), 7.45 und 7.79 (2x m, 4H, Phenyl), 9.53 (s, 1H, NH).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.45 (C-4"), 17.93 (C-3"), 21.60 und 22.47 (C-2" und C-3°), 29.84 (C-3?),
120.55 (C-5), 121.17 (C-4), 122.41 (C-3), 124.17 (C-2), 129.66,129.90, 129.98,
135.54 (Phenyl).
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Abb. 123: 'H-NMR-Spektrum von 4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol (52)

8.4.1.4 Darstellung von 5-Brom-4-methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol
(53) [38:481

Br S//
(53)

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 100 mg (0.31 mmol)
4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol (52) in 20 ml Dichlormethan gelost und auf
-5 °C gekuhlt. Es werden 234 mg (0.62 mmol) PhMe3sNBr; zugetropft und 15 Minuten
bei 0 °C geruhrt. Nachdem das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt ist, wird der
Rickstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wird nach-
einander je einmal mit je 100 ml destilliertem Wasser, einer gesattigten Natrium-
hydrogencarbonatlésung, einer gesattigten Natriumthiosulfatidsung und einer

gesattigten Natriumchloridlésung gewaschen und Uber anschlielend Natriumsulfat

~ 145 -



Experimentalteil

getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels werden 125 mg (0.25 mmol; 81 %)
des Produkts (C21H22NO4S2Br; M = 496.44 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.84 (s, 3H H-4"), 2.38 (s, 3H, H-2"), 2.47 (s, 3H, H-3%), 2.85 (m, 2H, H-3?),
3.13 (m, 2H, H-3"), 7.22 und 7.40 (Phenyl), 7.51 und 7.81 (Phenyl), 9.06 (s, 1H NH).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.57 (C-4"), 18.60 (C-3"), 21.60 und 21.69 (C-2" und C-3%), 30.51 (C-3?),
104.98 (C-5), 120.92 (C-4), 124.49 (C-3), 124.72 (C-2), 128.32,129.87, 129.99,
130.01 (Phenyl).

Abb. 124: 'H-NMR-Spektrum von 5-Brom-4-methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol (53)
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8.4.1.5 Darstellung von 4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol-5-on (54)
[38,48]

. /]
N \Q\
(54) °©

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 127 mg (0.32 mmol) 5-Brom-
4-methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol (53) in 20 ml Tetrahydrofuran geldst und
2 ml destilliertes Wasser hinzugefligt. Die Reaktionsmischung wird 19 h bei 45 °C
geruhrt. Das Losungsmittel wird an der Hochvakuumpumpe entfernt und der
Ruckstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wird nach-
einander je einmal mit je 100 ml destilliertem Wasser, einer gesattigten Natrium-
hydrogencarbonatlésung, einer gesattigten Natriumthiosulfatibsung und einer
gesattigten Natriumchloridlésung gewaschen und anschlieRend Uber Natriumsulfat
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels werden 54.1 mg (0.16 mmol; 50 %)
des Produkts (C21H23NO5S,; M = 433.54 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.88 (s, 3H, H-4"), 2.36 (s, 3H, H-2"), 2.47 (s, 3H, H-3%), 2.84 (m, 2H,
H-32), 3.15 (m, 2H, H-3,), 6.64 (s, 1H, H-2), 7.17 und 7.39 (s, 4H, Phenyl), 7.48 und
7.82 (s, 4H, Phenyl), 9.24 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 9.60 (C-4"), 18.00 (C-3"), 21.52 und 21.64 (C-2" und C-3°), 30.20 (C-3?),
98.57 (C-2), 128.32, 129.87, 129.99, 130.01 (Phenyl), 142.32 (C-3), 145.29 (C-4),
172.05 (C-5).
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L

Abb. 125: 'H-NMR-Spektrum von 4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol-5-on (54)

8.4.2 Synthese des D-Rings (34)

8.4.21 Darstellung von 2Z/2E-2-Cyano-4,4dimethoxy-3-methybut-2-enamid

CN

O o}

/ O H,N
/

(30)

Unter Inertgasatmosphare werden 6.20 g (52.0 mmol) 1,1-Dimethoxyaceton, 4.04 g
(50.0 mmol) 2-Cyanoacetamid und 1.00 g (13.0 mmol) Ammoniumacetat in 250 ml
Toluol gelést und mit 5 ml Eisessig versetzt. Die Reaktionsmischung wird solange
zum Ruckfluss erhitzt bis sich kein Wasser mehr abscheidet. Die organische Phase
wird mit halbgesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und Uber Natriumsulfat
getrocknet. Anschlielend wird das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch uber Silicagel (Merck 60) mit einem
Lésungsmittelgemisch aus Ethylacetat und n-Hexan (8:2) aufgereinigt. Es werden
7.43 g (40.3 mmol; 81 %) des leicht gelben Produkts (CgH12N203; M = 184.19 g/mol)
erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 250 MHz):
5 (ppm) = 2.17 und 2.23 (2x s, 6H, H-3"), 3.40 und 3.42 (2x s, 6H, OMe), 5.06 und
5.82 (2x s, 2H, H-4), 6.47 (s, 1H, NH).

3C-NMR (CDCls3, 63 MHz):

5 (ppm) = 14.75 und 17.99 (C-3"), 55.98 und 56.11 (2x OMe), 100.36 und 105.34 (C-
4), 107.65 und 109.34 (C-2), 115.85 und 116.16 (CN), 162.64 und 163.07 (C-1),
166.07 und 166.81 (C-3).

Abb. 126: "H-NMR-Spektrum von 2Z/2E-2-Cyano-4,4dimethoxy-3-methybut-2-enamid (30)

8.4.2.2 Darstellung von 2-Cyano-4,4-dimethoxy-3-methylbutanamid (31) **!

CN

O 0

/ O H,N
/

(31)

Unter Inertgasatmosphare werden 7.43 g (40.3 mmol) 2Z/2E-2-Cyano-4,4dimethoxy-

3-methybut-2-enamid (30) in 150 ml Methanol gelést und auf 0 °C gekuhlt.

Es werden portionsweise 1.67 g (44.2 mmol) Natriumborhydrid hinzugegeben und

man ruhrt noch 15 Minuten bei 0 °C. Die Reaktionsmischung wird in 200 ml einer

eisgekuhlten Mischung aus Dichlormethan und destilliertem Wasser (3:1) geschittet
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und mit 50 ml einer Salzsaurelésung (5 %) versetzt. Nach Phasentrennung wird die
wassrige Phase dreimal mit je 150 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter Vakuum entfernt. Es werden 6.09 g (32.7 mmol; 81 %) des 2-Cyano-4,4-
dimethoxy-3-methylbutanamids (31) (CsH14N2O3; M = 186.21 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.02 und 1.06 (2x d, 3H, 3J = 7.0 Hz, H-3"), 2.47 (m, 1H, H-3), 3.45 und
3.71 (2x d, 1H, 3J = 5.0 Hz, 3J = 3.9 Hz, H-2), 4.16 und 4.29 (2x d, 1H, 3J = 7.0 Hz,
3) = 6.5 Hz, H-2), 6.61 (s, 1H, NH).

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz):

5 (ppm) = 11.76 und 13.08 (C-3"), 36.64 und 37.00 (C-3), 40.13 und 40.63 (C-2),
53.35, 53.65 und 55.11, 55.33 (2x OMe), 105.81 und 105.89 (C-4), 116.81 und
117.20 (CN), 166.72 und 166.91 (C-1).

| -
_JJ ka‘_/\i“k, ‘J\‘

I
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Abb. 127: "H-NMR-Spektrum von 2-Cyano-4,4-dimethoxy-3-methylbutanamid (31)
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8.3.5.3  Darstellung von 3-Cyano-4-methyl-3-pyrrolin-2-on (32) [*°!

CN
&o

N
H

(32)

Unter Inertgasatmosphare werden 10.87 g (58.3 mmol) 2-Cyano-4,4-dimethoxy-3-
methylbutanamid (31) in 110 ml Essigsaure gelost, 6 h unter Ruckfluss erhitzt und
anschlielend bei Raumtemperatur Uber Nacht gerthrt. Es werden 200 ml destilliertes
Wasser zugegeben und die Mischung wird dreimal mit je 200 ml Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losungs-
mittel unter Vakuum entfernt und man erhalt 5.73 g (46.9 mmol; 80 %) eines braunen
Feststoffes (CsHsN2O; M = 122.12 g/mol).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.24 (s, 3H, H-4"), 4.13 (d, 2H, 3J = 1.0 Hz, H-5), 8.52 (s, 1H, NH).

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz):
5 (ppm) = 15.60 (C-4"), 51.07 (C-5), 108.24 (C-3), 112.87 (CN), 167.80 (C-2), 174.21
(C-4).

\
[

T T
2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Abb. 128: "H-NMR-Spektrum von 3-Cyano-4-methyl-3-pyrrolin-2-on (32)
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8.4.2.4 Darstellung von 4-(4-Chlorphenylselanyl)butansaure (35) %

: Cl
)J\/\/Se
HO

(35)

Unter Inertgasatmosphare werden 5.62 g (14.8 mmol) Bis(4-chlorphenyl)-diselenid in
80 ml absolutem Ethanol geldst, auf -5 °C gekuhlt und portionsweise mit 1.40 g
(36.9 mmol) Natriumborhydrid versetzt. Nachdem die Reaktionsmischung 30 Minuten
geruhrt hat, werden 2.58 g (30.0 mmol) y-Butyrolacton in 20 ml Tetrahydrofuran
zugetropft und Uber Nacht zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkudhlen auf Raum-
temperatur werden 100 ml destilliertes Wasser hinzugefugt und die Losung wird
dreimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert. Die wassrige Phase wird mit 1 molarer
Salzsaureléosung auf pH 2 eingestellt und nochmals dreimal mit je 100 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wird saulenchromatographisch Uber Kieselgel (Merck 60) mit einem
Lésungsmittelgemisch aus n-Hexan und Ethylacetat (7:3) aufgereinigt. Es werden
4.39 g (15.8 mmol; 54 %) eines leicht rosa-farbigen Feststoffes (C1oH11O2CISe;
M = 277.61 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.98 (quintett, 2H, 3J = 7.2 Hz, H-3), 2.48 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H-4), 2.91
(t, 2H, 3J = 7.3 Hz, H-2), 7.20 und 7.40 (2x m, 4H, Phenyl).

3C-NMR (CDCl3, 100 MHz):
5 (ppm) = 24.89 (C-3), 27.17 (C-4), 33.43 (C-2), 127.81, 129.27, 133.33, 134.22

(Phenyl), 178.28 (C-1).

Massenspektrum (El):
m/z (%) = 278 (12), 191 (8), 156 (8), 112 (13), 87 (100), 75 (9), 45 (22), 41 (12).
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Abb. 129: "H-NMR-Spektrum von 4-(4-Chlorphenylselanyl)butanséure (35)

8.4.2.5 Darstellung von Acetamidoaceton (36) [

° (38
Unter Inertgasatmosphare werden 10.0 g (133 mmol) Glycin, 64.6 ml (800 mmol)
Pyridin und 146 ml (1.55 mol) Essigsaureanhydrid 6 h bei 150 °C zum RuUckfluss
erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das Losungsmittel an der
Hochvakuumpumpe entfernt und der Rickstand anschlieBend fraktioniert destilliert
(115 °C, 2.2x10" mbar). Es werden 11.43 g, (98.68 mmol; 74 %) des Produkts
(CsH9NO2; M = 115.13 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.08 (s, 3H, H-2°), 2.20 (s, 3H, H-3), 4.38 (s, 2H, H-1).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 25.22 (C-2°), 26.34 (C-3), 53.35 (C-1), 172.04 (C-17), 201.56 (C-2).
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Abb. 130: "H-NMR-Spektrum von Acetamidoaceton (36)

8.4.2.6 Darstellung von Aminoaceton-hydrochlorid (37) ©**

®

Cl Q
®
HsN\)J\

(37)

Unter Inertgasatmosphare werden 11.43 g (98.68 mmol) Acetamidoaceton in 80 ml
halbkonzentrierter Salzsaure geldst und 6 h zum Ruckfluss erhitzt. Nachdem die
Mischung auf Raumtemperatur abgekuhlt ist, wird das Losungsmittel an der
Hochvakuumpumpe entfernt. Es ergeben sich 7.89 g (72.0 mmol; 73 %) des
Produkts (C3HgNOCI; M = 109.55 g/mol).

"H-NMR (DMSO, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.16 (s, 3H, H-3), 3.87 (s, 2H, H-1), 8.38 (s, 1H, NH).

*C-NMR (DMSO, 100 MHz):
5 (ppm) = 27.31 (C-3), 47.20 (C-1), 201.67 (C-2).
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Abb. 131: "H-NMR-Spektrum von Aminoaceton-hydrochlorid (37)

8.4.2.7 Darstellung von 1-Amino-2,2-dimethoxypropan (38) [*”

O, O

H2N\><

(38)

Unter Inertgasatmosphare werden 17.72 g (161.8 mmol) Aminoaceton-hydrochlorid
(37) 20.60 g (194.1 mmol) Trimethyl-ortho-formiat und 2.78 g (16.2 mmol) para-
Toluolsulfonsaure in 180 ml Methanol vorgelegt und 24 h bei 90 °C erhitzt.
Anschlielend wird das Losungsmittel unter Vakuum entfernt, der Rickstand mit
120 ml 3N Natriumhydroxidlésung und 100 ml Diethylether versetzt und Uber Nacht
extrahiert (Kutscher-Steudel-Aufsatz). Die organische Phase wird Uber Kalium-
carbonat getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wird fraktioniert
destilliert (22 °C, 2.0x102 mbar): Es werden 4.13 g (34.7 mmol; 21 %) des Produkts
(CsH413NO2; M = 119.16 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.03 (s, 3H, H-3), 2.46 (s, 2H, H-1), 2.93 (2x s, 6H, OMe).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 18.93 (C-3), 45.86 (C-1), 47.72 und 47.73 (OMe), 101.11 (C-2).
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Abb. 132: "H-NMR-Spektrum von 1-Amino-2,2-dimethoxypropan (38)

8.4.2.8 Darstellung von [4-(4-Chlorphenylselanyl)butylamino]propan-2-on

(39) [39]
: _Cl
Se

(39)

Unter Inertgasatmosphare werden 2.00 g (7.30 mmol) 4-(4-Chlorphenylselanyl)-
butansaure (35) in 30 ml Dichlormethan geldst, portionsweise mit 0.66 ml
(7.70 mmol) Oxalylchlorid versetzt und 4 h Rihren bei Raumtemperatur gerihrt
(Lésung 1). Unter Argonatmosphare werden 1.05 g (8.80 mmol) Amino-2,2-
dimethoxypropan (38) in 30 ml Dichlormethan geldst und 3.04 ml (21.9 mmol)
Triethylamin zugetropft. Nachdem die Reaktionsmischung auf 0 °C abgekunhlt ist,
wird Lésung 1 hinzu getropft. Nach vollstandiger Zugabe wird das Reaktionsgemisch
auf Raumtemperatur erwarmt und 3.5 h geruhrt. Es werden 50 ml Salzsdure (1M)
hinzugefugt und 1 h geruhrt. Nach Phasentrennung wird die wassrige Phase mit

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
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Natriumsulfat getrocknet und das Ldésungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wird
saulenchromatographisch Uber Silicagel (Merck 60) mit Ethylacetat und n-Hexan
(1:1) aufgereinigt. Es ergeben sich 2.04 g (6.15 mmol; 85 %) des Produkts
(C13H16NO2CISe; M = 332.68 g/mol).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):

5 (ppm) = 2.00 (m, 2H, H-3), 2.18 (s, 3H, H-3"), 2.35 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H-4), 2.91 (t,
2H, 3J = 7.2 Hz, H-2), 4.11 (d, 2H, ®J = 4.5 Hz, H-1), 6.12 (s, 1H, NH), 7.21 und 7.40
(2x m, 4H, Phenyl).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):
5 (ppm) = 25. 60 (C-3°), 27.29 (C-3), 27.46 (C-4), 35.47 (C-2), 49.79 (C-1°), 128.02,
129.22, 133.16, 134.09 (Phenyl), 171.98 (C-1), 202.85 (C-2).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) = 333 (5), 191 (8), 143 (8), 142 (100), 74 (14), 56 (17), 41 (12), 30 (8).

Abb. 133: "H-NMR-Spektrum von [4-(4-Chlorphenylselanyl)butylamino]propan-2-on (39)
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8.4.2.9 Darstellung von [4-(4-Chlorphenylselanyl)butyl]-(2-oxopropyl)-

carbaminsiure-tert-butylester (40) 1!

1
vl
%OAO

(40)

Cl

Unter Inertgasatmosphare werden 720 mg (2.17 mmol) [4-(4-Chlorphenylselanyl)-
butylamino]propan-2-on (39) in 30 ml Dichlormethan gelést und nacheinander mit
0.30 ml (2.17 mmol) Triethylamin, 947 mg (4.34 mmol) Pyrokohlensauredi-tert-
butylester und 265 mg (2.17 mmol) Dimethylaminopyridin versetzt. Die Reaktions-
mischung wird 1 h bei Raumtemperatur geruhrt, bevor das Losungsmittel unter
Vakuum entfernt wird. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch Uber Silicagel
(Merck 60) mit Ethylacetat und n-Hexan (2:8) aufgereinigt und 743 mg (1.72 mmol,
79 %) des Produkts (C13H1sNO,CISe; M = 330.33 g/mol) erhalten.

"H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.42 (s, 9H, tert-Butyl), 1.99 (m, 2H, H-3), 2.89 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, H-4),
3.02 (t, 2H, 3J = 7.1 Hz, H-2), 4.44 (s, 2H, H-1"), 7.16 und 7.37 (2x m, 4H, Phenyl).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):

5 (ppm) = 25.37 (C-3°), 26.64 (C-3), 27.75 (tert-Butyl), 31.48 (C-4), 37.53 (C-2),
53.10 (C-17), 83.60 (tert-Butyl), 128.31, 129.05, 132.83, 133.84 (Phenyl), 152.01
(tert-Butyl), 174.59 (C-1), 201.43 (C-2°).
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|l ‘ ]

Abb. 134: 'H-NMR-Spektrum von [4-(4-Chlorphenylselanyl)butyl]-(2-oxopropyl)-carbamin-
saure-tert-butylester (40)

8.4.2.10 Darstellung von (4-Methoxybenzyl)-3,4-dimethylpyrrol-2,5-dion (45) (13l
oﬂo
i :\O/

(45)

Unter Inertgasatmosphare werden 2.00 g (15.9 mmol) 3,4-Dimethylmaleinsaure-
anhydrid in 200 ml Toluol vorgelegt und unter Eiskiuhlung (~ 0 °C) mit 2.18 g
(15.9 mmol) 4-Methoxybenzylamin versetzt. Die Reaktionsmischung wird 19 h zum
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt. Der gelbliche Ruckstand wird in 100 ml Ethylacetat
aufgenommen und flinfmal mit je 100 ml destillietem Wasser und anschlieRend
zweimal mit je 100 ml gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen. Die organische
Phase wird dann Gber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum
entfernt. Es werden 3.23 g (13.2 mmol; 83 %) des Produkts (C44H1sNOsg;
M = 245.27 g/mol) erhalten.
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.92 (s, 6H, H-3 und H-4), 3.75 (s, 3H, OMe), 4.55 (s, 2H, H-1"), 6.80 und
7.27 (Phenyl).

3C-NMR (CDCl;, 100 MHz):
5 (ppm) = 8.63 (C-3" und C-4"), 40.92 (C-1"), 55.21 (OMe), 113.92 und 129.89
(Phenyl), 129.00 und 137.21 (C-3 und C-4), 159.11 (C-1°), 171.85 (C2 und C-5).

Massenspektrum (EI):
m/z (%) =246 (15), 245 (100), 214 (10), 202 (29), 134 (8), 121 (28), 108 (26).

Abb. 135: "H-NMR-Spektrum von (4-Methoxybenzyl)-3,4-dimethylpyrrol-2,5-dion (45)

8.4.2.11 Darstellung von 3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion (46) ['>®!

(46)

Unter Inertgasatmosphare werden 3.00 g (12.3 mmol) (4-Methoxybenzyl)-3,4-
dimethylpyrrol-2,5-dion (45) in einem Gemisch aus 122 ml Acetonitril und 43 ml
Wasser vorgelegt und 20.11 g (36.69 mmol) Ammoniumcer-(IV)-nitrat zugefligt. Nach
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3 h Ruhren bei Raumtemperatur wird die Lésung mit 200 ml Ethylacetat extrahiert,
sowie die wassrige Phase danach dreimal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit je 100 ml einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonatlosung und dreimal mit je 100 ml einer gesattigten
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird in
50 ml Methanol geldst, mit 0.26 ml (0.72 mmol) Hydrazinhydrat versetzt und 5 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wird das Lésungsmittel entfernt und der Rickstand
in 100 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wird dreimal mit je
100 ml destilliertem Wasser gewaschen, danach wird die wassrige Phase noch
dreimal mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden dann dreimal mit je 100 ml einer gesattigten Natriumchloridlésung
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird entfernt und
das Rohprodukt saulenchromatographisch Uber Kieselgel (Merck 60) mit
Dichlormethan und Ethylacetat (4:1) aufgereinigt. Die geeigneten Fraktionen werden
vereinigt und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Es werden 378 mg
(3.02 mmol; 25 %) des Produkts (CeH7NO2; M = 125.13 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.94 (s, 6H, H-3" und H-4"), 7.30 (s, 1H, NH).

*C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 8.63 (C-31 und C-41), 138.36 (C-3 und C-4), 171.81 (C-2 und C-5).

Massenspektrum (El):

miz (%) = 126 (), 125 (91), 54 (100), 53 (27), 52 (12), 51 (17), 50 (13), 39 (56), 28
(10), 27 (29).
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Abb. 136: 'H-NMR-Spektrum von 3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion (46)

8.4.2.12 Darstellung von 3-(Brommethyl)-4-methylpyrrol-2,5-dion (47) °!

(47)

Unter Inertgasatmosphare werden zu 250 mg (1.99 mmol) 3,4-Dimethyl-
pyrrol-2,5-dion (46) geldst in 20 ml Trifluortoluol, 462 g (2.60 mmol) N-Bromsuccin-
imid und 36.0 mg (0.22 mmol) Azo-bis-isobutyronitril zugegeben. Die Reaktions-
mischung wird dann 4 h unter Bestrahlung einer 200 W Wolframlampe am Riuckfluss
erhitzt (110 °C). Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird das aus-gefallene Succin-
imid abfiltriert. Die organische Phase wird zweimal mit je 50 ml einer Natriumdisulfid-
I6sung (10 %) gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des
Lésungsmittels werden 81.9 mg (0.40 mmol; 20 %) 3-(Brommethyl)-4-methylpyrrol-
2,5-dion (47) (CsHgO2NBr; M = 204.02 g/mol) erhalten.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 2.04 (s, 3H, H-4"), 4.11 (s, 2H, H-3"), 7.97 (s, 1H, NH).
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3C-NMR (CDCls, 100 MHz):
5 (ppm) = 9.02 (C-4"), 16.58 (C-3"), 136.76 und 141.96 (C-3 und C-4), 169.47 und
170.76 (C-2 und C-5).

Abb. 137: 'H-NMR-Spektrum von 3-(Brommethyl)-4-methylpyrrol-2,5-dion (47)

8.4.2.13 Darstellung von 3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion-3-phosphoniumbromid
(48)

S
Br

Bph,

(48)

Unter Inertgasatmosphare werden 310 mg (1.52 mmol) 3-(Brommethyl)-4-
methylpyrrol-2,5-dion (47) in 50 ml Diethylether gelost. Es werden 420 g (1.60 mmol)
Triphenylphosphin zugegeben und die Losung wird 24 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Losungsmittel wird unter Vakuum entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch mit Ethylacetat und n-Pentan (3:1) aufgereinigt. Man erhalt
653 mg (1.40 mmol; 92 %) des Produkts (Cz4H21NO2BrP; M = 466.31 g/mol).
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'H-NMR (CDCl3, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.91 (d, 3H, 3J = 4.9 Hz, H-4"), 5.67 (d, 2H, 3J = 16.3 Hz, H-3"), 7.69-7.96
(m, 15H, Phenyl).

Massenspektrum (ESI):
Positive lonen 387 (Pyrrol), negative lonen 79 (Bromid), M = 466 g/mol

e
Br

Sphs

|
|
) )Mbr J)\MJJL ML | MJJL

T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0

Abb. 138: "H-NMR-Spektrum von 3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion-3-phosphoniumbromid (48)

8.4.2.14 Darstellung von 3-Vinyl-4-methylpyrrol-2,5-dion (49) 1"

(49)

Es werden 467 mg (1.00 mmol) 3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion-3-phosphoniumbromid
(48) in 70 ml Diethylether vorgelegt. Innerhalb von 20 Minuten werden 1.3 ml
(1.6 mmol) n-Butyllithium (in n-Hexan) zugetropft. Unter Inertgasatmosphare werden
in einem zweiten Kolben, welcher mit dem ersten verbunden ist, 7 g
Paraformaldehyd vorgelegt und mit einem Olbad auf 140 °C erhitzt (das freigesetzte
gasformige Formaldehyd gelangt durch den Argonstrom in den Reaktionskolben).
Nach 1.5 h wird das Olbad entfernt und man riihrt noch 2 h bei Raumtemperatur.
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Die Reaktionsmischung wird mit 80 ml destilliertem Wasser hydrolysiert. Nach
Phasentrennung wird die organische Phase dreimal mit je 50 ml gesattigter
Natriumchloridlosung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel unter Vakuum entfernt. Das Produkt (C;H;NO2; M = 137.14 g/mol) konnte in

Spuren nachgewiesen werden.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz):
5 (ppm) = 1.92 (s, 3H, H-4"), 5.46 (m, 2H, H-3?), 6.33 (m, 1H, H-3").

Abb. 139: "H-NMR-Spektrum von 3-Vinyl-4-methylpyrrol-2,5-dion (49)
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8.4.3 Synthese der Biliverdin-Tetrapyrrole

8.4.3.1  Darstellung von Biliverdin IXa (2) aus Bilirubin [*

Unter Lichtausschluss und Inertgasatmosphare werden 163 mg (0.72 mmol) 2,3-
Dichlor-5,6-dicyan-para-benzochinon (DDQ) in 250 ml sauerstofffreiem Dimethyl-
sulfoxid geldst und mit 200 mg (0.34 mmol) Bilirubin geldst in 250 ml sauerstofffreiem
Dimethylsulfoxid versetzt. Nach vollstandiger Zugabe wird die Reaktionsmischung
5 Minuten geruhrt, es werden 1500 ml sauerstofffreies Wasser hinzugefluigt und man
ruhrt noch weitere 10 Minuten. Der ausgefallene Niederschlag wird Uber einen
Blchnertrichter mit dinner Celliteschicht abfiltriert. Der Filterkuchen wird mit 100 mi
0.1 M Natronlauge aufgeschlammt und nochmals abfiltriert. Das Filtrat wird mit 0.5 ml
Eisessig angesauert, bevor das Ldsungsmittel durch Gefriertrocknung Uber Nacht
entfernt wird. Der Ruckstand wird in Methanol aufgenommen, abfiltriert und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromato-
graphisch Uber RP-C18 Material (Merck LiChroprep RP-18) mit Ethanol und Aceton
(9:1) aufgereinigt und 189.6 mg (0.325 mmol; 96 %) des Produkts (Csz3H34N4Os;
M = 582.65 g/mol) erhalten.

'H-NMR (Pyridin-ds, 400 MHz):

5 (ppm) = 1.90 (s, 3H, H-2"), 1.92 (s, 3H, H-7"), 1.96 (s, 3H, H-17"), 2.03 (s, 3H,
H-13"), 2.78 (m, 4H, H-82, H-122), 3.10 (m, 4H, H-8", H-12"), 5.48-5.55 (m, 4H, H-32,
H-182), 5.93 (s, 1H, H-5), 6.02 (s, 1H, H-15), 6.59-6.77 (m, 2H, H-3"', H-18"), 7.19 (s,
1H, H-10).

3C-NMR (Pyridin-ds, 100 MHz):
5 (ppm) = 8.83, 8.98, 9.10, 9.35 (C-2", C-7", C-13', C-17"), 20.25, 20.45 (C-8",
Cc-12", 36.49 (C-8% C-122%), 97.12 (C-5), 97.53 (C-15), 116.15 (C-10), 121.36
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(C-18%), 121.56 (C-3%), 127.43, 127.85, 128.16, 129.55 (C-2, C-7, C-13, C-17),
138.20, 139.12, 139.95, 141.44, 149.12, 151.22 (C-3, C-4, C-6, C-8, C-9, C-11, C-12,
C-14, C-16, C-18), 172.95 (C-1), 173.33 (C-19), 175.64, 175.84 (C-8°, C-123).

(11 17T

/LI,

| / |
I U \ l /
WJ\V j \WNW_MA-*'J ‘\ M ‘J ‘\\J mll JWL LWM/ \\_J‘MW‘L\ ﬁb\ ‘ \"\

T T T T T T T
9.0 85 8.0 75 7.0 65 60 55 5.0 35 30 25 20
wom

T T T
1.0 0.5 0.0

Abb. 140: 'H-NMR-Spektrum von Biliverdin IXa (2)
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9 Anhang

9.1 Substanzen

(1)
(2)
3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18)
(19)

(20)
(21)
(22)
(23)
(24)

(25)

Phycocyanobilin (PCB)

Biliverdin IXa (BV)

Phytochromobilin (P®B)

(4-Methoxybenzyl)-3-methylpyrrol-2,5-dion
(E)-3-Ethyliden-1-(4-methoxybenzyl)-4-methyl-pyrrolidin-2,5-dion
(E)-3-Ethyliden-4-methylpyrroliden-2,5-dion
(E)-3-Ethyliden-4-methyl-2-thiosuccinimid
N-Formylglycin-tert-butylester

Isocyanoessigsaure-tert-butylester

Glycinmethylesterhydrochlorid

N-Formylglycinmethylester

Isocyanoessigsauremethylester

4-Nitrobutansauremethylester
4,4-Dimethoxybutansauremethylester

4-Oxobutansauremethylester
4-Acetoxy-5-nitrohexansauremethylester

4-Pentinsaure

4-Pentinsauremethylester
3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-
butylester
3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsauremethylester
3-(2-Methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-butylester
D-(-)-Weinsauredibenzylester

Glyoxylsaurebenzylester
3-(5-((Benzylcarbonyl)-hydroxymethyl)-2-(tert-butoxycarbonyl)-4-
methylpyrrol-3-yl)-propionsauremethylester
Benzyloxycarbonyl-(5-tert-butoxybarbonyl-4-(2-methoxycarbonylethyl)-3-
methylpyrrol-2-yl)-(triphenylphosphonid)-methanid
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(26)

(27)

(28)

(29)

(30)
(31)
(32)
(33)
(34)
(35)
(36)
(37)
(38)
(39)
(40)
(41)

(42)

(43)

(44)

(45)
(46)
(47)
(48)
(49)
(50)
(51)

5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-
tert-butylester

(5-3C)-5-Formyl-3-(2-methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1 H-pyrrol-2-
carbonsaure-tert-butylester
5-Formyl-3-(2-Methoxycarbonylethyl)-4-methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure-
methylester
5-Formyl-3-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-1H-pyrrol-2-carbonsaure-tert-
butylester

27/2E-2-Cyano-4,4-dimethoxy-3-methybut-2-enamid
2-Cyano-4,4-dimethoxy-3-methylbutanamid
3-Cyano-4-methyl-3-pyrrolin-2-on

3-Formyl-4-methyl-3-pyrrolin-2-on

4-Methyl-3-vinyl-3-pyrrolin-2-on

4-(4-Chlorphenylselanyl)-butansaure

Acetamidoaceton

Aminoaceton hydrochlorid

1-Amino-2,2-dimethoxypropan
[4-(4-Chlorphenylselanyl)butylamino]propan-2-on
[4-(4-Chlorphenylselanyl)butyl]-(2-oxopropyl)-carbaminsaure-tert-butylester
3-[2-(4-Chlorphenylselanyl)ethyl]-4-methyl-2-oxo-2,5-dihdropyrrol-1-
carbonsaure-tert-butylester
[2-(4-Chlorphenylselanyl)ethyl]-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-
methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol
[2-(4-Chlorphenylselanyl)ethyl]-9-formyl-8-(2-methoxycabonyl-ethyl)-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol
9-Formyl-2-vinyl-8-(2-methoxycabonyl-ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-
pyrrol

(4-Methoxybenzyl)-3,4-dimethylpyrrol-2,5-dion
3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion

3-(Brommethyl)-4-methylpyrrol-2,5-dion
3,4-Dimethylpyrrol-2,5-dion-3-phosphoniumbromid
4-Methyl-3-vinyl-pyrrol-2,5-dion

3-Tosylpropanal

3-Acetoxy-2-nitro-5-tosylpentan
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(52)
(53)
(54)
(55)
(56)

(57)

(58)
(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)
(66)

(67)

(68)
(69)
(70)
(71)
(72)
(73)
(74)
(75)

Anhang

4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol
5-Brom-4-methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol
4-Methyl-2-tosyl-3-(2-tosylethyl)-1H-pyrrol-5-on
3-Methyl-4-vinylpyrrol-2-on
3-(5-Benzyloxycarbonyl-9-tert-butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-
ethyliden-dipyrrin-1-(10H)-on-8-yl)-propionsauremethyl-ester
9-tert-Butoxycarbonyl-2,3-dihydro-2,7-dimethyl-3-ethyliden-8-(2-
methoxycarbonyl)-ethyl-dipyrrin-1-(10H)-on-5-carbonsaure
3-Ethyl-4-methyl-2-(5H)-pyrrol
2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol
2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycabonyl-ethyl)-3,7-dimethylpyrromethen-1H-
pyrrol
(5-13C)-2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-
3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol

(5-13C)-2-Ethyl-9-formyl -8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3,7-dimethyl-
pyrromethen-1H-pyrrol
(*°*N)-2-Ethyl-9-carbonsauremethylester-8-(2-methoxycarbonylethyl)-3,7-
dimethylpyrromethen-1H-pyrrol
(*°*N)-2-Ethyl-9-carbonsaure-8-propionsiure-3,7-dimethylpyrromethen-1H-
pyrrol
(*°N)-2-Ethyl-9-formyl-8-propionséure-3,7-dimethylpyrromethen-1H-pyrrol
2-Ethyl-9-carbonsaure-tert-butylester-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-
methylpyrromethen-1H-pyrrol
2-Ethyl-9-formyl-8-(2-methoxycarbonyl-ethyl)-3-methyl-pyrromethen-1H-
pyrrol

(15-"3C)-Phycocyanobilindimethylester

(15-"*C)-Phycocyanobilin

(**N)-Phycocyanobilindimethylester

(**N)-Phycocyanobilinmethylester

(*®N)-Phycocyanobilin

(13H)-Phycocyanobilindimethylester

(13H)-Phycocyanobilin

Phycocyanobilindimethylester
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9.2 Abkiirzungsverzeichnis

A
Abb.
BLUF
BphP
BV
CAN
CphP

DBU
dest.
DiBAI-H
DMAP
DMF
DMSO
El

ESI
FAD
FMN
Fph
FTIR

Dn
GAF

HKD
HPLC
Hz

Lit.
LOV

Angstrom

Abbildung

blue-light utilizing FAD

Bakterielle Phytochrome

Biliverdin IXa
Ammoniumcer-(1V)-nitrat
Cyanobakterielle Phytochrome
Chemische Verschiebung
1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-en
destilliertes
Diisobutylaluminiumhydrid
N,N’-Dimethyl-4-aminopyridin
N,N’-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Elektronenstof3-lonisation
Elektronenspray-lonisation
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Flavin-Mono-nukleotid

Phytochrome der Pilze
Fourier-Transform Infrarot-Spektroskopie
Quantenausbeute

Fluoreszenz Quantenausbeute

cGMP spezifische Phosphodiesterase
Stunde

Histidin-Kinase-Domane

High Performance Liquid Chromatography
Hertz

Kupplungskonstante

Wellenlange

Literatur

Light-Oxygen-Voltage
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MM
Mhz
MPLC
ms
MTHF
nm
NMR
PAS

PCB
PEB

P®B
PHY
Phy
PhyA
ppm
P,

ps
PYP
QM
RP

Smp.
TFA
THF
TMG
uv
val.
Vis
z.A.
z.S.

molar

Molekularmechanische Kraftfeldmethode
Megahertz

Medium Pressure Liquid Chromatography
Millisekunde

Methenyltetrahydrofolat

Nanometer

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
PER ARNT SIM: period clock protein, aromatic
hydrocarbon receptor nuclear translocator, single minded
Phycocyanobilin

Phycoerythrobilin

“far-red-absorbing form” des Phytochroms
Phytochromobilin

Phytochrom spezifischen Domane
Phytochrom

Pflanzliches Phytochrom

parts per million

_red-absorbing form“ des Phytochroms
Picosekunden

Photoactive Yellow Protein
Quantenmechanisch

Reverse Phase

Siedepunkt

Schmelzpunkt

Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran
N,N,N’,N"-Tetramethylguanidin
Ultraviolett (-Spektroskopie)

vergleiche

sichtbarer Wellenlangenbereich

zur Analyse

zur Synthese
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9.3 Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

1:

10:;

11:

Schematische Darstellung einer durch Belichtung iniziierten Signal-
transduktion. Die ersten vier Teilschritte zeigen die durch Belichtung
hervorgerufene konformelle Anderung zunéchst im Chromophor (blau)
und anschlieBend im Protein (die zwei umgebenden schwarzen
Vierecke). Im letzten Schritt ist die Anbindung eines weiteren zellularen
Proteins (pink) zu sehen, welches nach Komplexbildung seinerseits eine

Anderung erfahrt (hier beispielsweise ebenfalls eine konformelle

ANErUNG) . e
Isomerisierung der 4-Hydroxyzimtsaure! ™. ...
Isomerisierung von Phytochromobilin (3) "' ...
Elektronentransfer des FADS ™ ... ... i,
Photozyklus der LOVS ™ e

Elektronentransfer der BLUFS 2 i

Aufbau der Phytochromregionen (pflanzliche: Phy, bakterielle: BphP,
cyano-bakterielle: CphPs, Fungi: Fphs). Die drei wichtigsten Domanen
sind farblich hervorgehoben: GAF in grin, PAS in gelb und PHY in rot.
Die Chromophorbindungsstelle ist mit C gekennzeichnet. S/T = Serin-
oder Threonin reiche Region; HKD = Histidin-Kinase-Domane; RR =
Response-Regulator-Doméane!'>'"!
Chromophore der Phytochrome. Die Nummerierung ist in blauen Ziffern
ange-geben. Die strukturellen Unterschiede, die Bindungsstelle von
Position C3 zum Cystein und die Position C18 im D-Ring sind rot

markiert. Links: Phycocyanobilin (1) [bei R = Ethyl] bzw. Phytochromobilin

(3) [bei R = Vinyl]. Rechts: Biliverdin IXo (2) ........coooiiimiiiiiiiiiiieeeeeee

Absorptionsspektrum von Phytochrom mit P®B (3) in der P-Form (rot)

(U] Lo I =P o o o

Proteingebundenes Phycocyanobilin (1) in der ZZZssa (P-Form) und
ZZEssa (Pq-Form) Konformation. Die Z/E-Isomerisierung ist durch einen
gelb-schwarzen Pfeil markiert. Grin eingefarbte Bindungen bestimmen

die syn- und anti-Konformation, pink unterlegte Bindungen bestimmen die

Z- und E-Konformation™ ), ... .....oeeee oo,

174 -

-7 -



Anhang

Abb. 12: Kristallstruktur von Cph1. In der Mitte befindet sich der gebundene

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

13:

14:
15:
16:

17:

18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:

Chromophor, Phycocyanobilin (1), blau eingefarbt. Die umgebenden

Aminosauren sind entsprechend ihrer Domane farblich markiert: N-

Terminus (gran), PHY (rot) und GAF (ocker). Wassermolekule sind als
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